Klinicka biochemie Kapitola 16. Vitaminy

Vitaminy jsou organické latky, které ¢lovék nedovede vytvofit a musi je pfijimat v potravé, a které jsou ve
stopovych mnozstvich (mikrogramy az miligramy/den) nezbytné pro normaini zdravi, riist a reprodukci.

Nékteré latky, povaZované za vitaminy, ne zcela vyhovuji uvedené definici, protoZe si je ¢lovék dokaze, alespori
castecné, syntetizovat z prekurzord, které jsou béznou soucasti jeho metabolismu: napfr. vitamin D z cholesterolu ¢i
niacin z tryptofanu.

16.1. Rozdéleni vitamint
Jak byly vitaminy postupné objevovany, zjistilo se, Ze jsou bud rozpustné ve vodé, nebo v tucich. Tato jejich
vlastnost byla pouzita pro jejich rozdéleni do dvou velkych skupin, na

A. vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K)

B. vitaminy rozpustné ve vodé (vitaminy skupiny B a vitamin C).

Trivialni chemicky Symptomy deficitu
nazev ¢i choroba

3-Dehydroretinol

Cholekaciferol

Fylochinony Vzrastajici
koagulaéni ¢as,
krvaceni (déti)

CPB = competitive protein binding (kompetitivni vazba bilkovin, ligandové techniky, vazebné testy)
™) nyktalopie = neschopnost vidét ve tmé

xeroftalmie = vysychani spojivky a rohovky oka

keratomalacie = zméknuti rohovky oka s postupnym vznikem perforace

CH3

CH3

X
n=1-12
o) CHg CHj

Vitamin K;
Fylochinon
Zdroj: rostliny

Vitaminy K,
Menachinony
Zdroj: bakterie

O
oy
(e}
Vitamin E Vitamin K;
itami ) .
a-Tokoferol Menadion (synteticky)
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Klinicka biochemie Kapitola 16. Vitaminy

Trivialni chemlcky Symptomy deficitu
nazev ¢i choroba

. . Angularni stomatitida,
Riboflavin dermatitida, fotofobie

Kyselina nikotinova

Kyselina Megaloblasticka
pteroylglutamova anemie

Pelagra

- Dermatitida

Kyselina askorbova Skorbut (kurdéje)

) CPB = competitive protein binding (kompetitivni vazba bilkovin, ligandové techniky, vazebné testy)

HO H
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H,C N
HO——H | !
L
HO——H N_ .~ N e
HO——H NH, CHj
H——H
H,C N /N /O Vitamin B7 ) .
| \r Biotin; Vitamin H .Vlta.mln B, )
s N/ NH (srovnej s textem v kapitole 13, Thiamin chlorid
3 na str.13-31 a 13-32)
(0]
Vitamin B, fe)
Riboflavin OH
(srovnej se vzorcem o] NH
FAD v kapitole 7, na N .
strp7-1) N A NH 40 HO N o
' )l\ | = (0] OH
H,N7 N7 N X N ch,
H
Vitamin M ) )
Kyselina listova Vitamin B,
Pyridoxin; Pyridoxol
(srovnej s reakcnim schématem AST
v kapitole 15, na str.15-316)
NH,
OH (0]
H,C
NH o Ol
HO | = X NH, HO o~
7
CH30 OH 7 N
Vitamin Bs Vitamin B; Vitamin By
Kyselina pantothenova Niacinamid; Nikotinamid Pyridoxamin
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16.2. Uloha vitamin@ v organismu

Pojem ,vitamin“ pochazi od polského biochemika Kazimira Funka a je
vytvorfen z latinského vita, zZivot a ,amin®, Cili ,zivotni amin®. Nazev se
udrzel dodnes, i kdyZ dobfe vime, Ze se rozhodné nejedna o aminy, ale o

skupinu znaéné rliznorodych latek.

Kazimir Funk byl polsky biochemik Zidovského plvodu, rodak z Varsavy. Zemrel v New
Yorku ve Spojenych statech americkych. Je povaZovan za objevitele vitamin(, protoze byl
prvni, kdo popsal vitamin B1, i kdyZ prace o ,nezbytnych prvcich” a , pfidatnych faktorech
potravy”, mu predchazely. Funk také vyvinul G¢inny preparat proti polyneuritidé (beri-beri)
vyvolané u holubt loupanou ryzi.

Tento pojem je relativni, protoze mnohé latky, které fadime mezi vitaminy,
tj. pfidatné ziviny dullezité pro ¢lovéka, nemusi byt vitaminem pro jiny

zivoc€isny druh. Typickym pfikladem je kyselina askorbova, vitamin C, Kazimierz Funk
kterou Clovék nezbytné potfebuje, ale napf. krysa si ji dokdzZe syntetizovat 23.2.1884 - 19.11.1967
sama. Pro ni kyselina askorbova vitaminem neni. Proto je nutné udavat, Polsky biochemik objevitel vibec

prvniho vitaminu (B1), nazyvany

pro jaky druh je dana latka vitaminem. _ objevitel vitaming)

Rostliny a mnoho ,primitivnich” organismu si umi syntetizovat v§echny potfebné latky z nejjednodussich

soucasti, z vhodnych zdroju uhliku, dusiku, mineralnich latek a energie. ,Vyssi“ organismy tuto schopnost
ztratily.

Vitaminy jsou potfebné pro vystavbu koenzym{, slouzi pfi katalyze biochemickych reakci.

Nedostatek (i relativni) vitaminu vede k charakteristickym chorobam, ¢i porucham z nedostatku. Pfitom je
zajimavé, ze tento nedostatek se neprojevuje vSeobecnym poskozenim, jak by se z biochemické funkce
vitaminu dalo pfedpokladat, ale pravé specifickym onemocnénim &i poruchou. Nékteré priklady jsou
uvedeny v tabulkach na pfedchozich stranach.

Pric¢iny nedostatku (deplece) vitaminu:
- nedostateCny pfijem v potravé
- porucha absorpce v GIT
- porucha utilizace (vyuZiti)
- zvySena potfeba vitamin(
- zvySena degradace (inaktivace) ¢i exkrece vitamin(

J Hypovitaminéza, pfipadné avitaminéza: nedostatek &i chybéni urgitého vitaminu; byva doprovazena
typickymi pfiznaky; nékdy se jedna o nedostatek vice vitamin najednou

+ Subklinicka hypovitaminéza: da se prokazat pouze jako snizena koncentrace vitamin( v télesnych
tekutinach nebo tkanich

Hypovitamindza se rychleji vyviji u vitamin( rozpustnych ve vodé (s vyjimkou vitaminu Bj,), protozZe je télo
neskladuje.

T Hypervitaminéza, vysoka koncentrace urcitého vitaminu mdze nastat pfi jeho zvySeném pfijmu v dieté a
muze byt pro organismus nebezpecna. Plati to zejména pro vitaminy rozpustné v tucich, které mohou byt
akumulovany v tukovych tkanich. Napf. zvySeny pfijem vitaminu D vede k lamavosti kosti, hlavné u starSich
lidi. Také napf. vysoké koncentrace vitaminu A jsou toxické. Vitaminy rozpustné ve vodé se neskladuji a
jejich prebytek se prakticky okamzité vylu€uje moci. Proto jsou, vitaminy rozpustné ve vodé, oproti
vitamindm rozpustnym v tucich, relativné netoxickeé.

Nepfiznivé disledky nadbytku vitaminu A byly pozorovany u polédrnich badateld, Zivicich se mistni zvéri, kterou

konzumovali véetné vnitfnosti, tj. i jater, kde se vitamin A kumuluje a jehoZ koncentrace v této tkani, je napt. u
ledniho medvéda znacna.
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16.3. Zpusoby stanoveni vitamin

Pfimé méreni koncentrace vitaminu

o vkrvi: E, A, B-karoten, By, kyselina listova
e v moci: By, niacin (prostfednictvim jeho metabolitu N-metylnikotinamidu)

Méreni sérové ¢i mocové koncentrace typického metabolitu
Metabolit se hromadi v téle nasledkem blokady enzymové reakce vyZzadujici jako koenzym chybéjici
vitamin.
Priklad: pri deficitu vitaminu By, stoupa vylucovani kyseliny metylmalonové v moci (nemuze byt preménéna
na sukcinyl-CoA)

Méreni koncentrace hromadiciho se metabolitu po zatézi substratem

Priklad: k preméné homocysteinu je zapotfebi vitaminl Bg, By, a kyseliny listové; deficit kteréhokoliv z téchto
vitamin( vede ke zvysené hladiné homocysteinu, vzestup se zvyrazni po zatézi metioninem; k vzestupu
nedojde po predchozim podani chybéjiciho vitaminu

Zvyseni aktivity vhodného enzymu po dodani koenzymu
Koenzym je derivatem pfisluSného vitaminu. Méfi se aktivita enzymu v séru pacienta bez pfidavku
a s pfridavkem koenzymu.
Priklad: méfi se aktivita ALT Ci AST po pridani pyridoxalfosfatu (prislusny vitamin je pyridoxin, Cili Bg)

Saturacni testy
Nejcastéji se provadi saturacni test po podani vitaminu C — pfi nedostatku tohoto vitaminu dochazi
k jeho zvySenému vychytavani a v moci se objevuje nulové nebo minimalni mnozstvi vitaminu (pfi
dostatecné saturaci tkani vitaminem se vétSina podaného vitaminu C vylou¢i mo¢i)

Stanoveni produktu vytvoreného plisobenim vitaminu

Priklad: pfi nedostatku vitaminu K se méni koncentrace koagulacnich faktor(i na tomto vitaminu zavislych
(zmény v hodnotach pfislusnych koagulacnich test(, uZiva se tzv. protrombinovy ¢as), na hladinu vitaminu E
Ize usuzovat i ze stupné hemolyzy erytrocytl po plisobeni peroxidu vodiku, ptripadné nékterych dalsich
reagencii.

16.4. Metody stanoveni nékterych konkrétnich vitamint

16.4.1. Vitamin A

Vitamin A (retinol, axeroftol) se pfijima potravou bud pfimo nebo ve formé& provitaminu g-karotenu, ktery se
ve stfevé hydrolyzuje na dvé molekuly vitaminu A. V tenkém stfevé se

e y . ! . v HsC_ CHs CHs CHs
vstiebava i samotny B-karoten a jeho dostateCna hladina se uziva U
jako ukazatel neporusené absorpce lipidd. Aktivni formou vitaminu A X OH
je 11-cis-retinal. Vitamin je nezbytny pro vidéni, spravnou tvorbu a
rohovaténi pokozky a funkci sliznic. Dobfe znamou funkci vitaminu A
je jeho ucast na vystavbé o€niho purpuru (rodopsinu).

CHg

Vitamin A - retinol

Stanovuje se v plazmé, prilezitostné v séru, vzacné v plné krvi:
1. SbCl; v chloroformu dava s retinolem modré zbarveni
fotometrovatelné pfi 620 nm. Misto chloridu antimonitého Ize uzit
i kyselinu trifluoroctovou &i trichloroctovou, tim se dosahne vyssi
senzitivity metody.
2. Modré zbarveni dava i 1,3-glyceroldichlorhydrin aktivovany
chloridem antimonitym.
3.  Kombinované metody skladajici se ze
e separacni techniky (napf. HPLC, extrakce do organickych 11-cis-retinal
rozpoustédel apod.)
o fotometrické/spektrofotometrické/fluorimetrické techniky
4. Techniky vyuZivajici pouze chromatografické metody ( GC i LC) s ionizaénim detektorem (FID),
s detekci pomoci hmotové spektrometrie (MS) &i UV detekci.

Poznamka: metody ad 1.a 2. nejsou dostatecné citlivé a specifické
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Kapitola 16. Vitaminy

Doporucené denni davky

1,00 0,80
téhotné zeny (od 4. mésice) - 1,10
seniofri 1,50 1,50
parenteralni potieba /24 h 1,00 1,00

Zdroj: Kolektiv autort, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické
biochemie IPVZ Praha

Orientacni referen¢ni hodnoty

A (retinol) Zeny [pmo/I]

sérum - dospéli 1,05 - 2,27 0,83-1,75
sérum - novorozenci 1,22 - 2,60 1,22 - 2,60
sérum - déti 1,05-2,80

Zdroj: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické
biochemie IPVZ Praha

Zdroje vitaminu A: Jatra, mlécné produkty a tucné ryby, vajecny Zloutek, Zluta aa oranzova zelenina (zdroj karoten(),
listova zelenina, susené merunky.

16.4.2. Vitamin D (Ds3)

Vitamin D je pfivadén do organismu jako zZivo€isSny cholekalciferol (vitamin D3) nebo jako rostlinny

ergokalciferol (vitamin D).

HO

Ergokalciferol Cholekalciferol

CHsy

Izomerizace

L 1
(spontdnni proces) .
1

V organismu se tvofi vitamin D3 z cholesterolu, resp. z jeho metabolitu 7-dehydrocholesterolu, v klzZi
pusobenim UV-paprsku (endogenni vitamin). Z uvedeného je zfejmé, Ze vlastné tato latka neodpovida

definici vitaminu ( ...

Clovék si ho ve svém organismu vytvofit dovede.

7-dehydrocholesterol Provitamin D;

organické latky, které ¢lovék nedovede vytvorit a musi je pfijimat v potravé... ), nebot

Provitamin D; se nasledné spontanné méni na sv(j izomer cholekaciferol (ve schématu nahofe naznaceno
Sipkou). Hlavni zasobni formou je 25-hydroxycholekalciferol.
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Klinicka biochemie Kapitola 16. Vitaminy

Uginnou formou vitaminu je 1,25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol). PFeména na tuto aktivni formu
probiha nejprve v jatrech, kde dojde k hydroxylaci cholekarciferolu (kalciolu) na kalcidiol. Nasleduje dalSi
hydroxylace za pusobeni parathormonu (PTH) a z kalcidiolu vznika aktivni kalcitrilol. Podle poslednich
vyzkumu probiha tato faze z 15% v ledvinach a z 85% v ostatnich tkanich (svaly, prs, prostata, makrofagy,
B lymfocyty aj.). Kalcitriol je schopen sam fidit v téchto burikach vlastni biosyntézu (autokrinni pdsobeni).

CHg =) OH

vitamin D 25-hydroxyldza

v

hepatocyt

Cholekalciferol 25-hydroxycholekalciferol
(kalciol) (kalcidiol)

PTH

|

25-hydroxyvitamin Ds -1-a-hydroxylaza

ledviny (15%), proximdini tubulus
ostatni tkané (85%)

HO 1,25-dihydroxycholekalciferol
(kalcitriol)

| proto (ale nejenom proto) se stale €astéji mluvi ne o vitaminu, ale o hormonu D. V8echny ostatni formy
(skupina latek zv. kalciferoly) Ize povazovat za prekurzory hormonu kalcitriolu.

V plazmé se vitamin D a jeho metabolity vaznou na protein vazajici vitamin D (VDBP, vitamin-D binding
protein; VDBP patfi mezi a-globuliny), ktery je transportuje do cilovych tkani.

Prehled nazvoslovi |

kalciol = cholekalciferol =  vitamin Ds

kalcidiol =  25-hydroxycholekalciferol = (hlavni zasobni forma vitaminu D)
kalcitriol = 1,25-dihydroxycholekalciferol = fyziologicky aktivni

erkalciol = ergokalciferol = vitamin D,

Prehled nazvoslovi ll

D, smés ergokalciferolu a lumisterolu v poméru 1:1 lumisterol je stereoizomer ergokalciferolu
D, ergokalciferol

Ds cholekalciferol

Dy 25-dihydroergokalciferol

Ds sitokalciferol
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Vyznam vitaminu D v organismu
e Vitamin D hraje zasadni roli v metabolismu vapniku a fosforu. Nedostatek vitaminu D je dnes
spojovan nejen s poruchami kostniho metabolismu typu kfivice, osteomalacie, osteoporozy (viz
Kapitola 16. Odstavec 16.6. 1. Vlastni markery kostniho metabolismu, str. 16-22).
e Uvadi se, Ze vitamin D pfimo ¢&i nepfimo ovliviuje (jako hormon) asi 3% lidského genomu.
e VétSina bunék je vybavena receptorem pro vitamin D, z ¢ehoz se da opravnéné predpokladat, ze
tuto latku ke svému metabolismu buriky potfebuiji.
e Receptory pro vitamin D vykazuji urcity polymorfismus, ktery zpUsobuje i riznorody ,pFistup“ bunék
k vitaminu D. Vzhledem k tomuto a k jeho hormonalnim aktivitam, jsou hladiny tohoto hormonu-
vitaminu spojovany také s
o aktivitou imunitniho systému,
prevenci urcitych typu rakovin (prsu, plic, kolorekta, prostaty),
prevenci kardiovaskularnich onemocnéni,
vyvojem plodu,
insulinovou resistenci,
roztroudenou sklerézou,
dokonce i schizofrenii a depresemi a mnoha dal§imi.

O O O O O O

V posledni dobé se mnozi prace na téma vseobecného nedostatku vitaminu D v populacich. ZpGsob Zivota bez
dostatecné expozice slunci (omezené jak casové, tak ochrannymi krémy), dietni navyky (nedostatek vitaminu D
z pfirozenych zdroja (ryby a ostatni — zejména — mofrsti Zivocichové) i nékteré choroby (malabsorpce) vedou, dle
téchto praci, k nedostatku vitaminu D v organismu a pravdépodobné i ke vzniku (¢i podpofe) mnoha chorob.

Ponékud se zménily i ndzory na predavkovani vitaminem D, které muZe vést k intoxikaci, kdy projevem je
hyperkalcémie. Posledni vyzkumy ukazaly, Ze ani pétindsobek doporucované denni davky dlouhodobé podavany

nevede k intoxikaci.

Orientacni referen¢ni hodnoty

> iamin D)

sérum — déti, 1,25 (OH), 0,075 -0,175
sérum — dospéli, 1,25 (OH), 0,050 — 0,200
sérum — |éto — dospéli, 25-OH 50 — 300
sérum — zima — dospéli, 25-OH 25-125
sérum — |éto — zdravé osoby, 25-OH 41,6 -192,4

(95% interval)
Zdroj: Kolektiv autort, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie IPVZ Praha

Jiné prameny udadvaji tyto hodnoty

Referencni interval: 60 — 200 nmol/I (tj. cca 900 — 3000 IU; 1 IU = 0,025 Blg cholekalciferolu = 0,065 nmolii)
Tézky deficit:: <25 nmol/I
Nedostatek: 25— 60 nmol/I

Doporucena denni davka pro doplnéni (suplementaci) se pohybuje mezi 1000 — 2000 IU (hodnoty uvadéné na
farmaceutickych vyrobcich), ale existuji i nazory, Ze uvedena mnozstvi jsou nedostatecna a davkovani by mélo byt
vyss$i (5000 — 20000 IU).

Metody stanoveni vitaminu D

Z preanalytického hlediska je vitamin D analytem velmi odolnym, v literatufe uvadénym jako ,solid as rock®
(pevny jako skala): je staly pfi laboratorni teploté, odolny pfi transportu vzorkl, vuéi svétlu i UV zafeni,
vzorky snesou i mnohonasobné zamrazovani a rozmrazovani.

V praxi se stanovuji
e kalciferol,
e 25-hydroxycholekalciferol a
e 1,25-dihydroxycholekalciferol.

Vzhledem k absenci primarniho standardu vSak neni jisté, co konkrétné se pfi uziti dané metody vlastné
stanovuje.
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VyuZivaji se
e RIA metody,
kombinace extrakce organickymi rozpoustédly a chromatografickych metod,
kombinace HPLC a fotometrie v UV oblasti,
vazebné testy na principu soutézivé (kompetitivni) vazby na VDBP (Vitamin D-Binding Protein BP) a
vazebné testy na principu nesoutézivé vazby na receptory pro vitamin D.
Nejvice uzivané metody jsou chemiluminiscenéni imunochemické techniky a
LC-MS/MS (kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii), pfiCemz tato
metoda je analyticky vhodnéjsi k danému ucelu.

V soucasné dobé dochazi k pomérné vysokému narlistu pozadavkl na stanoveni vitaminu D, uvadi se, Ze
mnohdy o 50 — 100%, pfipadné i vice oproti pfedchozimu stavu. Zlepsila se i technologie stanoveni a
zacina se prosazovat stanoveni 25-hydroxycholekalciferolu.

Jednou z poslednich novinek na trhu v této oblasti je stanoveni 25-hydroxycholekalciferolu neboli 25-OH Vitaminu D
technikou jednostuprniové imunonalyzy se zpozdénou chemiluminiscenci na mikrocasticich (One Step Delayed
Chemiluminiscent Microparticle Immunoassay, CMIA) na imunochemickych analyzatorech Architect fy Abbott.

Standardizovana metoda stanoveni celkového vitaminu D na analyzatorech ADVIA Centauru je popsana na strankach
firmy Siemens. Tam je mozZno najit i video o metodé (zde).

Zdroje vitaminu D: Mofské ryby z chladnych vod (makrela, sled, tundk), jatra, mléko, maslo, vajecny Zloutek;
pfimérena davka slunec¢niho zafeni na velkou plochu obnazené kiize.

16.4.3. Vitamin C

Pusobeni vitaminu C (kyseliny askorbové) v organismu je velmi rozmanité. Uplatfiuje se jako antioxidaéni
¢inidlo (spolu s a-tokoferolem, B-karotenem, koenzymem Q1,, katalazou, superoxiddismutazou, Se a Zn),
jako prenasec elektronu pfi redoxnich pochodech, aktivuje mnohé enzymy, Uéastni se metabolismu
nékterych aminokyselin, aktivuje mnoho enzymu, spoluplsobi pfi absorpci nehemového Zeleza, pfi syntéze
steroidnich hormond, lipidd, proteind, ovliviiuje metabolismus cukrd a mineralnich latek, chrani pred oxidaci
SH-skupiny a adrenalin, specifickou roli pfi biosyntéze kyseliny chondroitinsirové zasahuje do tvorby vaziva
(syntéza kolagenu, viz téZ str. 16-21 v kapitole 16) a mezibunéénych hmot a ma vyznam pro cévni integritu.
Zuckastiiuje se také pfemény cholesterolu na Zlu€ové kyseliny, jeho nedostatek vede ke zpomaleni
degradace cholesterolu a k jeho hromadéni. Ovliviiuje metabolismus kyseliny listové, karnitinu a histaminu.
Je dulezity pro reakce bilych krvinek, imunitni odpovéd a alergické reakce. Redukuje ucinky toxickych kovu.
Udrzuje strukturalni i funkéni integritu dllezitych imunitnich bunék.

Tézky deficit vitaminu C (kyseliny askorbové) se projevuje jako skorbut a je pomérné vzacny. Subklinicky
deficit je pomérné Casty zvl. u starSich lidi a prokazuje se saturacnim testem. Projevy nedostatku jsou
Unava, svalova bolest a slabost, nechutenstvi, zvySeny sklon k infekcim, zhor§ené hojeni ran, anemie,
hemorhagie, petechie, kfehké a zdurelé dasné, zmény tvorby kolagennich struktur chrupavek a kosti,
deprese. Metabolitem vitaminu C je kyselina Stavelova, pfi poruse ledvinnych funkci mize snizené
vylu€ovani vitaminu C vést k tvorbé ledvinnych oxalatovych kamenu (whewellit, weddellit).

Vitamin C se stanovuje v séru (plazmé&) a v leukocytech, Ize stanovit i v mogi.

1. Pro stanoveni v plazmé Ize uzit napf. titraci 2,4 —dichlorfenolindofenolem (Tillmansovo ¢inidlo).
Vysledkem je zména modrého zbarveni na riizové. Metodu Ize upravit i na fotometrické stanoveni,
existuje i modifikace ve formé testu na jazyku, kdy se méfi ¢as potfebny k odbarveni plvodné
modrého zbarveni.

2. Pro stanoveni v moci Ize pouzit tvorbu osazon( kyseliny askorbové s 2,4- HO
DNPH. Osazon je rozpustny v kyseliné sirové. Vysledné €ervené zbarveni : 0 o
je fotometrovatelné pfi 540 nm. Misto DNPH se pouziva i diazotovany 4- HO =
metoxy-2-nitranilin. Byly vyvinuty i techniky fluorimetrické a HPLC. —
HO OH

Doporucené denni davky

" - ~ Vitamin C
C (askorbat) Zeny [mg] Kyselina askorbova

<50 let) 100 60

>50 let 90 75
parenteralni potreba /24 h 100 100
Zdroj: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie IPVZ
Praha
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Orientacni referenéni hodnoty

G sskorin I

plazma 34 — 114 [umol/l]
leukocyty 20 — 53 [g/10° leukocytil]
leukocyty 1,14 — 3,00 [fmol/leukocyt]
Zdroj: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie IPVZ
Praha

Zdroje vitaminu C: Brambory (relativné nizky obsah, ale staly pfisun), paprika, ¢erny rybiz (vynikajici kombinace
s pektiny), jahodys, nat petrzele, kien, Sipky, citrusové plody (a $tavy z nich).

Poznamka: Zvyseny obsah kyseliny askorobové v modi (podavani vitamind a vitaminovych smési) mize interferovat
s priikazem glukdzy na indikatorovém prouzku (nutna ploska pro indikaci pfitomnosti kyseliny askorbové).

16.4.4. Kyselina listova

Pojmy folat a kyselina listova jsou obecné terminy pro skupinu latek odvozenych od kyseliny pteroové. Na
kyselinu pteroovou jsou vazany glutamaty v po¢tu n = 1 — 6. Ve vzorci niz je n = 1. Biologicky aktivni jsou
pouze redukované formy. V séru i dalSich télesnych tekutinach se nachazeji rizné formy kyseliny listové,
nicméné ustfedni latkou je N5-methyltetrahydrofolat.

Vyznam kyseliny listové v organismu

Tetrahydrofolat (kyselina 6,7.8,9-tetrahydrolistova) patfi mezi koenzymy transferaz, pfenasi jednouhlikaté
radikaly, za¢astriuje se hlavné pfi biosyntéze purin a pyrimidin(, pfi transmetylacich v metabolismu
aminokyselin apod. V metabolismu kyseliny listové se uplatfiuje kobalamin, coz je sou€ast vitaminu By,.

HO O
0] 4
L "
N @)
N AN NH =
PR O
H,N N N
H H Kyselina pteroova Kyselina glutamova
P PP P ceererecerateititititiiiiiiiitiiiiiiiae >

R »>
Ve vzorci je naznacena forma N5—mety/tetrahydrofo/dtu
HO O
(o) “Z
| | NH
N 0]
N X NH =
)|\ = = OH

Kyselina listova

Deficit kyseliny listové mize byt nasledkem

absence stfevnich mikroorganism( (stfevni sterilizace)

nedostateéného pfijmu ze stfeva (chirurgické zasahy, celiakie, malabsorpce)

nedostatku pfivodu v potravé

zvySené spotfeby (v téhotenstvi, pfi jaternich chorobach, nadorovych onemocnénich)

pfijmu antagonisty kyseliny listové (metotrexat)

protikieCové |éCby (ktera vyZaduje zvySenou potiebu kyseliny listové, zejména v dobé téhotenstvi).
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Snizené hladiny sérového folatu byly pozorovany i pacientd s psychickymi poruchami a u téhotnych Zen,
jejichz plod mél defekty neuralni trubice. Tyto poruchy se objevuji &tyrikrat Castéji u déti, jejichz matky

v téhotenstvi nemély dostatecny privod kyseliny listové. DalSimi projevy nedostatku kyseliny listové jsou
megaloblasticka anémie a byl zjistén i vztah mirného deficitu folatu ke kardiovaskularnim onemocnénim.

Doporucéené denni davky
Kyselina listova [mg] Muzi [mg] Zeny [mg]

Zdroj: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie
IPVZ Praha,

Orientacni referen¢ni hodnoty
Kyselina listova Muzi [umol/l] Zeny [umol/l]

sérum - novorozenci [umol/l] 0,016 — 0,072
sérum - dospéli [umol/I] >0,0135
erytrocyty — dospéli [umol/I] >0,360

Zdroj: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie

IPVZ Praha

Zdroje kyseliny listové: Vnitfnosti (jatra, ledviny), ofechy, kvasnice, listové zelenina, pomerancova $tava.

16.4.5. Vitamin B,
Také termin vitamin B12 , podobné jako v pfedchozim pfipadé€, odkazuje na skupinu fyziologicky aktivnich
latek, které se chemicky nazyvaji kobalaminy ¢&i korinoidy.

0] Maji pomérné komplikovanou strukturu, ktera obsahuje
HzN P . S
pyrolova jadra seskupena kolem centralniho atomu
kobaltu. Pyrolové uskupeni pfipominajici hem (viz Kapitola
7, str. 7-25 a nasledujici) se nazyva korin. VSechny

slou€eniny s korinovym jadrem se nazyvaji korinoidy.

Na korin jsou dale navazany, bo¢ni nukleotidovy fetézec a
(nad rovinou korinu) dal$i dodate¢ny fetézec, ve vzorci
vlevo oznaceny ,R“.

Kobalaminy

R = 5’-deoxyadenosyl: koenzym B,

R = CN: kyanokobalamin, vitamin By,
R = OH: hydroxykobalamin, vitamin By,
R = CHjs-: metylkobalamin,

Podle: Wikimedia: NEUROtiker

Boc¢ni nukleotidovy retézec
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Pravé charakter dodatecnych boénich fetézcli vazanych na kobalt (nad rovinou korinu) odlisuje jednotlivé
kobalaminy, napf.:
o Kyanokobalamin, vitamin B;,, obsahuje kyanidovou skupinu (R = CN), je stabilni slou¢eninou a
slouzi jako referencéni latka pro stanoveni koncentrace sérovych kobalaminu.
e Hydroxykobalamin, rovnéz vitamin B1,, obsahuje hydroxylovou skupinu (R = OH). Vitamin B,
hraje dalezitou roli v metabolismu mastnych kyselin a alifatickych aminokyselin.
e 5-deoxyadenosyl kobalamin, koenzym B;,, ma ve svém vzorci R = 5’-deoxyadenosyl; je
fyziologicky dulezitou formou a je obsazen zejména v cytosolu.
e Metylkobalamin (R = CHj3) je formou dominujici v séru. Pfenasi metylovou skupinu z 5-
metyltetrahydrofolatu na homocystein za tvorby methioninu, coz je dulezity substrat pro dalsi
metabolické reakce (zde spolupUsobi kyselina listova; metabolismus viz napf. zde).

o o)
s | s [
\»//\\F/N\OH HyC” \\//\\r/“\OH

NH; NH,

Homocystein o
Methionin

Metabolismus vitaminu B, pro zvidavé studenty
Proces vstfebdvani vitaminu By, je relativné slozity, uplatiiuje se zde v Zaludku kyselina chlorovodikova, pepsin a
glykoprotein produkovany slinnymi zldzami v Ustni dutiné haptokorin (R-binder protein, R factor, R-protein), ktery
umoznuje vitaminu B12, citlivému na kyselé prostiedi, prlichod Zaludkem do duodena. Zde je z komplexu uvolnén
pankreatickou protedzou/proteinasou a v podstatné alkali¢téjsim prostredi tenkého stfeva tvofi novy komplex
s vnitfnim faktorem (intrinsic factor, gastric intrinsic factor, GIF, S-protein, IF), ktery se tvofri v parietalnich bunkach
Zaludecdni sliznice); tento komplex je vychytavan pomoci specifickych receptord burikami kartacového lemu ilea;
v enterocytu je opét uvolnén, dostdva se do portalni vény a Cast se vaze na transkobalamin Il (proteinovy prenasec
kobalaminu syntetizovany v endotelovych burkach cév) a v této formé, jako tzv. holokobalamin (holotranskobalamin
,aktivni B12, holoTC), je pfendsen krvi ke vSiem burikdm. Zde se méni na jednu ze svych aktivnich forem, tj. na
adenosylkobalamin a metylkobalamin. Vétsi ¢ast kobalaminu se vaze na transkobalamin I a transkobalamin 111,
proteiny syntetizované v granulocytech.Transkobalamin Il dopravuje vitamin do jater, odkud se Zlu¢i dostava do
tenkého streva a znovu podstupuje popsany kolobéh. Kobalamin vazany na transkobalamin | predstavuje urcitou
zasobu vitaminu v plazmé. (Srovnej té7 s textem vénovanym kobaltu na str. 12-13 v kapitole Zelezo a stopové prvky).

Moznosti poruch vstfebavani jsou, jak je snad ziejmé, mnohé (achlorhydrie, neucinnost vnitfniho faktoru,
poruchy terminalniho ilea — Crohnova choroba, resekce apod.), a to se jeS$té mohou zucastnit kompetice o
vitamin néktefi parazité nebo stfevni bakterie, pfipadné i nékteré léky (kyselina p-aminosalycilova, néktera
antibiotika). V nékterych pfipadech maze i chybét pfenasec transkobalamin Il

Nedostatek vitaminu B, v organismu

Vitamin B, se ¢aste€né skladuje v parenchymovych burikach jater, ¢ast ve formé komplexu

s transkobalaminem | v plazmé&. Denni potfeba je relativné mala, 1 — 2 ng, deficit kobalaminu jako vysledek
dietnich zvyklosti neni obvykly, snad s vyjimkou dlouhodobého striktniho vegetarianstvi. Mechanismy
vedouci k nedostatku vitaminu B;, jsou nastinény v pfedchozim odstavci, mezi nejastéjsi pficiny patfi
neschopnost tvorby komplexu vitaminu s vnitfnim faktorem (abnormalni molekula IF, vrozeny nedostatek IF,
nedostateéna sekrece IF).

Nedostatek tohoto vitaminu u lidi vede k megaloblastické anémii, perniciézni anémii, porucham
metabolismu methioninu, naruseni syntézy purin a pyrimidin{i, homocysteinurii, methylmalonové acidurii a
ruznym neurologickym pfiznakim (zmatenost, zhorSena pamét, deprese aj.), mize vést ke hromadéni
abnormalnich lipidd v nervovém systému.

Stanoveni kyseliny listové a vitaminu By,

Metodou prvni volby stanoveni folatu a vitaminu B;, budou zfejmé vazebné testy, dostupné na vétsiné
imunochemickych analyzatord. Tim se tyto testy staly pfistupnymi i méné specializovanym pracovistim (v
tomto oboru), napf. oddélenim klinické biochemie.

Metoda ABBOTT: ARCHITECT Active-B12 (Holotranskobalamin); na analyzatorech Architect, chemiluminiscencni detekce,
stanovuje se biologicky aktivni forma.

Zdroje vitaminu B,,: Maso, hovézi a teleci jatr, drozdi, vejce, mlé¢né produkty. Tepelnou Upravou stravy dochazi ke
znacnému snizeni pvodniho obsahu tohoto vitaminu.
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Doporucené denni davky

B12, CN - kobalamin Muzi [ug] Zeny [ug]
<50 let)

parenteralni potfeba /24 h

Zdroj: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie
IPVZ Praha

Orientacni referen¢ni hodnoty

CN - kobalamin Muzi [nmol/] Zeny [nmolll]

sérum — téhotné Zzeny [ - <0,125

Zdroj: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie

IPVZ Praha

16.4.6. Vitamin K
Latky patfici do této skupiny jsou naftochinony s navazanym postrannim fetézcem (srovnej se vzorci
vitamind K na str. 16-1). Jsou to latky rozpustné v tucich, na svétle nestabilni. V Zivo€isSnych tkanich se
vyskytuje 7-menachinon (MK-7, forma vitaminu Kj;) syntetizovany o) HsC HsC
bakteriemi tlustého stfeva (E.coli, Bacillus fragilis).

Poznamka pro zvidavé studenty: Vitamin K, fylochinon, je syntetizovan
rostlinami. Menachinon, vitamin K, je produkovdn bakteriemi. Podle poctu
opakujicich se izoprenovych jednotek se dale rozlisuji podtypy, vétsinou o]

znacené zkratkou MK (menachinon/vitamin K) a Cislici vyjadfujici poéty opakovani, MK-n. Bézné typy jsou MK-4, MK-
7, MK-8 a MK-9. Vitamin K3, menadion, je synteticky vitamin, pridavany do zvitecich krmiv.

Asi 50% potfebného vitaminu K se ziskava potravou, druha polovina je ziskavana z bakterialni produkce.
Vstfebava se v tenkém a tlustém stfevé. Tento proces vyzaduje pfitomnost Zlu€e, pankreatickych enzymu a
nenaru$ené vstfebavani tukd. Absorpce se déje lymfou, pozdéji je krvi rozvadén do jater a dalSich tkani.
Rostlinny fylochinon (K;) ziskany potravou a menachinon (K,) bakterialniho pivodu jsou soustfedovany

v jatrech, kde se omezené ukladaji a kde jsou také metabolizovany,
pfedevsim za vzniku epoxidu. Cyklus vitaminu K probiha na
endoplazmatickém retikulu jater, kdy epoxidové produkty jsou
transformovany na chinonovou formu vitaminu K. Tuto reakci inhibuji
antikoagulac¢ni latky typu dikumarolu (warfarin). Proto je vitamin K;
specifickym antidotem oralnich antikoagulancii tohoto typu.

Dikumarol

Vitamin K, Zakladni funkci vitaminu K; v organismu je ucast v koagulacnich

reakcich krve (nazev vitaminu je odvozen z némeckého ,Koagulation®). Nedostatek vitaminu K, se projevi
sklonem ke krvaceni (petéchie), které se obtizné zastavuje. Ugast vitaminu K; v koagulaéni kaskadé
vyplyva z faktu, Ze je nepostradatelnym faktorem pfi (posttranslacni) karboxylaci kyseliny glutamové na
kyselinu y-karboxyglutamovou (karboxylaza zavisla na vitaminu K). Pfesnéji se jedna o karboxylaci
specifickych zbytk( (rezidui) kyseliny glutamové. Tato reakce je dllezita u koagulacnich faktort (ll, VII, IX a
X), u proteint C a S a u osteokalcinu (popsana karboxylace umoznuje proteiniim vazat vapnik).

Vitamin K, (jako MK-4) hraje dulezitou roli v nekoagulacnich déjich (metabolismus a mineralizace kosti,
bunécny rust, metabolismus proteind cévni stény).

Nedostatek vitaminu K

Petéchie (drobné krevni vyrony do kize velikosti $pendliku), sklon ke krvaceni, hemoragické
(charakterizované krvacenim) onemocnéni kojencl. Nedostatek (deficit) vitaminu K je pomérné vzacny.
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Pri¢inou nedostatku mohou byt Iékové interakce, pFijem vysokych davek vitaminl A a E a jaterni
onemocnéni. PFi¢inou dlouhodobého deficitu mohou byt jaterni onemocnéni, chronické poruchy funkce
slinivky, sprue (syndrom malabsorpce, onemocnéni charakterizované poruchou vstfebavani v tenkém
stfevé, Casto s nasledky tézké poruchy vyzivy), choroby Zluéniku, cholestaza, celiakie, zanétliva strevni
onemocnéni, stfevni krvaceni, syndrom kratkého stfeva, sterilizace stfeva antibiotiky.

Doporucené denni davky:

K, vitamin Muzi [mg] Zeny [mg]

<50 let) 0,080 0,065
>50 let 0,060 0,060
téhotné Zeny - 0,060

parenteralni potfeba /24 h 0,150
Zdroj: Kolektiv autoru, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie

IPVZ Praha

Orientacni referen¢ni hodnoty

K, vitamin Muzi [nmol/] Zeny [nmol/l]

Zdroj: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, SEKK, Katedra klinické biochemie

IPVZ Praha

Stanoveni vitaminu K
Vitamin K Ize stanovit metodou HPLC.

Zdroje vitaminu K: Zelenina, zvl. s tmavé zelenymi listy, nékteré oleje (fylochinony), syry a jogurty (fermentované
potraviny) a jatra prezvykavcud jsou zdrojem menachinon.

Doporuéend literatura k hlubsimu studiu: Kolektiv autord, Vitaminy a stopové prvky 2007, CSKB CLS JEP a SEKK spol.
s r.o., Pardubice 2007, ISBN 978-80-254-1171-1 (coz je i literatura, ze které bylo v této kapitole prevazné cerpano).
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16.5. Struéné shrnuti kapitoly

Vitaminy jsou organické latky, které ¢lovék nedovede vytvofit a musi je pfijimat v potravé, a které
jsou ve stopovych mnozstvich (mikrogramy az miligramy/den) nezbytné pro normalni zdravi, rist a
reprodukci.

Vitaminy se vétSinou rozdéluji do dvou velkych skupin, podle rozpustnosti, na vitaminy rozpustné
v tucich (A, D, E, K) a na vitaminy rozpustné ve vodé (skupina B a vitamin C).

Vitaminy jsou potfebné pro vystavbu koenzym{l, slouzi pfi katalyze biochemickych reakci.
Nedostatek vitaminu vede k charakteristickym chorobam, ¢i porucham z nedostatku
(hypovitamindza, avitamindza), coz se neprojevuje vSeobecnym poskozenim, ale specifickym
onemocnénim ¢&i poruchou.

Pfi¢inami nedostatku vitaminu jsou nedostateCny pfijem v potravé, porucha absorpce v GIT,
porucha utilizace vitaminu, zvySena potfeba vitaminu, zvySena degradace, inaktivace &i exkrece
vitaminu.

Hypervitamindéza ,vysoka koncentrace urcitého vitaminu, mize nastat pfi jeho zvySeném pfijmu

v dieté a muze byt pro organismus nebezpecéna. Plati to zejména pro vitaminy rozpustné v tucich,
které mohou byt akumulovany v tukovych tkanich.

Vitaminy Ize stanovovat v biologickém materialu

o pfimo

o méfenim koncentrace typického metabolitu, méfenim koncentrace typického metabolitu po
z4tézi substratem, méfenim aktivity vhodného enzymu po dodani koenzymu, stanovenim
produktu vytvofeného plsobenim vitaminu

o saturaénimi testy.

Vitaminy se vétSinou stanovuji na specializovanych pracovistich

Techniky pouzivané pro stanoveni jednotlivych vitaminl jsou chromatografie (GC, LC, HPLC)
s ioniza¢nim detektorem (FID), s detekci pomoci hmotové spektrometrie (MS) ¢i s UV detekci.
Spektrofotometrie, fotometrie, fluorimetrie, ligandové techniky.

Z jednotlivych vitamind byly probrany vitamin A, D, K, C, kyselina listova a B12

o Vitamin A je nezbytny pro vidéni, u€astni se vystavby rodopsinu; stanovuje se
chromatograficky

o Vitamin D je do organismu pfivadén jako zivociSny cholekalciferol (vitamin D3) nebo jako
rostlinny ergokalciferol (vitamin D,). V organismu se tvofi s cholesterolu, kone¢na pfeména
probiha v kuzi, po ozareni UV paprsky. Je dllezity pro metabolismus vapniku. Jedna se
spiSe o hormon nez o vitamin. Moderni nazory zddrazniuji vyznam udajné nedocenéného
vitaminu D a koriguji nazory na jeho toxicitu. Stanovit Ize vazebnymi testy.

o Vitamin K, je souhrnny nazev pro skupinu latek s obdobnou stavbou molekuly. Pro
koagulacni déje v organismu je dilezity vitamin K1, syntetizovany rostlinami. Pro
nekoagulacni déje je dllezity vitamin K2, syntetizovany bakteriemi. Nedostatek vitaminu
K vede ke krvacivym stavim. Vitamin K se stanovuje metodou HPLC.

o Vitamin C ma v organismu velmi rozmanité pasobeni a zu€asthuje se mnoha dé&ju. Tézky
deficit vede ke skorbutu. Subklinicky deficit se prokazuje saturaénim testem. Pfimo Ize
stanovit titraéné nebo fotometricky.

o Kyselina listova, je souhrnny nazev pro skupinu fyziologicky aktivnich latek, odvozenych od
kyseliny pteroové; patfi mezi koenzymy transferaz, jeji nedostatek vede k rliznym projevim,
velmi zavazny je dopad na plod pfi jejim nedostatku v téhotenstvi (defekty neuralni trubice).
Stanovit Ize vazebnym testem.

o Vitamin B12 odkazuje na skupinu fyziologicky aktivnich latek, které se chemicky nazyvaji
kobalaminy ¢&i korinoidy. Jejich struktura obsahuje pyrolova jadra seskupena kolem
centralniho atomu kobaltu. Toto uskupeni pfipominajici hem se nazyva korin, slou€eniny
s korinovym jadrem se nazyvaji korinoidy.  Vitamin B12 (jeho razné formy) se Ucastni
metabolismu mastnych kyselin a alifatickych aminokyselin, tvorby methioninu aj.
Vstfebavani B12 je slozité, uplatriuji se pfi ném kyselina chlorovodikova, pepsin haptokorin,
pankreaticka proteaza, vnitini faktor a transkobalamin. Moznosti poruch vstfebavani jsou
znacné. Neostatek B12 vede k rliznorodym porucham od anémii pfes naruseni syntézy
purinl a pyrimidin az k rdznym neurologickym pfiznakiim. Stanoveni B12 je mozné
ligandovou technikou.
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16.6. Kontrolni otazky

1. Jak jsou definovany vitaminy?

2. Plati tato definice pro vSechny latky, které nazyvame vitaminy?

3. Jaké jsou metody méfeni hladin vitamin(?

4. Existuji metody, kdy nezjistime pfesné hladinu, ale pfesto vime zda se jedna o dostateCnou saturaci

vitaminem?

5. Jaka je uloha vitamina v organismu?

6. Jaké jsou nazory na vitamin D? Je to pouhy vitamin?

7. Cojsou to korinoidy a co o nich vite?

8. Klinické projevy zmén hladin vitamind.
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