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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva vlivem vitaminuD napribéh gravidity a kostni
metabolismus u zen ve fertilnim véku. Teoretickd Cast je zaméfena na vitamin D, jeho
formy, metabolismus a deficity. Je popisovan idealni marker (25- OHD) hladiny
vitaminu D v krvi, ktery odpovida jeho zasobni formé v lidském organismu, a jsou shrnuty
informace 0 rozmezi tohoto ukazatele v krvi. Pozornost je vénovana také aktivni formé
vitaminu D (Kkalcitriolu) jeho funkci a metabolismu i faktoram, které ovliviiuji jeho
pusobeni a kostnimu metabolismu v souvislosti s timto vitaminem. Prace se dale zabyva
vlivem vitaminu D na fertilitu a vznik moznych komplikaci v prubéhu téhotenstvi zejména
v dasledku jeho nedostatecné hladiny v organismu matky. A také je uvedena mozZnost

suplementace v ptipadé nedostatku vitaminu D v organismu.

V praktické  ¢asti  jsou shrnuty moznosti stanoveni hladiny 25-OHD
v Krvi, s podrobngj$im zaméfenim na metodu Abbott ARCHITECT. V souboru
namétenych hladin 25 - OHD v soukromé laboratofi Synlab czech s.r.o. od roku 2013
do roku 2016 uZen ve fertilnim véku je porovnavana Se statistickymi udaji plodnosti.
Ve sledovaném obdobi byla u 74,88 % zen ve fertilnim véku zjisténa hladina 25 - OHD
pod fyziologickou hodnotou a sledovan rostouci trend po¢tu naméfenych hladin 25 - OHD

s pribyvajicim vékem a také v poslednich tiech letech.

Klicéova slova
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Abstract

This bachelor thesis deals with the influence of vitamin D on the course of pregnancy
and bone metabolism in women of fertile age. The theoretical part is focused
on vitamin D - it's forms, metabolism and deficiencies. It describes the ideal marker
(25 - OHD) of vitamin D level in the blood, this marker corresponds with the storage form
of vitamin D in the human organism. The text summarizes informations about the range
of this indicator in the blood. Attention is also paid to the active form of vitamin D
(calcitriol) - it's function and metabolism, as well as to the factors influencing it's action,
and the bone metabolism associated with vitamin D. The thesis also deals with the effect
of vitamin D on fertility and the development of possible complications during pregnancy,
mainly due to it's insufficient level in the mother's organism. The possibility

of supplementation in case of vitamin D deficiency is discussed as well.

The practical part summarizes the possibilities of determination of blood 25 - OHD
level. The greatest attention is paid to method Abbott Architect. The values of 25 - OHD
are measured in private laboratory - Synlab czech s.r.o. The measured levels of 25 - OHD
collected from women in fertile age in the period between years 2013 - 2016 are compared
with the statistical data of fertility. In the monitored period, 74,88 % of women of fertile
age were found to have a 25 - OHD level lower thanthe physiological value. The growing
trend of the number of measurements of 25 - OHD levels with increasing age and over

the last three years was monitored as well.
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1 UVOD

V soucasné dobé¢ je vitaminu D vénovéana velka pozornost diky stale se objevujicim
novym poznatktiim o jeho vlastnostech na lidsky organismus. Z dtivodu zvySujiciho se véku
prvorodicek a piibyvajicimi komplikacemi otéhotnéni se tato bakalatska prace zabyva
vlivem vitaminu D na Zensky organismus ve fertilnim véku. Fertilni vék je obdobim, kdy
muze dojit k ot¢hotnéni a néasledn¢ k narozeni nového zivota. Z divodu vysokych narokt
kladenych na télo Zeny a vyvijejici se plod v pritbéhu té¢hotenstvi je tieba zajistit dostatecny

ptijem zivin a také vitaminu D.

Podminkou pro vznik aktivni formy vitaminu D, ktera je schopna plnit nezbytné
funkce v organismu, je piekonani nékolika faktort, které omezuji jeho vznik a dale zdrava,
funkéni jatra a ledviny. Po sérii biochemickych reakci probihajicich v téchto organech
vznika aktivni forma kalcitriol (1, 25 - dihydroxykalciol). Jednou z jeho klicovych funkci
je vstiebavani vapniku a mineralizace kosti, tato tloha ale neni zdaleka jedina. Dalsi
vyznamny VIiv ma napiiklad na kardiovaskularni choroby, rakovinu, dusevni choroby,
diabetes, autismus, autoimunitni onemocnéni a v neposledni fadé na jiz zmifované
t¢hotenstvi. Stanoveni hladiny kalcidiolu (25-OHD) v krvi umoziuje zjistit hladinu
vitamin D v organismu. Proto je cilem Vv souboru naméfenych hodnot 25 - OHD v krvi
u zen ve fertilnim véku zjistit trend hladiny 25 - OHD vV zavislosti na v€ku Zen a poctu
namétenych hladin 25 - OHD. A za dané Casové obdobi porovnat hladinu 25 - OHD

se statistickymi udaji plodnosti.



2 SOUCASNY STAV

Mezi zakladni soucasti lidské vyzivy jsou fazeny piedevSim bilkoviny, cukry, tuky,
mineralni latky, voda a vitaminy. I pfes to, Ze jsou vitaminy jmenovany mezi poslednimi
sloZkami potravy, nevypovida to o jejich podfadnosti, ale pravé naopak. Vitaminy byly
zpocatku oznacované jako dopliikové nebo vyzivové faktory a pojem vitamin viibec nebyl
znam. Postupem cCasu ale vitaminim bylo pfifazovano velké mnozstvi funkci a byly
oznaceny jako latky pro metabolismus v nizkych koncentracich nepostradatelné. Hlavnim
divodem nepostradatelnosti je jejich neschopnost syntézy v organismu. Jsou 0znacovany
jako esencialni a organismus je piijima pouze z potravy. To vSak neplati pro niacin, ktery
mize byt tvofen z tryptofanu a také vitamin D, ktery je tvofen pfedev§im z cholesterolu.
Dalsim divodem nepostradatelnosti vSech vitamini je jejich dulezité postaveni
v metabolickych procesech, kde ptsobi jako antioxidanty. Znamena to tedy, Ze vychytavaji
volné radikaly, tvofi koenzymy mnoha enzym a podili se na metabolismu

specializovanych tkani a na obranych pochodech [1], [2].

Jelikoz chemicka struktura vitamind je velmi rozmanita, tak se K rozdéleni vyuziva
kritérium rozpustnosti, diky kterému se vitaminy rozdéli na dvé skupiny. Do skupiny
vitaminti rozpustnych ve vodé je fazena cela skupina vitamini B a vitamin C. Jejich
vlastnost umoziuje nadbyte¢né mnozstvi téchto vitamini vyloucit mo¢i a diky tomu
u téchto vitaminti nehrozi hypervitaminéza. U vitamini A, D, E a K patticich do skupiny
vitaminti rozpustnych v tucich mize nastat nadbytek, pokud dojde K jejich hromadéni
v tukové tkani [1], [2].

2.1 Vitamin D

Pivod tohoto vitaminu je v cholesterolu a podle chemické struktury se fadi mezi
sekosteroidy. Vitamin D je hydrofobni neboli lipofilni latka vznikajici po pusobeni UV
zafeni na steroidni skelet. Na obrazku nize (Obrazek 1 a Obrazek 2) je znazornén
jiz samotny  vysledek, ke kterému dojde diky postupnému rozevieni
kruhu B mezi C9a C10. Zergosterolu vznika vitamin D,, tedy ergokalciferol

a ze 7 - dehydrocholesterolu vznika vitamin D3, tedy cholekalciferol [1], [2], [3].
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Obrazek 1: Ergokalciferol [4] - upraveno Obrazek 2: Cholekalciferol [4] - upraveno

Ergokalciferol je rostlinného piivodu a oznacuje se také jako erkalciol, jelikoz je tvofen

z ergosterolu. Do organismu se pfijima potravou [4].

.....

kalciol, vitamin D3. Jelikoz endogenni forma vitaminu D3 je tvofena z prekurzoru
cholesterolu, presnéji ze 7 - dehydrocholesterolu pisobenim UV paprski na kuzi, tak ma
nejvétsi vyznam. Obava z intoxikace vitaminem D vlivem nadmérného pisobeni
slune¢niho zéfeni je vSak zbytecna, jelikoz dochazi k pteméné provitaminu D3 na neaktivni
lumisterol a tachysterol. U starych lidi se pfeména na kalciol ze 7 - dehydrocholesterolu

| samotna tvorba vitaminu zna¢né snizuje [1], [3], [5].

vvvvvv

vitaminu, i kdyz pro potieby organismu nejsou jiz tolik vyznamné. Mezi tyto formy
jetfazen vitamin D;, coz je smés ergokalciferolu a lumisterolu, dale

vitamin D, 22 - dihydroergokalciferol a vitamin Ds - sitokalciferol [4].

2.1.1 Zdroje vitaminu D

Vitamin D3 se Vv potravinach pfili§ nevyskytuje. V lidském organismu se asi 90 %
celkového mnozstvi tohoto vitaminu tvofi v kuzi vlivem UV zafeni. Jen vitamin D,
je rostlinného puvodu. Nejvice je obsazen v moiskych rybach nebo oleji z tresCich jater
a dale pak v mléce i vaje¢ném zloutku. Jeho vyuzitelnost v organismu je vsak mnohem

nizsi nez u cholekalciferolu [2], [4], [5].



2.1.2 Metabolismus vitaminu D

Ergokalciferol a cholekalciferol nejsou v nativni formé dostateéné ucinné. Ob¢ latky
jsou v organismu metabolizovany obdobné. Maly rozdil je jen ve funkcich jejich
metaboliti. Pokud dojde k intoxikaci vitaminem D, projevy jsou mirnéj$i. Divodem by
pravdépodobné byla vyssi afinita této formy k vazebnému proteinu. Pfi intoxikaci mimo
jiné hraje svoji roli stav ledvin a cesta aplikace. Metabolismus vitaminu D je zajistén
v nékolika krocich a znazornén na nasledujicim obrazku (Obrazek 3). Vysledkem procesu

je aktivni forma vitaminu, kterou oznacujeme jako hormon [3], [4], [16].

25-hydroxylaza

1-hydroxylaza 24-hydroxyldza

vitaminD kalcitriol 24,25-(OH),-D
1,25-(OH),-D

GIT

cholekalciferol

1= teplo
KUZE UV zareni \ .
cholekalciferol

ergokalciferol ?O'

Obrdzek 3: Schéma metabolismu vitaminu D [9]

7-dehydro-cholesterol

Prvni krok metabolismu vitaminu D se odehrava v jatrech, kde dochazi k hydroxylaci.
Nejprve probiha hydroxylace na 25. uhliku a vzniké 25 - hydroxyvitamin D, tedy kalcidiol.
Ktomuto d¢&ji dochazi diky pfitomnosti cytochromu P450 na wvnitinim povrchu
mitochondridlni membrany. At uz zvySenym piijmem nebo zvysenou tvorbou vitaminu D
se vzdy zvysi cirkulace 25 - OHD. Stanoveni koncentrace 25 - OHD v Kkrvi se vyuziva

Kk posouzeni rezervy vitaminu D v organismu [5], [16].

V krevnim ob&hu vitamin D putuje ve vazbé na bilkovinny nosi¢, kterym je vitamin D

vazajici protein (DBP). Diky této vazb¢ je transportovan az do ledvin. Zde diky ptitomné

10



lo-hydroxylazy dojde k druhé hydroxylaci. Vysledkem této reakce
je 1, 25 - dihydroxyvitamin D, tedy kalcitriol. Ten je popsan podrobnéji v dalsi Casti této
prace. Aktivita 1o - hydroxylazy byla prokdzana nejen v bunkach ledvin, ale také
v bunkach mlécné zlazy, tlustého stfeva, prostaty, placenty, v aktivovanych makrofazich,
keratinocytech a osteoblastech. Aktivitu 1a - hydroxylazy ovlivituje fada déji a stavii, mezi

které patii hypokalcemie, hypofosfatemie a zvysené vylu¢ovani PTH [5].

25 - hydroxyvitamin D a zvlasté pak 1, 25 — dihydroxyvitamin D nemusi byt kone¢nymi
produkty metabolismu. Pokud metabolismus bude pokracovat, pak mize po hydroxylaci
za katalyzy 24 - hydroxylazy vznikat 24, 25 - dihydroxyvitamin D spole¢né s dalSim
prvkem nazyvanym 1, 24, 25 - trihydroxyvitamin. Kromé toho po n¢kolika hydroxylacich
boc¢niho ftetézce kalcitriolu dojde k odst€peni neaktivnich produkti. V soucasnosti
je znamo asi padesat riznych metaboliti vitaminu D, ale dosud nebyla zjisténa jejich

presna funkce a vyuziti v organismu [5].

2.1.3 Kalcitriol

Kalcitriol (viz Obrazek 4) je formou vitaminu D zodpovidajici za jeho biologické
funkce a to i pies to, ze v krvi cirkuluje v nizsich koncentracich nez kalcidiol. Vysvétlenim
mize byt, ze ma lepsi schopnost vazat se na receptory pro vitamin D. Transport v Krvi
umoznuje zejména DBP - vitamin D vazajici protein, méné casto pak albumin
a lipoproteiny. DBP se tvofi v bunkach jater a ma kratky biologicky polocas (2,5 - 3 dny),
to ma za pfic¢inu jeho vysokou denni produkci. Mezi hlavni funkce DBP patii omezovani

dostupnosti a prodluzovani biologického polo¢asu vitaminu D a jeho metabolita [3].

OH

HO OH

Obrazek 4: Kalcitriol [29]
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Kalcitriol se diky své steroidni povaze mize vazat na vitamin D jaderny receptor (VDR)
VvV cytoplazmé bunék tkani. Tento receptor byl prokdzan v mnoha tkanich, mezi které
naptiklad patii mozek, prostata, tlusté stfevo, plice, myokard a dnes i spermie. VDR
je fosfoprotein, ktery je slozen ze 424 AMK. Pocet VDR se zvySuje nejen piisobenim
kalcitriolu, ale také v obdobi ristu, t¢hotenstvi a laktace. S ptibyvajicim vékem jeho pocet
naopak klesd. U genu, ktery koduje VDR, bylo popsano nékolik specifickych mutaci.
Castym vysledkem t&chto mutaci je rezistence viiéi kalcitriolu, coZ ma za nasledek rozvoj
vitamin D rezistentni kiivice. Nebo také polymorfismus VDR genu, ktery ovliviluje

dosazeni maximalniho mnozstvi kostni hmoty [5], [16].

e Faktory ovliviiujici kalcitriol

vvvvvv

svétlo. RozliSuji se celkem tii spektra vinovych délek. Pouze svétlo UVB o vinové délce
280 - 320 nm po kontaktu s kazi pronikne jen pokozkou. Dojde pak ke stimulaci ktize
amuze se tvofit vitamin D. Obsah potfebného UVB svétla ve slune€nim svétle nebude
dostate¢ny, pokud svétlo nedopada dostateéné kolmo nebo pokud bude svétlo nadmérné
filtrovano atmosférou. Severni polokoule Zemé& se béhem léta naklani vice ke Slunci,
naopak vzim¢ se od Slunce odklani. Tim je dano, ze v 1ét€ na severni polokouli

je pfijimano vice slune¢niho svétla. Na jizni polokouli je to naopak [7].

Mezi dalsi vlivy, které nejsou ovlivnény rocni dobou, patii nadmotska vyska, nebot
husts$i atmosféra v nulové nadmoiské vySce odfiltruje vice UVB neZz ve vysokych
nadmotskych vyskach. Dal§im vlivem je odraz svétla od povrchu, kdy svétld barva odrazi
vice slune¢niho svétla. Oblacnost, ozonova dira, znecisténi vzduchu 1 opalovaci krémy

snizuji moznost pusobeni UVB svétla k tvorbé vitaminu D [7].

Svoji  roli zajisté hraje také pigment melanin Vv kizi. Ten totiz soutézi
se 7 - dehydrocholesterolem o fotony UV. Obecné lze fici, Ze melanin produkci
vitaminu D3 snizuje, a proto lidé s tmavou pleti potiebuji k vytvoreni potifebného mnozstvi
vitaminu del§i pisobeni sluneCnich paprski. Také ve&k ovliviiuje moznost tvorby
vitaminu D, atoproto, Ze spfibyvajicim vékem se sniZuje koncentrace

7 - dehydrocholesterolu v kuzi [5].

12



e Funkce kalcitriolu

Hlavni funkci kalcitriolu je udrzeni normalni hladiny Ca. Toho je dosaZeno absorpci
Ca z potravy ve stfevni sliznici a podporou diferenciace osteoklastii z kmenovych bunék.

Osteoklasty pak mohou uvoliovat Ca do krve z kostni hmoty [5], [10].

Dalsi funkce, které kalcitriol v organismu vykonava, lze rozdélit podle mista ptisobeni
v organismu. Ve sliznici stfev zvySuje absorpci Ca a fosfati zlumen do enterocytu,
zéaroven zajiStuje prostup bazdlni membranou do obéhu krve. Tim Se zajisti potiebna
hladina CaaP v séru, coz je podminkou pro rust kosti a normalni mineralizaci kostni
hmoty. Z hlediska kosti reguluje proliferaci a apoptézu kostnich bunék i chondrocyti.

Dale také udrzuje kalcium fosfatovy komplex [5].

Kalcitriol je spjat s funkci parathormonu (PTH), a to tak, Ze reguluje vstiebani vapniku
a soucasné kontroluje jeho hladinu v séru. Pokud se snizi hladina vitaminu D, dojde
ke zvySeni hladiny PTH a tim vznikne nedostatek Ca v kostech. To vede k fidnuti kosti,
které je podminéno také rychlejSim rozkladem osteoklasty diiv, nez by ji staCily
osteoblasty znovu vybudovat. Nepostradatelnym vlivem, ktery by zamezoval fidnuti kosti,

je slunecni svétlo [7].

Kalcitriol dnes také hraje dileZitou roli v mnoha dalsich oblastech. Radi se do latek,
které maji protirakovinné ucinky. Diky tomu, ze n¢kolik bunék obsahuje VDR, mohou byt
tyto bunky aktivovany vitaminem D. Po této aktivaci se obraci na geny, jejichz tikolem
je regulace bunéénych procesi a tim 1 nékterych protirakovinnych mechanismu.
Ve spojitosti s t€émito mechanismy vitamin D podporuje apoptozu, diferenciaci, zpomaluje
bujeni a Sifeni rakovinnych bunék do zdravych tkani, zpomaluje tvorbu metastazi a také

angiogenezi, zejména zamezuje rustu cév, kter¢é by zasobovaly rakovinné

tkang [7], [0, [11].

Dalsi oblasti vyuzitelnosti ucinkt Kalcitriolu jsou ledviny. Konkrétné v ledvinach
kalcitriol inhibuje systém renin - angiotenzinogen, méni strukturu podocyti a redukuje
proteinurii. U pacientl s chronickym onemocnénim ledvin je navic popisovana souvislost
mezi nizkou koncentraci vitaminu D a vznikem cévnich kalcifikaci nebo inzulinové

rezistence [12].
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Nedostate¢na hladina vitaminu D se povazuje za rizikovy faktor pro rozvoj diabetu
1. typu. Nekteré studie naznacuji, Ze naruSena homeostaza vitaminu D ovliviiuje i rozvoj
diabetu 2. typu. Mezi mechanismy, které mohou zpisobit narusenou homeostazu, se fadi
zména hladiny Ca v plazmé¢, dysfunkce B - bunék Langerhansovych ostrivki s nasledkem
zhorsené sekrece inzulinu, snizena inzulinova senzitivita perifernich tkani a chronicky

zanét [12].

Podle nékterych studii se ptredpokladd, Ze vitamin D zasahuje také do metabolismu
svall a ovliviuje jejich funkce. Svaly maji velky vliv v patogenezi padii a pad s naslednou

zlomeninou je problémem zejména u starsich jedinct [12].

Funkce tohoto vitaminu jsou opravdu rozmanité a informaci o jeho vlivech stale
piibyva. Vyssi koncentrace vitaminu D se také spoji s lepsi regulaci centralniho nervového
systému. Vitamin D ovliviiuje neuroprotektivni, antiepileptické, imunomodulac¢ni déje
a umoznuje souhru mezi hormony a neurotransmitery. V neposledni fad¢ hraje vitamin D
svoji roli v oblasti imunity, tedy v prevenci infekénich onemocnéni nebo patogenezi
autoimunitnich chorob. Konkrétn¢ ovliviiuje ¢innost imunitnich bunék a napomaha

regulaci exprese fady prozanétlivych cytosind [5], [12].

2.1.4 Ukazatel hladiny vitaminu D

Ackoli vysoce aktivni, snadno dostupnou a ucinnou latkou je vitamin
1,25 - dihydroxykalciol, tedy Kkalcitriol, idealnim ukazatelem hladiny vitaminu D
Vv organismu je sérova hladina kalcidiolu (25 - OH vitamin D). Vysvétlenim mtize byt jeho
dalezita funkce, jelikoz je zasobni formou vitaminu D a nachazi se v krvi az v 1 000krat
vysSich koncentracich nez aktivni kalcitriol. Bylo také zjisténo, Ze kalcitriol klesa
az ve chvili, kdy deficit v organismu je uZ velmi vyrazny. Dalsi dileZita informace se tyka
biologického polo¢asu. U kalcidiolu je to asi 15 dni, kdezto kalcitriol ma polocas
v cirkulaci asi 6 hodin. | tyto informace nasvédéuji tomu, ze kalcidiol je idealnim
ukazatelem vitaminu D. Sérova hladina kalcidiolu odpovida vitaminu D pftijatého z potravy
a zaroven také expozici kiize sluneénimu zatfeni nebo vitaminu D vyplaveného z tukovych

zésob jater [6], [71, [8], [12], [27].
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2.1.5 Hladina vitaminu D v Krvi

Nasledujici tabulka (Tabulka 1) pfehledné informuje o hladinach 25 - OH vitaminu D
v obvykle pouzivanych jednotkach ng/ml a také nmol/l, kdy 1 ng/ml je roven 2,5 nmol/l.
Zaidealni se povazuje udrzeni hladiny v plazmé mezi 30 - 50 ng/ml. Deficitni stav
je povazovan pii koncentraci 25- OHD pod 20 ng/ml. O snizené zasob& v organismu
se hovofii pti koncentraci 21 - 29 ng/ml. Divodem je neschopnost vzestupu PTH v této
hladiné. Za toxickou hladinu se povazuje koncentrace vyssi nez 80 ng/ml. O stavu
intoxikace vsak vypovida hladina nad 150 ng/ml. Cilova hodnota 25 - OHD v krvi je nad
30 ng/ml a denni potieba vitaminu D se pohybuje kolem 0,01 mg. Doporucuje se denné
piijimat asi 20 ug, tedy 800 IU vitaminu D [2], [5], [7], [8], [12].

Tabulka 1: Rozmezi hiadin 25 - OHD

Stav Hladina 25 - OHD Hladina 25 - OHD
V jednotkach ng/ml V jednotkach nmol/l
Fyziologicka hladina 30-50 75-125
Deficitni stav <20 <50
SniZena zasoba 21-29 50-75
Toxicka hladina >80 > 200
Intoxikace > 150 > 375

2.1.6 Deficity vitaminu D

Pokud dojde k nedodrzeni fyziologické hladiny z riznych pii¢in napf. pii poruse
syntézy, nebo pii regulacnich pochodech, muze dojit k deficitu nebo k nadbytku

vitaminu D.

e Nedostatek vitaminu D

Mezi hlavni pfi¢iny nedostatku vitaminu D, které snizuji syntézu v kazi, patii
piedevsim pftili§ kratkd expozice slunci, tmavy typ kiiZze, rocni obdobi s nedostatkem
slunce, zivot v oblastech s nedostatkem sluneéniho svitu, pouzivani ochrannych slune¢nich
prostiedkli, odévy branici pfistupu slunecniho zafeni na kizi a také vyssi veék

nebo znecisténé ovzdusi [14].
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SniZzena hladina vitaminu D miize byt také v disledku patologickych stavii. Napiiklad
pii celiakii, chronickém =zanétu stfev, nefrotickém syndromu a pii [éCbe

glukokortikoidy [5].

Nedostatecna  koncentrace vitaminu D nevede jen Kkrozvoji sekundarni
hyperparathyre6ze, k rozvoji kiivice nebo osteomalacie, ale ma nékolik dalSich negativnich

vlivi, které jsou popisovany v dalSich kapitolach [5].

e Nadbytek vitaminu D

Vystaveni  organismu  vysokym davkam vitaminuD po né¢kolik  tydnt,
nebo predavkovani vitaminem D jsou stavy, které vedou k intoxikaci. Projevy jsou ale
vzdy zavislé na davce a délce vystaveni tohoto vitaminu. MiiZze vzniknout perzistujici
hyperkalcémie. U tohoto stavu vznikaji akutni, nebo chronické nasledky. Mezi akutni
nasledky se fadi zvraceni, srdeni arytmie, nauzea, zacpa, sucho v tstech, bolesti hlavy,
bolesti bficha, dehydratace a poruchy védomi. Mezi chronické nasledky se fadi polyurie,
polydipsie, ktera vede az k nechuti kjidlu, déale ztrata hmotnosti, tvorba ledvinnych
kament, nebo nefrokalcinéza. Jen zcela ve vyjimecnych ptipadech mize dojit k fatalnimu

selhani funkce ledvin nebo kardiovaskularniho systému [5], [24].

2.2 Kostni metabolismus

V dalsi ¢asti této prace je piiblizen jeden typ pojivové tkané, a to konkrétné kost. Kosti
totiz nezabezpecuji jen celkovou oporu téla, ale soucasné¢ ukladaji vapnik a fosfat a také

Vv kostni dieni umoziuji tvorbu krvetvornych buné¢k i zrani B-bunék [15].

K dulezitym prvkim kostniho metabolismu patii vapnik a po chemické strance velmi
podobny hotcik. Vapnik spolu s fosforem tvoii zéklad hydroxyapatitu, tedy zékladni
slozku kostni tkdné. Plazmaticky vapnik ma nékolik forem. Prvni nedifuzibilni forma
se vaze na albumin, a proto jako jedina nemtiZze pronikat semipermeabilnimi membranami.
Druhou formu ptedstavuje jen velmi malé mnozstvi vapniku. Vyskytuje se v komplexnich
slouc¢eninach, které jsou nerozpustné ve vodg. Treti formu predstavuje ionizovany vapnik
ca*", ktery zahrnuje necelou polovinu vapniku. Soucasné je to jedina aktivni forma
vapniku, kterd v organismu vykonava dilezit¢ funkce. Mezi tyto funkce patii snizovani
nervosvalové drazdivosti, snizovani propustnosti membran a kapilarnich stén. Jeho

pritomnost je nepostradatelna pii hemokoagulaci, pii svalové kontrakci, dale v kostni
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matrix a laktaci. Ca®" organismus piijima zejména z potravin, hlavng z mléka, mléénych
vyrobkli asyrii. ZvySena poticba Ca* je predevsim u téhotnych a kojicich Zzen,

ale i u rostoucich déti [1].

Pro spravnou funkci vépniku je =zapotitebi tfech dualezitych latek. Patfi mezi
né vitamin D - kalcitriol, parathormon a kalcitonin. Nasledujici obrazek (Obrazek 5)
Zjednodusené¢ ukazuje hormonalni regulaci pifi sniZzeni vapniku v potravé. Dochazi
ke zvySovani hladiny PTH, kalcitriolu a stoupa absorp¢ni frakce Ca ve stfevé a uvolnéni

Ca?* z kosti. [15], [16].

Pokles Calt —» vzestup PTH —— KOSTuvolnéni Ca‘*a P
i I
LEDVINA reabsorpce Cal* + > stoupad tvorba kalcitriolu
ztrata P

STREVO absorpce Cal*a P

Obrazek 5: Schéma hormondlni regulace hladiny vapniku [16]

Obecné lze fici, Ze tyto hormony ovliviiuji pohyb vapniku mezi extracelularni tekutinou,

ledvinami a kostmi, ale konkrétné jsou popsany v nasledujicich podkapitolach [16].

2.2.1 Kalcitriol

Metabolismus, faktory ovliviiujici funkci i samotna funkce kalcitriolu jsou popsany

Vv pfedchozich kapitolach.

2.2.2 Parathormon

Po chemické strance polypeptid slozeny z 84 AMK. Tvofen je buitkami pfistitnych
télisek nachdzejicich se na zadni strané laloku Stitné zlazy. PTH podporuje syntézu
kalcitriolu v ledvinach, umoziuje uvoliovani Ca z kosti, zpétnou resorpci Vv ledvinach
anapoméaha tvorbé cytokinti. Ty pak ovliviiuji zrani osteoklastli z nezralych bunék
a v osteoblastech podporuji uvolnéni Ca”*. Cilem t&chto pochodii je zvysit koncentraci
Cav séru [5], [15], [16].
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2.2.3 Kalcitonin

Kalcitonin  (CT) je peptid tvofen z 32 AMK. Vznikda odstépovanim
z vysokomolekularniho prekurzoru, ze kterého vznikaji jeste¢ dal$i peptidy. K sekreci
CT dojde zvySenim hladiny Ca, Mg, gastrinu, glukagonu v séru. CT je produktem zejména
C bunék §titné zlazy. K hlavnim ucinklim patii inhibice resorpce kosti, sniZzeni hladiny

Ca a P. Obecné lze fici, ze pusobi jako antagonista k PTH a Kalcitriolu [15], [16].

2.2.4 Provazanost Ca, P, Mg a jinych prvki

Mimo Ca”" patfi mezi dalsi diileZité prvky anorganické slozky kosti Mg?*, Na*, aniont
HPO4?, dalsi prvky jako Zn, Cu, Mn, Mo i stopové prvky. Organickou slozku predstavuje

kolagen typu | a proteiny zejména proteoglykany, osteokalcin a sialoprotein [2].

Protoze vapnik mé v organismu mnoho biologickych funkei je nezbytnd jeho
homeostdza. Ta se wudrZuje nejen jiz popisovanym hormonalnim systémem,

ale i dostate¢nym pfijmem magnézia a fosfatu [16].

Dulezitost magnézia je dana jiz tim, Ze je obsaZen asi z 60 % V kosti a umoziuje tvorbu
krystal hydroxyapatitu. Ovliviiuje také produkci parathormonu a vitaminu D. A to tak,
ze pokud dojde ke snizeni magnesemie, dojde ke zvySené tvorbé PTH a také naopak,
pii zvySeni magnesemie dojde k poklesu PTH. Spolu se zinkem a médi jsou kofaktory

enzymd, které reguluji metabolismus kalcia [16], [17].

Fosfat je z 80 % ulozen v kostech ve form¢ hydroxyapatitu, nebo se nachazi v plazmé
ve form¢ fosfatového aniontu, a to hlavné HPO,®. Regulace metabolismu fosfati je jako
u Ca®* hormonalni. Dalsi vyznamné anorganické prvky maji obecné kalcifikacni efekt,
konkrétn€ pomahaji fidit syntézu kostni matrix, aktivuji tvorbu osteoblastii nebo tvofi

ochranu pro skelet [2], [17].

Dosud jsou popisovany jen vlivy, které plsobi pozitivné a pomaéhaji fyziologickym
funkcim v organismu. Je ale tfeba upozornit na to, Ze pii vysokych koncentraci nékterych
stopovych prvkad mohou byt vlivy opacné, az toxické. A to zejména pii vysoké koncentraci

zinku, fluoru, Zeleza. Zcela toxické je kadmium, chrom a kobalt [17].

18



2.3 Fertilita

Fertilita je obdobim pohlavni zralosti, tedy nejdel§im obdobim zivota Zeny, kdy mize
dojit k oplodnéni, t€hotenstvi a narozeni Zivotaschopného ditéte. Tomuto obdobi pfedchazi
puberta - vrchol dospivani, infantilni - détské obdobi a neonatalni - novorozenecké obdobi.
Po tomto obdobi pohlavni zralosti nasleduje klimakterium, které nastava kolem 45. roku

Zeny. Po tomto obdobi nasleduje klidové stadium pohlavnich organi - senium [18].

Obdobi pohlavni zralosti nastava po puberté, tedy mezi 18. az 45. rokem. V tomto
obdobi probihaji pravidelné menstruacni cykly. Primémé jeden cyklus trvd 28 dni
a k ovulaci dochazi okolo 14. dne. Gonadotropiny, vyplavované z hypotalamu, fidi sekreci
pohlavnich hormonti tvofenych v nadledvinach a vaje¢nicich. Zena je pfipravena
na té¢hotenstvi, ato nejen po télesné strance zménou stavby téla a spravnou funkci
reprodukénich organt. Zena je také psychicky zrald a pfipravena na narozeni

potomka [18].

T¢hotenstvi je obdobi Zivota Zeny, kdy se naplni biologicky smysl jeji podstaty. Dochazi
k zazraku poceti a daru zivota. V tomto obdobi dochazi k mnoha zménam, které maji
zajistit vyvoj a narozeni nového ¢lovéka na svét. Téhotenstvi trva primérné 10 lunarnich
mesictt po 28 dnech, coz je 280 dni. Je to tedy doba, ktera zacina oplozenim a pokracuje

tfemi fazemi t€hotenstvi [19], [20].

2.3.1 Vliv vitaminu D na téhotenstvi

T&hotenstvi klade na zenu velké pozadavky. Aby organismus Zeny fungoval spravné
a byly tak zajistény co nejlepsi podminky pro plod, méla by zena zvySené dbat o spravnou
zivotospravu. Zcela nevhodné je koufeni, piti alkoholu, kofein, diety. Je zapotiebi snizit
pfijem tukd, naopak je potieba zvysit dostateCny piijem tekutin, zejména proto,
ze se zvySuje objem télnich tekutin. Vhodné jsou potraviny bohaté na vldkninu
a dostatecny piijem vitaminl, minerdlli, zejména vapniku, zeleza, jodu a dalSich. Jak jiz
bylo zminéno, pro spravnou funkci nejen vapniku je zapotfebi dostate¢na hladina

vitaminu D [20], [28].

Zejména nedostate¢na hladina vitaminu D Vv t€hotenstvi ma neptiznivy vliv jak na Zenu,
tak 1 na vyvijejici se plod, a ovlivituje také budouci zdravi ditéte. Divodem je tplna

zavislost plodu, béhem nitrodélozniho vyvoje, na piijmu vitaminu D od matky.
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Pii nedostatku tohoto vitaminu u t€hotné Zeny se zvysuje riziko $patného vyvoje kosti
plodu, vzniku téhotenské cukrovky, preeklampsie a vyvoje malého plodu. Nedostatek

zpusobuje soucasné i rtizna akutni a chronicka onemocnéni. Jednotlivé vlivy vitaminu D

na téhotenstvi jsou popsany Vv dalsi ¢asti prace [14].

e Vliv na kostni metabolismus

Te¢hotenstvi je velkou zatézi na metabolismus kosti Zeny. Dostatecny piijem véapniku
je vSak nezbytny také pro vyvoj a rast kosti plodu. Z toho divodu je zapotiebi udrzet
vapnikovou homeostazu t€hotnych zen. K tomu je zapotiebi dostatecny ptisun vitaminu D
a je dualezit¢ dosdhnout dostate¢né koncentrace vitaminu D uZz béhem tchotenstvi.
Postnatalni suplementace ditéte vitaminem D totiz zcela nenahradi jeho nedostatek ptred
narozenim. Pokud by doslo k poruseni vapnikové homeostazy lze predpokladat narozeni
ditéte s nizkou porodni hmotnosti a tim dochazi ke zvyseni rizika chronického onemocnéni

v dospélosti [14], [21].

e Vliv navznik GDM

Gestacni diabetes mellitus (GDM) je zavazny stav v téhotenstvi, ktery je nebezpecny
svymi duasledky jak pro matku, tak i pro dit¢. Nedostatecna hladina 25- OHD v séru
je spojena se zvySenym rizikem GDM, jelikoz vitamin D zvySuje inzulinovou senzitivitu.
Ato tak, ze zlep$i inzulinem zprostfedkovany transport glukézy. V nasledujici tabulce
(Tabulka 2) jsou popsany komplikace, které komplikuji stav plodu, a to i po jeho narozeni
u matky trpici onemocnénim DM. Komplikace Se rozdéluji na prenatalni a postnatalni.
Kdy prenatalni komplikace jsou rozd€lovany podle délky te€hotenstvi a postnatalni

komplikace na ¢asné a pozdni [14], [22].
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Tabulka 2: Prenatadlni a postnatalni komplikace pro plod pri DM matky [22]

1. trimestr spopténni pot,rat, _
vznik vrozené vyvojové vady
2. trimestr porucha psychomotorického vyvoje plodu
Prenatalni diabeticka fetopatie
komplikace porucha psychomotorického vyvoje
3. trimestr intrauterinni ristova retardace
predCasny porod
umrti plodu v déloze
casné projevy diabetické fetopatie
komplikace | porucha psychomotorického vyvoje
Postnatalni porucha gluk6zové tolerance
komplikace pozdni obezita v détstvi, diabetes
komplikace |opozdéni psychomotorického vyvoje
metabolicky syndrom

e VIliv na vznik preeklampsie

Preeklampsie je stav, kterym mohou trpét t€hotné Zeny. Projevuje se nejprve hypertenzi
a proteinurii. Muze vSak dojit k vyusténi eklampsie, pfi které dochéazi ke kiec¢im, komatu
aaz smrti. Je prokdzand souvislost se sérovou hladinou 25 - OHD v takovém smyslu,
ze pokud je nedostate¢na koncentrace 25 - OHD v téhotenstvi, je zvySené riziko vyvoje
preeklampsie. Samotny mechanismus pisobeni vitaminu D, ktery by mohl ovlivnit nastup
preeklampsie, ale neni zcela jasny. Poukazuje se na to, ze pokud by zeny b&hem
téhotenstvi  dostavaly vitamin D, tak by mély niz8i riziko vzniku této

poruchy [7], [14], [23].

e Vliv na riziko narozeni malych plodi

Nizka hmotnost narozeného ditéte je spojovéana s nckolika moznymi riziky. Déti, které
maji po porodu hmotnost nizsi nez 2 500 g, maji vys$i riziko vzniku astmatu, diabetu,
zvySen¢ho krevniho tlaku, cévnich mozkovych piihod, srde¢niho infarktu nebo jiného
onemocnéni srdce. Poukazuje se na moznost rizika porodu malého plodu pravé u zen

s nizkou sérovou hladinou 25 - OHD [14].

2.3.2 Neplodnost a vitamin D

Neplodné pary jsou déleny na dvé skupiny. Charakteristickou pfi¢inou prvni skupiny

je neplodnost, tedy sterilita. Problémem je nemoznost ot€hotnéni, kdy pficina byva
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ve stejné mife jak v muzi, tak i zené. Mezi divody neplodnosti muze se fadi neschopnost
pohlavniho styku. Tyto poruchy byvaji Casto zpisobeny poskozenim michy, celkovym
onemocnénim nebo psychickymi poruchami. Dalsi pfi¢inou je neschopnost oplozeni
nejcastéji zpusobenou poruchou tvorby spermii. Mezi duvody neplodnosti Zeny patii
anatomické zmény, dale zmény pohlavnich organti, zpiisobené zanéty, agenezi, operaci,
které predstavuji prekazku setkani muzské a zenské pohlavni buniky. Divodem neplodnosti
mize také byt porucha funkce pohlavnich organt, psychické pticiny, nebo imunologické
problémy. Ve druhé skupiné neplodnych pard je hlavnim problémem infertilita, coz je stav,
kdy zena neni schopna donosit a porodit zivotaschopny plod. Za takto neuspésné

t€hotenstvi 1ze oznadit az tieti po sobé nasledujici téhotenstvi [18].

Je tak zfejmé, ze k otéhotnéni je zapotiebi zdravy a funkéni muzsky a zensky
organismus. A mnoho dalSich faktorti, které umozni narozeni nového potomka. U Zeny
navic je zapotiebi zohlednit vek. S pfibyvajicim vékem totiz plodnost zeny klesa z diivodu
ubytku vajicek ve vajec¢nicich a zhorSeni jejich genetické vybavy a dale z divodu

zvySujiciho se vyskytu celkovych onemocnéni [18].

Mezi dalsi faktory, umoznujici otéhotnéni a narozeni plodu, lze zaradit i vitamin D.
Jednim z dtivodi je klinicka studie prokazujici souvislost mezi nizkou hladinou vitaminu D
a poruchami fertility. Mohlo by se pravdépodobné jednat o nésledek zanétlivého
nebo imunologického procesu, stuptiujiciho se pii snizené hladiné vitaminu D. Nizsi
koncentrace vitaminu D byly zjistény také u zen podstupujici IVF. Studie také poukazuje
na to, ze nizké hladiny tohoto vitaminu jsou ziejmé& pfi¢inou malé uspeéSnosti IVF,
nebo nizsi kvality embryi. Uginnou soucasti 16¢by neplodnosti je tak suplementace

vitaminem D [23].

Dal§im vlivem vitaminu D na neplodnost je jeho schopnost pisobit na reprodukéni
tkan¢, a to jak muzu, tak i Zen. U muzi napomaha spravné funkci varlat tim, ze podporuje
syntézu androgent, spermatogenezi a maturaci spermii, Z toho vyplyva i vliv na proces
oplodnéni. U Zen podporuje funkci vajecnikii a placenty. Podporuje také syntézu
pohlavnich hormonid. Hraje dulezitou roli v pribéhu tchotenstvi, ale také v procesu
oplodnéni, protoze se podili na vyzravani a wuvoliovani vaji¢ek piipravenych

k oplozeni [23].
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2.4 Suplementace vitaminem D

Suplementaci vitaminem D v prubéhu téhotenstvi se zajisti zvysena koncentrace v Krvi
matky a tim dojde k lepSi dostupnosti tohoto vitaminu i pro plod. Dopliovani vitaminu D

se doporucuje predevsim u zen s rizikem nedostatku tohoto vitaminu [6], [8], [14].

MozZnosti, které Uumoziuji suplementaci vitaminem D, se déli na dvé hlavni skupiny.
Do prvni skupiny na recept piedepisovanych 1ékt se tadi kapky Vigantol. Tyto kapky
obsahuji pouze vitamin D, proto jsou popisovany samostatné v nasledujici kapitole. Dalsi
Iéky, které se pouzivaji jako prevence osteopordzy, jsou uz v kombinaci S vapnikem
| jinymi mineraly. Patii mezi né napiiklad Caltrate Plus, Caltrate nebo Zvykaci forma
Calcichew. Druhou, velice bohatou skupinou, jsou dopliiky stravy s vitaminem D a jeho
kombinace sjinymi vitaminy a mineraly. Firmy vyrab&ji rizné formy téchto dopliki
pro déti, dospélé ale i t€hotné Zeny tak, aby mély dostatek vitaminl pro spravny vyvoj

plodu a dobry pribéh téhotenstvi.

At uz se jedna o suplementaci u téhotnych Zen nebo 1 jiné skupiny lidi, je dobré
pred jejim zahajenim stanovit vychozi hladinu vitaminu D, pfesnéji jeji zasobni formu.
Ato proto, aby byla moZzn4d monitorace a soucasné¢ bylo mozné zhodnotit, zda doslo
k dosazeni cilové hodnoty a uréit tak tspéch. Obecné se upfednostiiuje suplementace
vitaminem D3. Divodem je mensi ucinek vitaminu D, a jeho kratka doba pietrvavani

v krvi [6], [8], [14].

2.4.1 Vigantol

Zakladni moznosti dopInéni vitaminu D jsou peroralni kapky Vigantol, kdy v jedné
kapce je obsazeno 500 IU vitaminu Ds. Z ptedeslych informaci je ziejmé, ze béhem
téhotenstvi je zapotiebi dostateCny piijem vitaminu D. Dosud zadna informace z literarnich
zdroj neinformuje o akutni nebo chronické toxicité vitaminem D Vv priibéhu téhotenstvi.
Nebyly ani pozorovany piipady, kdy by doslo k predavkovani u kojenych déti, které
piijimaji vitamin D pravé =z matetského mléka. Mohlo by vSak dojit naptiklad
K hyperkalcémii v pribéhu téhotenstvi z pfedavkovani vitaminem D, ktera by mohla byt
spojena se zvySenou vnimavosti na ucinky vitaminu D, potlatenim funkce pfistitnych

télisek, mentalni retardaci a aortalni stendzou u ditéte. Naopak pokud by doslo k vyrazné
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hypovitamindze vitaminem D nebo osteomalacii mohla by vznikat fetalni nebo neonatalni

rachitida, hypokalcémie nebo hypoplazie skloviny [24].

Po peroralnim podani téchto kapek se vitamin D3 zcela resorbuje. Pokud se ptijimaji
vys$i davky, dojde k resorpci ze dvou tietin a nadbytek se vyluCuje do stolice. Dlouhy
biologicky polocas je dan vlastnosti ukladat se do tukové tkdné€. V séru miize byt hladina

25 - hydroxyvitaminu D zvySena nékolik mésict po vysokych davkach vitaminu D [24].

Kapky Vigantol se podavaji jako prevence vzniku kiivice u zdravych novorozenct
a déti do 1 roku v mnoZstvi 1 kapky, u pfed€asné narozenych déti se doporucuje podavat
2 kapky denné. Ve druhém roce se doporucuje podéavat Vigantol zejména v zimnich
meésicich. Dale se pouzivaji k prevenci nedostatku vitaminuD u déti a dospé€lych
s malabsorpci, s identifikovanym rizikem a dale pii 1écbé kiivice a osteomalacie,

hypoparatyer6zy a pseudohypoparatyredzy a jako podpora 1écby osteopordzy [24].
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3 CIL PRACE

Cilem bakalafské prace je zaméfit se na hodnotu 25- OH vitamin D jako marker
potencialni gravidity. V souboru namétenych hodnot 25 - OHD v Krvi u Zen ve fertilnim
véku zjistit trend hladiny 25 - OHD v zavislosti na véku Zen a poctu namétfenych hladin
25 - OHD za ur¢ité obdobi. Dale za dané casové obdobi porovnat hladinu 25 - OHD

se statistickymi udaji plodnosti.
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4 METODIKA

Pro stanoveni hladiny 25 - OHD v krvi je mozné pouzit nékolik metod. Informace
otéchto metodach shrnuje nasledujici kapitola. Naméfené hodnoty 25- OHD
v experimentalni  ¢asti  bakalaiské prace, byly méfeny Vv soukromé laboratofi
Synlab czech s.r.o. se sidlem v JankovCové ulici v Praze. M¢éfeni probihalo pomoci
systému Abbott ARCHITECT 25 - OH vitamin D, kterému je vénovana vétsi pozornost.
Nésledné jetaké popsan program MATLAB, pomoci kterého se vytvoril
tzv. boxplot (krabicovy graf).

4.1 Stanoveni vitaminu D

Historie stanoveni vitaminu D saha pouze do 70. let minulého stoleti, kdy byl poprvé
25-0OH vitamin D stanoven. Postupné byly objevovany metody zaloZené
na chromatografickych postupech. Nejdiive to byla radioimunoanalytickd metoda (RIA),
postupné¢ byly vyvijeny metody senzymovou nebo chemiluminiscencni detekeni
koncovkou. Nejvétsi posun ve stanoveni vitaminu D se stal pravdépodobné v roce 2009.
Nejenze, jak uvetejnila americka asociace, se zvysil zdjem o tento vitamin, ale souCasn¢
firmy na zvySenou poptavku po vySetfeni zareagovaly produkci diagnostickych kiti.
Vsechny vytvofené metody patii mezi imunoanalytické postupy, které se i v rutinnich
laboratofich bézné stanovuji na imunochemickych analyzatorech. Mezi dostupné systémy
mefeni se fadi DiaSorin/Liaison, DiaSorin/RIA, Siemens/Centaur, Roche/Modular,
Elecsys, Abbott/Architect, i-Sys/IDS. Mezi referenéni metody patii dvé metody, které
pracuji na principu izotopové diluce - kapalinové chromatografii - tandemové hmotnostni
spektrometrii (ID-LC-MS/MS). Tento princip je dosud jediny pro specifické stanoveni
vitaminu D a jeho metabolitd [25], [26].

Na problém spojeny s nedostatecnou srovnatelnosti vysledkl rutinnich metod, ale také
na problém systematické diference mezi témito metodami poukazuje né€kolik zahrani¢nich
studii. Mezi hlavni pfi¢iny a faktory ovliviiyjici imunochemické stanoveni, se fadi vazba
na DBP. Tuto vazbu vitaminu D na DBP je tfeba v prubéhu méfeni uvolnit. Toho se docili
nastavenim hodnoty reak¢éni smési na urcitou hodnotu pH. Koncentrace DBP silné
ovlivituje vysledky méfeni a je riizna u jednotlivych skupin pacientd. Hlavni pfi¢ina
diference je zpusobena riiznou G¢innosti uvolnéni vitaminu D z vazby na DBP. Mezi dalsi

ovlivijici faktory se fadi rozdilna imunoreaktivita pro 25(OH)D; a 25(OH)Ds, pozitivni
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bias zptisobovany riznou koncentraci 3 - epi - 25 - hydroxyvitaminu D3 a i jiné vyskytujici

se latky, jako naptiklad heterofylni protilatky [25].

Z vysledkt externiho hodnoceni kvality je zfejmé, ze pozadavky na mezilaboratorni
preciznost (reprodukovatelnost) a bias (% diference od referen¢ni hodnoty) jsou prozatim
nesplnéné, nebot’ je pozadovana CV % < 10 a bias % < 5. Moznost zlepSeni zavisi
na zlepseni kvality imunochemickych metod, nebo na vétsim rozsifeni metod LC-MS/MS,
ale zejména na vyvoji standardizace. Standardizace meétfeni vSak neni dosud hotova
ani funkéni a zpusobuje tak vyraznou variabilitu mezi laboratofemi. NejdulezitéjSim
pilitem standardizace je navaznost kalibratord rutinnich méfeni na referencni material
NIST SRM 972. Ackoli vyrobci prohlasuji, ze referencni material ke stanoveni hodnot
kalibratori pouzivaji, i pies to neni srovnatelnost riznych metod dostacujici. Vyrazna

systematicka diference mezi metodami tak komplikuje hodnoceni klinického stavu saturaci

vitaminem D [25], [39].

Vsichni vyrobci méficich systémii deklaruji jako pfedmét pro méfeni celkovy (total)
25 - hydroxyvitamin D. Stanoveni celkového 25 - hydroxyvitaminu D je snadné a dostupné
stanoveni pomoci imunoanalytickych metod ve vSech laboratofich, které jsou vybaveny
béznymi analyzatory. Se ziskanym vysledkem je vSak tfeba pracovat s opatrnosti,
je dulezité znat vSechna uskali tohoto méfeni a interpretovat vysledek s ohledem

na celkovy stav pacienta [25].

411 Metoda ARCHITECT 25 - OH vitamin D

Tento systém pracuje na principu chemiluminiscencni imunoanalyzy na mikrocasticich
a stanovuje kvantitativné 25 - OH vitamin D v lidském séru i plazmé. Pied samotnym
stanovenim je nejdfive zapotiebi odebrat biologické vzorky, pfipravit vzorky na analyzu
a podle potieby je skladovat. Soucasné s principem stanoveni jsou vSechny tyto kroky,
které vedou ke stanoveni koncentrace 25- OHD v Kkrvi popisovany v podkapitole
nize [27].

e Odbér vzorku na analyzu

- Na vzorky jsou kladeny pozadavky, které musi byt dodrZeny, aby mohlo dojit

k méfeni touto metodou.
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- Vzorky tepelné inaktivované, zjevné mikrobidln¢ kontaminované, smésné, nebo
siln¢ hemolytické, se fadi mezi nepouzitelné.
- Tabulka 3 popisuje odbérové zkumavky, které se pouzivaji a byly pro tuto metodu

ovéteny ve vztahu k jednotlivym typtim vzorkd [27].

Tabulka 3: Typy vzorkii a odbérovych zkumavek [27]

Typy vzorku Odbérové zkumavky
Sérum Separa¢ni zkumavka na sérum
Plazma Didraselna sil EDTA
Plazma Tridraselna sl EDTA
Plazma Sodna sul heparinu
Plazma Lithna stl heparinu

- Aby byla zajisténa spravnost vysledkd, tak by vzorky séra a plazmy nemély
obsahovat erytrocyty, fibrin ani jiné pevné Castice.
- Je ale mozné, Ze vzorky sér pacientl, ktefi jsou lé¢eni antikoagulanty

nebo trombolytiky mohou obsahovat fibrin z divodu netiplné koagulace [27].

Priprava vzorku na analyzu

- Pti praci s odbérovymi zkumavkami se dodrzuji pokyny dané vyrobcem.

- Samotna sedimentace neni dostacujici pro separaci vzorkda.

- Rozmrazené vzorky je nutné dostate¢né promichat pfevracenim nebo pomoci
vortexu.

- Je potteba dodrzet méné nez Ctyfnasobné zmrazovani/rozmrazovani.

- U zmrazenych vzorki, nebo vzorkt obsahujici fibrin, erytrocyty a jiné pevné
Castice se musi zajistit stabilita vysledkt pfed provedenim testu odstfedénim
minimalné pti 30 000 g - minutach.

- Tabulka 4 popisuje piiklady doby jednotlivych moznosti centrifugace
V hodnotach relativni centrifugaéni sily (RCF), se zachovanim kritéria
odstted’ovani pifi 30 000 g - minutach. Z tabulky vyplyva, ze ¢im je mensi doba

centrifugace, tim je tfeba vétsi pocet otacek [27].
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Tabulka 4: Priklady doby centrifugace [27]

DObZi(rf]E;?]Er,[';;Jgace RCF (xg) | g-minuty
10 3000 30 000
15 2 000 30 000
20 1500 30 000

- Po centrifugaci je tfeba vzorek prevést do sekundarni zkumavky a odstranit
bubliny aplikacni ty¢inkou.

- U vzorkl obsahujici lipidovou vrstvu je nutné prevést pouze Ciry material [27].

e Skladovani vzorku

- Sérum nebo plazmu je mozné skladovat pii pokojové teplot¢ maximalné
72 hodin.

- Sérum nebo plazmu oddélené od koagula, erytrocytl nebo gelového separatoru je
mozné skladovat pti teploté¢ 2 az 8 °C maximalné¢ 12 dni, nebo pii - 20 °C

az jeden rok bez ubytku metabolitt vitaminu D [27].

e Provedeni metody

- Lahvicku s reagenciemi je tieba pied vlozenim do systému promichat a zajistit
tak rozptyleni mikrocastic.

- Po rozptyleni mikrocastic se nasadi septum na lahvicku a tim se zabrani
odparovani a kontaminaci reagencie a zajisti se jeji neporusenost.

- Reagen¢ni souprava se vlozi do systému ARCHITECT iSystem.

- Ov¢ti se, zda jsou pfitomny vSechny potiebné reagencie v dostateéném mnozstvi
a zda jsou na reak¢énich lahvickach nasazena septa a je dostate¢ny objem vzorku
ve zkumavkach.

- Promichanim se pfipravi kalibratory a kontroly ARCITECT 25 - OH vitamin D.

- Do systému ARCHITECT se vlozi vzorky.

- Stiskem tla¢itka RUN se zahaji méfeni [27].
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e Biologické principy metody

Tato metoda vyuzivajici technologii CMIA s flexibilnimi protokoly se nazyva
Chemiflex, coz je kvantitativni jednokrokova kompetitivni imunoanalyza slouzici

ke stanoveni pritomnosti vitaminu D Vv lidském séru a plazmé [27].
Postup:

- Nejdrive se smicha vzorek, fedici roztok pro metodu a parametrické mikrocastice
potazené anti - vitaminem D.

- Pfitomny 25 - OH vitamin D ve vzorku se uvolni z proteinu vézajiciho vitamin D
a navaze se na anti - vitamin D na mikroc¢asticich a tim se vytvoii komplex
antigen-protilatka.

- Po inkubaci se do reakéni smési ptida konjugat, ktery obsahuje vitamin D
oznaceny akridiniem, a navaze se na neobsazena vazebna mista anti - vitaminu D
na mikrocasticich.

- Po dalsi inkubaci a promyti se do reakéni smési pridaji roztoky Pre - Trigger
a Trigger.

- Vysledna chemiluminiscenéni reakce je méfena V relativnich svételnych
jednotkach (RLU).

- Mezi mnozstvim 25 - OH vitaminu D ve vzorku a signdlem v jednotkdch RLU
detekovanym optikou systému ARCHITECT iSystem existuje umérnost.

- Na zékladé¢ predem sestrojené kalibra¢ni kiivky se vysledky vypoctou
automaticky [27].

e Rozsah méreni

- Je to rozsah hodnot v jednotkach ng/ml nebo nmol/l, ktery spliuje piijatelnou
funk¢énost nepiesnosti, bias a linearity.

- Pfesny rozsah méfeni metody ARCHITECT 25-OH vitamin D
je 3,4 - 155,9 ng/ml, tedy 8,5 - 389,8 nmol/l [27].

4.2 MATLAB

MATLAB je systém vyuzivany v technickych oborech a ekonomii. Predstavuje
programovaci prostfedi a skriptovaci programovaci jazyk pro operacni systémy. Rozsitujici
knihovny funkci MATLABu jsou zaméfené na specifické ucely - statistiku, optimalizaci,

neuronové sité, zpracovani signali a obrazu apod. Nejenze tento systém umoznuje
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védeckotechnické vypocty, analyzy, modelovani, simulace, programovani a mnoho dalsich,
ale také umoznuje grafické zobrazeni dat. Z toho divodu byl program vyuzit a vytvoril

se kod za Gi¢elem zpracovani shrnuti vysledku statistického souboru naméienych dat [36].

4.2.1 Popis kédu vytvoreného v MATLABuU

Jako vystup tohoto programu byl pozadovan tzv. boxplot (krabicovy graf), ktery
je vhodny zvlasté vtomto piipadé, protoze umozinuje zobrazeni medianu, maxima,
minima, horniho a dolniho kvartilu v jednom piehledném grafu. Pii zpracovani dat
v programu MATLAB byl pouzivan cely soubor dat naméfenych hodnot 25 - OHD u zen
ve fertilnim veku a jelikoz jednotlivé vékové kategorie Zen obsahovaly nestejné mnozstvi

nameétfenych hodnot, byly vytvoreny tii krabicové grafy.

Nejprve za pomoci piikazu clc, close all a clear all bylo zajisténo vymazani aktualniho
obsahu Command window, zavieni vSech dalSich nepotifebnych programt a vyc¢isténi

proménnych, aby nedoslo k jejich zdméné.

clc
close all
clear all

Nasledné¢ pomoci funkce dlmread byl nadten textovy soubor (‘lsloup.txt’),
ktery obsahoval tabulku se v§emi naméfenymi hodnotami 25 - OHD pro vékovou kategorii
zen od 18 do 29 let.

a = dlmread('lsloup.txt');

K popisu x-ové osy bylo pouzito textové pole, které bylo implementovano

z programovaciho jazyku Java do programu MATLAB, datového typu cell [37].

strArray = java array('java.lang.String',1);
strArray(l) = java.lang.String('1l8 - 29 let');
cellArray = cell (strArray);

Aby mohly byt vSechny tii grafy vjednom obrazku, byl pouzit piikaz subplot
se zadanymi parametry - pozicemi jednotlivych krabicovych grafi. Piikazem boxplot
ulozeném  do proménné d, byl vytvofen krabicovy graf se zadanymi

parametry - proménna a obsahuje nactena data ke zpracovani, parametr whisker
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s hodnotou 7 udava maximalni délku tzv. vousu, ktery zobrazuje Vv tomto pitipadé
maximum a minimum zpracovavanych dat, parametr labels sproménnou cellArray
zobrazuje zadané proménné popisujici osu x a parametr widths s hodnotou 0,2 udava Sitku
krabicového zobrazeni. Funkci ylabel se zadanou proménnou 'Hladina 25-OHD (nmol/l)’

byla popsana osa Y.

subplot (1,3,1)
d=boxplot(a, 'whisker',7, 'widths', 0.2, 'labels', cellArray)
ylabel ('Hladina 25-0HD (nmol/1)"');

Stejnym postupem byly vytvoreny i dalsi dva krabicové grafy pro vékové kategorie zen
30 - 39 let a 40 - 49 let. Namétené hodnoty 25 - OHD byly nacteny ze soubord "2sloup.txt’
a '3sloup.txt’, které odpovidaji naméfenym hodnotam 25 - OHD zbylych dvou vékovych

kategorii Zen. Jedinymi zménami bylo vytvofeni popisu x-ové osy pomoci funkce xlabel

s parametrem 'Vekoveé skupiny Zen' a jinak pojmenované promeénné pro ulozeni ptikazu.

b = dlmread('2sloup.txt');

strArrayZ2 = java array('java.lang.String',1);

strArray2(l) = java.lang.String('30 - 39 let');

cellArray2 = cell (strArray?);

subplot (1,3, 2)

e = boxplot (b, 'whisker',7, 'widths',0.2, "labels',cellArray)
xlabel ('Vékové skupiny Zen');

c = dlmread('3sloup.txt');

strArray3 = java array('java.lang.String',1);

strArray3(l) = java.lang.String('40 - 49 let');

cellArray3 = cell (strArray3);

subplot (1,3, 3)

f = boxplot(c, "whisker',7, 'widths',0.2, '"labels',cellArray)

Vysledkem tohoto programu je krabicovy graf (Obrdzek 12) zobrazujici shrnuti
statisticky zpracovanych dat namétenych hladin 25 - OHD u jednotlivych vékovych skupin

zen ve fertilnim véku.
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5 VYSLEDKY

Vysledky experimentalni ¢asti bakalaiské prace byly zpracovany z namétenych hodnot
25 - OHD v soukromé laboratofi Synlab czech s.r.o0. se sidlem v Jankovéové ulici v Praze
za obdobi od 2. 1. 2013 do 30. 12. 2016. Ke zpracovani souboru 14 313 naméfenych hladin
25 - OHD u zen ve fertilnim véku byl pouzit Microsoft Office Excel 2007, matematicky

software R (vCetné vypoltu analyzy rozptylu- ANOVA) a program MATLAB
pro vytvoteni krabicového grafu.

Celkovy pocet namérenych hodnot 25 - OHD
30 000 28 539
25000
20 000
15000
10 000

4761 6542
5000 3010

Pocet naméienych hodnot 25 - OHD

18- 29 let 30 -39 let 40 - 49 let nad 50 let
Vékové skupiny Zen

® Celkovy pocet naméfenych hodnot

Obrazek 6: Celkovy pocet namérenych hodnot 25 - OHD u vybranych vékovych skupin Zen ve fertilnim véku
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Obrdzek 12: Boxplot (vytvoreno v programu MATLAB)
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Tabulka 5: Souhrnné hodnoty namérenych hladin 25 - OHD u zZen ve fertilnim véku

Vékové skupiny Zen

® Hladina 25 - OHD pod 75 nmol/Il

Hladina 25 - OHD (nmol/l) 18 - 29 let 30 -39 let 40 - 49 let
Minima 4,7 7,5 7,5
Dolni kvartil 40,3 39,7 414
Median 56,7 56,6 58,5
Horni kvartil 76,5 74,3 74,6
Maxima 234,8 252,4 278,1
Pocty namérenych hladin 25 - OHD
v jednotlivych vékovych skupinach
A 6000
5
&
g 4000 3605
5
=
= 3000
]
S 1000 799
E
0
18- 29 let 30 - 39 let 40 - 49 let

Hladina 25 - OHD nad 75 nmol/I

Obrazek 13: Pocty namérenych hladin 25 - OHD V jednotlivych vékovych skupinach zen ve fertilnim véku
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Procentualni zastoupeni poctu méreni
25 - OHD v jednotlivych vékovych

skupinach
100%
80% 73,46% 75,72% 75,47%
60%
0,
40% 26,54% 24,28% 24,53%
20%

0%

18 - 29 let 30- 39 let 40-49 let
Vékové skupiny Zen

® Hladina 25 - OHD pod 75 nmol/I Hladina 25 - OHD nad 75 nmol/I

Obrazek 14: Procentuelni zastoupeni poctu namérenych hladin 25 - OHD v jednotlivych vékovych skupindch

Shrnujici procentualni zastoupeni poctu
namérenych hladin 25 - OHD v rozmezi

1005 hladin
80%
60%
40% 38,32% 36,81%
23,00%
20%
1,87%
0%
18 -49 let
Vék Zen
® Hladina 25 - OHD pod 50 nmol/Il ® Hladina 25 - OHD 50 - 75 nmol/Il
= Hladina 25 - OHD 75 - 125 nmol/I Hladina 25 - OHD nad 125 nmol/I

Obrazek 15: Shrnujici procentudlni zastoupeni poctu namerenych hladin 25 - OHD V rozmezi hladin u Zen
ve fertilnim véku
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Tabulka 6: Porovndni parametrii od roku 2013 do roku 2016 u Zen ve fertilnim véku

Rok Prumér hladiny Pocet namérenych Hodnota ﬁhl_‘nné
25 - OHD (nmol/l) hodnot 25 - OHD plodnosti

2013 58,83 1476 1,45

2014 57,77 2150 1,52

2015 63,31 5571 1,57

2016 56,82 5116 -
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6 DISKUZE

Vitamin D podle Friedeckého a Vavrové [25] vtomto desetileti vedl k rozvoji
Vv moznostech jeho laboratorniho stanoveni. Zejména diky stdle se objevujicim novym
funkcim a dalSich pozitivnich vlivli pasobicich na organismus. Pidsobeni vitaminu D
je podle publikaci spojovano s astmatem, rakovinou prsu a rakovinou jinych organd,
diabetem 1. i 1. typu, roztrousenou skler6zou, Parkinsonovou chorobou nebo ischemickou
chorobou srde¢ni a dal$imi chorobami. Stanovenim hladiny 25 - OHD se zjisti hladina
vitaminu D v organismu. V ptipadé¢ naméfeni nizké hladiny 25 - OHD je tfeba zahajit
substituci tak, aby me¢l organismus dostatené mnoZstvi tohoto vitaminu. Dostate¢na
hladina je samoziejmé nezbytna u kazdého clovéka. V této bakalarské praci je vSak
pozornost vénovana pravé zenam ve fertilnim obdobi. Fertilita je obdobim, kdy se Zenam
otevira moznost otéhotnéni po splynuti muzské a Zenské pohlavni buriky. T&hotenstvi
je nasledné¢ zakladem vzniku nového zivota, kdy zdrojem veSkerych latek, zivin,
tedy i vitaminu D pro plod je pravé zena, budouci matka. Za problém dne$ni doby
se povazuje odkladani téhotenstvi do vysSiho véku Zeny, ackoliv je vSeobecné znamo
stoupajici riziko narozeni jedince s vrozenou vadou, nebo mozny vznik dalSich komplikaci.
Jiz méné€ znam je pokles plodnosti zeny s pfibyvajicim vékem. Podle Bartaka [30]
K prvnim znamkam vyhasinani ¢innosti vaje¢nikl, podle stanoveni koncentrace hormond,
muze dochazet ve veéku, kdy si Zena jeSté vibec nemysli, Ze je stara, a to uz dlouho
pred Ctyricitkou. Je vSak také tfeba pocitat s urCitym omezenim spravné funkce spermii.
Tyto informace vedou ke zjisténi, Ze U Zen ve véku do 25 let je 25% pravdépodobnost
ot¢hotnéni. Tedy aby zena v tomto véku otéhotnéla, musi mit v plodnych dnech 4 mésice
nechranény pohlavni styk. U Zen ve véku 30 let je pravdépodobnost otéhotnéni 16 %
a U 40letych Zen je pouha 5% pravdépodobnost ot€¢hotnéni. Diivodem snizujici se plodnosti
s piibyvajicim vékem Zen je pusobeni vSech vlivii na oocyty a jejich starnuti. Fyziologicky
se jiz vytvofily V prenatalnim vyvoji, tedy jest¢ v déloze matky. Az zacatkem pohlavni
zralosti s kazdym menstruaénim cyklem jeden z vytvoienych oocyti dozrava. Odkladani
t¢hotenstvi je podle Bartaka [30] problém, ktery ma globalni dopady. JelikoZ odsunovani
téhotenstvi do pozdéjSitho veéku pifindsi mensi pocet narozenych déti a dochazi

tak k vymirani populace.

Nejen na zakladé informace ve studii, kde Salas-Huetos a kolektiv [31] uvadi,
ze neplodnost je celosvétovym problémem vefejného zdravi postihujici 15 % vSech part
v reprodukénim veéku, se dnes provadéji rizné vyzkumy, studie zabyvajici se plodnosti,
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neplodnosti a téhotenstvim ve spojitosti s vitaminem D. V jedné z nich Paffoni a jeho
kolektiv [34] oznacuje vitamin D jako faktor ovliviiuyjici Zenskou plodnost a také vysledek
IVF. Autofi ale poukazuji na nutnost dalSich dopliikovych studii, které¢ by potvrdily
souvislosti a zkoumaly potencialni 1é¢ebné piinosy suplementace vitaminu D. Pokracovat
v téchto studiich by bylo velkym pfinosem uz ztoho divodu, ze suplementace
vitaminem D je jednoduchou a levnou moznosti 1écby bez vyznamnych vedlej$ich u¢inkt
ataké proto, Ze suplementaci muze dojit k zabranéni vzniku moznych komplikaci,

jako naptiklad DM nebo preeklampsie.

Po ziskani informaci o funkcich a mozZnostech stanoveni tohoto, ackoli se zda
nendpadného ale velice zajimavého a dulezit¢ho vitaminu D, byly zpracovany namétené
hodnoty hladin 25-OHD. Tyto hodnoty byly naméfeny V soukromé laboratofi
Synlab czech s.r.o. se sidlem v JankovCové ulici v Praze pomoci systému Abbott
ARCHITECT 25-O0OH vitamin D. Pouzivanou jednotkou 25-OHD ve zkoumaném
souboru dat byl nmol/l. Analyza dat byla provedena z namétenych hodnot 25 - OHD
za obdobi od 2. 1. 2013 do 30. 12. 2016. Béhem této doby bylo naméteno celkem 67 924
hladin 25-OHD. Pro potieby této bakalairské prace byla zaméfena pozornost
jen na ur¢itou skupinu z tohoto souboru dat. Konkrétné¢ se jednalo o skupinu zen
ve fertilnim veku, tedy ve véku 18 az 49 let. Cilem bylo vytvofit vékové skupiny s datem
narozeni V rozmezi deseti let. Z divodu tplnosti a dodrzeni rozsahu dat byly do tieti
skupiny (zeny ve véku 40 az 49 let) zarazeny izeny mezi 45 az 49 rokem. | pies to,
ze nekteré z nich jiz mohly byt v obdobi klimakteria. Jelikoz obdobi pohlavni zralosti, kdy
mize dojit k oplodnéni, té¢hotenstvi a narozeni nového jedince zac¢ina ptiblizn¢ od 18 let,
byla skupinka Zen mezi 18 az 20 lety zafazena mezi prvni vékovou skupinu Zen. Zeny tedy

byly rozdéleny do tii hlavnich vékovych skupin: 18 - 29 let, 30 - 39 let a 40 — 49 let.

Do vybraného souboru naméfenych hladin 25 - OHD byly zatazeny hladiny naméfené
U ndhodného, obecného souboru zen. Diky tomu bylo mozné pracovat s pomérné velkym
souborem dat, ve kterém bylo nameétfeno celkem 14 313 hladin 25 - OHD. Soucasné
ale od tohoto souboru dat nelze ocekavat zaméteni na onemocnéni nebo poruchu fertility.
Ao z toho diivodu, Ze nelze spoléhat na diagnézu pacientek uvedenou na zadance, ktera

se zasila do laboratote spolu s biologickym materidlem.

V grafu (Obrazek 6) jsou znazornény celkové pocty naméfenych hodnot 25 - OHD

u jednotlivych vékovych skupin zen. Ve vékové skupiné 18 -29let bylo naméfeno
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3010 hodnot 25-OHD. V dalsi ve€kové skupiné (30-39 let) se jednalo
0 4 761 namétenych hodnot 25 - OHD. Ve véku 40 - 49 let bylo naméfeno 6 542 hodnot
25 - OHD a u posledni vékové skupiny zen (nad 50 let) celkem 28 539 hodnot 25 - OHD.
V experimentalni Casti bakalaiské prace vSak bylo cilem pracovat s hodnotami
naméienymi u zen ve fertilnim véku. Tedy informace o skupiné¢ naméfenych hodnot
25 - OHD u zen ve véku nad 50 let jsou pouze doplitujici. U Zen ve fertilnim véku bylo
zpracovano celkem 14 313 namétfenych koncentraci 25 - OHD v krvi. Graf (Obrazek 7)
znazoriuje celkové pocty naméfenych koncentraci Vv jednotlivych vékovych skupinach,
které se rozdélily podle rozmezi hladin 25 - OHD (viz Tabulka 1). Ve vékové skupiné zen
18 - 39 let je nejvyssi pocet méfeni v hladiné pod 50 nmol/l 25 - OHD, nasleduje hladina
25-0OHD pod 75 nmol/l a az poté fyziologicka hladina 75 - 125 nmol/l. Nejméné
namétenych hodnot 25 - OHD se nachazi v hladiné nad 125 nmol/l. Ve v€kové skupiné
40 - 49 let je nejvyssi poCet naméfenych hodnot 25- OHD v hladiné 50 - 75 nmol/I,
nasleduje hladina pod 50 nmol/l, dale hladina ve fyziologickém rozmezi 75 - 125 nmol/Il

a nejméné naméfenych hodnot 25 - OHD zahrnuje hladina nad 125 nmol/I.

Histogramy (Obrazek 8, Obrazek 9, Obrazek 10), které pomoci grafického znazornéni
distribuce dat, podavaji informaci o Cetnosti dat v jednotlivych v€kovych skupinach,
informuji o nejéetnéjsi hodnoté 25 - OHD, jejiz hladina ve véku Zen 18 - 49 let se nachazi
v rozmezi 50 - 75 nmol/l, tedy pod fyziologickou hodnotou. Dale grafem (Obrazek 11)
bylo zjisténo, ze se rozdéleni pozorované skupiny podoba log-normalnimu rozdéleni
anejedna se tedy o normdlni (Gaussovo) rozdéleni. Porovnanim skupin Zen ve véku
30 az 39 let a 40 az 49 let pomoci one-way ANOVA byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
hladiny sérového 25 - OHD (p = 0,050).

Na tuto informaci také navazuje dalsi graf, tzv. boxplot (Obrazek 12). Hodnoty, které
zobrazuje, odpovidaji tabulce (viz Tabulka 5). Boxplot znazorfiuje median hladiny
25 - OHD, ktery se u vybranych tiech vékovych skupin zen pohybuje mezi 56 - 59 nmol/I
neboli v hodnotach vypovidajicich o stavu snizené zasoby vitaminu D. Dolni kvartil
se nachazi v rozmezi 40 - 42 nmol/l, tedy v hodnotach deficitniho stavu. Horni kvartil
se nachazi v rozmezi 74 - 77 nmol/l, tedy v nejniz§ich hodnotach, coz jsou hodnoty dolni
hranice fyziologického rozmezi hladiny 25- OHD. Minimum a maximum hodnoty

se muzou oznacit za extrémni hodnoty méfeného 25 - OH vitaminu D.
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Jak nedostatek, tak i nadbytek vitaminu D ma na organismus vliv, ktery na to odpovida
urcitym zpusobem. Pozornost byla vénovana zejména jeho vlivu a dulezitosti v priab&hu
t€hotenstvi a fertilité. Jelikoz gravidita je pro zenu obdobim kladoucim velké pozadavky
najeji organismus, vétSina problému se spojuje pravé s nedostatkem vitaminu D.
Vzhledem ktomu, ze V hladinach nad 125 nmol/l vypovidajicich o toxickém stavu
a intoxikaci byl naméten mensi pocet hodnot 25 - OHD, jiz této skupin¢€ nebyla vénovana
vetsi pozornost. Analyza dat u Zen ve fertilnim obdobi se dale zaméfila pravé na hladinu
75 nmol/l, hranici fyziologické hladiny naméteného 25 - OHD, jenz vypovida o stavu

dostatecné saturace.

Graf (Obrazek 13) popisuje pocty jednotlivych vékovych skupin Zen ve fertilnim obdobi
podle rozhrani fyziologické hladiny, tedy hladiny 75 nmol/l 25-OHD. Pocty jsou
rozdéleny podle véku a souCasné na skupiny snameéfenou hladinou 25-OHD
pod a nad 75 nmol/l. Tento graf je také podkladem pro jeden z dil¢ich cili, kterym bylo
zjistit trend hladiny 25 - OHD v zavislosti na véku zen a po¢tu namétenych hladin
25 - OHD ze shromazdénych hodnot za urcité obdobi. Z grafu je zietelny trend ristu poétu
méfeni hladiny 25- OHD se zvySujicim se vékem Zen. To potvrzuje i informace
z celkového souboru dat, jelikoz ve vékové skupin€ Zen nad 50 let, které jiz nespadaji
do vybraného souboru dat, bylo naméfeno celkem 28 539 hladin 25 - OHD. A pro tento
trend také plati to, ze vrozmezi pod 75 nmol/l bylo vzdy vice naméfenych hladin

25 - OHD neZ v rozmezi nad 75 nmol/l.

Dalsi graf (Obrazek 14) podava informaci o procentualnim zastoupeni poctu
naméfenych hladin 25 - OHD u Zen ve tfech vékovych skupinach. Tyto hodnoty byly
pocitany z celku v jednotlivych vékovych skupinach, které jsou znazornény v prvnim grafu
(Obrazek 6). Pro vypocet procentualniho zastoupeni po¢tu naméfenych hladin 25 - OHD
ve skupiné zen 18 - 29 let byl jako 100 % pouzit celkovy pocet 3 010 naméfenych hladin
25 - OHD, ve vékové skupiné 30 - 39 let se pouzil pocet 4 761 a v posledni vékové skupiné
se pouzil celkovy pocet 6542. Ztéchto vypocta se zjistilo, ze ve vsech vekovych
skupinach je podobné procento naméfenych hodnot 25- OHD v hladin¢ jak pod
fyziologickou koncentraci 75 nmol/l, tak i ve fyziologickych rozmezich a hladinach
toxickych pro organismus (koncentrace nad 75 nmol/l). U vybranych vékovych skupin zen
je vpriméru 74,88 % naméfenych hodnot pod fyziologickou hladinou 25-OHD

a Vv pruméru 25,11 % naméfenych hodnot v rozmezi nad 75 nmol/l. Toto zjisténi vede
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k informaci, Ze 74,88 % zen ve fertilnim véku ma namétfenou hladinu pod fyziologickou

hladinou75 nmol/I.

Hlavni informace vychazejici z grafu (Obrazek 15) je procentudlni rozlozeni poctu
namétenych hodnot v jednotlivych rozmezich hladin 25 - OHD u zen ve fertilnim véku.
Procentualniho rozdéleni bylo docileno pomoci vypoctu, kdy jako 100 % byl pouzit
celkovy pocet naméfenych hodnot 25 - OHD, tedy 14 313, a to u kazdé vékové skupiny.
Proto tento graf informuje o procentualnim zastoupeni pocétu naméfenych hodnot
25- OHD pravé podle daného rozmezi hladin 25-OHD. Je zde rozliSena hladina
25 - OHD pod 50 nmol/l, kde se namétilo celkem 38,32 % hodnot 25 - OHD, v hladiné
50 -75nmol/l senaméfilo 36,81% hladin 25-OHD. V hodnotach spadajicich
do fyziologického rozmezi bylo naméfeno pouze 23 % hladin 25 - OHD. A 1,87 % hladin

25 - OHD bylo naméfeno v rozmezi nad 125 nmol/l.

Podle dat z ¢eského statistického ufadu [32], [33] z hlediska porodnosti v ¢eské
populaci probéhlo v poslednich dvaceti letech mnoho zmén. Pro splnéni dil¢iho cile byly
vybrany informace ze statistickych udaju tykajicich se intenzity plodnosti a hodnoty
uhrnné plodnosti. Bylo zjisténo, Ze se béhem poslednich let zménila intenzita plodnosti
v riznych vékovych skupinach. Tedy u zen 27letych a mladsich se mira plodnosti (pocet
zivé narozenych déti Zenam v uréitém véku, piipadajici na 1 000 zen v tomto véku [38])
mirn¢ snizila a naopak u 28letych a starSich se vyrazné zvysila. Dale také ze statistickych
hodnot vyplyva, Ze se v poslednich 20 letech ménila i hodnota tthrnné plodnosti. Hodnota
uhrnné plodnosti predstavuje pocet déti, které by se Zivé narodily kazdé zen€ béhem celého
jejiho reprodukéniho véku (15 - 49 let), pokud by se béhem tohoto obdobi neménily miry
plodnosti zen podle véku a zlstaly na urovni véku, za ktery je thrnné plodnost vypocitana.
Je také predpokladana nulova umrtnost zen béhem reprodukcniho cyklu. Tento ukazatel
se vztahuje kjedné zen¢ [38]. Hodnota uhrnné plodnosti pro zachovani reprodukce
je 2,1 ditéte. V roce 1979 hodnota thrnné plodnosti jesté tohoto limitu dosahovala, jelikoz
byla 2,29 ditéte na Zenu. V roce 1993 se snizila na hodnotu 1,67 a od roku 1996 do roku
2006 se hodnota pohybovala okolo hodnoty 1,33. Z toho diivodu Ceska republika patfila
ke statim s velmi nizkou urovni plodnosti. Od roku 2007 hodnota thrnné plodnosti
postupné nartistala a v roce 2015 byla 1,57, coz je nejvyssi hodnota od roku 1993. Stale

jesté vsak nedosahuje hodnoty pro zachovani reprodukce.
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Porovnani naméfené hladiny 25 - OHD v poslednich 20 letech s hodnotami uhrnné
plodnosti nebylo mozné, jelikoz sledovany analyt (25 - OHD) dfive nepatfil ke skupiné
standardn¢ méfenych parametri. Pozornost proto byla zaméfena jen na obdobi
od roku 2013 do roku 2016, ze kterého jsou k dispozici naméfené hodnoty 25 - OHD.
Za kazdy rok ve sledovaném obdobi je vyjadiena v tabulce (Tabulka 6) primérna hladina
25 - OHD, pocet métenych hladin 25 - OHD a hodnota uhrnné plodnosti. Hodnota uhrnné
plodnosti z roku 2016 chybi, jelikoz dokument Ceského statistického ufadu [33],
ze kterého tato informace vychazi, se vydava za urcité obdobi a informace z tohoto roku
jesté nebyla k dispozici. Ze ziskanych informaci je ale ziejmé, Ze hodnota tthrnné plodnosti
od roku 2013 stoupa. Stoupa také pocet namétenych hladin 25 - OHD. V roce 2016 je ale
ziejmy mirny pokles oproti roku 2015. Naopak primérna hladina 25 - OHD do roku 2014
Klesa a nedosahuje hladiny 60 nmol/l. Vroce 2015 byl ale nartst této hodnoty
ptes 60 nmol/l; vroce 2016 opét klesla hodnota 25-OHD pod hladinu 60 nmol/l.
Pozorovany nartist v roce 2015 mohl byt zplisoben nejvétsim poctem namétenych hladin
25-0OHD. Lze tedy fici, ze hodnoty uhrnné plodnosti a pocty namétfenych hladin
25-0OHD od roku 2013 pozvolna rostou, ale hodnoty naméfené hladiny 25 - OHD
V poslednich tfech letech nedosahuji idealnich fyziologickych hladin aktivni formy
vitaminu D v organismu alze tedy ocekavat zdravotni problémy V populaci Zen

ve fertilnim v&ku spojované s nedostatkem tohoto vitaminu.

Vzhledem ke zvysujicimu se zajmu o meéteni hladiny 25 - OHD za posledni tii roky,
bylo  nezavisle osloveno  dvanact  gynekologicko - porodnickych  pracovist
v Ceské republice. Na zikladé ziskanych informaci se zjistilo, Ze u skupiny Zen
ve fertilnim véku nebyva cilené¢ stanovovana hladina 25-OHD vKkrvi z diavodu
neplodnosti nebo poruchy fertility. Tato informace tedy naznaluje vysvétleni velkého
procenta (74,88 %) naméfenych hladin 25-OHD pod fyziologickym rozmezim,
Vv rozmezich patficich do stavu sniZené zéasoby, nebo deficitnich nedostatkii u Zen
ve fertilnim véku. Nebot” u Zen nebyva nizkd hladina stanovena a neni jim podavéana
ani suplementace vitaminu D. Zeny ve fertilnim véku jsou tedy nedostate¢né saturovany
timto vitaminem. K podobnému zavéru, a to iptes tropické podnebi, doSla studie
provadéna brazilskymi védci. Lze jen souhlasit s kolektivem autort [35], ktery poukazuje
na nutnost dalSich studii, které by urcily, zda by nedostatek vitaminu D mohl mit vliv

na vysledky lécby neplodnosti.
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7 ZAVER

Hlavnim cilem bakaléaifské prace snazvem ,,Vliv vitaminu D na pribéh gravidity
a kostni metabolismus u Zen ve fertilnim véku* bylo zamétit se na vliv vitaminu D jako
marker potencialni gravidity. Z vysledkl praktické ¢asti bakalarské prace vedou informace
Kk zavéru, ze hladina vitaminu D (pfesngji 25 - OHD) se stanovuje a zajem o toto stanoveni
roste. Hladina 25- OHD vs8ak nebyva méfena cilené¢ u Zen ve fertilnim véku, které
by planovaly téhotenstvi, nebo mé&ly poruchu fertility. Ato i pies to, Ze jiz existuji nékteré

studie popisujici vliv vitaminu D v organismu matky na vyvijejici se plod.

V souboru namétenych hladin 25 - OHD ze soukromé laboratofe Synlab czech s.r.o.
se sidlem v JankovC€ové€ ulici v Praze byl zjistén rostouci trend poctu naméfenych hladin
25 - OHD srostoucim veékem zen. Indikace tohoto vysetfeni u Zen s vySSim vékem
vSak nebyva z reprodukcnich divoda, ale z divodu vzniku osteopordzy a jinych kostnich
onemocnéni, které se projevuji ve vysSim veéku také z ditvodu nedostatku vitaminu D.
K interpretaci vysledkli naméfenych hodnot 25 - OHD je tfeba pfistupovat s ohledem
na celkovy stav pacienta a se zohlednénim celosvétové problematiky nedostatecné

srovnatelnosti systematické diference mezi metodami stanovujici 25 - OHD.

Ze statistickych udaji bylo zjiSténo, ze zlomovy se stal rok 1993, ve kterém klesla
hodnota thrnné plodnosti na hodnotu 1,67 ditéte na zenu. Klesajici trend hodnoty thrnné
plodnosti od tohoto roku ptetrvaval do roku 2007, kdy byl sledovan opét postupny narust.
Rostouci hodnoty hladiny thrnné plodnosti byly také zjistény od roku 2013 do 2016.
V tomto obdobi stoupa také pocet namétenych hladin 25 - OHD. V roce 2016 je ale ziejmy
mirny pokles oproti roku 2015. Naopak prumérna hladina 25 - OHD v roce 2013 i 2014
klesa a nedosahuje hladiny 60 nmol/l. V roce 2015 byl nartst této hodnoty pies 60 nmol/l,
naopak Vv roce 2016 opét klesla hodnota 25 - OHD pod hladinu 60 nmol/I.

Z vybraného souboru namétenych hodnot 25 - OHD v krvi u Zen ve fertilnim véku bylo
zjisténo, ze 74,88 % Zen mélo naméfenou hladinu 25 - OHD pod fyziologickou hodnotou
75 nmol/l. Pouze 23 % hodnot 25 - OHD se vyskytovalo ve fyziologickém rozmezi. Lze
tedy ocekavat zdravotni problémy v populaci zen ve fertilnim véku spojované
s nedostatkem tohoto vitaminu. Tento zavér, ke kterému dosli také brazilsti védci [35],
by mohl vést k dalsim studiim, které by objasnily, zda ma nedostatek vitaminu D vliv

na vysledky 1écby neplodnosti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABR
AMK
Ca
CMIA

CT

Cu

CcVv

DBP

dl

DM

DMIA

ELISA

GDM
ID-LC-MS/MS

U
IVF
mg
Mg
ml
nm
Mn
Hg
Mo
Na
ng
PO,*
PTH
RCF
RIA
RLU
uv
VDR

Acidobazicka rovnovaha
Aminokyselina
Calcium, vapnik

Chemiluminescent microparicle immunoassay;,
chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikroc¢ésticich

Kalcitonin

Cuprum, méd’

Reprodukovatelnost (mezilaboratorni preciznost)
Vitamin D binding protein, vitamin D vézajici protein
Decilitr (jednotka objemu)

Diabetes mellitus

Chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikroc¢asticich
Enzyme linked immuno sorbent assay

Gestacni diabetes mellitus

Izotopova diluce - kapalinové chromatografie - tandemové
hmotnostni spektrometrie

Mezindrodni jednotka

In vitro fertilizace

Miligram (jednotka hmotnosti)

Magnesium, hoi¢ik

Mililitr (jednotka objemu)

Nanometr (jednotka délky)

Manganum, mangan

Mikrogram (jednotka hmotnosti)
Molybdaenum, molybden

Natrium, sodik

Nanogram (jednotka hmotnosti)

Fosfatovy aniont

Parathormon

Relative centrifugal force, relativni centrifugac¢ni sila
Radioimunoanalyticka analyza

Relative light units, relativni svételna jednotka
Ultrafialové zatreni

Vitamin D jaderny receptor
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Zn
25 - OHD
7-DHC

Zincum, zinek
25 - hydroxyvitamin D = kalcidiol
7 - dehydrocholesterol
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12 SEZNAM PRILOH

12.1 Kéd MATLAB

clc
close all

clear all

a = dlmread('lsloup.txt');

strArray = java array('java.lang.String',1);

strArray(l) = java.lang.String('18 - 29 let');

cellArray = cell(strArray):;

subplot (1,3,1)

d = boxplot(a, 'whisker',7, 'widths',0.2, "labels', cellArray)
ylabel ('Hladina 25-OHD (nmol/1)"'");

b = dlmread('2sloup.txt');

strArray2 = java array('java.lang.String',1);

strArray2(l) = java.lang.String('30 - 39 let');

cellArray2 = cell (strArray?);

subplot (1,3, 2)

e = boxplot (b, 'whisker',7, 'widths',0.2, 'labels',cellArray?2)

xlabel ('Vékové skupiny zen');

c = dlmread('3sloup.txt');

strArray3 = java array('java.lang.String',1);

strArray3(l) = java.lang.String('40 - 49 let');

cellArray3 = cell (strArray3);

subplot (1,3, 3)

f = boxplot(c, 'whisker',7, 'widths',0.2, 'labels"',cellArray3)
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