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Vitamin D je neaktivnim prekurzorem biologicky ucin-
ného 1a,25-dihydroxyvitaminu D [1a,25(0H),D], ktery
spolu s parathormonem a kalcitoninem fidi homeo-
stazu vapniku. Do organizmu se vitamin D dostava exo-
genné ve formé vitaminu D, (ergokalciferol) pfitom-
ného napf. v rybim oleji a mléce, ale hlavnim zdrojem
vitaminu D je jeho endogenni biosyntéza z prekurzoru
7-dehydrocholestrolu, u kterého je fotolyticky po expo-
zici plazmatické membrany keranocytd v kdzi slune¢-
nim svétlem o vinovych délkach 285-320 nm otevien
kruh B. Z tohoto previtaminu D, vznika spontanni izo-
meraci pfi télesné teploté vitamin D, (cholekalciferol).

Z hlediska biologické funkce je otazkou, zda je vitamin
D, rovnocenny s vitaminem D,. Néktefi autofi uvadgji, ze
vitamin D, zvy3uje hladinu 25(0H)D méné ucinné nez vi-
tamin D, a Ze nutri¢ni efekt obou vitamin( D neni ekvi-
valentni, popf. Zze podavani D, star$im pacientdm vedlo
k redukci poctu zlomenin, pficemz tohoto vysledku
nebylo dosaZeno podavanim D, apod. Obvykle je kon-
centrace cirkulujiciho vitaminu D, a jeho metabolitd vice
nez 10krat nizsi neZ koncentrace vitaminu D, a jeho me-
tabolitd. Oba druhy vitaminu D, tj. D, a D,, se li$i v po-
strannim fetézci molekuly na 173-pozici sekosteroidu
(vitamin D, ma jednu dvojnou vazbu a jednu metylo-
vou skupinu navic), jejich dal$i metabolickd cesta je ale
stejnd, tj. pomoci hydroxylaz patficich do rodiny cyto-
chrom P450 enzymu nejprve probihd hydroxylace vita-
minu D v poloze C25 prostiednictvim v jatrech produ-
kované 25-hydroxyldzy za vzniku 25-hydroxyvitaminu
D [25(0H)D]. Koncentrace tohoto biologicky jesté ne-
ucinného metabolitu vitaminu D v krvi odrazi miru zéso-
beni organizmu vitaminem D z exogennich (D,) i endo-
gennich (D,) zdroj.

Biologicky aktivni, hormondlné ucinny 1a,25-dihyd-
roxyvitamin D [10,25(0H),D] vznika v ledvinach Gcinkem
hormonalné [PTH stimuluje, 10,25(0H),D vykazuje nega-
tivni zpétnou vazbu] regulované 1a-hydroxylazy. V ledvi-
ndch, ale i ve vétsiné dalsich tkani, existuje enzym 24-hyd-
roxylaza, ktera katalyzuje syntézu 24,25(0H),D z 25(0OH)D,
predevsiim viak inaktivuje 1a,25(0H),D jeho pfeménou na
10,24,25(0H),D. Na vlastni inaktivaci se 10,25(0H),D podili
tim, ze stimuluje expresi 24-hydroxylazy.

Malo je zndmo o dalsich metabolitech vitaminu D, at
jiz se jednd o 23,25(0H),D, nebo o riizné oxidované formy
typu 25-OH-24 oxo-D, 23,25(0H),-24-oxo-D,, a také
o glukuronidové nebo sulfatové konjugaty. Dalsim poten-
cialné biologicky aktivnim metabolitem vitaminu D na-
lezenym v Fadé tkani je epimer 1a,25(0H),D, tj. 3-epi-
-10,25(0H),D vznikajici z 25(0H)D ucinkem hydroxylazy
nepatfici do rodiny cytochrom P450 enzymu. Celkem bylo
izolovano a chemicky charakterizovano vice nez 37 rlz-
nych metabolitl vitaminu D. 1a,25(0H),D realizuje svoji
biologickou funkci interakci s jadernym receptorem spe-
cifickym pro vitamin D (VDR), ale i negenomicky interakci
s membranovymi receptory cilovych bunék.

Ledviny jsou témér vylu¢nym zdrojem cirkulujiciho
1a,25(0H),D, ale i fada dalsich bunék a tkani expri-
muje la-hydroxyldzu, a mohou tak lokdlné autokrin-
nim ¢i parakrinnim mechanizmem vytvaret 10,25(0H),D.
Tento hormon je klicovym reguldtorem homeostazy kalcia
afosforu ve smyslu absorpce stfevniho kalcia a mobilizace
kalcia z kosti, ale ma také silné antiproliferativni, prodife-
renciacni, proapoptické a imunomodula¢ni (suprese hu-
moralni odezvy, aktivace celuldrni odezvy) ucinky. Tyto
vlastnosti 1a,25(0H),D jsou Uzce spjaté s karcinogenezi
a dostupnost 25(0H)D pro lokalni biosyntézu 1a,25(0H),D
v extrarendlnich bunkach je vyznamna v prevenci malig-
nich onemocnéni.

Dlouhodoby nedostatek vitaminu D a z ného vyplyva-
jici snizeni hladiny 10,25(0H),D zplsobuje kfivici u déti
a osteomalacii u dospélych. Spolu s nedostatkem kalcia
a dalSimi zménami souvisejicimi se vzristajicim vékem
se podili i na osteopordéze, alopecii, sldbnuti svald, vyvoji
sekundarniho hyperparatyreoidizmu u pacientt s chro-
nickou renalni nedostate¢nosti a sou¢asny vyzkum na-
znacuje i jeho spojeni se zvySenym krevnim tlakem,
s depresi, s poruchami imunitniho systému vedoucimi
k mnohocetné skleréze, k revmatické artritidé a k dia-
betu. Vsechny buriky imunitniho systému exprimuji VDR
a jeho stimulace mé za nasledek aktivaci vrozené imu-
nitni odezvy realizované obecnym obrannym mechaniz-
mem (makrofagy apod), naopak ale dochézi k potlaceni
specifické imunitni odezvy selektivni inhibici antige-
nem aktivovanych T bunék. Nedostatek vitaminu D ma
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za nasledek nedostatecnou aktivaci VDR, coz umoziiuje
vyvoj autoreaktivnich T-lymfocytl, naopak pfitomnost
1a,25(0H),D a funkéniho VDR nastoluje rovnovahu a za-
branuje vyvoji autoimunity. Téméf vsechny VDR pozitivni
buriky odpovidaji na interakci s 10,25(0OH),D utlumenim
bunécné replikace v dusledku snizeni hyperfosforylace
proteint podilejicich se na buné¢ném cyklu a u vétsiny
tkani dochézi k indukci diferenciace. V souc¢asné dobé
roste pocet studii, ze kterych vyplyva vztah mezi preva-
lenci vyskytu rakoviny predevsim tlustého stfeva, pro-
staty a prsu, ale i fady dalSich malignich onemocnéni,
a mirou zdsobeni organizmu vitaminem D.

Z vyse uvedeného je patrné, ze spravné stanoveni vi-
taminu D a jeho metabolitl z hlediska presnosti, ale pre-
devsim pravdivosti, je velkou vyzvou do budoucnosti
a vyvoj technik, které toto sprdvné stanoveni umozni,
bude odrazet potreby, které neustdle vzristaji vzhle-
dem k vyznamu vitaminu D a jeho metabolit(. Vyhodou
imunoanalytickych postupu je velkd kapacita stanoveni
a analyticka citlivost v fadu pg/zkumavku. Imunoanaly-
tické stanoveni hydroxylovanych metabolitd vitaminu D
je ale také zatizeno fadou probléml, pficemz nejvétsim
je specificita pouzité protilatky, kterd mlze zktizené in-
teragovat jak s metabolity vitaminu D,, tak i s metabo-
lity vitaminu D,. Pomérné vysoké zkfizené reakce maji
protilatky nékterych vyrobcl vici 24,25(0H),D, pficemz
v cirkulaci je tento metabolit v nanomolovém mnozstvi.
Zasadni je rovnéz problém se specificitou protilatky pfi
stanoveni 1a,25(0H),D, jehoz koncentrace je pfiblizné
o 3 fady nizsi nez koncentrace 25(0H)D. Nedostate¢né
ucinny proces separace 10,25(0H),D od 25(0H)D nebo
pouziti protilatky vykazujici i jen nizkou zkfizenou reakci
vUci 25(0H)D bude mit za nasledek falesné vysoké vy-
sledky stanoveni 1a,25(0H),D. Velmi malo je diskuto-
véna specificita pouzivanych protiladtek vici konjuga-
tdm (sulfat, glukuronid) hydroxylovanych metabolitt
vitaminu D, pficemz v cirkulaci mdze byt i stejné mnoz-
stvi napf. 25(0H)D, a 25(0H)D,-3-sulfatu. Dalsim problé-
mem muze byt silna vazba metabolit(i vitaminu D na vi-
tamin D vazebny protein (VDBP), ktery vaze pfiblizné
85-88 % metabolitd vitaminu D v cirkulaci, zbytek cir-
kulujicich metabolitl je vdzén na albumin, pouze 0,03 %
25(0H)D a 0,4 % 1a,25(0H),D je v cirkulaci volnych. Pre-
cipitace séra organickymi rozpoustédly nebo kyselinami
muze vést ke ztratam zpUsobenym koprecipitaci meta-
bolitd vitaminu D s vazebnymi proteiny. Problémem je
tedy standardizace pouzitych imunoanalytickych kitd,

kdy rtizné typy eseji davaji rizné vysledky, na jejichz za-
kladé jsou odvozovany i rGizna referencni rozmezi a pfi-
jimaji se klinicka rozhodnuti, ktera nemusi odrazet sku-
tec¢ny stav zésobeni populace vitaminem D.

Chromatografické postupy maji velkou vyhodu ve
skutec¢nosti, ze umoznuji separaci jednotlivych odlisné
hydroxylovanych a jinak derivatizovanych (rtizné typy
konjugatl, napt. sulfaty a glukuronidy) metabolitd vi-
taminu D veetné rozliSeni metabolitl cholekaciferolu
(D,) od metabolith ergokalciferolu (D,), nebo napf. sta-
noveni 3-epi-24,25(0H),D, vedle 24,25(0H),D,. Nevy-
hodou mohou byt v oblasti rutinnich analyz relativné
slozité pfipravy vzorkl pred vlastni chromatografickou
analyzou (extrakce organickymi rozpoustédly casto
spojena s extrakci na pevné fazi a dalsi chromatogra-
fickou predseparaci), metody jsou limitovany kapa-
citné, a dihydroxylované metabolity vitaminu D [pfe-
devsim 1a,25(0H),D] vyzaduiji citlivéjsi postup detekce,
nez je obvykla spektrofotometrickd detekce v ultrafia-
lové oblasti.

Obecné vyhodné z hlediska univerzalnosti, citlivosti
detekce, specificity, i z ¢asového hlediska jsou postupy
zalozené na kombinaci vysokouc¢inného kapalinového
chromatografu (HPLC) pracujiciho v rezimu reverzni
faze (RP-HPLC) s detekci analytu provedenou na hmo-
tovém detektoru (MS), ktery vétsinou pracuje v tande-
movém zapojeni (MS/MS). Je zde dvoji separacni prin-
cip, tj. chromatograficky a hmotové-spektrometricky,
zalozeny na poméru hmoty iontu k jeho néboji. Jedno-
znacnost stanoveni jednotlivych metabolitd ve spektru
fady dalSich metaboliti vitaminu D, pouziti izotopicky
znacenych standardu eliminujicich vliv biologické mat-
rice pfi kvantifikaci a dalsi vyvoj spojeny s automatizaci
vedou k zavéru, Zze imunoanalytické postupy stanoveni
metabolitli vitaminu D jsou nebo v blizké budoucnosti
budou technikou MS pfekonany, a jiz nyni jsou postupy
HPLC-MS/MS uzivany jako vhodnad referen¢ni metoda
stanoveni metabolitl vitaminu D. Limitujicim faktorem
je vysokd pofizovaci cena pristroje, ktery zatim nenf
béZnou soucasti klinicko-biochemické laboratore.
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