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Vitamin D a metabolismus kosti




Uloha vitaminu D

V téle vznika vitamin D pfirozené z chemické slouceniny odvozené od cholesterolu.
Jedna se o provitamin 7-dehydrocholesterol, ktery bézné vyrabime a ktery UVB zareni
(280—-315 nm) pfeménuje na vitamin D3 (cholekalciferol). D2 pak znaci rostlinnou
formu ergokalciferol. Vitaminy D2 i D3 muzZeme pfijimat stravou. Obé formy jsou pak
pomoci enzymu s hydroxylasovou aktivitou upraveny v jatrech a aktivovany
v ledvinach na ucinnou molekulu vitaminu D potfebnou pro kalciofosfatovy
metabolismus.
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Parathormon (PTH) a vitamin D tvofi tésné regulovany zpétnovazebny systém: PTH
ucinkuje na strevo, ledviny a kost. Je hlavnim stimulatorem syntézy aktivniho vitaminu
D v ledvinach, zatimco nadbytek tohoto vitaminu D pUsobi negativni zpétnou vazbou
na sekreci PTH. Hlavni funkci PTH je regulace koncentrace ionizovaného vapniku
v cirkulaci. Zaroveri ma recipro¢ni ucinek na metabolismus fosfati. Naproti tomu
vitamin D stimuluje jak homeostazu vapniku, tak fosfatu a hraje klicovou roli v zajisténi
dostateCného mnozstvi minerall pro normalni tvorbu kosti [1].

Aktivni forma vitaminu D tvofena ledvinami je ve vysledku stejna — je jedno, zda vznika
z D2 ¢&i D3. Nicméné pokud pfijimame D2 formu, tedy tu rostlinnou, dosahneme jen
poloviéni koncentrace aktivni formy vitaminu D v porovnani s adekvatnim pfijmem D3.
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Pro Clovéka je tedy nejlepSim zdrojem vitaminu D pravé prekurzor D3 [2], ktery si ale
umime i vyrobit, pokud jsme dostatecné dlouho na slunci.

Pfirozena produkce vitaminu D je ovlivnéna lidskymi €innostmi. Napfiklad smog ve
méstech mize UVB zafeni zachytavat, stejné jako opalovaci krémy, coz sniZuje
pfirozenou syntézu vitaminu D3 [3]. U opalovacich krémU nepanuje v literatufe shoda,
protoze prostup UVB zavisi na poctivosti namazani [4], [5]. Lidé to Casto nedélaji
spravné, presto v priméru plati, ze krém s SPF 30 zabrani praniku 95 % UVB na
pokoZku.

Podle vypocetnich modelu si Clovék v naSem podnebném pasmu vytvofi dostatek
vitaminu D3 pfi pobytu na slunci v Iété kolem poledne zhruba za 15-30 minut, pokud
je odkryto alespon 25 % téla [6] [7]. Zaroven se s velkou pravdépodobnosti da fict, Ze
v zimnich meésicich, kdy je UV index nizSi nez 3, a kdy se hodné oblékame,
nedokazeme pfirozené vytvorit dost vitaminu D [8]. Na druhou stranu v obdobi, kdy ho
dostatek mame, si vitamin D skladujeme v tuku, odkud muze byt uvolnén az 5 let po
ulozeni [9]. Nicméné neplati, ze ¢im déle jsme na slunci tim vice vitaminu D vyrobime.
Télo ma pojistku — jakmile se vytvofi urCité mnozstvi, dalsi UV zafeni zacCne
nadbyteCny vitamin D rozkladat, aby nedosSlo k nezadoucim ucinkim. Produkci
vitaminu D kuzi ovliviuje i to, kolik mame melaninu, ktery dava nas$i pokozce tmavsi
barvu [10]. Melanin UVB pohlcuje a tim trochu snizuje syntézu D3 [11].

Referenéni rozmezi pro 250H vitamin D je 30-80 ng/ml, ovéem mnoho studii ukazuje
na jeho velky nedostatek v populaci [12][13][14]. NejspolehlivéjSi mozZnosti, jak ziskat
dostatek vitaminu D, je doplfiovat ho stravou. Jeho ziskavani ze slunce komplikuje totiz
fada faktorl — jiz zminovany odstin kuze, vrstvy oble€eni, pouzivani krémd nebo
znegisténi ovzdusi. Podle Statniho zdravotniho Ustavu pfijmou Cesi az 28 % vitaminu
D ve vejcich.! Méli bychom ale vitamin D doplfiovat i jinak. Napfiklad jist 2x tydné
pfipadné kupovat oleje &i jiné potraviny, které vyrobci obohacuji vitaminem D.2 Na
druhou stranu je mozné se vitaminem D i pfedavkovat [15]. Ro¢né se pfiznaky
predavkovani projevi u cca 4500 Ameri¢anu. Tohle procento by odpovidalo asi stovce
Cecht ro¢né. Je to tedy pomérné raritni. Projevuje se to hlavné pfi dlouhodobé vysoké
suplementaci, a to dehydrataci, Castym mocenim, bolesti kosti, ledvinovymi kameny,
zmatenosti, letargii, tnavou, obtiZnou chlizi, zvracenim a nevolnosti 3.

Ve zdravi i v nemoci

Receptor pro vitamin D (VDR) maiji skoro vSechny nase bunky. Vitamin D tak ovlada
prostiednictvim zminéného VDR az 3 % nasich genu.* Na VDR se vaze aktivni vitamin
D a tento komplex funguje jako ,partner” pro receptor RXR (retinoidni X receptor);
spolecné se vazou na DNA [16].
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Nedostatek vitaminu D je ¢asto vidan u pacientll s nadorovymi nemocemi® a diabetem
mellitem 2. typu [17], pfiemzZ nedostatek tohoto vitaminu zhorSuje dokonce pribéh
této nemoci [18] [19]. Pfi nedostatku vitaminu D hrozi vy$Si riziko infekci a vySSi
pravdépodobnost vzniku autoimunitnich chorob [20]. Je potfeba fict, Ze u vSech vySe
jmenovanych nemoci je pozorovana nedostateCna koncentrace vitaminu D v krvi
pacientl, nicméné zatim se neda s jistotou fict, Ze suplementace timto vitaminem vede
jednoznacné K jejich prevenci. Na druhou stranu se na vice nez tisicovce lidi ukazalo,
Ze pfijem 50 pg (2000 Ul) vitaminu D3 denné zpomali celkem vyrazné bunécné
starnuti jiz po par letech uzivani [21]. Hlavni roli vitaminu D je vSak udrzeni
metabolismu vapniku a fosfatl, coz ma pfimy vliv na zdravi naseho srdce [22] i na
metabolismus Kkosti.

Praktika

V téchto praktikach budete stanovovat Ca?* a PO43 klasickou metodou s vyuzitim kitu
pro rutinni biochemické laboratofe; a vitamin D3 a D2 pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci na trojitém kvadrupolu.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie) je analyticka technika slouzici k
separaci, identifikaci a kvantifikaci slozek v kapalné smési.

Zakladem je distribuce latek mezi dvéma fazemi (pevnou a kapalnou):

e Mobilni faze: Kapalné rozpoustédlo, které unasi vzorek systémem.

e Stacionarni faze: Pevna naplh uvnitf chromatografické kolony, ktera zadrzuje
vzorek.

e Déleni: Jednotlivé molekuly vzorku putuji kolonou riznou rychlosti na zakladé
své afinity (pfilnavosti) k pevné fazi kolony.

Hmotnostni detektor (MS)

MS s trojitym kvadrupdlem (QQQ nebo Triple Quad) funguje jako velmi presny | filtr
molekul. Je to zlaty standard pro kvantitativni analyzu (mé&feni mnozstvi), protoze
dokaze eliminovat Sum pozadi.

Jak QQQ funguje (v kostce)

Pracuje ve tfech fazich (Q1 — Q2 — Q3), pfi¢emz molekuly, které pfichazi z HPLC se
ionizuji (ziskavaji naboj, tvofi ionty):

1. Q1 (Prvni kvadrupdl): Funguje jako selektor podle molekulové hmotnosti. Ze
smési iontd, které pfichazeji z HPLC, vybere pouze ten jeden konkrétni ion (tzv.
prekurzor), ktery nas zajima. V naSem pfipadé se jedna o ionty odpovidajici
vitaminu D. Ostatni odleti pry¢.

5 https://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/risk/diet/vitamin-d-fact-sheet



2. Q2 (Kolizni cela): Vybrany ion zde narazi do molekul inertniho plynu
(argon/dusik) a rozpadne se na mensi kusy (fragmenty).

3. Q3 (Treti kvadrupdl): Opét filtruje. Propusti k detektoru pouze jeden specificky
fragment (tzv. produktovy ion).

Tento proces se nazyva MRM (Multiple Reaction Monitoring).

Pravdépodobnost, Ze by jesté jina latka ve smési tvofila stejny prekurzorovy ion jako
vitamin D v Q1 a tvofila stejny fragment v Q2, je velmi mala. Proto oznaCujeme MS
detekci s QQQ za velmi citlivou a selektivni. Obvykle odhali stopova mnozZstvi latek
(nanogramy az pikogramy). Zaroven to umoziuje analyzovat i velmi komplexni matrice
jako jsou krev, sérum, kontaminované pudy nebo potraviny. Casto se pouziva pro
rutinni testovani pesticidli, dopingovou kontrolu nebo méfeni koncentrace Iéka v
plazmé.

SCHEMA HPLC-MS METODY (LC-MS)
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