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VITAMINY

Dostupné ve stravé, nas organismus vétsinou ztratil schopnost je syntetizovat

Hlavni funkce
o Prekurzory biokatalyzatord — koenzymy, hormony
o Antioxidacni fce

o Metabolismus zivin



NOZDELENT

Vitaminy rozpustné ve vode
o Vit.C
o Vitaminy B — thiamin (B1), riboflavin (B2), pyridoxin (B6), cyanokobalamin (B12),
kyselina listova (B9), kyselina nikotinova (B3), kyselina pantothenova (B5), biotin
(B7)

Vitaminy rozpustné v tucich
o ADEK



Absorpce

Transport
Uskladnéni
VyluCovani

Potreba

ROZPUSTNOST

Primo do krve
Volné

Volné ve vodnim
prostredi

Ledvinami

Pravidelné (1-3 dny)

Do lymfy, pak do krve

Transportni protein

Tukova tkan, jatra

Obcas (tydny, mésice)



BIOLOGICKA VYUIITELNOST

e Mnozstvi vitaminu

e Absorbované mnozstvi

O

O

O

Uginnost traveni a transitni ¢as

Predchozi pfijem Zivin

Vyzivovy stav

Ostatni konzumovana potrava ve stejny ¢as
Technologicka uprava

Zdroj nutrientu



BIOLOGICKA VYUIITELNOST

o Provitaminy (B-karoten -> vitamin A)

Prekurzory

Organicky plvod
Nestabilita
o teplo, svétlo, technologické upravy
m Labilni (folat, kys. panthotenov4, vit. C, B12, B1, K)
m Stabilni (D, E, biotin, niacin, B6, B2)



VSTREBAVANT VITAMING

Rozpustné ve vodé
o Rychle, duodenum
m B12
e Zaludek — HCI, travici enzymy => uvolnéni B12 -> vazba na vnitini
faktor (,intrinsic factor")
e Absorpce — ileum

Rozpustné v tucich
o Pomaleji, s tuky
m A, D, K3 - resorpce bez zavislosti na micelach
m E, K- transport ke kartaCovému lemu v micelach



VITAMIN A (RETINOL)

Je nestaly, citlivy na svétlo a oxidaci

vitaminy rozpustné v tucich

resorpce je zavisla na resorpci tuk(, snizend

koncentrace vitaminu

° \(/RkBr\F/)i)cirkquje vazany na retinol vazajici bilkovinu

° Eotravou prijimame jak vitamin A, tak i

arotenoidy, z nékterych mize byt vitamin A

vytvoren (nejznaméjsi je B-karoten). Karotenoidy
jsou v krvi vazané na lipoproteiny (LDL a HDL).

® v organizmu skladovan v jatrech.

®  Aktivni forma vitaminu A je 11-cis-retinal (zrakovy

pigment)
® Zdroje vitaminu A: jatra, mlécné produkty, rybi tuk et
® Zdroje B-karotenu: zluta, oranzova zelenina, AR
listova zelenina oo e
®  Funkce: proces vidéni (ostrost vidéni), e

antioxidacni vlastnosti (B-karoten), bunééna
diferenciace, podpora imunitniho systému,
spravna funkce epitelu

2' ® Nedostatek: Seroslepost, kozni a slizni¢ni zmény.
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VITAMIN D

® Vitamin D existuje ve dvou formach:
»  vitamin D2 (ergokalciferol)
»  vitamin D3 (cholekalciferol)
® Pritomné v potravinach, vitamin D2 vyhradné rostlinny
plvod, D3 Zivocisny plvod
® Aktivni hormon, ktery neni vytvaren zadnou specialni
endokrinni zlazou
® Biologicky poloc¢as: 2-3 tydny (hydroxykalciferol)
® Zdroje: slunce, vajecny zloutek, rybi tuk, obohacené tuky
®  Funkce:
O  ovliviiuje metabolizmus vapniku a fosforu —
spravna funkce a tvorba kosti
O  syntéza vazebnych bilkovin potfebnych pro
transport vapenatych iontd
O  tlumi syntézu parathormonu
% ® Nedostatek: ovlivnény svaly, kosti, mize byt pri¢inou
sekundarniho hyperparathyroidismu




VNAMIN )

vitamin D2 (ergokalciferol) a vitamin D3
(cholekalciferol)

[ —— | vitamin D3 |

—
l Doplriky stravy

® ergokalciferol vznika v kazi z 7-
dehydrocholesterolu u¢inkem UV svétla,
Erochézitepelnou izomeraci na vitamin D3,
tery se dostava do obéhu l

® V krvi je transportovan vazbou protein
(vitamin D binding protein, VDBP) nebo
albumin do jater (gcast se uklada v tukové
tkani a ve svalech)

o Vj jatrech se z obou vitamina D tvofi
Eusobenlm specifické hydroxylazy 25-

ydroxyvitaminy [25(0H) D2] a [25(0H) D3] G
® Vledvinach jsou dale metabolizovany 1
pusobenim 1a-hydroxylazy na biologicky
aktivni [1,25(0H) 2 DZila [1,25(0H)2 D3], | 1,25-dihydroxycholekalciferol |
1,25- dlhydroxycholekaICIferoI (kalcitriol)
) Vsechny metabolity vitaminu D jsou v krvi

vazany_ na vazebné proteiny, ve volné formé
cirkuluje pouze malé mnozstvi

¥ 2

| 25-hydroxyvitamin |




VITAMIN  (TOKOFEROL

® Vitamin E tvofi smés ¢étyr tokoferoll a étyr
a-tokoferol. V krvi je transportovan vazbou na LDL
Castice.
® Zdroje: rostlinné oleje (ofechy), rybi tuk, maso, mléko
®  Funkce: antioxidant (chrani polynenasycené mastné
kyseliny pred oxidaci, inhibuje oxidaci LDL ¢astic),
prispiva k udrzeni integrity bunécné membrany
® Nezadouci ucinky:
o T:gastrointestinalni potiZe, inava
o :poskozeni buné&nych membran, cévni
onemocneéni, jaterni nekrozy

&




&

Prijem potravou, bakterie ve streve

Zdroje: zelena zelenina, banany, suSené merunky
Spolecné s vit D dilezity pro syntézu osteokalcinu
Syntéza koagulaénich faktord (tzv. PIVKA) - F I,
VII, IX, X, PC

Warfarin — Iék proti srazeni krve

Nedostatek:

o porucha vstrebavani zivin (cholestaza,
porucha stfevni mikrofléry atd.)
Nedostatecny pfijem v potravé
— Riziko krvaceni

O
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b1 (KOBALAMIN)

&

Centralné vazany atom Co
Zdroj: zivocisné potraviny, fermentované
potraviny- pivo, kefir
Syntéza DNA (vyvoj ery, rlist, tvorba nukleovych
kyselin, déleni bunék, preména homocysteinu na
cystein)
Spravna erytropoéza (spole¢né s kys. listovou)
Pricina:

o nedostatek v potravé

o Porucha vstrebavani ve strevé
Nedostatek: )

o MEGALOBLASTOVA ANEMIE

o Thomocystein - riziko aterosklerézy

o Unava
diferencidlni diagnostika anemickych stavq,
kontrola ucinnosti substitucni |écby




MEGALOBLASTICKE ANEMIE

e Anémie z nedostatku vitaminu B12 a kyseliny listové

e Oznaduji se takto dle morfologického vzhledu erytrocyt(

e Nejcastéjsi pricinou nedostatku vitaminu B12 je porucha vstrebavani

e Vnitrni faktor — glykopeptid nutny pfi vstrebavani B12 v ileu

e Nedostatek vnitrniho faktoru nebo vyrazné omezeni resorpcni plochy ve strevé

s Perniciozni anémie — nejcastéjsi, postihuje vyssi vékové kategorie, genetické vlivy,
autoimunitni onemocnéni (protilatky proti bunkam zaludeéni sliznice)

.
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0BLASTOVA

NEMLE

/l Teardrop cell
Macro-ovalocytes Q‘

l Hypersegmented neutrophil




MEGALOBLASTICKE ANEMIE

e Prokazany dva typy protilatek:
e a) brdni vazbé vit. B12 na vnitini faktor

e b) inhibuji vazbu komplexu vit. B12 - vnitfni faktor na receptory ve sliznici ilea

vit.

vnitini faktor

protilatka
blokujici
vazbu B,

vit.
B12

| E=—
@ vnitini faktor

protilatka blokujici
vazbu VF
+ By2 na receptory
sliznice ilea

Obr. 14.2. Dva typy protilatek proti vnitFnimu fakto-
% ru u perniciézni anémie



MEGALOBLASTICKE ANEMIE

Vznika i po resekci zaludku — vétSinou kombinace nedostatku vitaminu B12 a
kyseliny listové ( ta se vstfebava v duodenu a hornim jejunu)

Vitamin B12 tvori prostetickou skupinu enzymu homocysteinmethyltransferazy,
ktera demethyluje tetrahydrofolat a pfenasi methylovou skupinu z homocysteinu na
methionin

Tetrahydrofolat je nasledné opét methylovan a je donorem methylové skupiny pro
tvorbu thyminu

DUsledkem nedostatku vit. B12 a kyseliny listové je tedy porucha syntézy
thyminovych bazi a tvorby DNA

Prodluzuje se S-faze bunééného cyklu, pri niz se zdvojnasobuje mnozstvi DNA,
vysledkem je velky objem bunky s nezralym jadrem — megaloblast



MAGA

0BLASTOVA

NEMLE

uridylat — thymidylat —p th)inin
DNA
Me-H,-folat H,-folat
homocystein-
methyltransferaza
homocystein P methionin
methylk?balamin
kobalamin
deoxyadenosyl-
L-methyl- kobalaminmutaza _
malonyl-CoA —» sukcinyl-CoA

Obr. 14.3. Metabolismus vitaminu B,, a kyseliny lis-

tové



B1 (THIAMIN)

e Zdroje: potraviny rostlinného i
Zivocisného plvodu (kvasnice, jatra,
obiloviny, ofechy)

e Funkce: ovlivriuje metabolizmus
sacharidd, rozvétvenych
aminokyselin, podporuje uvolnovani
H+ a e- ze Zivin a jejich dalsi vyuziti

e Nedostatek: unava, poruchy
nervového a kardiovaskularniho
systému, onemocnéni beri-beri




B6 (PYRIDOXIN)

&

Vitamin B6 zahrnuje skupinu tfi latek
(pyridoxin, pyridoxal a pyridoxamin).

Je dllezitym koenzmem nékolika
enzymovych reakci, propojuje
metabolizmus sacharidg, lipid

a bilkovin

Zdroje: bilkovinna rostlinna a zivocisna
strava (maso, jatra, ryby, kvasnice, vejce,
banany, ofechy, atd.)

Funkce: ucast na transaminacnich a
dekarboxylacnich reakcich, oxidativni
deaminaci atd., produkci ¢ervenych krvinek
a zvySeni hladiny hemoglobinu
Nedostatek: deficit Ize pozorovat v
téhotenstvi, pri anorexii, alkoholismu, u
hemodialyzovanych pacientu.




VITAMIN C (KYSELINA L-ASKORBOVA)

e Silné redukcni ucinky

e Koncentrace vitaminu C v leukocytech
odpovida o stavu tkanovych zasob,
stanoveni v plazmé/séru podava informaci
o dennim prijmu

e Zdroje: ovoce a zelenina

e Funkce: antioxidant, kofaktor
hydroxylacnich reakci (hydroxyprolin),
ovliviiuje tvorbu kolagenu, podili se na
radé redoxnich pochodu, napomaha k
odolnosti proti infekcim

e Nedostatek: snizena imunita, unava,

% zhorsené hojeni ran, kurdéje, skorbut




STANOVENT
VITAMINU



N STANOVENT VITAMINU

o hladina v krvi, v moci, tkani

Neprimé
o hladina metabolitu v krvi, moci
o méreni koncentrace po zatézi substratem
o zmeéna aktivity enzymu po dodani vhodného koenzymu (vitaminu) reakce
o produkt reakce katalyzované vitaminem

Saturacni testy

g



NEPRIME METODY MERENT SATURACE VITAMINU

Mereni sérove, mocove nebo tkanoveé koncentrace typického
metabolitu

Méreni koncentrace hromadiciho se metabolitu po zatézi substratem
Zvyseni aktivity enzymu po dodani koenzymu

Stanoveni produktu vytvoreného plisobenim vitaminu



SATURACN TESTY

Zvysené vychytavani vitaminu v organismu po jeho podani
o ZvysSeni jeho obsahu ve tkanich
o snizena exkrece v moci

napf. po podani vitaminu C v davce 10 mg/kg
- jedna-li se o deficit vitaminu — nedochazi k jeho vyluCovani moci



CHEMICKE METODY

Bez predchozi separace jsou pouzitelné omezené

o Cisté a koncentrované vzorky (potravinarské nebo farmaceutické)
Chybi specifita a sensitivita pro kvantitativni stanoveni vitamint v biologickych
vzorcich

o obsahuji ¢asto fadu neznamych interferent(

Nejsou vhodné ani pro diferenciaci mezi vitaminy



ENZYMOVE METODY

Vyuziti jejich funkce jakoZto koenzymu
Hlavné pfi stanoveni aktualniho stavu saturace organismu vitaminy
Stanovuje se aktivita enzymu s a bez aktivace pfidavkem koenzymu (vitaminu)
o sledovanim zmén koncentrace substratl nebo produktt
Casto z pIné krve nebo v erytrocytech, mohou byt méfeny na automatickych
analyzatorech
Nevyhodou je komplikovana standardizace, nestabilita enzym( béhem skladovani a

interference



IMUNOCHEMICKE METODY

e Zahrnuji specifické protein-vazajici postupy
e Snadno proveditelné v biologickych matricich
e Snadna automatizace
e Kompetitivni reakce
o Znaceni: izotopové, fluorescencni
o PF. vitamin B12, folat
e Enzymoimunoanalyzy
o Volny vitamin kompetuje s vitaminem znacenym enzymem o vazbu na protilatku

o  pf. pyridoxin

i



IMUNOCHEMICKE METODY

e Problémy

o Zkfizené reakce s ostatnimi modifikacemi vitaminu
e Vyhoda

o kratka doba analyzy

o dobra dostupnost

o instalace na random access automatickych analyzatorech



SEPARACNT TECHNIKY

Déleni a identifikace v jednom béhu fadu vitaminu a jejich derivatu
HPLC/UVD,; FD; ED; MS
LC-MS
o prispiva k informacim o strukture, velmi sensitivni
CE — mikroemulzni elektrochromatografie

CE-MS
o vhodny postup vysoce citlivého stanoveni nékterych vitamin( ve slozitych
matricich

GC a TLC méne Casté
Imunoafinitni chromatografie je vyuzivani k ¢isténi a zakoncentrovani vzorkd



PRIKLADY STANOVENT VITAMINU A

Preanalytika

o Vit. A=tma (UV zareni); -20°C

o Vit. E = deproteinace + antioxidacni agens + vnitrni standard; -20°C
Deproteinace, extrace hexanem, odpareni organické faze v proudu dusiku, odparek
rozpustit v mobilni fazi, nastrik na kolonu
Déleni HPLC, detekce fluorimetricky (vit A 324 nm-> 470 nm); (vit E 298 nm -> 325
nm)
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VITAMIN A

e Referencni metoda: LC/MS
e Certifikovany ref. material: SRM
986b
e Preanalytika
o Vit. A =tma (UV zareni); -20°C;
zabranit hemolyze
e Rutinni metody: HPLC, GC

&

CH



VITAMIN D

&

Referenéni metoda: neni k dispozici
Certifikovany ref. material: neni k
dispozici
Preanalytika

o Vit. D = tma (UV zéafeni); vzdusny

kyslik; -20°C;

Rutinni metody: imunochemicky; LC/MS
(dokaze rozlisit jednotlivé formy vit. D=
D2, D3)

HO"

HO™

Cholekalciferol

Ergokalciferol



VITAMIN

e Referencni metoda: HPLC
e Certifikovany ref. material: SRM 986b
e Preanalytika
o Vit. A =tma (UV zareni); -20°C;
zabranit hemolyze; deproteinace;
pridavek antioxidacniho Cinidla
e Rutinni metody: HPLC, GC

&
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VITAMIN K L

e Preanalytika

o Uchovat ve tmé
e Rutinni metody:

o primé stanoveni - HPLC, LC
o nepfimé stanoveni — IHC, TPT

L.



Referencni metoda: neni k dispozici
Certifikovany ref. material: neni k
dispozici

Rutinni metody: Imunoanalyza, HPLC

H,NOG

R = 5'-deoxyadenosyl, CHsz, OH, CN
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Referencni metoda: neni k dispozici
Certifikovany ref. material: neni k
dispozici

Rutinni metody: HPLC

OH
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HC H 0 MHs
HOCH; = 0a HOCH; = oo HOCH, = Do

o . CH . CH
'@ CHa [}J@ 3 1@ 3

H H
B 6 Pyridoxine Pyridoxal Pyridoxamine

e Referencni metoda: neni k dispozici

e Certifikovany ref. material: neni k
dispozici

e Rutinni metody: HPLC
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VITAMIN C

e Referencni metoda: HPLC

e Certifikovany ref. material: SRM970

e Nestabilni — snadna oxidace na oxalovou
k selinu ( olglselenl deprotelnace,
prldavek red. ¢inidla, -70°C)

e Rutinni metody: HPLC, LC, CE




KAZVISTIKA — VITAMIN D

Steroidni hormonalni prekurzory — kalciferoly
D2 (ergokalciferol, rostlinného plvodu)

D3 cholekalciferol (zivo¢isného plvodu)
tvofi se v klizi pdsobenim slunec¢niho zareni

nezastupitelna role pfi metabolizmu Ca — novotvorba kosti

11 VIT D vyplavovani Ca z kosti, 11Ca/S, 11 Ca/U, kalcifikace mékych tkani (cévy,
ledviny), poruchy GIT

11Ca/S - slabost, letagie, Unava, nechutenstvi, zvraceni, iritace pankreatu,
bradykardie a hypertenze, miize vyvrcholit zdstavou srdce



KAZVISTIKA — VITAMIN D

Muz, 21 let (zahranicni student mediciny),

pfijat na IKK pro slabost, nevolnost, zvraceni, dyspepsii
v nedavné dobé opakované hospitalizace pro podobné stavy s dg.pankreatitidy po dietni chybé.

Lab. nalez:
O turea 8,6 mmol/l, tkrea 270 pmol/l, tamylaza 3,52 pkat/l, 11Ca 3,80 mmol/l
O  pro snizeni Ca byla zavedena rehydratacni terapie a podpora diurézy
O nasledné bylo doplnéno vysetfeni VIT D 1583 nmol/l [75-225]!!

vrve

Pacient pfiznava opakovanou aplikaci preparatu s obsahem anabolik a VIT D — v rozmezi 3 més. si do
svalu aplikoval cca 14 mil. IU VIT D (DDD je 600 IU /den)

Hyperhydratacni, diureticka tarapie s aplikaci kalcitoninu, parenteralni vyziva(elevace pankreatickych
enzymu), UZ vySetfeni srdce s poz. Nalezem

Po 33 dnech hospitalizace VIT D 1024 nmol/l, Ca 2,99 mmol/l.....
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