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UVOD
Vitamin K patii mezi posledni z vitaminii rozpustnych v tucich, u kterého se rutinné
neméti jeho koncentrace v biologickém materidlu. Ke zjisténi jeho hladin v krevnim
systému se vyuzivaji nepiimé ukazatele jako je naptiklad protrombinovy ¢as nebo nékteré
vitamin K dependentni proteiny. Vitamin Kse jiz dostdvd do podvédomi laické
vetejnosti. Volné dostupné preparaty s pridavkem vitaminu K (zejména formy
menachinon-7) se doporucuji uzivat jako prevence rizika kostnich ztrat (osteopénie,
osteoporoza). Ptirozené¢ se vitamin K ziskdva stravou ze zelené listové zeleniny,
z fermentovanych potravin nebo ze zivoc¢iSnych produktl. V mensi mife je vitamin
K produkovan stfevnimi bakteriemi. V odborné literatufe 1ze nalézt riizné fyziologické
hladiny vitaminu K. Doporuc¢ené denni davkovani u dospélych se pohybuje mezi
70 — 120 pg vitaminu K, avSak tyto hodnoty nevypovidaji nic o zastoupeni jednotlivych
forem vitaminu K. V Ceské republice je dle vyhlasky & 450/2004 Sb.
a novely 330/2009 Sb. doporucené denni davkovani u dospélych bez ohledu na pohlavi
75 pg vitaminu K (Fajfrova, 2011; Vavrova et al., 2007; Zakon ¢. 450/2004 Sb., 2009).
Vzhledem k velké skale funkci vitaminu K by bylo vhodné monitorovat jeho hladiny
u onemocnénich spojené s kostni remodelaci, ale také u chorob postihujici travici systém.
U néekterych onemocnénich, u kterych byva zhorSena vsttebatelnost zivin, dochazi i1 ke
zhorSeni vstfebatelnosti vitamini rozpustnych v tucich (vitamin A, D, E a K).
Mezi tyto choroby fadime napt. Crohnovu nemoc, ulcerdzni kolitidu, cystickou fibrozu
a jiné (Fila, 2017; Jakubec, 2006; Skalicka, 2014). Vitamin K se jiz nepfimo monitoruje
pii poruchach krevniho srazeni. AvSak nepiimé testy hladin vitaminu K nereaguji
na zménu dostatecné rychle (Fusaro et al., 2017). Deficit vitaminu K byl pozorovan
1 u epileptickych zachvati a mentalnich retardaci (Masterjohn, 2008). Nedostatek
vitaminu K byva spojovan s vyS$§im rizikem rozvoje nékterych metabolickych
onemocnénich jako je naptiklad diabetes mellitus (Beulens et al., 2010). V poslednich
letech se vyzkum zabyva vlivem vitaminu K na nékterd onkologickd onemocnéni, kde
byl prokazan pozitivni vliv na redukci nddorovych bunék (Lamson, 2003).

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat metodu na stanoveni vitaminu K a dvou
forem vitaminu K> (menachinonu-4 a menachinonu-7) pomoci metody kapalinové
chromatografie standemovou hmotnostni detekci s pouzitim izotopové znacenych
standardi jednotlivych forem vitaminu K. Dal§im cilem bylo stanovit referen¢ni meze tti

forem vitaminu K u stiedoevropské populace a porovnani téchto vysledkii s vysledky
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osteoporotickych pacientii. Dal§im cilem bylo stanovit hladiny vitaminu K a proteinu
indukovaného nedostatenosti vitaminu K u détskych pacientd s cystickou fibrozou.
Posledni cilem bylo porovnat stanoveni vitaminu K pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci a kapalinové chromatografie s tandemovou

hmotnostni detekci.
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TEORETICKA CAST

1. Vitamin K

Vitamin K patii do skupiny vitaminti rozpustnych v tucich. Vitamin K predstavuje rodinu
slouCenin, které se vyznacuji spoleénym 2-metyl-1,4-naftochinonovym jadrem
(menadion). Podle (ne)ptitomnosti a rozdilnosti postranniho fetézce lze rozliSit rizné
formy vitaminu K. Vitamin Kmé 2 pfirozené¢ se vyskytujici formy: vitamin K;
a vitamin K». Ostatni formy vitamint jako je vitamin K3, vitamin K4 a vitamin Ks jsou
synteticky vyrobené a vyuzivaji se jako piimés zvifecich krmiv a k inhibici ristu plisni

(Kurosu a Begari, 2010).

1.1. Vitamin K;

Vitamin K; se také nazyva fylochinon. Pro vitamin K; lze dohledat i dal§i nazvy
napt. fytonadion, fytomenadion, fylohydrochinon, konakion, aquamefyton. Vitamin K;
je rostlinného pivodu. Rostliny nebo nékteré sinice jsou schopny tento vitamin
syntetizovat. Ve své molekule krom¢ spolecného naftochinonového jadra obsahuje
fytylovy postranni fetézce (hexahydrotetraprenyl), ktery se také nachazi v chlorofylu.
Vitamin K; je zZluta olejovita latka, kterou lze rozpustit v organickych rozpoustédlech a
nelze ji rozpustit ve vodé¢. Patfi mezi hlavni slozku piijatého vitaminu K potravou
v zapadni stravé (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA), 2017;
Kurosu a Begari, 2010; National Library of Medicine, 2020; Shearer a Newman, 2014;
World Health Organization, 2005). Obrdzek 1 ukazuje strukturni vzorec vitaminu K.

CHj

Obr. 1 Vitamin K;
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1.2. Vitamin K;

Pod nazvem vitamin K, se nachazi skupina sloucenin s 2-metyl-1,4-naftochinonovym
jddrem a srizné dlouhym isoprenoidnim postrannim fetézcem pfipojenym Vv pozici
3. Podle poc¢tu izoprenovych jednotek v postrannim fetézci oznacujeme jednotlivé formy
vitaminu K> zkratkou MK-n. Zkratka MK oznacuje, ze se jednd o menachinon,
a n vyjadiuje pocet izoprenovych jednotek, kde pocet jednotek miize byt 1 — 15.
Vitamin K je Zlutd krystalicka latka. Jeji rozpustnost v organickych rozpoustédlech je
niz$i nez u vitaminu K;. Ve vodé je vitamin K> nerozpustny. V pfiijaté potrave se nejvice
setkavame s typy MK-4 az MK-9. Avsak pouze asi 10 — 25 % ptijatého vitaminu K tvofi
vitamin Kj. Z tohoto mnozstvi je nejvyssim podilem zastoupena forma MK-4 (zhruba
30 — 40 %). Vitamin K je zejména zivocisného puvodu (maso, vejce, syry)
nebo bakteridlniho piivodu. Bakterie ve stievnim traktu (napt. Bacteroides, Firmicutes,
Enterobacter, Eubacterium, Veillonella) syntetizuji zejména formy s delSim postrannim
fetézcem jako jsou MK-10 a MK-11, ale také v mensi mite MK-7, MK-8, MK-9 a MK-
12. Riizné typy menachinonil jsou syntetizovany riznymi typy bakterii, napt. Escherichia
coli produkuje zeyména MK-8, zatimco Mycobacterium tuberculosis vyuziva MK-9 jako
lipofilni nosi¢ elektronti. Prozatim neni jasné, jaké mnozstvi vitaminu K jsou schopné
bakterie v lidském stfeveé syntetizovat. Menachinonova rodina je evolu¢né nejstar§im
typem isoprenovych chinonii a nejrozsifenéjSim typem bakteridlnich respiracnich
chinonti. Stejné jako u vitaminu K; existuji i pro MK-4 a MK-7 rtizné druhy nazvi.
MK-4 mizeme nalézt pod pojmy menatetrenon, vitamin K2(sub20), kaytwo, keftorn-2.
MK-7 se vyskytuje pod pojmy vitamin K2(35), trans-menachinon 7. (EFSA Panel on
Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA), 2017; National Library of Medicine,
2020; Shearer a Newman, 2014; Walther et al., 2013; World Health Organization, 2005).
Chyba! Nenalezen zdroj odkazii. znazornuje strukturni vzorec vitaminu Ko. Tabulka 1 u
kazuje piehled jednotlivych ptirodnich forem vitaminu K s jejich sumarnim vzorcem,
molekulovou hmotnosti a dalSimi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi véetné uvedeni

zdrojt.

CHs
CHj

o} CHg CHs
Obr. 2 Vitamin K>
(n — pocet jednotek v postrannim fetézci)
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Vitamin K,
Nazev Vitamin K; T MK
Strukturni C31Ha602 C31H1002 C16He40O2
vzorec
Molekulova
hmotnost 450,7 444.,6 649,0
(g/mol)
2-
2-metyl-3- [(2E,6E,10E,14E,18E,
: fE‘;}g-‘f&) [(2E,6E, 10E)- 22E)-
3’7 1’1 15. 3,7,11,15- 3,7,11,15,19,23,27-
IUPAC nazev te tran;eéylliexa dec- tetrametylhexadexa- | heptamethyloctacosa-
2-enyl]naftalen-1.4- 2,6,10,14- 2,6,10,14,18,22,26-
dion ’ tetraenyl|naftalen-1,4- heptaenyl]-3-
dion methylnaftalen-1,4-
dion
Fylochinon,
Nékteré fytonadion, menatetrenon
ostatni fytomenadion, vitamin K2 (sub2’ 0) vitamin K2(35), trans-
pouzivané fylohydrochinon, K Kef 2’ menachinon 7
nazvy konakion, aytwo, kettorn-
aquamefyton
Blologjcky 1 — 1,5 hodiny 1 — 1,5 hodiny cca 4 dny
polocas
Slab¢ rozpustny
v metanolu,
rozp}[lstnyt\)/ ctanolu, Méné rozpustny nez Méné rozpustny nez
Rozpustnost ace Oggialiizenu’ Vitamil,l Ki, ) Vitamil} Ki, )
chloroformu a nerozpustny ve vodé | nerozpustny ve vodé
olejich, nerozpustny
ve vode
Forma an;lgz ;}fﬂtzvﬁ?/sl?ﬁ{; Zluté krystaly Zluté krystaly
Zdroj Zelena listova Syry, zivocisné pros(i}l]ﬁz]‘[’yle\)/;)E‘tleS?iZIni
zelenina produkty pro’dukce

1.3. Vitamin K3

Vitamin K3 lze v literatufe nej€astéji nalézt pod pojmem menadion. Dalsi nazvy pro tuto

formu vitaminu jsou napf. menafton, tylochinon, kappaxin, kanon, prokayvit, aquinon,
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vitamin K2(0). Jako jediny ze zakladnich typl vitaminu K neobsahuje postranni fetézec.
Vitamin K3 je citronové zluta krystalicka latka rozpustnd v organickych rozpoustédlech.
Navic je také ¢astené rozpustny ve vod¢. Vitamin K3 je synteticky pfipraveny. Dalsi typy
synteticky pfipravenych vitaminid K jsou vitamin K4 a vitamin Ks. Tyto synteticky
pripravené vitaminy jsou vyuzivany jako slozka zvitecich krmiv. U syntetickych forem
vitaminu K byla prokazéana toxicita. Vitamin K3 dokaze zptsobit u lidi rozpad erytrocytii
a byla u né&j prokazana také hepatotoxicita (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition
and Allergies (NDA), 2017; Halder et al., 2019; National Library of Medicine, 2020;
Shearer a Newman, 2014; World Health Organization, 2005). Obr. 3 ukazuje strukturni
vzorec vitaminu K3, obrdzek 4 strukturni vzorec vitaminu K4 a ebrdzek 5 strukturni

vzorec vitaminu Ks.

(@]
CHs3
(@]
Obr. 3 Vitamin K;
|
i
G
i
H =
8] O
““\al/
H
Obr. 4 Vitamin K4
OH
H
s
T
MH5

Obr. 5 Vitamin K
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V tabulce 2 je uveden piehled jednotlivych syntetickych forem vitaminu K s jejich
sumarnim vzorcem, molekulovou hmotnosti a dal§imi fyzikadlnimi a chemickymi

vlastnostmi.

Tab. 2 Prehled vitaminu K

Nazev Vitamin K3 Vitamin K4 Vitamin Ks

Strukturni C11HsO2 Ci5sH1404 CiH1INO
VZorec

Molekulova

hmotnost 172,2 258.3 173.,2
(g/mol)
(4-acetyloxy-3- 4-amino-2-
IUPAC nazev | 2-metylnaftalen-1,4-dion | methylnaphthalen- | methylnaphthalen-
1-yl) acetate 1-ol

Menadione, menaphthone,
thyloquinone, kappaxin,

. , . Menadiol
Nékteré kayquinone, klottone, .
, i diacetate, .
ostatni panosine, menaphthon, Kayvisyn,
S . . acetomenaphthone, .
pouzivané kanone, kipca, aquinone, o . synkamin
. . kapilin, kayvite,
nazvy kaergona, prokayvit, :
pafavit,
hemodal
Slab¢ rozpustné v etanolu,
Rozpustnost kyselin€ octove, rozpustné nepopsano nepopsano
P v etyl etéru, benzenu, pop pop
chloroformu a vod¢
Zluté krystaly s velmi
Forma slabym Stiplavym nepopsano nepopsano

zapachem

1.4. Biologicka dostupnost

Pfi pfijmu zeleniny bohaté na vitamin K; a potravin bohatych na vitamin K; bylo
prokazano, ze postprandialni sérové koncentrace vitaminu K, zejména formy MK-7 jsou
az desetkrat vys$i neZ sérové koncentrace vitaminu K. Navic sérovd koncentrace
vitaminu K na la¢no vykazuje vétsi interindividualni variace. Menachinony s del$im
postrannim fetézcem jako naptiklad MK-7 nebo MK-9 maji delsi biologicky polocas

v cirkulaci v porovnani s vitaminem K, diky tomu jsou dostupné delsi dobu v ob&hu.
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Biologickd dostupnost se vSak mezi jednotlivymi menachinony li§i. Pfi podani
420 pg MK-4 v jedné davce nebylo prokdzano zvysSeni sérové hladiny této formy
vitaminu K, zatimco pfi podani 420 pg MK-7 byly detekovany zvysené sérové
koncentrace po dobu nékolika dni. MK-9 je vice lipofilni a ma dlouhy biologicky polocas,
ale prave kvuli jeho vysoké lipofilit¢ je méné absorbovan. Biologicky polocas vitaminu
Ki; a MK-4 je zhruba 1 - 1,5 hodiny. V ptipadé menachinont s delSim postrannim
fetézcem se biologicky poloc¢as prodluzuje az na nékolik dni. MK-7 byl detekovan

1 po 96 hodinach (Halder et al., 2019; Sato et al., 2012; Schurgers et al., 2007).

1.5. Recyklace vitaminu K

Vitamin K ptisobi jako kofaktor posttranslacni modifikace, ktery katalyzuje karboxylaci
glutamovych rezidui (Glu) na y-karboxyglutamové rezidua (Gla). Tato reakce je
katalyzovdna mikrozomélnim enzymem vy-glutamylkarboxyldzou, ktery je zavisly
na pritomnosti vitaminu K. Dale je pro reakci nutnd ucast CO; a molekularniho kysliku.
Pro karboxylaci je potfebna aktivni forma vitaminu K — vitamin K hydrochinon
(redukovana forma). Oxidace vitamin K hydrochinonu na vitamin K 2,3-epoxid probiha
za ucasti vitamin K dependentni karboxylazy (y-glutamylkarboxyldza, GGCX,
EC 4.1.1.90). Soucasné¢ s touto reakci dochazi ke karboxylaci Glu na Gla. Molekula CO»
je zakorporovana do Gla, zatimco jeden atom kysliku neni zaClenén do substratu,
ale do vitamin K 2,3-epoxidu. Druhy atom kysliku tvoii s vodikem molekulu vody.
Vitamin K 2,3-epoxid je zpét redukovan na chinon a poté na hydrochinon za Ucasti
vitamin K epoxidreduktazy (VKOR, EC 1.17.4.4). Aktivita epoxidreduktazy je zavisla
na pritomnosti dithiolu a na pfitomnosti kumarinovych antikoagulancii (napt. warfarin),
ktera jsou schopna inhibovat jeji aktivitu. VKOR dokaze regenerovat hydrochinon
redukei vitamin K 2,3-epoxidu ptes prostiednika chinon. Vitamin K pfijaty z potravy
muze do tohoto cyklu vstupovat pfed NAD(P)-H dependentni vitamin K reduktdzou (EC
1.6.5.2), ktera neni inhibovana kumariny. Karboxylace vitamin K dependentnich proteinti
(VKDP) je zasadni pro jejich spravnou funkci. Vzniklé y-karboxylové skupiny maji
zasadni vyznam pro navazani koagulacnich faktor prostfednictvim vépenatych iontl
na fosfolipidové povrchy, kde jsou vytvofeny podminky pro vznik komplext
s proteolytickou aktivitou (Akbari a Rasouli-Ghahroudi, 2018; Grober et al., 2014;
Kessler, 2014; Liu et al., 2014; Stafford, 2005; Wallin, 2013; World Health Organization,
2005).
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GGCX je membranovy protein se 758  aminokyselinovymi  rezidui
a 5 transmembranovymi doménami. Obsahuje jednu disulfidickou vazbu mezi 99.
a 450. reziduem. Aktivita GGCX byla objevena v roce 1975. N-konec proteinu zasahuje
do cytoplazmy, zatimco C-konec se nachazi v lumenu endoplazmatického retikula
(Stafford, 2005).

Aktivita VKOR byla publikovéna jiz vroce 1970. Epoxidreduktdza je protein
obsahujici 163 aminokyselinovych zbytkl a je kodévana Skb DNA na chromozomu 16.
Jako v ptipadé GGCX je také VKOR membranovy protein, ktery N-koncem zasahuje
do lumenu endoplazmatického retikula, zatimco C-konec se nachdzi v cytoplazmé.
VKOR obsahuje 3 transmembranové domény. VKOR je cilem pro ucinek nejcastéji
pfedepisovanych oralnich antikoagulancii (napt. warfarin). Polymorfismus mutaci genu
pro VKOR by mél byt vySetfen u pacientli na kumarinové 1é€b€, aby nedochazelo
k zavaznym vedlejsSim ucinktim tohoto 1é¢iva. Prozatim neni jasné znam mechanismus
ani misto vazby warfarinu na VKOR (Stafford, 2005; Wu et al., 2018). Obr. 6 znazornuje

cely recyklac¢ni cyklus vitaminu K.

hydrochinon
NAD(P)H dehvdrogenaza on

NAD* R

NADH
+ H*

syntéza/piijem — Glu
\\ 0
C0O0
R
chinon y-glutamylkarboxylaza
Me O
8] HH
L) l = N
R all - X
oxidovany 0 O goc Gla
dithiotrertol S Me
+H,0 b

1.4-dithiotreitol {
Sreituotret 2,3 - epoxid

vitamin K epoxid reduktiza

Obr. 6 Cyklus vitaminu K
(ptelozeno a upraveno z pivodniho zdroje:
https://www.gmul.ac.uk/sbcs/iubmb/enzyme/reaction/misc/vitKcycle.html)
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1.5.1. Warfarin

Warfarin je 1é¢ivo, které patii do skupiny kumarinii. Funguje jako antagonista vitaminu
K (VKA). Warfarin je hojné ptfedepisované 1é¢ivo na prevenci vzniku trombotickych
stavii. Warfarin ma biologicky poloc¢as okolo 36 — 42 hodin. Hlavni nevyhodou VKA je
uzky terapeuticky index a pomérné kratkd doba, ve které je pacient v terapeutickém INR
(mezindrodni normalizovany pomér) rozmezi. Warfarin kromé inhibice koagulace
indukuje také cévni kalcifikaci. U zvifeciho experimentu provadéného na krysach byla
prokazana kalcifikace v mnoha cévach a dochéazelo u nich také k rozvoji chronického
onemocnéni ledvin (CKD). Tento jev byl utlumen pti podavani vysokych davek vitaminu
K. U krys s CKD byly naméfeny nizsi koncentrace vitaminu K oproti krysdm bez CKD.
U krys s CKD byla pozorovana sniZzena exprese genu pro VKOR a soucasné zvySena
exprese genu pro matrix Gla protein (MGP) v ledvinéach a hrudni aorté. Exprese genu pro
GGCX nevykazovala Zadné rozdily v téchto tkanich (Shea, 2019). Dnes jsou jiz na trhu
dostupna antikoagulac¢ni léCiva, ktera se oznacuji jako nova oralni antikoagulancia
(NOAC) nebo také non-vitamin K antagoniCti oralni antikoagulancia. Tato 1éCiva jsou
pfimymi inhibitory koagulacnich faktorti trombinu nebo aktivovaného koagula¢niho
faktoru X. Tento typ 1éCiva se vyznacuje zjednoduSenim 1écby pro pacienty, kdy neni
potiebna tak velkd monitorace stavu jako v piipad¢ lécby warfarinem. AvSak NOAC maji
stale jesté sva uskali, kdy po zavedeni do klinické praxe byl pozorovan vyssi vyskyt
krvacivych stavli do zazivaciho traktu v kontrastu pii pouzivani warfarinu. Pouziti NOAC
je nevhodné u pacientli s umélou srdecni chlopni (Altiok a Marx, 2018; Hlusi et al., 2015;

Kessler, 2012).

1.6. Metabolismus vitaminu K

Pfirodni formy vitaminu K, fylochinon a menachinon, maji extrémné lipofilni povahu,
a proto ke svému transportu v krevnim feci§ti nemohou vyuZivat proteiny
jako v pfipad€ ostatnich vitamini rozpustnych v tucich. Transport vitaminu K je zavisly
na lipoproteinech. Vitamin K, patfi mezi hlavni sloZku pfijimaného vitaminu K. Pfijaty
vitamin K nejprve prochazi solubilizaci do micel a poté dochéazi k jeho absorpci
v proximalni ¢asti tenkého stfeva. Bylo prokazéano, Ze efektivita absorpce vitaminu K
z listové zeleniny je niz8§i nez 10 %. Ve stfevni sliznici je vitamin K; zaclenén

do chylomikronli a je sekretovan do lymfy, odkud vstupuje do krve pies kapilary.
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K nérGstu koncentrace vitaminu K; v krevnim ob&éhu dochazi mezi tieti a Sestou hodinou
po konzumaci jidla bohatého na tento vitamin. U zdravych jedinct la¢nicich pies noc byla
stanovovana koncentrace vitaminu K vzhledem k rtiznym typtim lipoproteinti. Nejvetsi
podil na pfenosu vitaminu K ma velmi nizkodenzitni lipoprotein (VLDL), ktery
transportuje vice jak 50 % vitaminu K. O zbylou ¢ast vitaminu K se stejnym dilem d¢li
nizkodenzitni (LDL) a vysokodenzitni (HDL) lipoprotein. Transport menachinoni je
obdobny vitaminu K; (Kohlmeier et al., 1996; Shearer a Newman, 2008; World Health

Organization, 2005). Obrdzek 7 zndzoriiuje metabolismus vitaminu K.

Prijaty vitamin K
‘v’

ST

/ Stievo < K “Smi¥ena micela
“MK-7

i

pe=

Enterocyt

\ Lymfatickd kapilara L’

— z
/Kost CR o v /~ VLD } CR Jam\
o

Endocytéza zprostredkovana receptorem
Osteoblast

\gopho s Kestuimatedx =050/

Endocyt\Ta zprostredkovana r%cepiorem

\ | Hepatocyt ‘I /

Obr. 7 Metabolismu vitaminu K
Ptelozeno a upraveno z pivodniho zdroje: (Shearer a Newman, 2008)
(CM — chylomikrony, CR — chylomikronové zbytky, LDL-nizkodenzitni lipoprotein,

VLDL - velmi nizkodenzitni lipoprotein, IDL — lipoprotein o stfedni denzité,
LPL-lipoproteinova lipaza, LRP-protein podobny LDL receptoru, LRP-1 — protein 1
souvisejici s LDL receptorem, LDLR - receptor pro LDL,

A — apolipoprotein A, B-48 — apolipoprotein B-48, C — apolipoprotein C,
E — apolipotrotein E, B-100 — apolipoprotein B-100)

Nejvétsim  alozistém vitaminu K v organismu jsou jatra, kterd jsou soucasné
1 mistem pro syntézu vitamin K dependentnich koagula¢nich faktorti. Zastoupeni riznych
forem vitaminu K v jatrech je rozdilné oproti plazmé. V jatrech zabird vitamin K; 10 %

a zbyly podil zabird vitamin K. Jednotlivé zastoupeni menachinonti v jatrech se
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mezi jedinci 1iSi a také ¢éastecné reflektuje jejich stfevni mikrofloru, jelikoz se zde
vyskytuji typy vitaminu K, které se v bézné stravé objevuji zfidka (napt. MK-10
a MK-11 syntetizované rodem Bacteroides). Vitamin K se samoziejme¢ vyskytuje
i v jinych tkanich. Vyssi koncentrace vitaminu K; byly dale zaznamenany v pankreatu,
srdei, mozku, ledvinach a plicich. V ledvinach, mozku a slinivce byla zaznamenana
pritomnost MK-4. Pritomnost pouze jednoho typu menachinonu naznacuje, ze by se
mohlo jednat o jeho konverzi z vitaminu K. V kosti jak trabekularni, tak kortikalni byla
detekovana koncentrace vitaminu K; a menachinonti s kratSim postrannim fetézcem.
Zasoba vitaminu K je velmi nizké u novorozenci, a proto je nutné u této skupiny jedinct
provadét profylaxi k odvraceni rizika krvacivych stavi, pokud je novorozenec kojen.
Umeéla strava novorozencu je jiz fortifikovana. Také z divodu nedostate¢né syntézy
menachinoni ve stfeve jsou hladiny vitaminu K> vétSinou nedetekovatelné (World Health
Organization, 2005).

Jatra nehraji dilezitou roli pouze ve skladovani vitaminu K a syntéze VKDP,
ale jsou také dilezité v eliminaci vitaminu K. Pfi podani zna¢eného vitaminu K; byla
prokazana exkrece tohoto vitaminu moc¢i okolo 20 % v pribéhu tfi dni. Zhruba
35 — 50 % bylo vylou¢eno jako metabolity Zluci ve stolici. Rychlé vycerpani zasob
vitaminu K; naznacuje, ze organismus kontinualné tyto zasoby dopliiuje. K exkreci
vitaminu K moc¢i dochazi diky oxidativni degradaci fytylového postranniho fetézce.
NejspiSe je vyuzivano stejnych enzymt jako pfi w-oxidaci a B-oxidaci mastnych kyselin.
Karboxylové kyseliny spéti nebo sedmi uhlikatymi postrannimi fetézci byly
identifikovany jako dva hlavni metabolity katabolismu vitaminu K. Metabolity
vyluCované Zluc¢i nebyly prozatim jasné identifikovany. Jedna se o molekuly, které jsou
zprvu rozpustné ve vodé¢ a stavaji se rozpustnymi v tucich z ditvodu jejich prichodu ptes

sttevo (World Health Organization, 2005).

1.7. Konverze PK na MK

Konverze vitaminu K; na MK-4 vyskytujici se u ptakli byla popsana jiz v 60. letech.
Prozatim princip této konverze vSak neni zcela jasny. Byly popsédny dva teoretické
postupy konverze. U prvniho by mél byt odstépen postranni fetézec fylochinonu a vznikla
by toxickd forma vitaminu K — menadion (vitamin Kj3). Ta by byla c¢éstecné
detoxifikovana jatry ¢i travici soustavou a byla by vyloucena moc¢i z organismu.

A c¢astecné by k ni byly pfipojeny izoprenové jednotky, ¢imz by vznikla forma MK-4.
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Druhy princip bere v tivahu denaturaci fytylového postranniho fetézce fylochinonu
a naslednou posttranslacni modifikaci (prenylaci = pfipojeni geranylgeranylu
(isoprenoid) k C-terminalnimu cysteinu cilového proteinu) MK-4. V obou teoriich
se vyskytuji znacné nejasnosti napf. ve vyieSeni transportu vitaminu Kj krvi nebo
v rychlosti pfipojeni izoprenovych jednotek. Bylo zjisténo, Ze preména vitaminu K
na MK-4 probihd rozdilné mezidruhové (napi. krysy konvertuji vitamin K; méné
nez holubi) (Masterjohn, 2008; Okano et al., 2008). Z dostupné literatury vyplyva,
7ze s nejvetsi pravdépodobnosti jsou 1 lidé schopni konverze vitaminu K, kde bylo
méfenim prokdzéno, Ze pifi pifijmu vitaminu MK-7 se zvySuje v krvi soucasné
1 koncentrace MK-4 (Sato et al., 2012). AvSak nékteré publikace ukazaly (Grdber et al.,
2014; Sato et al., 2012; Walther et al., 2013), Ze vyssi pfijem vitaminu K; ve stravé zvysi
koncentraci vitaminu K> v matefském mléce, nikoliv v krvi. Vys§i formy vitaminu K>
jako MK-9 ¢i MK-10 ve stravé nalézame vzacné. Vitamin K3 se pfirozené nevyskytuje
a je pouze synteticky. Pokud je vitamin K3 podan, dochéazi u n¢j in vivo k alkylaci
na nékterou formu vitaminu K. Vitamin K3 je oproti vitaminim K; a K> rozpustny
1 ve vodé (160 mg/l), a proto ho lze vstiebat i v nepfitomnosti zluCovych kyselin
(Masterjohn, 2008). Na obrazku 8 jsou znazornény 2 mozné zpusoby konverze vitaminu

K na vitamin K.

D O 3
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Obr. 8 Konverze vitaminu K; na vitamin K>
Ptelozeno a upraveno z pivodniho zdroje: (Okano et al., 2008)
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1.8. Obsah vitaminu K v potravinach

Jak jiz bylo vySe uvedeno, nejvyssi hladiny vitaminu K; lze nalézt u zelené zeleniny
a v rostlinnych olejich. Je to hlavni forma vitaminu K pfijatého stravou. Zatimco vitamin
K> Ize v nejvyssich hladinach detekovat v mase, syrech, vejcich a mléénych vyrobcich.
Bohatym zdrojem MK-4 jsou jatra. Dnes je japonskd potravina zvana ,natto” zndma
pro svij vysoky podil MK-7, a to v koncentraci 9965 ng/g produktu, dale obsahuje
1 ve vyssi mite MK-8 (824 ng/g produktu) a MK-6 (124 ng/g produktu) (Vermeer et al.,
2018).

1.8.1.Syry

U syra byly stanovovany hladiny vitaminu K; a vitaminu K> (formy: MK-4 az MK-10)
pomoci chromatografické metody s fluorescencni detekci. V syru typu Gouda je
v nejvetsim mmnozstvi zastoupen MK-9, kdy nejvyssi stanovend hladina této formy
vitaminu (424 ng/g syru) byla u 13tydenni goudy. Dietnéjsi syr Milner obsahoval, jako
v predeslém piipad€, nejvetsi zastoupeni formy MK-9. Nejvyssi stanovena hladina
MK-9 (306 ng/g syru) byla u 13tydenniho typu. U nizkotu¢ného syra Slankie dosahovala
nejvyssi hladina MK-9 233 ng/g syru v 26tydennim typu. Hladiny MK-5 a MK-6 byly
u vSech vySe uvedenych typt srovnatelné a dosahovaly nejvyssich hladin 4,9 ng/g syru
pro ob¢ formy. Hladiny K, MK-4, MK-7 a MK-8 dosahovaly nejvyssich hladin u syru
Gouda, a to v koncentracich 39,6 ng/g syru (K1), 208 ng/g syru (MK-4), 17,3 ng/g syru
(MK-7) a 96,8 ng/g syru (MK-8). U zddného vyse uvedené¢ho syru nebyla detekovéana
hladina MK-10. Vysoka koncentrace MK-10 byla detekovana u Svycarského syru
Emental v hodnoté 322 ng/g syru. Forma MK-10 pochdzi z produkce bakterie
Propionibacterium freudenreichii, ktera je zodpovédnd za tvorbu bublin v syru a
v disledku tohoto jevu vznikaji tzv. syrova oka. Nejvyssi hladina MK-7 (83,7 ng/g syru)
byla detekovana u francouzského syru Miinster. Dalsi francouzsky syr Camembert se
vyznacuje vysokou hladinou MK-8 (151 ng/g syru) a MK-9 (395 ng/g syru). Pokud by se
seCetly vSechny formy vitaminu Kj, nejvyssi hladina celkového vitaminu Ko

(729 ng/g syru) je zastoupena v syru Gouda (Vermeer et al., 2018).
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1.8.2.Maso

V mase nejcastéji nalézame formu MK-4 krom¢ jater, kde 1ze detekovat i formy MK-6
az MK-10. Mnozstvi vitaminu K obsazené v mase zavisi na pivodu masa. Bylo
prokéazano, ze nejvyssi koncentrace MK-4 byla detekovana v kufecim mase z Japonska,
zatimco koncentrace tohoto vitaminu v kufecim mase z USA nebo z Holandska
dosahovala niz§ich hodnot (Halder et al., 2019). Nejvétsi mnozstvi MK-4 1ze nalézt
u uhofe (631 ng/g masa), dale v kufecim mase (101 ng/g masa) a v mletém mase
(76,1 ng/g masa). Oblibeny losos obsahuje MK-4 v koncentraci pouze 6 ng/g masa
(Vermeer et al., 2018).

1.8.3.Zelenina

V zelenin€ se nalézd zejména vitamin K;. Zndmé kysané zeli obsahuje vitamin K;
v mnozstvi 224 ng/g zeli, ale obsahuje také 1 vitamin K> (55 ng/g zeli). VEét§i mnozstvi
vitaminu K; je obsaZeno naptiklad v kapusté¢ (7060 ng/g kapusty), vodnici
(5680 ng/g vodnice), brokolici (1467 ng/g brokolice) a Spenatu (967 ng/g Spenatu)
(Halder et al., 2019). V rostlinnych olejich je primérnd koncentrace vitaminu K;

425 ng/g oleje (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA), 2017).

1.8.4.Ovoce a ofechy

V nékterych druzich ovoce a ofechil byla prokazana ptitomnost vitaminu K. V suSenych
Svestkach lze detekovat vitamin K; v mnozstvi okolo 600 ng/g ovoce, nebo napiiklad
v kiwi, kde je vitamin K; obsazen v mnozstvi 421 ng/g ovoce. Lesni bobuloviny
jako borlivky ¢i ostruziny obsahuji vitamin K; v mnoZstvi okolo 210 ng/g ovoce. Nejvice
bohaté na vitamin K; jsou piniové ofechy (536 ng/g ofechli) a keSu ofechy
(419 ng/g otfechtl). Bylo prokazano, Ze vitamin K pfijaty z ovoce a ofechil neinterferuje

s warfarinovou 1é¢bou (Dismore et al., 2003; Halder et al., 2019).
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1.9. Nedostatek a nadbytek vitaminu K

Nedostatek vitaminu K mlze byt zplisobeny nedostatecnym piijmem nebo naruSenim
sttevni mikroflory. Pacienti s antikoagulac¢ni 1é€bou nebo s nékterymi autoimunitnimi
chorobami (napf. celiakii) mohou byt ohrozeni nedostatkem vitaminu K. Toxicita
vysokych davek vitaminu K byla popsana pouze u injekéniho podani vitaminu Ks,
kdy dochéazelo k poskozeni hepatocytli, anémii s ikterem a alergickym reakcim.
U vysokych experimentalnich davek ptirodniho vitaminu K nebyl pozorovan toxicky
ucinek, a proto neni uréena maximalni bezpecna davka. AvSak pfi nadmérném piijmu
kysaného zeli bylo popsano pieddvkovani vitaminem K, které se projevovalo
nechutenstvim a bolesti hlavy (Bayer, 2008; Erdman et al., 2012; Mason, 2007;
Rasmussen et al., 2006). Proteinlim, které souvisi s vitaminem K se vénuji v kapitole 2 -

Vitamin K dependentni proteiny. Vitamin K ma mnoho funkei.

Vitamin K a koagulace

Vitamin K je zndm zejména diky své funkci v krevni koagulaci. V plazmatickém
koagulacnim systému existuji ¢tyfi vitamin K dependentni faktory: faktor II, faktor VII,
faktor IX a faktor X. Pfi nedostatku vitaminu K v organismu mtze dochazet k porucham
koagulace. Tyto poruchy koagulace mohou vyvolat krvaceni. Vitamin K se ucastni nejen
hemokoagulace, ale také i fibrinolyzy (inhibice koagulace), kde plisobi dalsi z vitamin
K dependentnich proteinti — protein C, protein S a protein Z. Deficit fibrinolytickych

proteind je také asociovan s nedostatkem vitaminu K (Pecka, 2004).

Krvaceni u novorozenci v disledku nedostatku vitaminu K
Krvaceni v dasledku nedostatku vitaminu K (VKDB; z angl. vitamin K deficiency
bleeding) postihuje zejména novorozence kvilli jejich nizkym zdsobdm vitaminu K
a nedostatku vitaminu K v matefském mléce. Rodice odmitajici injekéni podani by méli
byt pouceni o nizsi efektivité perordlniho podani a o riziku VKDB. Kancerogenita
intramuskularni profylaxe u novorozencti publikovand ve dvou studiich nebyla dalSimi
studiemi potvrzena (Hanzl, 2011; Ng a Loewy, 2018).

V Ceské republice probihd profylaxe v davce 1,0 mg intramuskularné mezi 2.
a 6. hodinou po porodu. Tento zplisob davky jiZ neni nutno opakovat. Druhym zptsobem
profylaxe je podani 2,0 mg vitaminu K; peroralné ve stejném casovém intervalu jako

v ptipad€ intramuskularniho podani. Zde je nutné peroralné davku 1,0 mg jedenkrat tydné
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opakovat do stari 10 - 12 tydnt. V ptfipadé nedonoSenych novorozenct narozenych
pred 32. tydnem gestac¢niho véku se doporucuje intraven6zni davka vitaminu K 0,2 mg/kg
podavana jednou tydné, poté po dosazeni plné enteralni vyzivy lze ptejit na peroralni
podani v davce 0,5 — 1,0 mg jedenkrat tydné do stari 12 tydnt.. Nebo lze zvolit davku
0,3 mg/kg podavanou intramuskularné, kterou jiz neni tfeba opakovat. U predcasné
narozenych novorozencti po 32. tydnu gestaéniho véku lze vitamin K podat v davce
0,3 mg intravenozné tydné a pii dosazeni plné enterdlni vyzivy lze ptejit na peroralni
podani v davce 1,0 mg tydné do 12. tydne v€ku. Lze zvolit davku 0,5 mg podanou

intramuskularné, kterou neni potieba opakovat (Hanzl, 2011).

Kostni metabolismus a kalciovy paradox
U vitaminu K byl pozorovan pozitivni ti€¢inek na kostni hmotu, kde ptisobi na osteokalcin
v pribehu jeho karboxylace a dale plisobi na zvySeni osteoblastické aktivity. Vitamin K
pii kostni novotvorbé dokaze inhibovat osteoklasty. Hlavni formou, ktera ptisobi
na osteokalcin, je vitamin K zejména forma MK-7. Bylo prokazano, Ze pravidelné
uzivani MK-7 vede ke snizeni rizika rozvoje osteopordzy. Prozatim v zadné publikaci
nebyla jasné stanovena doporucend denni davkovani pro jednotlivé formy vitaminu K
(Masterjohn, 2008). Dostatecn¢ karboxylovany osteokalcin 1épe vaze vapenaté ionty
do kostni hmoty. V desetileté studii, které se ucastnilo 72 327 zen ve véku 38 — 63 let,
bylo prokazano snizeni rizika zlomenin ky¢le az o 30 % pfti pravidelném uZivani vitaminu
K, avSak autoii presn¢ nespecifikovali o jakou formu vitaminu K se jedna (Grober et al.,
2014).

S karboxylaci matrix Gla proteinu souvisi kalcifikace cévni stény.
Pfi nedostatecné karboxylaci MGP dochéazi k tvz. ,kalciovému paradoxu‘, kdy
se nadmérné ukladaji vapenaté ionty do cévni stény na tkor kostni hmoty. V dasledku
tohoto paradoxu jsou ohroZeny dva systémy: cévni systém s rizikem rozvoje
aterosklerézy a kostra s rizikem rozvoje osteopordzy (Gheorghe a Craciun, 2016;
Masterjohn, 2008). V Rotterdamské studii byl posuzovén vliv vitaminu K; a vitaminu K>
na rozvoj kardiovaskularniho onemocnéni. V této studii bylo prokazano, Ze pfijem vice
nez 250 pg vitaminu K; za den nemd Zadny pozitivni vliv na kardiovaskularni systém,
zatimco piijem 25 pg vitaminu K> (smés forem MK-4 az MK-10) za den redukuje riziko

kardiovaskularniho onemocnéni az o 57 % (Geleijnse et al., 2004).
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Nervovy systém

Vitamin K; dokdze v mozku podporovat enzymy produkujici sulfatidy. Sulfatidy
s vékem postupné klesaji a dochazi k rozvoji stafecké neurologické degenerace.
Na zvifecim modelu, kde byl vyfazen gen pro tvorbu sulfatidi nebo cerebrosidi, byla
prokazana rastova retardace, ztrata fyzické aktivity a vyskyt epileptickych zachvati.
Mozek si i ptes nizky pfijem vitaminu K dokéze udrzovat relativné vysokou hladinu

vitaminu K> (Masterjohn, 2008) .

Vitamin K a diabetes mellitus

Nedostatek vitaminu K byva asociovan s rizikem rozvoje diabetu mellitu. Na mySim
modelu bylo prokdzano, ze vitamin K dokaZe redukovat sniZenou rezistenci inzulinu,
ktery se vyskytuje hlavné u diabetiki druhého typu. Vliv vitaminu Kna citlivost
k inzulinu byl pozorovéan jak u vitaminu K, tak u vitaminu K». Nedostatek vitaminu K

u zvitat také zpozd'oval inzulinovou odpovéd’ (Beulens et al., 2010).

Vitamin K a infek¢éni onemocnéni
Vysoké davky vitaminu K, formy MK-4 jsou spojovany se snizenymi hladinami
proinfekénich markeri. Vitamin K» a zejména jeho analoga (menadion, 1,4-naftochinon,
koenzymy Q1 az Q3, koenzym Q10) maji také vliv na rast bakteridlnich patogenti.
Pfi jednodennim testu byla prokdzana inhibice bakteridlniho rastu rtiznych Gram
pozitivnich bakterii napt. Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis, Streptococcus
pyogenes a Streptococcus agalactiae vlivem piitomnosti analogt vitaminu K. Nékteré
typy bakterii dokazi produkovat enterotoxiny a také byvaji ¢astou pfi¢inou toxického
Soku.

Menachinon je soucasti elektronového transportniho fetézce u Staphylococcus aureus
a Bacillus anthracis . Menadion je teoretickym prekurzorem pro menachinon,
a proto je zajimavé, ze prave tato molekula mé antimikrobialni efekt na tyto dvé bakterie

(Ferland, 2012; Kurosu a Begari, 2010; Schlievert et al., 2013).

Vitamin K a onkologicka onemocnéni
Nejsilnéjsi antikancer6zni ucinek vykazuje vitamin Ks, avSak jeho neZzadouci ucinky

omezuji jeho pouzivani. Podavani vitaminu K3 ve velmi malych déavkéach v kombinaci
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s vysokymi dévkami vitaminu C pfineslo pfi testovani na zvifecim modelu velmi
uspokojivé vysledky. Proto byla tato kombinace vitaminii aplikovdna vybranym
pacientiim s karcinomem prostaty. Prozatim se tato kombinace vitaminu K3 a C jevi jako
ucinna pti pouziti dal$ich antikancerogenich antioxidant (Lamson, 2003; Lamson et al.,
2010).

Antikancerdzni ucinek byl popsan i u ostatnich forem vitaminu K. Vitamin K
vykazoval antikancer6zni efekt na nékteré bunécné linie u karcinomu ovarii. Dale vitamin
K> dokaze =zefektivnit ucinky chemoterapeutické 1écby. Bylo prokéazéano,
ze pravidelny pfijem vitaminu K> sniZzuje riziko vyskytu nadorovych onemocnéni

(Nakaya et al., 2012; Nimptsch et al., 2010).

2. Vitamin K dependentni proteiny (VKDP)

V soucasné dob¢ je znamo 17 vitamin K dependentnich proteini. Do této skupiny patii
nekteré koagulacni faktory (faktor II, faktor VII, faktor IX a faktor X), antikoagulacni
proteiny (protein C, protein S a protein Z), osteokalcin, matrix Gla protein, specificky
protein 6 zastavujici rust (Gas6), Gla-rich protein (GRP), periostin, periostinu podobny
faktor (PLF), prolin rich Gla protein (PRGP) 1 a 2, transmembranové Gla proteiny
(TMGP) 3 a4 (Wenetal., 2018). V priloze 1 jsou uvedeny sekvence aminokyselin VKDP
s vyznacenymi misty pro y-glutamylkarboxylaci.

Funkce nékterych z téchto proteinti nejsou zcela jasné, jako napiiklad v piipadé
PRGP a TMGP. Vyssi zajem o studovani funkci VKDP vychazi zejména z toho, Ze jsou
tyto proteiny dulezité v prevenci nékterych zavaznych onemocnénich napt. osteoporozy
¢i kardiovaskularnich chorob (Wen et al., 2018).

Tabulka 3 ukazuje piehled jednotlivych VKDP s uvedenymi misty posttranslacni
v-glutamylkarboxylace.
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. Pocet | Molekulova .
Nazev . Izoel. |Lokalizace z
VKDP aminokys. | hmotnost bod = pI genu Misto karboxylace
rezidui (kDa)

Osteokalcin 49 58,0 6,56 1q22 17,21, 24
MGP 84 10,6 9,71 12p12.3 2,37,41, 48, 52
GRP 74 16,6 5,47 10p13 neznamo
Gas6b 691 75,0 5,84 13934 Gla doména 23 — 64

Periostin 815 93,0 7,27 13q13.3 neznamo
PLF 810 90,0 nezndmo | neznamo neznamo
6,7,14, 16, 19, 20,
Faktor II 579 72,0 5,64 11pl1.2 25. 26,29, 32
6,7, 14, 16, 19, 20,
Faktor VII 406 50,0 6,92 13q34 25. 26,29, 35
7,8,15,17, 20, 21,
Faktor IX 415 55,0 5,34 Xq27.1 26, 27. 30, 33, 36, 40
6,7, 14,16, 19, 20,
Faktor X 448 54,7 5,68 13q34 25. 26,29, 32, 39
. 6,7, 14,16, 19, 20,
Protein C 419 62,0 5,85 2ql4.3 25. 26, 29
. 6,7, 14,16, 19, 20,
Protein S 635 69,0 5,48 3qll.1 25.26.29, 32, 36
7,8, 11,15, 17, 20,
Protein Z 360 62,0 5,64 13q34 21, 26, 27, 30, 33,
35, 40
PRGP1 198 23,0 5,13 Xp21.1 Gla doména 1 —46
PRGP2 153 17,0 5,22 19q13.33 | Gla doména 1 —47
3,6,7, 14, 16, 19,
TMGP3 212 23,7 5,75 Xq28 20, 25, 26, 29, 32,
35, 39
9,17, 19, 22, 23, 28,
TMGP4 177 19,9 7,08 11pl3 29,32, 37
Transtyretin 127 15,9 5,52 18q12.1 42
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2.1. Osteokalcin

V literatufe se osteokalcin (OC) vyskytuje také pod nazvem kostni Gla protein.
Ostekalcin byl poprvé izolovan z hovézich a kutecich kosti v roce 1976 doktorem Pricem
a jeho skupinou. Jako druhy byl z kosti izolovan matrix Gla protein stejnou skupinou
védct v roce 1987. Maturovany (funkéni) lidsky OC se sklada ze 49 aminokyselinovych
rezidui. Syntéza a sekrece probihd v nejvétsi mife v osteoblastech, v mensi mife
v odontoblastech a bunkach hypertrofické chrupavky (Hall, 1991; Wen et al., 2018). Gen
kodujici lidsky osteokalcin (BGLAP) se nachazi na prvnim chromozomu kratkého
raménka v pozici 25-31. Je kodovan 11 kD s 98 aminokyselinovymi rezidui. Osteokalcin
je  po transkripci, kterda je  stimulovdna  la,25-dihydroxyvitaminem D
(1,25-(OH); vitamin D), syntetizovan ve formé& preproproteinu slozeného ze signalniho
proteinu, obsahujiciho 23 rezidui, propeptidu, obsahujiciho 26 rezidui, a maturovaného
proteinu, obsahujiciho 49 rezidui. Preproosteokalcin je proteolyzovan na propeptid s 23
aminokyselinovymi rezidui a na proosteokalcin (pro-OC) se 75 aminokyselinovymi
rezidui. V endoplazmatickém retikulu nejdiive dochazi k vytvoteni disulfidickych vazeb
mezi cysteiny v pozicich 23 a 29. U mys$iho modelu bylo pozorovano, Ze furin slouzi jako
endopeptiddza zodpovédnd za zpracovani proproteinu v osteoblastech. Propeptid je
rozpoznavacim signalem pro y-glutamylkarboxylazu, kterd slouzi ke karboxylaci
glutamovych reziduii v pozicich 17, 21 a 24. Podle stupné karboxylace muze byt
pro—OC rozd¢€len do dvou skupin. Prvnim typem je nedostate¢né karboxylovany pro-OC
a nasledn¢ z n¢j nedostatecné karboxylovany osteokalcin (ucOC), ktery ma nizsi afinitu
k hydroxyapatitu nez dostatecné karboxylovany osteokalcin (cOC) a je snadné&ji
uvoliiovan do krevniho ob¢hu. Nedostatecné karboxylovand forma OC je aktivni
hormonalni formou OC. Druhym typem je maturovany, karboxylovany osteokalcin, ktery
je schopen vazat vapenaté ionty a vyznacuje se vysokou aktivitou k hydroxyapatitu.
Maturovany OC je inkorporovan do vezikul a sekretovan do kostni matrix, kde zajistuje
jeji spravnou mineralizaci (Shao et al., 2015; Zoch et al., 2016). Obrdzek 9 ukazuje, jak

vznika karboxylovany a nedostate¢né karboxylovany osteokalcin.
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Obr. 9 Vznik osteokalcinu

pieloZeno a upraveno z ptivodniho zdroje: (Patti et al., 2013)

(VDR — receptor vitaminu D, VDRE — Castice na rozpoznani receptoru vitaminu D,
BGLAP — gen kddujici lidsky osteokalcin)

2.1.1. Funkce osteokalcinu v kostnim metabolismu

Nedostatecné karboxylovany osteokalcin neni schopen v plné mife vazat vapenaté ionty
a hydroxyapatit (Palermo et al., 2017). Po karboxylaci je ostekalcin zabudovan zejména
do kostni matrix a pouze okolo 20 % OC je sekretovano do krevniho ob&hu. Né&které
studie uvadéji, ze sérova hladina nedostate¢né karboxylovaného osteokalcinu (ucOC)
muze slouzit jako biomarker pro osteoartritidu (Naito, 2012; Wen et al., 2018). Publikace
autori Misra et al. (Misra et al., 2013) prokdzala vyssi riziko rozvoje kolenni
osteoartritidy a defekti chrupavky u pacientli se subklinickym deficitem vitaminu K
nez u pacientll s adekvatni pfijmem tohoto vitaminu. Nékteré objevené funkce OC vzesly
z myS$iho modelu. OvSem osteokalcin u mysi se 1iSi od lidského OC. Lidsky OC je
kédovan pouze jednim genem, zatimco mysSi osteokalcin je kddovan pomoci tfech gend.
Gen pro osteokalcin je také regulovan hladinami 1,25-(OH); vitaminu D;, kdy u lidi

dochazi ke zvyseni odpovédi a naopak u mysi dochazi k jejimu snizeni (Wen et al., 2018).
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2.1.2.Osteokalcin a glukézovy metabolismus

Funkce osteokalcinu v gluk6zovém metabolismu byla objevena pfi pozorovani nasledkti
deficitu tohoto proteinu u mysi, které mély vyrazeny gen pro OC (z angl. ,,0steocalcin
knockout). U mysi s vyfazenym genem pro OC byla pozorovana obezita s abnormalni
akumulaci visceralniho tuku. Dale byl prokazan vyskyt hyperglykémie a porusené
glukozové tolerance v dusledku inzulinové nedostateCnosti a rezistence. Za snizenou
proliferaci pankreatickych B-bunék Langerhansovych ostrivki, snizenou sekreci inzulinu
a zvySenou inzulinovou rezistenci je zodpovédnd redukovana exprese adiponektinu.
Adiponektin patii mezi proteinové hormony, které se podileji na mnoha metabolickych
procesech, jako je glukdzova regulace a oxidace mastnych kyselin (Kanazawa, 2015;
Shao et al., 2015). Dal$im vyznamnym rozdilem je vliv 1,25-(OH); vitaminu D; na OC —
u lidi dochazi pod vlivem 1,25-(OH), vitaminu D3 ke zvySeni odpovédi u genu pro OC,
zatimco u mysi je opaény efekt a dochazi ke sniZzeni odpovédi genu pro OC na tento
1,25-(OH)> vitamin D3 (Wen et al., 2018). Pies tyto rozdily byly pozorovéany u lidi
obdobné vysledky jako u mysi. Bylo prokazéano, Ze hladina celkového OC nepiimo
korelovala s koncentraci glukozy v plazmé a mnozZstvim tukové hmoty u starsi
nediabetické populace. Dale byla pozorovana asociace mezi celkovym osteokalcinem
a citlivosti na inzulin u obdobné populace. Sérovy celkovy osteokalcin také nepiimo
asociuje s viscerdlnim tukem a pozitivné se sérovou koncentraci adiponektinu

(Kanazawa, 2015).

2.1.3.Osteokalcin a testikularni funkce

Vliv osteokalcinu na muzskou reproduk¢ni soustavu byl pozorovan na mySim modelu.
Samci mysi, ktefi méli vysokou aktivitu OC, méli zvySeny objem varlat a pocet spermii.
Zatimco u samcll mys$i, ktefi méli gen pro OC vyfazeny, byla pozorovdna zmenSena
varlata, nadvarlata a semenné vacky. Samice myS$i nevykazovaly pfi vyfazeni genu
pro OC Zadné reprodukéni abnormality. Na povrchu Leydigovych bunék byl
identifikovan receptor pro ucOC, ktery se nazyva receptor sprazeny s proteinem G
(GPCR6A) (Shao et al., 2015). Mysi s vyfazenym genem pro GPCR6OA se fenotypovée
projevovaly jako mysSi s vyfazenym genem pro OC. Mysi akumulovaly tuk, projevila se
u nich hyperglykémie, glukdzova intolerance i insulinové resistence. Dale dochézelo

k poklesu hladin testosteronu, coz vedlo k demaskulinizaci (Zoch et al., 2016). Lze fici,
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ze deficit OC by mohl byt hypoteticky novy patogenetickym faktorem zodpovédnym
za  hypogonadismus u  muzll. AvSak autofi  El-Kamsoushi et al
(El-Kamshoushi et al., 2017) uvad¢ji, ze nenalezli zddnou korelaci mezi sérovou hladinou
ucOC a koncentraci spermii, jejich morfologii a hybnosti, ani jinou korelaci mezi sérovou
hladinou ucOC a sérovou hladinou testosteronu. Dal$im moznym faktorem ve spravném
vyvoji gonad by mohl byt 1,25-(OH), vitamin D, jehoz receptory jsou ptitomny
v gonadach a spermiich. Zaroven se 1,25-(OH); vitamin D podili na modulaci syntézy
pohlavnich steroidli a také na kvalit¢ spermii. Proto je suplementace vitaminem D
vyuzivana pii asistované reprodukci (Boisen et al., 2017; El-Kamshoushi et al., 2017;

Zotkova, 2018).

2.1.4.Stanoveni osteokalcinu

Osteokalcin je mozné stanovit v riznych formach, bud’ jako celkovy osteokalcin (tOC),
intaktni osteokalcin (1-49), ktery je velmi nestabilni. Déle Ize stanovit N-terminalni
mid-fragment osteokalcinu (N-MID; aminokyseliny 1 — 43) nebo nedostatecné
karboxylovany OC. Stanoveni N-MID fragmentu osteokalcinu se obvykle rutinné
stanovuje v biochemickych laboratofich. Jeho stanoveni probihd pomoci sendvicové
imunoanalyzy, kde jsou vyuzity biotinylované protilatky proti N-MID osteokalcinu.
U této metody nedochazi k ovlivnéni vysledkl ikterem, lipemii ani biotinem. Stanoveni
nedostatecné¢ karboxylovaného osteokalcinu je také mozné pomoci sendvicové
imunoanalyzy, kde jsou vyuzity 2 mysi monoklonalni protilatky anti-ucOC. Prvni mysi
protilatka je imobilizovana v mikrotitra¢ni jamce, kde blokuje nespecifické vazby. Druha
mysi protilatka je pfidavana soucasné s peroxidasou. Peroxidasa dokéze reagovat se
substratem za vzniku barevného komplexu (Roche Diagnostics GmbH, 2017).

Obrazek 10 znazoriuje princip sendvi¢ové imunoanalyzy pro stanoveni ucOC nebo

N-MID.
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Obr. 10 Princip reakce stanoveni ucOC nebo OC (sendvicova imunoanalyza)
Ptelozeno a upraveno ze zdroje:(Takara Bio USA, Inc., 2020)
(POD — peroxidasa)

2.2. Matrix Gla protein (MGP)

Matrix Gla protein je druhym proteinem izolovanym z kosti. Syntéza MGP probiha
kromé kosti 1 v chrupavce, plicich, srdci a ledvinach. Hlavnim zdrojem syntézy a sekrece
jsou cévni buiky hladkého svalstva (VSMC). Maturovany MGP se sklada
z 84 aminokyselinovych rezidui a jeho molekulova hmotnost je 10,6 kDa. Gen pro MGP
je lokalizovan na 12. chromozomu dlouhého raménka v oblasti p13.1-p12.3. MGP
obsahuje devét glutamovych residui (Glu) a pét serinovych rezidui. Oproti osteokalcinu
MGP podstupuje dvé posttranslacni modifikace. Po translaci v endoplazmatickém
retikulu dochazi k prvni posttranslacni modifikaci, ktera je stejnd jako v ptipadé
osteokalcinu — y-glutamylkarboxylace. Tuto karboxylaci podstupuje pét Glu rezidui
v pozicich 2, 37, 41, 48 a 52. Druhou posttranslacni modifikaci je serinova fosforylace,
kterou z péti moznych serinovych rezidui postupuji tfi v pozicich 3, 6 a 9. Tato
modifikace probihd v Golgiho aparatu (Schurgers et al., 2008; Silaghi et al., 2019; Wei
et al., 2019).

Diky posttranslacnim modifikacim existuje nékolik typit MGP — nedostatecné
karboxylovany defosforylovany MGP (uc-dpMGP), nedostatecné¢ karboxylovany
fosforylovany MGP (uc-pMGP), karboxylovany defosforylovany MGP (c-dpMGP),
karboxylovany fosforylovany MGP (c-pMGP). Dale pak mzeme rozlisit skupiny MGP
na: celkovy defosforylovany MGP (t-dpMGP), kam patii dp-ucMGP a dp-cMGP;
celkovy fosforylovany MGP (t-pMGP), kam patii uc-pMGP a c-pMGP; pokud se na toto
rozdéleni ptihliZzi z druhé posttranslacni modifikace, rozliSujeme celkovy nedostate¢né
karboxylovany MGP (t-ucMGP), kam patii uc-dpMGP a uc-pMGP; a celkovy
karboxylovany MGP (t-cMGP), kam patii c-dpMGP a c-pMGP (Mayer, 2016). V tabulce
4 je uveden piehled jednotlivych typli MGP s posttranslaénimi modifikacemi.
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Tab. 4 Prehled typit MGP

Posttransla¢ni modifikace bez S fosforylaci
fosforylace
Bez karboxylace uc-dpMGP uc-pMGP t-ucMGP
S karboxylaci c-dpMGP c-pMGP t-cMGP
t-dpMGP t-pMGP

Na expresi genu MGP se mohou podilet nékteré vitaminy rozpustné v tucich jako je
vitamin A a vitamin D. Ve fibroblastech, chondrocytech, osteoblastech
a pneumocytech dokaze retinova kyselina zvySit expresi mRNA pro MGP, zatimco
v bunikach ledvin a VSMC ma kyselina retinova opacny efekt. Aktivni forma vitaminu
D3 (1,25-(OH)2 vitamin D3) vykazovala vliv na zvySenou expresi genu pro MGP u VSMC
(Schurgers et al., 2008).

2.2.1.1zoformy matrix Gla proteinu a jejich funkce

Za pln¢ biologickou aktivni izoformu MGP se povazuje karboxylovany fosforylovany
MGP (c-pMGP). Takto maturovany MGP inhibuje produkci kostniho morfogenetického
proteinu 2 (BMP-2), ktery je schopen antagonizovat tvorbu Gla-rich proteinu
v chondrocytech a také je schopen podporovat osteogenni diferenciaci VSMC.
Nedostatecné karboxylované izoformy MGP postradaji antikalcemickou aktivitu, presto
diky své fosforylaci jsou schopné adherence na kalciova depozita. Z tohoto divodu lze
asociovat jejich snizené hladiny se zvySenym vyskytem vaskularnich kalcifikaci. I pfesto,
ze izoforma c-dpMGP je karboxylovana, chybéjici druhd posttranslacni modifikace
(fosforylace) zapficini neschopnost adherace na kalcifikovanou strukturu. Z toho diivodu
nemuze byt uplatnéna jeji antikalcemicka aktivita. Izoforma uc-dpMGP, ktera neni
karboxylovana ani fosforylovand, je povazovana za inaktivni izoformu MGP a lze ji
vnimat jako biomarker antikalcemické aktivity MGP. Tato izoforma odraZi biologickou
dostupnost vitaminu K v organismu. Pfi deficitu vitaminu K dochazi k nedokonalému
vyzravani MGP a nasledkem tohoto jevu je zvySend kalcifikace mékkych tkani.
Koncentrace izoformy uc-dpMGP casto koreluje s rozsahem koronarnich kalcifikaci,
kardiovaskularni mortalitou i morbiditou. S koncentraci uc-dpMGP koreluje také vyskyt

rizika kardiovaskularni ptihody. U pacienti s chronickou rendlni insuficienci koreluje
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tato kombinace s mortalitou. Vyznamna role uc-dpMGP byla pozorovana u levého
srde¢niho selhévani, kde se zhorSovalo srdecni selhavani véetné nasledkd (Mayer, 2016).
Izoforma uc-dpMGP je vniména jako nejlepsi nepiimy ukazatel deficitu vitaminu K.
Cirkulujici uc-dpMGP se zvySuje s vékem a také pii zhorSeni renalnich funkci (Wei et

al., 2019, 2018). Obrazek 11 ukazuje hypoteticky vznik maturovaného MGP (c-pMGP).

Obr. 11 Hypoteticky vznik maturovaného MGP

Ptelozeno a upraveno z ptivodniho zdroje: (Wei et al., 2018)

(ER — endoplazmatické retikulum, MGP-matrix Gla protein, Vit K — vitamin K,
Golgi — Golgiho aparat, dp-cMGP - defosforylovany karboxylovany MGP,
p-cMGP — fosforylovany karboxylovany MGP, dp-ucMGP - defosforylovany
nedostatecné¢ karboxylovany MGP, VSMC - cévni buiky hladkého svalstva,
BMP — kostni morfogeneticky protein, OPC — osteochondrogenni progenitorové buiiky)

2.2.2.Funkce matrix Gla proteinu v kardiovaskularnim systému

Vyznamna funkce MGP byla pozorovéna na mySim modelu pii absenci genu pro syntézu
MGP. Mysi schybéjicim genem pro MGP byly postizeny masivnimi cévnimi
kalcifikacemi, vaskularnimi ptihodami a pfedasnymi umrtimi. Vyznam pfitomnosti
vitaminu K pro spravnou funkci MGP je pozorovan v souvislosti s nezadoucimi ucinky
warfarinu (antagonisty vitaminu K), kdy v dusledku nizké hladiny vitaminu K u uZivateli
warfarinu dochazi k patofyziologickym staviim napf. kalcifikaci m&kkych tkani. Hlavni
vazebna mista pro kalciové ionty v MGP jsou zejména na y-karboxyglutamatovych
rezidui. Druhd posttraslacni modifikace (fosforylace) nemé zcela jasnou funkci v inhibici

kalcifikace. Predpokladd se, Ze by mohla hrat roli vregulaci sekrece MGP
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a/nebo zprostfedkovavat vazbu cirkulujiciho MGP na kalciové ionty (Mayer, 2016).
V dusledku zvysené kalcifikace stén cév dochazi 1 k rychlej§imu rozvoji tepenné tuhosti.
Pacienti s vyssi koncentraci uc-dpMGP vykazovali zhruba o 70 % vyssi riziko zvysené
pulzové viny, kterd je brana jako parametr tepenné tuhosti (Mayer, 2016; Pivin et al.,
2015). Publikace autorti Dahlberg et al. (Dahlberget al., 2018) ptipousti, Ze vyssi hladiny
uc-dpMGP by mohly byt ovlivnény vyssim vékem. Zvysené hladiny uc-dpMGP byly také
publikovany u pacientt s ateroskler6zou. V publikaci autorit Nigwekar et al. (Nigwekar
et al., 2017) byl publikovan vypocet relativni koncentrace karboxylovanahého MGP
(cMGP), ktery je odvozen z cMGP a nedostatecné karboxylovaného MGP (ucMGP).

Vztah pro vypocet relativni koncentrace karaboxylovaného matrix Gla proteinu

cMGP

(rel cMGP) je uveden zde: relcMGP = ——————.
CMGP + ucMGP

Tato relativni koncentrace

cMGP byla vypocitana u pacient na hemodialyze s vyskytem a bez vyskytu kalcifylaxe.
Kalcifylaxe je vzacny syndrom, kde dochézi k ukladani vépenatych iontl do stén cév,
naslednému rozvoji ischémie az ke vzniku bolestivych koznich 1ézi. U pacientl
s kalcifylaxemi byla pozorovéna sniZzena hladina relativni koncentrace cMGP
oproti skupin¢ pacientli bez kalcifylaxi. Navic pacienti stimto onemocnénim meli
statisticky vyznamné nizS§i také sérové koncentrace 25-hydroxyvitaminu D
(25-OH vitaminu D). Koncentrace 25-OH vitaminu D byly u pacientii s kalcifylaxi
18,0 = 2,5 ng/ml, zatimco u kontrolni skupiny byly naméteny hladiny 32,4 + 2,9 ng/ml.
Nepiimy ukazatel stavu hladiny vitaminu K — INR nevykazoval statisticky vyznamny

rozdil mezi pacienty a kontrolni skupinou (Nigwekar et al., 2017).

2.2.3.Matrix Gla protein v kostnim systému

Epidemiologické studie prokéazaly, ze snizend hladina vitaminu K je asociovéana
s osteoartritidou (OA) v dlanich a kolenech. Pfi OA nejspiSe dochazi k vyssi produkei
ucMGP. Vzhledech k nizkému pfijmu vitaminu K nedochazi ke karboxylaci ucMGP
a dasledky onemocnéni OA se zhorSuji. AvSak vSechny mechanismy produkce ucMGP
a nedostate¢né karboxylace totoho proteinu u pacientli s OA nebyly zietelné objasnény
(Wen et al., 2018). V disledku jiz zminovaného kalciového paradoxu muze také dochazet

ke zvySeni rizika rozvoje osteoporozy (Gheorghe a Craciun, 2016; Masterjohn, 2008).
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2.2.4. Keuteliiv syndrom

Toto onemocnéni ziskalo nazev po détském kardiologu Jirgenu Keutelovi, ktery
ho vroce 1971 se svymi kolegy v Némecku popsal. Keuteliv syndrom je zplisobeny
mutaci v MGP genu na chromozomu 12 v mist¢ pl13.1-p12.3. Keuteliv syndrom je
vzacné autosomalné recesivni genetické onemocnéni. Odhadovand prevalence
v celosvétoveé populaci je 1 pacient na 1 milion obyvatel (Keutel et al., 1972; Khosroshahi
et al., 2014). Pfi tomto onemocnéni dochazi k abnormalni kalcifikaci chrupavek,
hypoplasii obliCeje a ztraté sluchu. Pacienti s timto syndromem dale vykazuji periferni
plicni sten6zu, mirnou mentalni retardaci a postizeni prstd ruky s kratkymi distalnimi
ohyby. Lécba je pouze symptomaticka. Pacienti s timto syndromem maji pomérné dobrou
prognozu, ktera se odviji od miry kalcifikace tepen (Khosroshahi et al., 2014; Perrone

et al., 2018).

2.2.5.Stanoveni matrix Gla proteinu

Stanoveni MGP je mozné provést jako v piipadé¢ osteokalcinu pomoci enzymové
imunoanalyzy, kde se k vytvoieni barevného komplexu pouziva kienova peroxidasa

(MyBioSource, 2020a).

2.3. Gla rich protein (GRP)

Gla rich protein je posledni identifikovany protein ze skupiny VKDP. GRP byl ziskan
z kalcifikované chrupavky jesetera. GRP pochazi z prepropeptidu, ktery obsahuje zhruba
135 aminokyselinovych rezidui. Po odstranéni transmembranového signalniho peptidu je
zbyly proprotein Stépen furin-like proteazou na propeptid, obsahujici 38 - 39
aminokyselinovych rezidui, a maturovany peptid, obsajujici 67 - 74 aminokyselinovych
rezidui. Jeho ndzev byl odvozen od vysokého poctu Gla rezidui (16 Gla rezidui), které
obsahuje ve své molekule. U lidi se ptedpokladd, Ze molekula GRP obsahuje 15 Gla
rezidui. Vzhledem k vysokému poctu Gla rezidui v molekule GRP je tento protein dnes
fazen mezi proteiny s nejvyS$im poctem Gla rezidui. Jind posttranslacni modifikace mimo
v-glutamylkarboxylaci neni u tohoto proteinu prozatim znama (Cancela et al., 2012).
Molekulova hmotnost GRP je 10,2 kDa a obsahuje 74 aminokyselinovych rezidui. GRP

se podili na inhibici kloubni a kardiovaskularni kalcifikace. Kromé chrupavky se nachazi
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1 v kiazi, kostech, vaskulatorach (Viegas et al., 2014; Wen et al., 2018). Jeho funkce zatim
neni zcela objasnéna. Dokaze plsobit jako negativni regulator osteogenni diferenciace
nebo jako modulator kalciové dostupnosti v extracelularni matrix. Obdobné jako ucMGP
je nedostateéné karboxylovana forma GRP (ucGRP) asociovana s onemocnénimi
spojenych s kalcifikacemi jako je napft. kalcifikovand sten6za aortalni chlopné nebo
osteoartritida. U nékterych nadort byla také pozorovana zvysena hladina ucGRP. GRP
jako soucast MGP-fetuin A komplexu se povazuje za silny antimineralizacni systém.
Vsechny tyto tfi proteiny vykazuji vysokou kapacitu inhibice kalcifikace. Pokud nastanou
podminky pro kalcifika¢ni promotory (urémie, zanét, oxidacni stres, deficit vitaminu K,
endotelialni dysfunkce, starnuti), VSMC snizi expresi genil asociovanych s kontrakci cév
a zaroven zvySi expresi nékolika osteogennich markert napt. BMP-2, runt-related
transkripéniho faktoru 2 (Runx2), OC, osteopontinu. Poté dochdzi k uvolhovani
kalcifikacnich extraceluldrnich vesikli charakterizovanymi sniZenim inhibitora
mineralizace a pfitomnosti hydroxyapatitovych krystall, coZ mad za nasledek
extracelularni matrixovou mineralizaci a degradaci. V poslednim kroku dochazi
az k bunécné apoptoze. U GRP byl pozorovan také protizanétlivy efekt (Viegas a Simes,
2016; Viegas et al., 2014). Regulace genu GRP byla popisovana u BMP-2, kdy BMP-2
pusobi jako antagonista exprese GRP v chondrocytech. Exprese genu pro GRP by mohla
byt zvySena pomoci Runx2 a osterixu (Wen et al., 2018). GRP byl pfitomen ve vSech

-----

2.3.1.Funkce Gla rich proteinu v kostnim systému

Gla rich protein je povazovan jako negativni regulator osteogenni diferenciace. GRP
muze zpomalit diferenciaci a dozravani osteoblastl, snizuje aktivitu alkalické fosfatazy
a expresi osteogennich genli. GRP vykazuje podobny efekt u OA jako MGP (Wen et al.,
2018). Bylo publikovano, Ze GRP by mohl mit klicovou roli v chrondrogenezi (Cancela
et al., 2012).

Na obrazku 12 je zndzornéno schéma funkci GRP.
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Obr. 12 Schéma funkci Gla rich proteinu

Ptelozeno a upraveno z piivodniho zdroje: (Wen et al., 2018)

(BMP-2 — kostni morfogeneticky protein 2; MGP — matrix Gla protein; GRP — Gla rich
protein; GGCX — y-glutamylkarboxylaza; "znaménko minus* — inhibice)

2.3.2.Funkce Gla rich proteinu v kardiovaskularnim systému

V kardiovaskularnim systému funguje GRP jako reguldtor VSMC diferenciace
bun¢k podobnym osteoblastim a dale jako regulator vaskularni kalcifikace. Obdobné
jako MGP dokaze GRP ptisobit jako inhibitor kalcifikace v cévach a mekkych tkanich
(Wen et al., 2018).

2.4. Specificky protein 6 zastavujici rist (Gas6)

Specificky protein 6 zastavujici riist (Gas6) obsahuje na N-konci Gla doménu s 11 — 12
Gla rezidui. Jeho molekulova hmotnost je 75 kDa. S antikoagula¢nim proteinem S
se shoduje ve 44 %. Gas6 se skladd ze tii Casti: aminotermindlni cCasti, oblasti
s opakujicimi se proteiny a karboxyterminalni ¢asti. Gas6 byl izolovan z fibroblasti.
Gas6 byl pozorovén i u endotelii, v hladkém cévnim svalstvu, kostni dfeni a buiikdch
centralni nervové soustavy. Gas6 je mimo vySe uvedené pfitomen v srdci, plicich, stfevu,

ledvinach, mozku, slinivce, vaje¢nicich, varlatech, VSMC a makroféazich. Nizka exprese
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Gas6 je v jatrech. Gas6 je zahrnut v mnoha bunéénych procesech jako je bunécna
diferenciace, proliferace a aktivace, dale cévni adheze, chemotaxe, fagocytdza a ochrana
proti apoptoze. Gas6 dokaze inhibovat cévni kalcifikaci pomoci inhibice VSMC apoptozy
(Erdman et al., 2012; Mills et al., 2018; Silaghi et al., 2019; Stalder et al., 2016; Wen
et al., 2018). Dokaze interagovat s tyrosinkindzovymi receptory tzv. TAM rodiny (Tyro3,
Axl, Mer), které prestavuji distribuci makrofagli a dendritickych bunék. Tento protein
odpovédi ptes inhibici produkce cytosin po antigen prezentujici builky. Systém
Gas6-Axl dodéava signaly pres cestu PI3K/Akt (fosfatidylinositol-4,5-bifosfat-3-kindzy/
proteinkindza B), kde poté dokdze ovliviiovat migraci bunék, bunécné metastazy
a bunécnou adhezi. Tento systém podporuje invazi karcinomu ordlnich skvamoéznich
bunék a cesta Gas6 / AxI-NF-KB (jaderny faktor-kappa B) zvySuje schopnost invaze /
migrace karcinomu oralnich skvaméznich bun¢k. AvSak prozatim neni stale jasné, jak
Gas6-Axl zprostiedkovava bunénou motilitu bunék spinocelularniho karcinom jicnu,
a jestli podporuje posileni téchto signalnich drah. ZvySend exprese PI3K a Akt byla
pozorovana u nadorovych buné€k jicnu. Tento systém miize byt blokovan ¢inskou bylinou
zvanou ,,gigesan *“ (Hallajzadeh et al., 2015; Kong et al., 2019). Zménénou aktivitu nebo
expresi Gas6/TAM komponentd lze pozorovat u zanétl, koagulopatii, nadord,
autoimunitnich onemocnéni, cévniho onemocnéni diabetikll a onemocnéni ledvin. Dalsi
funkce Gas6 byla popsana v krevni koagulaci, kde se ucastni adheze trombocyta
k endotelu a stabilizace trombu - krevni zatky (Hallajzadeh et al., 2015; Stalder et al.,
2016).

2.4.1.Vyznam Gas6 pri sepsi

Sepse je jednou z celosvétoveé nejcastéjSich zivot ohrozujicich stavii. Pfi sepsi je
mohl byt vyuzit Gas6 jako rany biomarker. Plazmatické koncentrace Gas6, métené v dobé
pfijmu pacienta na oddéleni intenzivni péfe, mohou pfedpovidat Umrtnost
a multiorganové selhani. Vysoké hladiny Gas6 uvoliovaného v krevnim ob&hu béhem
sepse jsou zaméfeny na vyvazovani dysfunkci sepse. Bohuzel zanétlivé stimuly sniZzuji
odpovéd’ TAM receptory, a proto i nadmérné uvoliiovani Gas6 byva neucinné. Terapie
sepse se zaméfuje na snizovani zanétlivych podnétl. Podavani Gas6 septickym

pacientim by mohlo fungovat na aktivovanych receptorech TAM a chranit organy
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pred poskozenim. Kombinace spravné a véasné diagnozy a podani Gas6 by mohla zlepsit
vysledek celkového preziti pacientli (Salmi et al., 2019).

Na obrazku 13 je znazornéna funkce Gas6 v sepsi.
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Obr. 13 Funkce Gas6 v sepsi
Ptelozeno a upraveno z piivodniho zdroje: (Salmi et al., 2019)

2.4.2.Funkce Gas6 v kardiovaskularnim systému

Ptitomnost Gas6 byla pozorovéana u cévni remodelace, homeostazy a aterosklerozy. Gasé
chrani endotelialni buiiky a VSMC proti apoptoze. ZvySena exprese genu pro Gas6 byla
popséna u dilatacni kardiomyopatie u lidi, kardidlni hypertrofie u mysi a v srdcich
pacientil pti 1écbé angiotensinem II. Nedostatek Gas6 dokdze oslabit srde¢ni hypertrofii

a fibroézu 1écenou deoxykortikosteronem (Wen et al., 2018).
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2.4.3. Funkce Gas6 pri onemocnéni ledvin

U pacienti s hemodialyzou a chronickym onemocnénim ledvin byly nalezeny zvysené
hladiny Gas6, které¢ byly nepfimo umérné asociovany s odhadem glomerularni filtrace.
Zvysena hladina Gas6 nejspise souvisi s endotelialni funkci Gas6. Zvysena hladina Gas6
v plazm¢ byla déle pozorovana u pacientii s hantavirem, ktery zptisobuje hemoragické
horecky. Naopak snizena hladina Gas6 byla pozorovana u pacienti s diabetickou
neuropatii se  ztrdtami malého mnozstvi albuminu  (,,mikroalbuminurie®)
nebo s proteinurii oproti pacientim s diabetickou neuropatii, kteti méli fyziologickou
proteinurii. Vys§i hladiny Gas6 byly asociovany s niz§im rizikem rozvoje diabetické
neuropatie, avSak bez jasného vysvétleni funkce (Silaghi et al., 2019).

Gas6 vykazuje potencidlni vyznam v naddorech ledvin zejména v karcinomu renalnich
bun¢k, ktery patii mezi nejcastéjsi typy renalnich karcinomu. Inaktivace cesty Gas6/AxI
v tomto typu karcinomu ukazuje zvraceni metastatickych a invazivnich bunécnych
fenotypu. Aktivace Axl zprostiedkovana Gas6 vede ke snizeni migracni bunétné

kapacity, vliv na invazi nebyl u této cesty pozorovan (Silaghi et al., 2019).

2.5. Periostin a periostinu podobny faktor

Periostin byl poprvé prokdzan v mysSich osteoblastech. Zatimco periostinu podobny
faktor (PLF) byl identifikovan v srde¢ni tkani. Jeho molekulova hmotnost je zhruba
90 kDa. Nazev pochazi z jeho vysoké exprese v periostu (Novosad et al., 2013). N¢kdy
se v literatufe mizeme setkat i s druhym nazvem periostinu - osteoblast-specificky faktor
2. Periostin obsahuje 150 aminokyselinovych rezidui. Periostin je primarn¢ sekretovan
osteoblasty a jeho prekuzorovymi builkkami. Sekrece probiha i ve fibroblastech.
U dospélych savci je dale produkovéan srde¢ni chlopni. Periostin a PLF jsou pfitomni
u obratlovct. Periostin je adhezni molekula, kterd diky vazbam na povrchové receptory
bun¢k podporuje diferenciaci, agregaci, adhezi a proliferaci osteoblastli (Wen et al.,

2018).
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Obr. 14 Funkce periostinu v organismu

Ptelozeno a upraveno z pivodniho zdroje:(Reutova, 2019)

(FEV1 - usilovné vydechnuty objem za prvni sekundu; objem vzduchu vydechnuty
s nejveétsSim usilim za 1. sekundu po maximalni nadechu)

2.5.1.Periostin a periostinu podobny faktor v kostnim systému

Zvysena exprese periostinu muze byt vnimana jako marker trvalého velkého tlaku
na kostni hmotu. Hladina PLF muze byt také pouzita jako vCasny indikator adaptivni
kostni remodelace, ktera mtize pomoci v€asné diagnostikovat a 1é¢it nemoci pohybového
aparatu. V dospélé kosti je PLF ve zvysené expresi pii 1€cbé zlomeniny. Ke zvySené
expresi periostinu a PLF dochazi také pii mechanickém pietizeni kosti, pfi zranéni

nebo v ramci kostni remodelace (Wen et al., 2018).

2.5.2.Periostin a periostinu podobny faktor v kardiovaskularnim systému

Periostin a PLF se podili na vyvoji srdce bcéhem embryogeneze
a novorozeneckého obdobi. U dospélych jedinch dochazi k jejich zvySeni
pii kardiomyopatii (Zhu et al., 2008). Nadmira exprese periostinu v srdci vede k srde¢ni
dysfunkci a vyznamné zvySuje riziko fibrozy. Na mySim modelu s vyfazenym genem
pro periostin dochézelo k redukci fibrozy po dlouhodobé stresové zatézi. Periostin hraje
dilezitou roli v srde¢ni fibroze, ale je také klicovy faktor pfi rekonstrukci srde¢ni funkce
u srde¢niho selhdni po pietizeni srdce. VysSi exprese periostinu byla pozorovana

v glomerulech u pacientli s renalni 1ézi (Wen et al., 2018).
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Periostin ma Ctyfi izoformy, které se znaci Pn-1 az Pn-4. Rozdil mezi jednotlivymi
izoformami je v pfitomnosti/absenci exoni 17 a 21. Prvni izoforma Pn-1 je jedina
s pritomnosti obou exont. Druhd izoforma Pn-2 nemé exon 17. U tieti izoformy Pn-3
chybi exon 21. A posledni izoforma Pn-4 nemé ani exon 17, ani exon 21. Tyto Ctyfi
izoformy byly popsany v srdci u krys, které prodélaly srde¢ni infarkt. Izoforma Pn-1
vykazovala inhibi¢ni u¢inek na adhezi bun€k srdecniho fibroblastu a srde¢nich svalovych
bun¢k, naproti tomu izoforma Pn-2 vykazovala opacny ucinek. Izoforma Pn-2 dale
vykazovala vliv na zvySeni tvorby krevnich cév (angiogeneze). Tento UCinek nebyl

u izoformy Pn-1 pozorovan (Wen et al., 2018).

2.6. Vitamin K dependentni koagulaé¢ni faktory a antikoagulacni proteiny

Koagulac¢ni faktory jsou oznaceny fimskymi Cislicemi dle Casové posloupnosti jejich
objevovani. Aktivované formy koagulaéni faktori se oznacuji malym pismenem a.
Vétsina koagulagnich faktortl je tvofena v jatrech. Ctyfi koaguladni faktory potiebuji
ke své syntéze vitamin K. Mezi tyto vitamin K dependentni koagulacni faktory patii
faktor II, VII, IX a X. Koagula¢ni faktory jsou v plazmé ptitomny v podobé koenzymu a
ke své aktivaci vyzaduji proteolytické Stépeni. Vitamin K dependentni koagulacni
proteiny muzeme rozdélit do Ctyi skupin: 1. koagulacni proteiny souvisejici pouze
s krvacenim, 2. koagulacni proteiny souvisejici jak s krvacenim, tak s trombozou,
3. koagulac¢ni proteiny souvisejici pouze strombozou a 4. koagulacni proteiny

pravdépodobné nesouvisejici ani s krvacenim ani s trombdzou (Girolami et al., 2018).
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Obr. 15 Schéma koagulacni kaskady
Ptelozeno a upraveno z piivodni zdroje: (Lui, 2019)
(tPA — tkanovy aktivator plasminogenu)

2.6.1. Koagulacni proteiny souvisejici pouze s krvacenim

Faktor X (FX) lze nazyvat faktorem Stuarta-Prowerové. Nazev pochazi z jmen pacientt,
u kterych byla porucha FX poprvé zjisténa. Molekulova hmotnost FX je 58,9 kDa a jeho
biologicky polocas je 32 hodin. Plazmova koncentrace FX je 6 — 10 mg/l. Aktivace FX
probihd za ucasti vnéj$i nebo vnitini tenazy. Aktivni FX je soucésti enzymatického
koagulaéné aktivniho komplexu protrombinazy, ktera katalyzuje pfeménu protrombinu
na trombin. Aktivni FX mlZe byt inhibovan proteinem Z, ktery zde hraje tlohu kofaktoru
(Pecka, 2004).

Prevalence deficitu FX je zhruba 1:500 000 lidi. U tohoto typu deficitu je znamo okolo
150 mutaci. Ve vétSin€ ptipadi je jednd o substitu¢ni bodovou mutaci (missense). Deficit
FX je vétSinou sympomaticky u homozygotii 1 heterozygotii. Nejcastéjsi ptiznaky deficitu
FX jsou krvaceni do mozku, hemartéza a hluboké hematomy. Byly prezentovany dva
typy defektu: typ 1 (snizend aktivita FX a zaroven sniZzena hladina antigenu FX)

a typ 2 (nizké aktivita FX, ale antigen FX v normég). Oba dva typy zpiisobuji prodlouzeni
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aktivacniho parcialniho tromboplastionového ¢asu (aPTT) i protrombionového casu (PT)

(Pecka, 2004).

2.6.2.Koagulaéni proteiny souvisejici jak s krviacenim, tak s tromboézou

Do druhé skupiny, koagulacni proteiny souvisejici jak s krvacenim, tak s tromboézou, patii

faktor II (FII), faktor VII (FVII) a faktor IX (FIX) (Pecka, 2004).

2.6.2.1. Faktor II (FII) a protein indukovany nedostatecnosti vitaminu K
(PIVKA-II)

Faktor II se také nazyva protrombin. U¢inkem protrombinazy se FII méni na trombin
(FIIa). Molekulovd hmotnost FII je 72 kDa a obsahuje 532 aminokyselin. Jeho
koncentrace v plazmé je 100 — 200 mg/l. Biologicky polocas je 48 hodin. Trombin dokaze
pusobit koagulaéné 1 inhibi¢né. Trombin §tépi fibrinogen (koagula¢ni faktor 1) na fibrin,
dokaze aktivovat faktory V, VIII, IX a XIII, je vyznamny aktivator trombocyti, posiluje
tvorbu a sekreci tkanového aktivatoru plazminogenu (t-PA) na endotelu, a po vazbé
na trombomodulin aktivuje protein C a trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy
(Pecka, 2004).

Stav pacienta s deficitem FII je silné ovlivnén tim, jak je nizka hladina FII. Uplna
absence FII se jevi jako neslucitelna se Zivotem. Pokud jsou hladiny FII niZ8i nez 10 %
normalni hladiny, dochazi k silnym krvacivym staviim. U heterozygotii s hladinami FII
mezi 40 % a 60 % normalni hladiny dochazi ke zvySenému krvaceni béhem operaci nebo
zubnich extrakcei (Girolami et al., 2018).

Byly publikovany protrombinové abnormality souvisejici s trombotickymi stavy.
Antitrombin je maly glykoprotein (Mr = 5,8 kDa) produkovany jatry. Ve spojeni
s heparinem dokéze silné pusobit na aktivitu FII a FX. Pokud nastane stav zvysSené
rezistence na antitrombin, dochazi k prodlouzeni trombinové aktivity, kterd vede
k tromboze. Tento stav se nazyva ,antitrombinova rezistence®. Relativni snizeni
maji mutaci. Tato mutace zpiisobi, Ze komplex antitrombin-trombin je vadny. Trombin
pfetrvavajici v cirkulaci zplisobi snizenou aktivitu protrombinu, a tim zpisobi

Mrwe

z krvécivych do trombolytickych stavli (Pecka, 2004).

45



Disertacni prdace

Protein indukovany nedostatecnosti vitaminu K ¢i des-y-karboxyprotrombin
(PIVKA-II, z angl. protein induced by vitamin K absence-II) byl poprvé popsan roku
1968 jako abnormdlni protrombin s chybnou koagula¢ni funkci u pacientd lécenych
antagonisty vitaminu K. Jeho hladina by méla nepiimo vypovidat o koncentraci vitaminu
Ki vorganismu. Dnes se tento protein spolecné s alfa-fetoproteinem (AFP) pouziva
pri diagnostice hepatocelularniho karcinomu (HCC), jelikoz jeho hladiny u pacientl
s HCC jsou vyrazné zvySené a dosahuji az 100x vyssich hodnot oproti zdravé populaci.
Dale také hladiny PIVKA-II dobfte korelu;ji se staddiit HCC. Dnes lze tento marker stanovit
ru¢nimi ¢i automatizovanymi enzymovymi analyzami (Abbott Laboratories, 2020; Kang
et al., 2015; Saitta et al., 2017; Sharma et al., 2010; Svobodova et al., 2018). Stanoveni
PIVKA-II bylo naptiklad vyuzito v publikaci autori Nigwekar et al. (Nigwekar et al.,
2017) u pacientl s kalcifylaxi. Autofi publikovali hladiny PIVKA-II > 2,0 ng/ml jako
ukazatel deficitu vitaminu K. Zhruba 90 % pacientl s kalcifylaxi a s antikoagulacni
1é€bou vykazovalo deficit vitaminu K. Pacienti s kalcifylaxi bez antikoagulacni 1€cby
dosahovali deficitu zhruba v 80 %. U kontrolni skupiny pacientl s antikoagula¢ni 1é€bou
bez kalcifylaxe byl diky stanoveni PIVKA-II prokazan deficit zhruba v 50 % a u pacientl
bez antikoagulacni 1écby pouze v necelych 40 % (Nigwekar et al., 2017).

2.6.2.2. Faktor VII (FVII)

Faktor VII zvany téZ prokonvertin ma molekulovou hmotnost 50 kDa a obsahuje
406 aminokyselin. Jeho biologicky polocas je 4 — 6 hodin. Plazmaticka koncentrace FVII
je 2 — 5 mg/l. Celkem deset Glu v tomto faktoru podstupuje y-karboxylace za ucasti
vitaminu K. FVII je aktivovan v pfitomnosti trombinu nebo nékterych z aktivovanych
faktorti: FIXa, Xa a XIa. Aktivni forma FVII je stabilni zhruba 2,5 hodiny. Aktivni FVII
spolu tkanovym faktorem tvoii na negativnim fosfolipidovém bunééném povrchu na
kalciu zavisly komplex (tzv. vnéjsi tenaza), ktery katalyzuje premeénu FIX a FX na jejich
aktivni formy (Pecka, 2004).

Nedostatek FVII 1ze rozdélit vrozeny a ziskany. Mira krvacivosti u deficitu FVII je
variabilni a neni vZdy striktné spojena s aktivitou FVII. U heterozygoti nedochazi
ke krvacivym staviim. Zhruba u 3 % pacientl s nedostatkem FVII dochézi k trombotické
manifestaci. Nedostatek FVII s trombotickymi stavy je popisovan u imobilizovanych
pacientll, t€éhotnych, pacientek s oralni antikoncepci nebo u pacientli po chirurgickém

zasahu (Pecka, 2004).
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2.6.2.3. Faktor IX (FIX)

Faktor IX lze v literatufe nalézt pod nazvem Christmas faktor. Molekulova hmotnost FIX
je 55 kDa a jeho biologicky polocas je 24 hodin. V plazmé se nachazi v koncentraci
3 — 5 mg/l. FIX je aktivovan FXIa nebo vnéjsi tenazou. Aktivni FIX tvofi koagulaéné
aktivni komplex aktivujici pfeménu FII na FIla (tzv. vnitini cestou), kterd dokaze
aktivovat FX na jeho aktivni formu.

Deficit faktoru IX je zodpovédny za hemofilii B, coz je zavazné krvacivé onemocnéni
vazané na chromozom X. Deficit FIX lze také rozdé€lit na dva typy. Stejné€ jako v pripadé
mutace genu pro FII i zde zavisi na mist¢ mutace, ktera bud’ zptsobi krvacivé nebo

trombotické stavy (Pecka, 2004).

2.6.3. Koagulacni proteiny souvisejici pouze s tromboézou

Mezi proteiny souvisejici pouze s trombdzou se fadi protein C (PC) a protein S (PS). PC,
PS a antitrombin jsou pfirodni antikoagulancia. Protein C se sklada ze 461 aminokyselin
a jeho molekulovd hmotnost je 62 kDa. Biologicky poloc¢as je 5 — 7 hodin. V plazmé
se nachazi v koncentraci 4 — 5 mg/l. Protein C je soucasti tzv. systému proteinu C,
kde ptisobi soucasné s PS a trombomodulinem. Systém PC je klicovou slozkou pfirozené
antikoagulacni cesty. Aktivace syst¢ému PC probiha diky vazbé povrchu endotelovych
bunék trombinem navdzanym k trombomodulinu. Systém C dokéze inaktivovat nékteré
koagulacni faktory napt. FVIIIa a FVa. Tim dochazi i k regulaci tvorby trombinu. Protein
S ma molekulovou hmotnost 69 kDa a jeho biologicky poloc¢as je 60 hodin. Plazmova
koncentrace celkového PS je 20 — 40 mg/l u zen. U muzl je tato hodnota zhruba
0 10 — 15 % vyssi. PS v pfitomnosti vapenatych iontil vykazuje afinitu k fosfolipidovym

povrchim (Pecka, 2004).

2.6.4.Koagulacni proteiny pravdépodobné nesouvisejici ani s krvacenim ani
s trombo6zou

Protein Z (PZ) pravdépodobné nesouvisi ani s krvacivymi stavy ani s trombotickymi
stavy. PZ je jednofetézcovity glykoprotein s molekulovou hmotnosti 62 kDa. PZ je
syntetizovan jatry. Na dlouhém raménku chromozomu 13 (13q34) se nachazi gen kodujici
tento protein. PZ se uplatiiuje v degradaci aktivniho FX, kde je soucasti protein

Z dependentni inhibi¢ni protedzy (Girolami et al., 2018).
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2.7. Prolin rich Gla protein a transmebranové Gla proteiny

Dva integralni membranové proteiny s extraceluldrni aminoterminalni doménou, kterd je
bohata na Gla rezidua se nazyvaji prolin rich Gla protein 1 (PRGP-1) a 2 (PRGP-2). Gen
pro PRGP-1 je ulozen na X chromozomu, zatimco gen pro PRGP-2 se nachazi na
chromozomu 19. Maturovany PRGP-1 se sklada ze 198 aminokyselinovych rezidui a jeho
molekulova hmotnost je 23 kDa. Tento protein se ve fetalnim i dospélém obdobi
vyskytuje zejména v ledvinach. Maturovany PRGP-2 se skladd =ze 153
aminokyselinovych rezidui a jeho molekulova hmotnost je 17 kDa. PRGP-2 se vyskytuje
v plicich, jatrech, ledvinach a slinivce (Kulman et al., 2001, 1997; Zempleni et al., 2013).

Nasledné byly objeveny dalsi dva transmembranové proteiny s Gla rezidui, které se
nazyvaji transmebranovy Gla protein 3 (TMGP-3) a 4 (TMGP-4). Gen pro TMGP-3 je
uloZzen na dlouhém raménku chromozomu X (Xq28) a gen pro TMGP-4 je ulozen
na kratkém raménku chromozomu 11 (11p13).

Funkce této skupiny proteinli neni prozatim zcela jasna a jejich chemicka konfirmace
nasvédcuje tomu, Ze by mohly byt zahnuty v bunééné signalizaci (Erdman et al., 2012;

Kulman et al., 2001; Zempleni et al., 2013).

2.8. Transtyretin

Transtyretin je protein, u kterého byla nedavno nalezena Gla residua, avSak role vitaminu

K je u tohoto proteinu prozatim nejasna (Riiggeberg et al., 2008).

Funkce jednotlivych vitamin K dependentnich proteinti souhrnné ukazuje tabulka 5.
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Tab. 5 Funkce VKDP v organismu

Oblast VKDP Funkce
(pf(ilif)(;rrﬂ?in) Prokoagula¢ni
Faktor VII Prokoagula¢ni
Faktor IX Prokoagula¢ni
Hepaticka Faktor X Prokoagulacni
Protein C Antikoagulacni, protizanétliva, anti-apoptoticka
Protein S Kofaktor aktivovanéhq p,rovtei'nlrl C,

Protein Z Regulace koagulace, antitromboticka

Negativni regulator kostni formace, mechanicky
Osteokalcin | stabilizator kostni matrix, regulator gluk6zového

metabolismu
MGP Inhi‘bitor kalcifikace mékkych tkani, moduléator
angiogeneze
Regulator proliferace, migrace, diferenciace,
Gas6 adheze a apoptozy, protizanétliva, aktivace
krevnich desticek, stabilizace trombu
s, Inhibitor kalcifikace mekkych tkani a zrani a
Extrahepaticka GRP | o e 1oy

Regulator interakce bunika-matrix, adheze,
Periostin proliferace, diferenciace, tkdnové remodelace,
ucast pii1 hojeni ran, agngiogenezi

PRGP-1, . y o
PRGP-2 Nejasnd, pravdépodobné signalni prevod
TGMP-3, ., ) .
TGMP-4 Nejasnd, pravdépodobné signalni prevod
Transtyretin Nejasna
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3. Metody stanoveni vitaminu K

Piimé stanoveni vitaminu K v biologickém materialu je vzhledem k jeho nizkym
koncentracim a nizké polarit¢ velice obtizné. Nejpouzivanéjsi publikované metody
na stanoveni tohoto vitaminu jsou metody chromatografické s pouzitim riznych typi
detektort. Publikované metody se mezi sebou odlisuji nejen rozdilnym typem pouzitého
detektoru, riznym slozenim mobilnich fazich, popfipadé¢ jejich gradientem
nebo pouzitym vnitfnim standardem, ale i pfedev§im postupem piipravy vzorku.
Pro pfimé stanoveni vitaminu K; je na trhu dostupnd souprava od firmy
Immundiagnostik, kterd obsahuje jiz pfipravenou mobilni fazi a vnitini standard, ktery by
m¢él byt analogem vitaminu K. Mez detekce je v této soupravé deklarovana na hodnotu
0,15 ng/ml. K detekci vitaminu K; je v tomto pifipadé pouzitd postkolonovéa redukce
zinkovym prachem s fluorescenc¢ni detekci (Immundiagnostik, 2008).

Ptimé stanoveni vitaminu K bylo jiZ publikovano roku 1986, kde autofi Haroon et al.
vyuzivali kapalinovou chromatografii s fluorescencni detekci. V této publikaci je
uvedeno pouze stanoveni vitaminu K; v plazmé&. Etanolovy roztok dihydro-vitaminu K;
byl pouzit jako IS (Haroon et al., 1986). Stejny typ detekce stanoveni vitaminu K; byl
publikovan autory Wang et al. (2004), ktefi stanovovali tento vitamin nejen v plazmg,
ale 1 v séru. V této studii byl pouzit postkolonovy zinkovy ,,reaktor. MK-6 byl testovan
jako IS, avSak nakonec byl pouzit komerc¢né dostupny IS od firmy Immundiagnostik
(Wang et al., 2004). Autoti Paroni et al. (2009) publikovali studii, kde pouzili stejné
sloZzeni mobilni faze A jako Wang et al. (2004). Mobilni fazi B ptredstavoval etanol.
Vnitini standard pouzili komeréné dodany od firmy Immundiagnostik (Paroni et al.,
2009). V roce 2005 publikovali autofi Kamao et al. (2005) stanoveni nejen vitaminu K,
ale také dvou forem vitaminu K> (MK-4 a MK-7). Autoriim se vSak nepodatilo dostate¢né
oddélit MK-4 a MK-7 od interferujicich slozek nachazejicich se ve vzorku (Kamao et al.,
2005). Autofi Pérez-Ruiz et al. (2007) stanovovali vitamin K;, MK-4 a vitamin K3
v potravinach a uzivanych ptipravcich (Pérez-Ruiz et al., 2007). Fluorescen¢ni detekci
vyuzili také autofi Marinova et al. (2011). Tito autofi stanovovali vitamin K; a MK-4.
Jako IS pouzivali analog vitaminu K; (Marinova et al., 2011).

Dalsi vhodnou analyzou je pouziti chemiluminiscencniho detektoru. Autoii Ahmed
et al. (2007) stanovili chemiluminiscen¢né vitamin K;, MK-4 a MK-7. Bylo dosazeno

uspokojivého oddéleni jednotlivych vitamini a IS. Tato metoda byla doporucena

50



Disertacni prdace

i pro klinické méteni tykajici se kostniho metabolismu, avSak limity detekce zde presahuji
1,4 ng/ml (Ahmed et al., 2007).

V poslednich letech jsou upfednostiiovana stanoveni rtiznych forem vitaminu K
pomoci metody kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS) z divodu lepsi
citlivosti a selektivity. Autofi Tsugawa et al. (2006) stanovovali vitamin K;, MK-4
a MK-7 pomoci HPLC s chemickou ionizaci za atmosférické¢ho tlaku s tandemovou
hmotnostni detekci (LC-APCI-MS) (Tsugawa et al., 2006). V publikaci autorti Karl et al.
(2014) byla popsana metoda LC-APCI-MS na stanoveni vitaminu K; a 10 forem vitaminu
K> (MK4 az MK-13) ve stolici. Tato metoda vykazuje nizky limit detekce (Karl et al.,
2014). Metodu LC-APCI-MS vyuzili jiz v roce 2008 autofi Song et al., ktefi stanovovali
v plazmé& vitamin K; s publikovanym limitem detekce 0,3 ng/ml (Song et al., 2008).
Autof1 Riphagen et al. stanovovali pomoci LC-MS vitamin K;, MK-4 a MK-7,
kde jako vnitini standardy byly pouZzity izotopove znacené vitaminy. Mez detekce formy
MK-7 dosahuje 4,4 nmol/l (tz. 2,9 ng/ml) (Riphagen et al., 2015).

Na trhu jsou jiZ dostupné i1 sendvicové imunoanalyzy pro stanoveni vitaminu K.
I ptes uvadénou nizkou citlivost metody (10 pg/ml) a malé mnozstvi vzorku (10 pl) je
hlavni nevyhodou téchto souprav nemoznost odd€leni jednotlivych forem vitaminu K
(MyBioSource, 2020Db).

K posouzeni stavu vitaminu K v organismu Ize vyuZzit nepiimé stanoveni tohoto
vitaminu — napi. imunochemickym stanovenim nedostatecné karboxylovaného
osteokalcinu, nedostatecné karboxylovaného defosforylovaného MGP nebo PIVKA-II.
Dalsim nepifimym ukazatelem pro vySetfeni hladin vitaminu K je protrombinovy ¢as nebo
vySetieni polymorfisml genu komplexu vitaminu K epoxid reduktdzy podjednotky 1
pomoci komercéné dostupné soupravy (Cui et al., 2003; Fusaro et al., 2017; ViennaLab,
2020).

MozZnosti pfimého a nepfimého stanoveni hladin vitaminu K jsou uvedeny

Vv tabulce 6.
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Tab. 6 Primé a neprimé metody stanoveni vitaminu K

Stanoveni Struéna charakteristika metody
A. piimé
HPLC s UV detekei Vyssi limity detekce a limity kvantifikace
Nejvice pouzivana metoda, lepsi citlivost
HPLC s fluorescenéni detekci a selektivita nez pii UV detekei,

postkolonové redukce praskovym zinkem

Postkolonova redukce praSkovym zinkem
na hydrochinon

LC-MS/MS Nejcitliveéjsi metoda v soucasnosti

HPLC s elektrochemickou detekci

Nizka citlivost, malé mnozstvi
ELISA biologického materidlu, nemoznost
oddélit jednotlivé formy vitaminu K

B. nepiimé stanoveni vitaminu K

Nedostate¢né karboxylovany osteokalcin Také ovliviiovan vitaminem D
Defosforylovany nedostate¢né . .,
karboxylovany MGP Neinvazivni metoda
PIVK A Teoreticky VySsi h}adlny pii deficitu
vitaminu K
Protrombinovy Cas Nespolehlivy ukazatel hladin vitaminu K
Polymorfismus genu VKORCI1 Dilezité pti 1€cbé kumariny

3.1. Vyuziti stanoveni vitaminu K

Stanoveni vitaminu K zaziva podobné¢ jako vitamin D v poslednich letech vzestup z4jmu.
Naroc¢na ptiprava vzorkl s vitaminem K brzdi jeho nastup do rutinniho rezimu klinickych
laboratofi. Sledovani hladin vitaminu K je velmi dulezit¢é pi1 lécbé néckterych
onemocnéni, kam se napfiklad fadi malabsorpéni syndromy (napft. cysticka fibrdza,

Crohnova choroba, celiakie) nebo osteoporoza.

3.1.1. Cysticka fibroza

Cysticka fibréza (CF) patii mezi autosomalné recesivni onemocnéni postihujici zejména
dychaci a travici ustroji. CF byla popséna jiz v roce 1938 americkou patoloZkou Dorothy
Andersenovou. V roce 1953 byl objeven dilleZity element — zvySend koncentrace chloridii
v potu, ktery se mohl vyuzivat jako diagnosticky marker pro potvrzeni CF. V tomto
obdobi byly vSak diagnostikovany pouze téz8i formy CF a pacienti s CF umiraly jiz

v predskolnim véku. Vyskyt CF se objevuje ve vys$i mife u indoevropské populace,
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kde je pocet zdravych nosicii mutované alely zhruba 3 — 4 % v celé populaci. Zatimco
vyskyt zdravych heterozygoti v Africe a Asii je odhadovan pouze na tisicinu procenta.
Prevalence CF dle novorozeneckého screeningového programu v Ceské republice je
1:6888 narozenych déti. Diky zlepSujici se kvalité medicinské péce se nyni pacienti s CF
dozivaji véku okolo 35 let. Avsak i ptes veskerou lécebnou snahu patfi toto onemocnéni
mezi nevyléitelné choroby. V sou¢asné dob& je v Ceské republice zaznamenano
v registru CF 736 zijicich osob. Z toho je 663 pacientl postizeno klasickou formou CF.
Celkem je v Ceské republice 5 specializovanych poraden pro pacienty s CF — ve Fakultni
nemocnici v Motole, Fakultni nemocnici Brno, Fakultni nemocnici Hradec Kralové,
Fakultni nemocnici Olomouc a Fakultni nemocnici Plzen (CF registr, 2020; Fila, 2017,
Jakubec, 2006; Skalicka, 2014).

Pti nedostatku lipofilnich vitamind u pacientd s CF dochdzi k dal§im komplikacim
tohoto onemocnéni. Nedostatek vitaminu A u pacient s CF zpusobuje Seroslepost a ma
ziejmé vliv 1 na plicni funkce, kde mechanismus piisobeni tohoto vitaminu neni zcela
jasny (Carr a Dinwiddie, 1996; Huet et al., 1997). U zhruba 40 % dospélych pacienta
s CF je prokazana osteopénie a dalSich 34 % trpi osteopordzou, ktera méa v nadpoloviéni
vetsing tézky prabéh. S onemocnénim kostniho aparatu je asociovan deficit vitaminu D
(Jakubec, 2006). Hematologické komplikace, jako napi. oxidativni postizeni erytrocyta,
vznikaji nasledkem nedostatku vitaminu E. Dlouhodoby nedostatek vitaminu E se mtze
projevit neurologickou manifestaci (napf. ataxie, tfesy, oftalmoplegie) zejména u starSich
pacientli s CF. Nedostatek vitaminu E také stoji za zhorSenim imunitni odpovédi (Bye et
al., 1985; Kowdley et al., 1992; Swann a Kendra, 1998).

U vSech trech vySe uvedenych lipofilnich vitamini Ize rutinné stanovit
ve veétsin¢ biochemickych laboratofich jejich hladinu. Avsak hladiny vitaminu K se
sleduji u téchto pacientli pres nepifimé ukazatele jako je naptiklad protrombinovy cas
nebo nekteré nedostatecné karboxylované VKDP. U pacienti s CF je nedostatek vitaminu
K v disledku poskozeni stfevni mikroflory pii antibiotické 1é¢be, nebo také v disledku
malabsorpce tukl. Nedostatek vitaminu K u této skupiny pacientll poté milize vyvolat
koagulopatie a podili se na zhorSeni kostnich onemocnénich (Mosler et al., 2003; J. W.

Suttie, 1992).
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3.1.2. Osteoporoza

Osteopordza (OP) je definovana dle WHO jako ,progresivni systéemové onemocnéni
skeletu charakterizované ubytkem kostni hmoty a poruchami mikroarchitektury kostni
tkané a naslednym zvysenim fragility kosti a zvysenym rizikem zlomenin “ (World Health
Organization, 1994). Primérné je osteopordzou ohrozena az tfetina zen a pétina muzi
ve veéku nad padesat let. Nejohrozenéjsi skupinou jsou perimenopauzalni
a postmenopauzalni zeny, jelikoz u nich dochazi k razantnimu snizeni sekrece hormonu
— estrogenu. Tato razantni zména hladin hormona zapficini vys§i odbouravani kosti.
U muzl dochéazi ke snizené sekreci testosteronu. Na rozdil od Zen neprobiha tato
hormonalni zména tak razantné, a proto jsou muzi méné rizikovi na rozvoj osteoporozy.
Osteoporodza patii mezi tzv. ,,tichd onemocnéni®, jelikoZz z hlediska vcasného zachytu
nemoci jde o velmi zavazny problém, protoze osteoporéza byva dlouhou dobu
bezptiznakova. Dlouhodobé nerozpoznani onemocnéni ma za nasledek delsi a naro¢néjsi
1é¢bu pacientl (Better Health Channel, 2019; Broulik, 2009). Osteopordéza muze nastat
sekundarné v diisledku jinych onemocnénich (napf. pfi chronickém onemocnéni ledvin
nebo jater). Jatra 1 ledviny patii mezi organy, které jsou dualezitou slozkou
pii metabolismu jak vitaminu K, tak vitaminu D. Oba tyto lipofilni vitaminy se podili
na prevenci rozvoje osteopordzy. Primarni osteopordzu lze dale délit na idiopatickou,
ktera probiha bez jasné ptiCiny, a involu¢ni neboli pfirozenou (Broulik, 2009; National
Institute of Health, 2020). Pfirozena osteoporoza je dale délena na postmenopauzalni a
senilni. Oba tyto typy osteopordézy postihuji vétSinou Zzeny. Postmenopauzalni
osteopordza postihuje pacientky ve véku 55 — 65 let. Senilni osteopordza postihuje
pacienty ve véku nad 70 let. U Zen neni mozné jednoznacné odlisit, o jaky typ osteoporozy
jde (zda postmenopauzalni ¢i senilni), jelikoz postmenopauzalni forma prechazi

do senilni (Broulik, 2009; National Institute of Health, 2020; Rosen, 2020).
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Idiopaticka
~§’ Primarni Postmenopauzalni
§ Involucni
2 Sekunddrni Senilini

Obr. 16 Klasifikace osteoporozy

U vitaminu K byl pozorovan pozitivni G¢inek na kostni hmotu, kde putsobi
na osteokalcin v pribéhu jeho karboxylace a dale pusobi na zvySeni osteoblastické
aktivity. Vitamin K ma vliv na diferenciaci stromalnich buné€k transformujicich se
v osteoblasty, u nichz zaroven inhibuje jejich preménu v adipocyty. Na kostni novotvorbé
se také podili inhibici osteoklastil, které odbouravaji kostni hmotu. Hlavni formou, ktera
ma vliv na osteokalcin, je MK-7. Bylo prokazano, ze pravidelné uzivani MK-7 vede
ke zvySeni karboxylovaného osteokalcinu, a tim ke snizeni rizika rozvoje osteoporozy.
Prozatim v zadné publikaci nebylo jasné stanoveno doporucené denni davkovani

pro jednotlivé formy vitaminu K (Masterjohn, 2008).
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CILE PRACE

1.

Stanoveni vitaminu Ku postmenopauzalnich Zen pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie (HPLC).

Vyvoj a validace metody pro stanoveni tii forem vitaminu K pomoci kapalinové

chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS).

Stanoveni vitaminu K u zdravé populace a vytvotfeni referencniho rozmezi

pro jednotlivé formy vitaminu K.

Vliv uzivani vitaminu K> na sérové hladiny vitaminu K a na kostni hmotu.

Stanoveni hladin vitaminu K a proteinu indukovaného nedostatkem vitaminu
K (PIVKA-II) u détskych pacienti s cystickou fibrozou a porovnani téchto

vysledki se zdravou populaci.

Porovnani stanoveni koncentraci vitaminu K pomoci metod HPLC a LC-MS/MS.
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EXPERIMETALNI CAST

4. Material a pristroje

4.1. Pristroje

HPLC sestava Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, USA)

Degaser

Kvartérni ¢erpadlo

‘Autosampler

Termostat kolony
Detektor DAD

Detektor FLD

Obr. 17 HPLC sestava Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, USA)

C sestava Agilent 1290 a trojity kvadrupo6l (TripleQuad Agilent 6470, Agilent
Technologies, USA)

De aser..__L - e
. m
Autosampler__- T
Termostat | ]_,_,’* ‘ T
kolony ~ o wem=wi le'gJIty’l
Bindrni v RS
¢erpadlo .

Obr. 18 LC sestava Agilent 1290 s detektorem 6470 — trojity kvadrupdl (Agilent
Technologies, USA)
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- Analytické vahy (Adventurer ™Pro)

- Centrifuga MPW - 260R (MPW Med. instrument)

- Susicka s ptivodem dusiku (Ecom)

- Ttepacky (Velp, Scientifica; LT2)

- Vyrobnik superc¢isté vody pro LC (TKA — Smart2Pure, Némecko)

- Zatizeni pro extrakci vzorkl na pevné fazi (Sigma-Aldrich)

4.2. Ostatni material

- automatické pipety BIOHIT
- Spicky k pipetam
- sklenéné pipety
- vialky
- sklenéné inserty
- laboratorni sklo (zkumavky, odmérné valce,...)
- kolony pro vitamin K:
o LiChroCART ® 125 — 4, RP 18, Superspher ® 100 (Merck) — pro HPLC
o SB-C8, 1,8 um, 2,1 x 100 mm (Agilent Technologies) — pro LC-MS/MS
- postkolonovy reaktor pro vitamin K — pro HPLC
- SPE kolonky Sep-Pak Waters®
- Soupravy pro stanoveni ostatnich analyta:
o Nedostatecn¢ karboxylovany osteokalcin — ELISA (TaKaRa, Japonsko)
o PIVKA-II
o automatizovana CMIA (Abott, USA)
o ELISA (MyBioSource, USA)
o MGP — (MyBioSource, USA)
o nedostatecné karboxylovany MGP — (MyBioSource, USA)

4.3. Ostatni programy

- GraphPad 8.0. (statisticky program)
- ChemSketch (pro nékresy molekul)
- R statistika (statisticky program)
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UniProt (databéze proteintl)

Zotero (citacni program)

4.4. Reagencie pro HPLC

4.5.

2-propanol (Sigma-Aldrich)

acetonitril (Sigma-Aldrich)

dietyleter (Sigma-Aldrich)

dichlormetan (Sigma-Aldrich)
etylalkohol (Penta)

fylochinon — K; (TRC Canada)

hexan (Sigma-Aldrich)

chlorid zinec¢naty (Merck)

kyselina octova (Penta)

menachinony — MK-4 a MK-7 (TRC Canada)
metanol (Sigma-Aldrich)

octan sodny (Penta)

octan zine¢naty (Sigma-Aldrich)
vitamin K; HPLC (Immundiagnostik)

o INT STD (vnitini standard)

o CTRL 1 (kontrola 1)

o CTRL 2 (kontrola 2)

zinek, prasek 99,995 % (Sigma-Aldrich)

Reagencie pro LC-MS/MS

2-propanol pro LC-MS/MS (Honeywell)
acetonitril pro LC-MS/MS (Honeywell)
dietyleter pro LC-MS/MS (Honeywell)
etylalkohol (Penta)

fylochinon — K; (TRC Canada)

hexan pro LC-MS/MS (Honeywell)

Disertacni prdace

izotopové€ znacené vnitini standardy fylochinon-d7 — K;-d7 (TRC Canada)

izotopové€ znaceny vnitini standard menachinon-4-d7 — MK-4-d7 (TRC Canada)
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- izotopove znaceny vnitini standard menachinon-7-d7 — MK-7-d7 (TRC Canada)
- menachinony — MK-4 a MK-7 (TRC Canada)
- metanol pro LC-MS/MS (Honeywell)

4.6. Sbér vzorku a soubor pacientii

Vsechny vzorky krve byly odebirany do Cervenych zkumavek s akceleratorem srazeni
(Vacuette, Némecko) a zkumavky byly chranény proti pusobeni svétla zabalenim
do aluminiové folie. Centrifugace vzorkl probihala pti 3727 g po dobu 10 minut.
Po centrifugaci bylo ziskané sérum pieneseno do mikrozkumavek a zamrazeno na -70 °C.
Mikrozkumavky bylo nutno chréanit pfed ptisobenim svétla.

Vitamin K byl stanovovan dvéma metodami (HPLC a LC-MS/MS) u rtiznych skupin
pacientii. Metodou HPLC bylo naméfeno celkem 350 vzorkd pacientl, které byly
rozdéleny do dvou skupin — postmenopauzalni Zzeny bez prokazané osteopordzy a pacienti
s osteopordzou.

Metodou LC-MS/MS bylo naméfeno celkem 950 vzorkd. Tento soubor byl sloZen
z pacientll s osteoporodzou, pacientll bez prokazané osteopordzy, pacientll s osteopénii,
pacientl s cystickou fibrézou a zdravé populace.

V tabulce 7 je uvedena zdkladni charakteristika souboru pacienti.
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Tab. 7 Zakladni charakteristika souboru pacientii

Metoda . Vék Pocet | o
stanoveni >LUICIE (primér = SD) | acastniki 431 (0,
Postmenopauzalni
8 seny s OP 67,6 +7,7 192 100
B T
Postmenopauzalni
= p
seny bez OP 64,6 = 8,3 158 100
Pacienti s OP 66,3 +7,9 149 100
Pacienti bez OP 53,6 £ 18,4 318 80
" Zdravi dol3rc3voln1c1 - 5124162 191 73
= referenéni meze
g Pacienti s CF 10,0+ 5,5 252 60
O ; —
s Zdravi dobrovolnici - 2724 6.1 19 58
Femoralex forte
Pacienti s osteopénii -
Vigantol + Ca 58,2+ 6,1 11 100
Pacienti s osteopénii -
Femoralex + Ca 39,1 +38.4 10 100

5. Metody a priprava reagencii pro HPLC

5.1. Priprava mobilni faze

Mobilni faze (MF) pro stanoveni vitamini Kna sestavé HPLC dle firmy Craft
Technologies Inc. (Craft a Park, 2011) se skladala z 85 % metanolu, 9 % 2-propanolu, 5
% acetonitrilu a 1 % roztoku v metanolu (10 mmol/l chlorid zine¢naty, 5 mmol/l octan

sodny a 5 mmol/l kyseliny octové).

5.2. Priprava zasobnich roztoki

Standardy vitaminti K 1 K (forma MK-4 a MK-7) byly dodany firmou TRC Canada.
Vitamin K byl kvantitativné natfedén v etanolu do koncentrace 200 pg/ml. Vitaminy K>
(MK-4 1 MK-7) v podobé¢ zlutych praski byly rozpustény v etanolu
a pripraveny do koncentrace 200 pg/ml. VSechny tii roztoky (vitamin K;, MK-4
a MK-7) byly fedény do vysledné koncentrace 200 ng/ml.

61



Disertacni prdace

5.3. Priprava vzorki pro analyzu

Pro stanoveni hladin vitaminli K pomoci metody HPLC byla pouzita ptiprava vzorku
dle publikace autorti Marinova et al. (Marinova et al., 2011). K 500 pl séra bylo pfidano
20 pl vnitniho standardu (IS), komeré¢né dodaného firmou Immundiagnostik, a 2 ml
etanolu. Vzorek byl promichan na tfepacce po dobu 30 vtetin. Poté byly ke vzorku
pridany 4 ml hexanu a vzorek se opé€t extrahoval po dobu 5 minut. Po extrakci byl vzorek
premistén do centrifugy, kde byl stocen pii 3727 g po dobu 10 minut pii 4 °C. Po stoceni
byl supernatant pfenesen do Cistych sklenénych zkumavek a zbylé mnozstvi vzorku bylo
opét extrahovano s dal§imi 4 ml hexanu. Po druhé extrakci a stoceni vzorkt byly druhé
ziskané supernatanty spojeny s prvnimi. Supernanty byly vysuseny pod proudem dusiku
pii teploté 50 °C. VysuSené vzorky byly rozpustény ve 2 ml hexanu. Byla provedena
extrakce na pevné fazi (SPE). SPE kolonky byly aktivovany 3 x 3 ml hexanu.
Na aktivované kolonky byl aplikovan rozpustény vzorek a 2 ml hexanu. Poté bylo na
kolonky aplikovano opét 3 x 3 ml hexanu. Vzorek byl eluovan pomoci 3 x 3 ml
3% dietyléteru v hexanu (v/v). Vzorek byl vysuSen proudem dusiku pii 50 °C. VysuSené

vzorky byly rozpuStény v 65 pl 2-propanolu a nastfikovany na kolonu.

5.4. Chromatograficka analyza vzorku

Chromatograficka analyza pomoci HPLC probihala pti 246 nm excita¢ni a 430 nm emisni
vilnové délce. Kolona byla temperovana na 22 °C. MF dosahovala pritoku
0,8 ml/min. Analyza vzorku trvala 20 minut. Objem vzorku néstfiku na kolonu Cinil
50 ul. Forma MK-4 byla eluovana ve 4. minuté analyzy, IS v 6. minuté analyzy, K
v 7. minuté¢ analyzy a forma MK-7 ve 14. minuté¢ analyzy. Na obrdazku 19 je vidét
chromatograficky zaznam analyzy s piky jednotlivych vitamini a pikem komeréné

dodaného IS.
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Obr. 19 Analyza smési standardii vitaminu K pomoci HPLC

6. Metody a priprava reagencii pro LC-MS/MS

6.1. Priprava mobilni faze

Na sestavé LC-MS/MS byl pouzit gradient mobilnich fazi. MF A se skladala
z 50% LC-MS/MS metanolu s piimési 0,1% roztoku NH4F (1 M) a MF B byla tvofena
100% LC-MS/MS metanolem s ptimési 0,1% roztoku NH4F (1 M).

6.2. Priprava zasobnich roztoki

Izotopové znacené standardy Ki-d7, MK-4-d7 a MK-7-d7 byly dodény firmou TRC
Canada. VSechny tfi standardy byly fedény etanolem do vysledné koncentrace 500 ng/ml.
Zasobni standardy vitaminu K;, MK-4 a MK-7 byly pfipraveny stejnym zptisobem jako
pii piipravé zasobnich standardd vitaminu K pro stanoveni metodou HPLC (viz kapitola

5.2)

6.3. Priprava vzorkii pro analyzu

Pro stanoveni hladin vitaminii K pomoci LC-MS/MS byla pouZita stejna pfiprava vzorku

jako pfi ptipravé vzorki s vitaminem K pro HPLC, které se liSila pouze mnozstvim a
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typem IS. Pfi stanoveni hladin vitaminu K metodou LC-MS/MS byly pouzity izotopové

znacené IS v mnozstvi 10 pl od kazdé stanovované formy vitaminu K.

6.4. Chromatograficka analyza vzorki

Chromatograficka analyza pomoci LC-MS/MS probihala na koloné¢ SB-C8, 1,8 pm,
2,1 x 100 mm (Agilent Technologies) pii 30 °C. Byl pouzit gradient MF s pritokem
0,4 — 0,6 ml/min. Gradient MF je uveden v tabulce 8.

Tab. 8 Gradient mobilnich fazi

Cas MF A MF B Priitok
(min) (%) (%) (ml/min)
0 15 85 0,40
1 15 85 0,40
8 0 100 0,40
9 0 100 0,50
9,1 0 100 0,60

11,5 0 100 0,60

Analyza vzorku trvala 9 minut. Objem vzorku nastiiku na kolonu ¢inil 5 pl. Forma
MK-4 a jeho izotopové znacCeny standardu (MK-4-d7) byl eluovéan v 5. minuté analyzy,
vitamin K; a jeho izotopové znaceny standard (Ki-d7) v 6. minut¢ a forma
MK.-7 a jeho izotopove znaceny standard (MK-7-d7) v 8. minuté. Na obrdzku 20 vidime

piky jednotlivych vitamint a jejich izotopoveé znacenych standardti.
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Obr. 20 Analyza smési standardii vitaminu K pomoci LC-MS/MS
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VYSLEDKY A DISKUZE

7. Metoda HPLC

Stanoveni tfi forem vitaminu K za pomoci HPLC bylo provadéno na pfistroji Agilent
1260 s fluorescencnim detektorem (FLD) a s vyuzitim postkolonové redukce zinkovym
prachem. V této metodé¢ byl pouzivan komerc¢né¢ dodany vnitini standard, ktery je
analogem vitaminu K; od firmy Immundiagnostik GA (Némecko). Z tohoto diivodu bylo
nutné dostatecné chromatograficky separovat pik IS od piku vitaminu K;. Parametry
chromatografické analyzy vcetné retenCnich Casii jednotlivych analyti jsou uvedeny

v kapitole 5.4. Ptiprava vzorku pro stanoveni vitaminu K je uvedena v kapitole 5.3.

7.1. Kalibrace

Pro kvantitativni stanoveni vitaminu K; byla pfipravena osmi bodova kalibrace.
Pro kvantitativni stanoveni vitamini K, byla pfipravena deseti bodova kalibrace.
Vsechny kalibracni body byly pfipraveny v dubletu ze zadsobniho standardniho roztoku
vSech forem vitaminu K. Kalibra¢ni roztoky pro vitamin K; byly v nasledujicich
koncentracich: 0; 0,1; 0,3; 0,6; 1,0; 1,5; 2,0 a 4,0 ng/ml. Kalibra¢ni roztoky pro vitaminy
K> (MK-4 a MK-7) byly ve stejnych koncentracich jako kalibra¢ni roztoky pro vitamin
Ki navic rozsitené o 2 nasledujici koncentrace: 8,0 a 15,0 ng/ml. VSechny kalibra¢ni
kiivky vitaminu K byly linearni v celém testovaném rozsahu. Pro vypocet koncentrace
vitaminu K; byla pouzita rovnice regrese y = 0,4615.x + 0,0583, u vypoctu koncentrace
vitaminu MK-4 byla pouzita rovnice regrese y = 0,5086.x + 0,1201 a pro vypocet
koncentrace MK-7 byla pouZita rovnice regrese y = 1,0334.x + 0,1464, kde x predstavuje
koncentraci stanovovaného vitaminu a y uvadi pomér ploch piku stanovovaného vitaminu
ku komer¢né dodanému IS. Hodnoty regresnich koeficientii jsou 0,9982 pro vitamin K,
0,9961 pro MK-4 a 0,9995 pro MK-7. Obrazky 21 - 23 ukazuji jednotlivé kalibracni

kiivky. Modfe ohrani¢ené obrazce oznacuji nejnizsi kalibra¢ni bod.
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Calibration Curve
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Obr. 21 Kalibracni kifivka vitaminu K;
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Obr. 22 Kalibracni kiivka menachinonu-4 (vitamin K3)
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Obr. 23 Kalibracni kiivka menachinonu-7 (vitamin K3)
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7.2. Opakovatelnost méreni

Opakovatelnost je definovana jako pfesnost méfeni vzorkll v sérii za podminek
opakovatelnosti. Podminky opakovatelnosti jsou: ptiprava vzorki stejnou osobou, méteni
vzorkil na stejném pfistroji, stejnou obsluhou a za stejnych podminek v ramci jednoho
dne. V této disertacni praci byla opakovatelnost metody stanovena na sérii kontrol kvality
na dvou koncentra¢nich hladinach. Série obsahovala 15 vzorkt od kazdé kontroly kvality.
Nizka hladina kontroly byla pfipravena v koncentraci 0,5 ng/ml pro jednotlivé formy
vitaminu K a vysok4d hladina kontroly byla pfipravena v koncentraci 1,5 ng/ml
pro jednotlivé formy vitaminu K. Z vysledki byl vypocitan primér, smérodatna odchylka
vybérova (SD), varia¢ni koeficient (CV) a bias. Smérodatna odchylka ptedstavuje miru
rozptylu hodnot od stfedni hodnoty, to znamend, ¢im je SD niZ8i, tim je méfeni
preciznéjsi. Variacni koeficient je podil SD a primérné hodnoty méfeni. Hodnota CV by
neméla piesahnout 15 % (European Medicines Agency, 2011). Na nizké hladiné kontroly
bylo dosazeno hodnot CV 68 % pro Ki;, 83 % pro MK-+4
a 9,3 % pro MK-7. Na vysok¢ hladiné kontroly bylo dosazeno hodnot CV 7,8 % pro Ki,
8,5 % pro MK-4 a 6,4 % pro MK-7. Vysledky opakovatelnosti uvedené v tabulce 9

odpovidaji pozadavkim uspésné validace.
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Tab. 9 Opakovatelnost stanoveni vitaminu K pomoci HPLC

Nizev Nizka kontrola Vysoka kontrola
(0,5 ng/ml) (1,5 ng/ml)
Poradi K, MK-4 | MK-7 K, MK-4 | MK-7

1 0,54 0,61 0,55 1,39 1,65 1,45

2 0,51 0,56 0,48 1,54 1,66 1,51

3 0,54 0,57 0,54 1,62 1,66 1,46

4 0,52 0,55 0,55 1,54 1,62 1,65

5 0,46 0,54 0,57 1,67 1,68 1,64

6 0,47 0,43 0,43 1,54 1,62 1,66

7 0,57 0,5 0,59 1,38 1,38 1,45

8 0,48 0,5 0,5 1,65 1,34 1,66

9 0,47 0,49 0,49 1,59 1,38 1,51

10 0,56 0,47 0,52 1,42 1,42 1,64

11 0,48 0,53 0,49 1,58 1,44 1,58

12 0,5 0,55 0,49 1,38 1,45 1,65

13 0,51 0,52 0,46 1,69 1,41 1,65

14 0,54 0,54 0,56 1,67 1,41 1,38

15 0,53 0,53 0,59 1,35 1,39 1,47
Pramér | 0,51 0,53 0,52 1,53 1,50 1,56
SD 0,03 0,04 0,05 0,12 0,13 0,10
CV (%) 6,8 8,3 92,3 7,8 8,5 6,4
Bias (%) 5,2 5,2 4,1 2,3 0,0 3,8

7.3. Reprodukovatelnost méreni

Stanoveni reprodukovatelnosti predstavuje méfeni série vzorki za podminek
reprodukovatelnosti. Podminky reprodukovatelnosti vznikaji porusenim jedné
z podminek opakovatelnosti. V této disertacni praci byla reprodukovatelnost méfena sérii
15 kontrolnich vzorkii na dvou koncentra¢nich hladindch obdobné jako u opakovatelnosti
méteni. Byly pfipraveny kontrolni vzorky v koncentracich pro jednotlivé formy vitaminu
K: 0,5 ng/ml pro nizkou kontrolu kvality a 1,5 ng/ml pro vysokou kontrolu kvality.
Vsechny vzorky pro stanoveni reprodukovatelnosti byly pfipraveny v jeden den a ulozeny
do hlubokomraziciho boxu pii cca -70 °C. Reprodukovatelnost této metody byla
stanovovana v riizné dny. Kazdy den byl méten jeden vzorek nizké a jeden vzorek vysoké
kontroly kvality. Ostatni podminky méfeni (stejny analyzator, stejnd obsluha) byly
zachovany. Z vysledkl byl jako v pfipadé opakovatelnosti vypocitan primér, SD, CV

a bias. V tabulce 10 jsou uvedeny vSechny naméfené hodnoty a vypocitané parametry.
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Pro nizkou hladinu kontroly bylo dosazeno hodnot CV 9,2 % pro Ki, 9,7 % pro MK-4
a 9,7 % pro MK-7. Pro vysokou hladinu kontroly bylo dosazeno CV 9,2 % pro K1, 9,3 %
pro MK-4 a 8,7 % pro MK-7. Vypocitané parametry splituji podminky tspésné validace
metody.

Tab. 10 Reprodukovatelnost stanoveni vitaminu K pomoci HPLC

Nizev Nizka kontrola Vysoka kontrola
(0,5 ng/ml) (1,5 ng/ml)
Poradi K, MK-4 | MK-7 K, MK-4 | MK-7

1 0,51 0,44 0,55 1,67 1,65 1,49

2 0,49 0,45 0,55 1,35 1,33 1,51

3 0,47 0,53 0,45 1,57 1,68 1,45

4 0,46 0,44 0,45 1,39 1,7 1,47

5 0,45 0,44 0,47 1,42 1,34 1,45

6 0,43 0,51 0,47 1,5 1,41 1,48

7 0,57 0,48 0,56 1,61 1,65 1,68

8 0,56 0,47 0,55 1,43 1,54 1,73

9 0,55 0,46 0,49 1,38 1,62 1,72

10 0,57 0,45 0,58 1,69 1,61 1,74

11 0,56 0,56 0,48 1,73 1,41 1,74

12 0,57 0,5 0,53 1,71 1,67 1,69

13 0,54 0,56 0,58 1,46 1,37 1,44

14 0,52 0,57 0,46 1,41 1,4 1,45

15 0,53 0,46 0,57 1,35 1,39 1,38
Pramér | 0,52 0,49 0,52 1,51 1,52 1,56
SD 0,05 0,05 0,05 0,14 0,14 0,14
CV (%) 9,2 9,7 9,7 9,2 9,3 8,7
Bias (%) 3,7 2,4 3,2 0,8 1,2 4,1

7.4. Pravdivost méreni (bias)

Pravdivost méfeni ukazuje tésnost shody mezi stfedni hodnotou vysledkli méteni
a pfijatou referenéni hodnotou. Mirou pravdivosti je bias, ktery odhaduje hodnotu
systematické chyby méfeni. Hodnota bias byla vypoctena jak pro opakovatelnost, tak
pro reprodukovatelnost méfeni, a je uvedena v tabulkdch 9 a 10. Za stfedni referencni
hodnotu je povaZovana hodnota 0,5 ng/ml pro nizkou kontrolu kvality a 1,5 ng/ml

pro vysokou kontrolu kvality.
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Vypocitané hodnoty bias u opakovatelnosti a reprodukovatelnosti nepiesahuji
u zadného stanovaného vitaminu hodnotu 10 %, a proto spliiuji podminky uspésné

validace.

7.5. Mez detekce

cvwr

analytu ve vzorku, které muze byt detekovano a kdy je analyticky signal dostatecné
odliSitelny od Sumu. Mez detekce se zjiStuje analyzou tzv. blanku tvofené¢ho sérem
bez obsahu vitaminu K, ale s obsahem vnitiniho standardu. U blankti byla odec¢tena vyska
piku Sumu a byla vypoctena priimérna hodnota pikti Sumu. Mez detekce se pocita z nize
uvedeného vzorce z osmi nebo deseti bodové kalibraéni kiivky. Vzorec pro vypocet LOD

je uveden nize:
LOD = ﬂ
b,
kde / odpovida vysce pikli Sumu blanki a b; pfedstavuje smérnici kalibracni ptimky, kdy
b1 musi vychazet z koncentracni zavislosti y = b;.x, kde y je vyska chromatografického
piku analytu.

Mez detekce byla stanovovana z péti blankt, které byly pfipraveny stejnym postupem
jako pacientské vzorky. U téchto péti vzorkl byla odectena vyska piku Sumu, ktery byl
v retencnim Case jako stanovovany vitamin. Vyska piku Sumu je vyjadiena
v luminiscenc¢nich jednotkach (LU, z angl. luminiscence unit). V tabulce 11 je uveden
vypocitany priomér vysek pikti péti blankd. Nami stanovena mez detekce byla pro vitamin

Ki 0,0103 ng/ml, pro MK-4 0,0140 ng/ml a pro MK-7 0,0100 ng/ml.
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Tab. 11 Vyska pikit Sumu blanku

Vyska pikil Sumu blanki (LU)

Vzorek Ky MK-4 MK-7
1 0,0016 0,0012 0,0014

2 0,0011 0,0012 0,0012

3 0,0010 0,0011 0,0012

4 0,0010 0,0013 0,0010

5 0,0014 0,0012 0,0013
Primér 0,0012 0,0012 0,0012
3.h 0,0036 0,0037 0,0036

7.6. Mez kvantifikace

Mez kvantifikace (LOQ — z angl. limit of quantification) odpovida koncentraci, pii které
je presnost stanoveni takova, Ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni s dostate¢nou
piesnosti. Opakovatelnost pro mez kvantifikace vyjadiené pomoci CV by neméla
piesdhnout hodnotu 20 % (European Medicines Agency, 2011). Pro vypocet meze
kvantifikace byl pouzit vzorec:

LOQ =3.LOD

Limity kvantifikace byly pro vitamin K; 0,03 ng/ml, pro MK-4 0,04 ng/ml
a pro MK-7 0,03 ng/ml.

7.7. Vytézinost metody

Vytéznost metody (z angl. recovery) udava pomér mnozstvi analytu ziskaného danou
analytickou metodou k pfijaté referencni hodnoté. Vytéznost u vitaminu K; dosahovala
hodnot 100,7 — 104,0 %. VytéZnost u vitaminu K, dosahovala hodnot 98,0 — 106,0 %
pro MK-4 a 104,0 — 104,1 % pro MK-7.

Hodnoty vytéZnosti by se mély pohybovat v rozmezi 90 — 110 %, tudiz naSe hodnoty

vytéznosti splituji podminky pro uspéSnou validaci.
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7.8. Robustnost metody

Robustnost metody charakterizuje, jak je vzorek citlivy na zmény podminek v postupu
nebo analyze. Za zmény podminek postupu lze povazovat napi. vystaveni vzorku
slune¢nimu svitu, skladovani pfi riznych teplotach a jiné. Robustnost demonstruje, jak je
metoda spolehliva pfi bézném pouzivani. V této disertacni praci testovdna stabilita
skladovanych vzorku pfi tiech riznych teplotach. Stanoveni vitaminu K v tomto pokusu
bylo provadéno na tzv. smésném pacientském vzorku, ktery byl rozdélen do deseti
zkumavek. VSech deset zkumavek bylo chranéno pted pisobenim svétla. Ti1 zkumavky
smésného pacientského vzorku byly skladovany v lednici pii teploté cca 4 °C po dobu
sedmi dnid. DalSich tfi zkumavky smésného pacientského vzorku byly skladovany
v mrazicim boxu pii teploté -20 °C po dobu sedmi dnl a posledni tfi zkumavky byly
skladovany v hlubokomrazicim boxu pii teplot¢ cca -70 °C po dobu tfi mésici.
U smésného pacientského vzorku byla nejprve stanovena pocatecni hladina jednotlivych
forem vitaminu K. Vzorky uskladnéné v lednici a mrazicim boxu byly méfeny po dvou,
peti a sedmi dnech. Vzorky uskladnéné v hlubokomrazicim boxu byly méfeny po jednom,
dvou a ttech mésicich. V tabulkdach 12 — 14 jsou uvedeny namétené hodnoty v danych
dnech ¢i mésicich. Z naméfenych hodnot byla vypocitand procentudlni zména oproti
ptvodni hodnoté vzorku.

Z nameétenych hodnot v tabulce 12 je na prvni pohled patrné, ze skladovani v lednici
pii teploté cca 4 °C zpusobuje po sedmi dnech vyrazny pokles hladin zejména u MK-4,
kde byly hladiny snizeny oproti ptivodni hodnoté o0 52 %. Druhy nejvyssi pokles po sedmi
dnech byl zaznamenén u MK-7, kde doslo ke snizeni o 23 % oproti vstupni hodnoté.
Nejmensi rozdil je dolozen u vitaminu K, kde doslo ke snizeni o 17 % oproti plivodni

hodnoté.

Tab. 12 Koncentrace vitaminii K skladovaného pri cca 4 °C

Vzorky skladované pri cca 4 °C
cas Ky Ky MK-4 MK-4 | MK-7 | MK-7
(dny) (ng/ml) | 0 (%) | (ng/ml) | 6 (%) | (ng/ml) | o (%)
0 1,051 100,0 1,004 100,0 1,320 100,0
2 1,029 97,9 0,864 86,1 1,242 94,1
5 0,927 88,2 0,658 65,5 1,131 85,7
7 0,874 83,2 0,486 48,4 1,016 77,0
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Tabulka 13 ukazuje stabilitu jednotlivych forem vitaminu K pii uchovani vzorku
pfi cca -20 °C. Nejvetsi rozdil mezi plivodni a métenou hladinou byl prokézan u formy
MK-7 po sedmi dnech, kdy doslo ke snizeni hladiny zhruba o 25 % oproti ptivodni
hodnoté. Ostatni dvé formy vitaminu K byly po sedmi dnech snizeny o 12 % u K;

a 19 % u MK-4.

Tab. 13 Koncentrace vitaminu K skladovaného pri cca -20 °C

Vzorky skladované pii cca -20 °C
cas Ki Ki MK-4 MK-4 | MK-7 | MK-7
(dny) (ng/ml) | 6 (%) | (ng/ml) | 6 (%) | (ng/ml) | o (%)
0 1,051 100,0 1,004 100,0 1,320 100,0
2 0,971 92,4 0,942 93,8 1,234 93,5
5 0,943 89,7 0,881 87,7 1,143 86,6
7 0,923 87,8 0,813 81,0 1,002 75,9

Pti skladovani v hlubokomrazicim boxu po dobu tfi mésicii nedochazi k zadnym
vyraznym zménam oproti vstupnim hladindm jednotlivych forem vitaminu K, coz
doklada tabulka 14. U vSech forem vitaminu K nedoslo k vétSimu poklesu hladin
nez 1 %. Z tohoto diivodu je vhodné skladovat vzorky k analyze pti -70 °C a dostate¢né

je chranit pfed svétlem napi. aluminiovou folii.

Tab. 14 Koncentrace vitaminu K skladovaného pri cca -70 °C

Vzorky skladované pri cca -70 °C
cas K1 Ky MK-4 MK-4 | MK-7 | MK-7
(mésice) | (ng/ml) | 6 (%) | (ng/ml) | 8 (%) | (ng/ml) | & (%)
0 1,051 100,0 1,004 100,0 1,320 100,0
1 1,029 97,9 1,002 99,8 1,320 100,0
2 1,000 95,1 1,000 99,6 1,318 99,8
3 1,045 99,4 0,996 99,2 1,311 99,3
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7.9. Shrnuti validace HPLC metody

Podatilo se usp&sné vyvinout a validovat HPLC metodu na stanoveni vitaminu K; a dvou
forem vitaminu Ko (MK-4 a MK-7). Tato metoda disponuje nizkym LOQ, cozZ je velmi
dilezité pro stanoveni téchto vitamind. Nékteré odborné publikace, které se zabyvaji
stejnym typem pouzit¢ metody a stanovenim téchto forem vitaminu K, nedosahuji
takovych valida¢nich parametri jako tato metoda. Dlouhd doba analyzy, ktera je popsana
v publikaci autori Kamao et al. (Kamao et al., 2005), ztézuje pouziti stanoveni téchto
vitaminl v rutinnim reZimu klinickych laboratofi. Autofi Marinova et al. (Marinova et
al., 2011), od kterych se odviji naSe ptiprava vzorkl s vitaminem K, se dostali na podobné
LOQ u vitaminu K; a MK-4. Tito autofi ovSem nestanovovali formu MK-7, ktera patii
chemiluminiscen¢ni detekci. HPLC s chemiluminiscencni detekci byla vyuzita
v publikaci autort Ahmed et al. (Ahmed et al., 2007), kde stanovovali stejné formy
vitaminu K jako my. AvSak jejich LOQ pro jednotlivé formy vitaminu K vyrazné
presahuji 1,0 ng/ml, coZ je velka nevyhoda pro rutinni stanovovani té€chto forem vitaminu
K. Dalsi vyraznou nevyhodou této metody je vyssi spotieba biologického materidlu a

delsi doba analyzy oproti nasi metodé.

8. Metoda LC-MS/MS

Stanoveni jednotlivych forem vitaminu K pomoci metody LC-MS/MS by mélo byt
citlivéjsi a presné¢jsi z divodii pouziti izotopové znacenych standardii pro kazdou
stanovovanou formu vitaminu K a niz§i miry interference ve vzorku. Tyto izotopovée
znacené standardy minimalizuji pfipadné chyby ¢i zmény v pribéhu extrakce vzorku.
Chromatografické podminky vcetn€ pouzité kolony jsou popsany v kapitole 6.

Z ioniza¢nich modii byla zvolena elektrosprejové ionizace v pozitivnim modu (AJS
ESI+, z angl. Agilent Jet Stream with electrospray ionization) s parametry iontového
zdroje: teplota susiciho plynu 340 °C, pritok susiciho plynu 8 1/min. Dusik byl pouzit
jako kolizni plyn. Nebulizer byl nastaven na 28 psi, teplota ptidavného plynu 380 °C a
pritok pfidavného plynu 12 I/min. Vyhodnocovani bylo provadéno pomoci softwaru
MassHunter, verze A 00.08.24 (Agilent Technologies). Byl také testovan jiny druh
ionizace (ionizace za atmosférického tlaku, APCI) vzhledem k povaze analytu (mensi

polarita). AvSak zvolend ionizace za atmosférického tlaku vykazovala mnohem nizsi
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senzitivitu nez ESI+. Ke kvantifikaci byla pouzita vysoce specifické a senzitivni metoda
vyhodnocovani — dynamickd multiplexni analyza (AMRM, z angl. Dynamic Multiple
Reaction Monitoring), kdy analyticky systém pracuje v rezimu trojitého kvadrupolu.
Principem dMRM moddu je izolace specifického analytu (stanovované latky)
definovaného pomoci hmotnosti a naboje (m/z) na prvnim kvadrupdlu, jeho podrobeni
srazkové-indukované disociaci (CID) v kolizni cele na druhém kvadrupolu a detekci
produktového iontu definovaného pomoci m/z na poslednim z trojitého kvadrupélu.
Tabulka 15 ukazuje detekci izotopové znafenych standardi a vitamini K
na kvantifikac¢nich a konfirmacnich piechodech véetné retencnich casti (RT) a kolizni

energie.

Tab. 15 Kvantifikacni a konfirmacni prechody forem vitaminu K
(kvantifikacni pfechody jsou oznaceny *)

Nazev Prekl}rsorovy Proc!uktovy RT (min) Kolizr.li

analytu ion ion energie
Ki-d7 458.3 194.1 4.8 24
Vitamin K 451.4 199.2 4.8 32
Vitamin K; 451.4 187.1 4.8 24
MK-4-d7 452.4 194.1 3.1 20
MK-4 445.3 227.1 3.1 24
MK-4 * 445.3 187 3.1 20
MK-7-d7 656.5 194.1 7.9 32
MK-7 649.5 227.2 7.9 32
MK-7 * 649.5 187 7.9 32

8.1. Kalibrace

Pro kvantitativni stanoveni jednotlivych forem vitaminu K byla pfipravena jedenacti
bodova kalibrace ptipravend ze zasobnich roztokd v dubletu. Kalibracni roztoky byly
pfipraveny v nasledujicich koncentracich: 0; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,6; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0 a
10,0 ng/ml. Vypocet koncentrace vitaminu K; vychazi zrovnice regrese
y = 89,9516.x + 0,0333. Regresni rovnice pro vypocet koncentraci vitaminti K> jsou:
v =0654395x + 0,0048 pro MK-4 ay = 87,8625.x + 0,0007 pro MK-7 , kde x ptedstavuje
koncentraci stanovovaného vitaminu a y uvadi pomér ploch piku stanovovaného vitaminu

k danému izotopovée znacenému standardu.
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Vsechny kalibra¢ni kiivky vitaminu K byly linearni v celém testovaném rozsahu.

Hodnoty regresnich koeficientti jsou 0,9967 pro vitamin K;, 0,9949 pro MK-4 a 0,9964

pro MK-7. Jednotlivé kalibrace jsou uvedeny nize na obrdzcich 24 — 26.

Frelative Raspo

Obr. 25 Kalibrace MK-4 (vitamin K;) metodou LC-MS/MS
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Obr. 26 Kalibrace MK-7 (vitamin K3) metodou LC-MS/MS

8.2. Opakovatelnost

V této disertacni praci byla opakovatelnost LC-MS/MS metody stanovena na sérii deseti

vzorki kontrol kvality na tfech koncentra¢nich hladinach za zachovani podminek

opakovatelnosti jako v ptipad¢ opakovatelnosti metody HPLC viz kapitola 7.2. Nizka

hladina kontroly byla ptipravena v koncentraci 0,05 ng/ml pro jednotlivé formy vitamina

K, stfedni kontrola kvality byla pfipravena v koncentraci 0,5 ng/ml pro jednotlivé formy

vitamini K a vysokd hladina kontroly byla pfipravena v koncentraci 1,5 ng/ml

pro jednotlivé formy vitamint K. Z namétenych dat byl vypocitan primér, SD, CV a bias.
Na nizké hladin€ kontroly jsme dosahly CV 9,2 % pro vitamin K, 14,2 % pro MK-4 a
10,6 % pro MK-7. Na stfedni hladin€ kontroly byl dosazen CV 3,2 % pro vitamin K,
3,2 % pro MK-4 a 6,0 % pro MK-7. Na vysoké hladin€ kontroly jsme dosahly CV 2,3 %

pro vitamin K, 6,7 % pro MK-4 a 6,8 % pro MK-7. Vysledky opakovatelnosti uvedené

v tabulce 16 odpovidaji pozadavkim uspésné validace.
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Tab. 16 Opakovatelnost méreni pomoci LC-MS/MS

Nizev Nizka kontrola Stredni kontrola Vysoka kontrola
(0,05 ng/ml) (0,5 ng/ml) (1,5 ng/ml)

Poradi | K; | MK-4 | MK-7 Ki | MK+4 | MK-7 | K; | MK-4 | MK-7
1 0,041 | 0,038 | 0,044 | 0,54 | 0,49 | 0,55 1,54 1,63 1,60

2 0,047 | 0,053 | 0,054 | 0,51 0,50 | 0,46 1,52 1,48 1,65

3 0,047 | 0,051 | 0,057 | 0,54 | 0,50 | 0,51 1,53 1,42 1,67

4 0,045 | 0,063 | 0,055 | 0,52 | 0,49 | 0,55 1,54 1,62 1,48

5 0,060 | 0,058 | 0,060 | 0,50 | 0,49 | 0,50 1,52 1,41 1,49

6 0,049 | 0,054 | 0,046 | 0,51 0,53 0,49 1,54 1,65 1,51

7 0,050 | 0,054 | 0,047 | 0,51 0,51 0,52 1,55 1,44 1,51

8 0,053 | 0,059 | 0,058 | 0,50 | 0,52 | 0,49 1,58 1,45 1,47

9 0,054 | 0,044 | 0,059 | 0,51 0,52 | 0,49 1,46 1,41 1,74

10 0,049 | 0,050 | 0,054 | 0,49 | 0,53 0,47 1,48 1,41 1,74
Pramér | 0,052 | 0,052 | 0,053 | 0,51 0,51 0,50 1,53 1,49 1,59
SD 0,05 | 0,007 | 0,006 | 0,02 | 0,02 | 0,03 0,03 | 0,10 | 0,11

CV (%)| 9,2 14,2 10,6 3,2 3,2 6,0 2,3 6,7 6,8

Bias
(%) 3,7 4,8 6,8 2,6 1,6 0,6 1,7 0,5 5,7

8.3. Reprodukovatelnost méreni

Reprodukovatelnost byla stanovena na sérii deseti vzorki na tfech koncentracnich
hladinach za podminek reprodukovatelnosti. VSechny vzorky pro stanoveni
reprodukovatelnosti byly pfipraveny v jeden den a ulozeny do hlubokomraziciho boxu
pii cca -70 °C. Reprodukovatelnost této metody byla stanovovana v rizné dny. Kazdy
den byl méfen jeden vzorek nizké, jeden vzorek stfedni a jeden vzorek vysoké kontroly
kvality. Ostatni podminky méieni (stejny analyzator, stejna obsluha) byly zachovany.
Z vysledkii byl jako v ptfipadé opakovatelnosti vypocitan primér, SD, CV a bias.
V tabulce 17 jsou uvedeny vSechny naméfené hodnoty a vypocitané parametry. Na nizké
hladin¢ kontroly jsme dosadhly CV 11,8 % pro vitamin K;, 11,8 % pro MK-4 a 12,7 %
pro MK-7. Stfedni kontrola kvality vykazovala v reprodukovatelnosti hodnoty CV
8,8 % pro vitamin Kj, 5,6 % pro MK-4 a 6,2 % pro MK-7. Na vysoké hladin¢ kontroly
jsme dosahly CV 2,5 % pro vitamin Ki, 4,4 % pro MK-4 a 5,5 % pro MK-7. Vypocitané

parametry spliiuji podminky Gspésné validace metody.
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Tab. 17 Reprodukovatelnost méreni pomoci LC-MS/MS

Nizev Nizka kontrola Stifedni kontrola Vysoka kontrola
(0,05 ng/ml) (0,5 ng/ml) (1,5 ng/ml)
Poradi | K MK-4 | MK-7| K; |MK4|MK-7] Ky MK-4 | MK-7
1 0,061 | 0,050 | 0,051 | 0,50 | 0,49 | 0,50 1,53 1,44 1,43
2 0,063 | 0,042 | 0,057 | 0,51 0,52 | 0,49 1,61 1,45 1,51
3 0,048 | 0,058 | 0,053 | 0,51 0,50 | 0,52 1,52 1,41 1,47
4 0,050 | 0,053 | 0,057 | 0,50 | 0,48 | 0,51 1,51 1,48 1,65
5 0,053 | 0,057 | 0,055 | 0,51 0,50 | 0,49 1,56 1,54 1,67
6 0,057 | 0,055 | 0,042 | 0,48 | 0,46 | 0,47 1,57 1,55 1,51
7 0,060 | 0,064 | 0,063 | 0,56 | 0,55 | 0,47 1,55 1,48 1,49
8 0,043 | 0,062 | 0,052 | 0,58 | 0,52 | 0,56 1,63 1,58 1,48
9 0,060 | 0,062 | 0,060 | 0,60 | 0,47 | 0,45 1,58 1,61 1,45
10 0,055 | 0,054 | 0,043 | 0,60 | 0,53 0,49 1,54 1,55 1,60
Pramér| 0,055 | 0,056 | 0,053 | 0,54 | 0,50 | 0,50 | 1,56 | 1,51 1,53
SD 0,006 | 0,007 | 0,007 { 0,05 | 0,03 | 0,03 | 0,04 | 0,07 | 0,08
Cv
(%) 11,8 | 11,8 | 12,7 8,8 5,6 6,2 2,5 4,4 5,5
Bias
(%) 10,0 11,4 6,6 7,0 0,4 1,0 4,0 0,6 1,7

8.4. Pravdivost méreni (bias)

Pravdivost méfeni ukazuje tésnost shody mezi stfedni hodnotou vysledki méfeni a
piijatou referencni hodnotou. Mirou pravdivosti je bias, ktery odhaduje hodnotu
systematick¢ chyby. Hodnota bias byla vypocétena jak pro opakovatelnost, tak
pro reprodukovatelnost méieni, a je uvedena v tabulkdach 16 a 17. Za stiedni referencni
hodnotu je povazovana hodnota 0,05 ng/ml pro nizkou kontrolu kvality, 0,5 ng/ml
pro stfedni hodnotu a 1,5 ng/ml pro vysokou kontrolu kvality.

Vypocitané hodnoty bias u opakovatelnosti a reprodukovatelnosti nepiesahuji
u zadného stanovaného vitaminu hodnotu 12 %, a proto spliiuji podminky uUspésné

validace.

8.5. Mez detekce

Mez detekce se u chromatografickych metod s tandemovou hmotnostni detekci stanovuje

fedénim nejnizsiho kalibra¢niho bodu, pokud je odezva analytu nejnizsiho kalibra¢niho
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bodu (0,03 ng/ml) alespon pétkrat vyssi nez odezva vzorku bez analytu (European
Medicines Agency, 2011).

Postupnym fedénim byla stanovena mez detekce 0,0019 ng/ml pro vitamin K; a
0,0038 ng/ml pro ob¢ stanovované formy vitaminu K,. Mez detekce byla stanovena

s dostate¢nym rozliSenim poméru signalu k Sumu.

8.6. Mez kvantifikace

Za mez kvantifikace se u chromatografickych metod s tandemovou hmotnostni detekci

povazuje nejnizsi kalibracni bod, ktery v této disertacni praci odpovida koncentraci

0,03 ng/ml.

8.7. Vytézinost metody

Vytéznost u vitaminu K; dosahovala hodnot 98,2 — 109,6 %. VytéZznost u vitaminu K>
dosahovala hodnot 99,5 — 111,2 % pro MK-4 a 99,0 — 106,8 % pro MK-7.

Hodnoty vytéZnosti by se mély pohybovat vrozmezi 90 — 110 %, pokud se
ale pouzivaji hodnoty blizk¢ LOQ, pak je povolené rozmezi vytéznosti metody
80 — 120 % (European Medicines Agency, 2011). To je zde v piipadé formy MK-4, kde
hodnota vytéZnosti 111,2 % byla ziskdna u vzorku s koncentraci 0,05 ng/ml, kterd je

blizka LOQ.

8.8. Robustnost metody

Vliv teploty skladovani na stabilitu vitaminu K v séru byl testovan jiz u metody HPLC
viz kapitola 7.8.

U této metody jsme se rozhodli otestovat stabilitu pfipraveného vzorku skladovaného
v chlazeném automatickém podavaci vzorkl (autosampleru) pti teploté cca 4 °C po dobu
7 dni. Tento pokus byl proveden na sérii 10 ptipravenych vzorkd, kdy béhem sedmi dnli
doslo k maximalnimu poklesu o 11 % oproti pivodni hodnoté. Série deseti vzorkl byla

métena kazdy den.
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8.9. Shrnuti validace LC-MS/MS metody

Metoda na stanoveni tfi forem vitaminu K byla vyvinuta a Gspésné validovéana. Oproti

vvvvvv

HPLC pomérné ¢asové naro¢nd. Porovnani LOD, LOQ a vytéznosti obou vyvinutych

metod ukazuje tabulka 18.

Tab. 18 Porovnani LOD, LOQ a vytéznosti metod HPLC s FLD a LC-MS/MS

Validac¢ni Metoda Yitamin K
parametr Ki MK-4 MK-7
LOD (ng/ml) HPLC s FLD 0,0103 0,0140 0,0100
LC-MS/MS 0,0019 0,0038 0,0038
LOQ (ng/ml) HPLC s FLD 0,03 0,04 0,04
LC-MS/MS 0,03 0,03 0,03
Vytéimost (%) HPLC s FLD | 100,7-104,0 | 98,0-106,0 | 104,0 - 104,1

LC-MS/MS | 98,2-109,6 | 99,5-111,2 | 99,0 -106,8

Neékteré publikace uvadéji snazsi a rychlejsi ptipravu vzorkil s vitaminem K,
avSak jejich limity kvantifikace jsou casto nékolikandsobné vyssi, coz znemoziuje
pouziti téchto metod u vzorkt s nizkymi koncentracemi (Riphagen et al., 2015).

Stanoveni vitaminu K metodou LC-MS/MS provadime na Ustavu 1ékatské chemie
a klinické biochemie 2. l€¢katrské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
Motol od roku 2017. Do roku 2017 probihalo stanoveni vitaminu K vyhradné metodou
HPLC s fluorescen¢ni detekci. Vzhledem k nizkych sérovym koncentracim tohoto
vitaminu jsme potiebovali metodu s niz§im limitem detekce a s minimalnim rizikem
interferenci v analyze. Z divodu zachovani minimdalnich interferenci jsme museli
ponechat stejnou ptipravu vzorku i pro metodu LC-MS/MS. Metoda s hmotnostni detekei
je 1 presnéjsi vzhledem k pouzitim IS ke kazdému analytu, které minimalizuji chyby

pii naro¢né piipraveé vzorku.
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9. Primé stanoveni vitaminu K pomoci HPLC s FLD

Piimé stanoveni vitaminu K u postmenopauzalnich Zen je velmi dilezité, jelikoz vitamin
K> zejména forma MK-7 ma pozitivni G€inek na formaci kostni hmoty. V odborné
literatufe se miizeme setkat s namétrenymi hodnotami vitaminu K, které pravé byvaji
u pacientll s ptiznaky osteoporozy snizené oproti kontrolni skupin¢ (Hart et al., 1985;
Kanai et al., 1997; Rosen et al., 1993; Sato et al., 1998). Vybrané hodnoty MK-7 jsou

uvedeny v tabulce 19.

Tab. 19 Hladiny vitaminu K; a MK-7 u pacientii s osteoporozou a u kontrolni  skupiny
bez osteoporozy

. . MK-7 (ng/ml,
Zdroj Oblast Skupina T
starSi Zeny bez zlomeniny
+
(Rosen et Lyon, (n=38) 0,226 £0,178
al., 1993) | Francie | starsi zeny se zlomenmou 0.120 + 0,084
kycle (n = 51)
starSi Zeny bez zlomeniny
+
(Hart et al., | Tokyo, (n=36) 6,260 £ 5,620
1985) Japonsko | star$i Zeny se zlomeninou
obratle (n =24) 3,290 £ 3,630
postmenopauzalni Zeny s N
(Kanai etal,| Osaka, | normélni BMD (n=52) | 11100=0.5%0
1997) Japonsko postmen’(v)pauzalm zeny se 0.750 + 0,130
snizenou BMD
starS$i muzi s normalni
+
(Sato et al., | Osaka, BMD (n=15) 1,440 0,850
1998) Japonsko | star§i muZi se snizenou
BMD (n = 12) 0,710 +£ 0,350

Pro vitamin K> neexistuji referen¢ni meze, a proto interpretace téchto vysledkt byva
pomoci metody HPLC s fluorescencni detekci s postkolonovou redukci zinkovym
prachem a pozdé¢ji pomoci metody LC-MS/MS. Celkem bylo pomoci HPLC metody
stanoveno 192 vzorkll sér pacientli s osteoporézou a 158 postmenopauzalnich Zzen
bez diagnostikované osteopordzy.

Nejcastéji se naméfena data porovndvaji s naméfenymi daty zdravé populace,
kde jsou vSak tyto skupiny vétSinou velmi malé. V této praci (viz kapitola 10.3.) jsou
uvedeny referen¢ni intervaly pro stfedoevropskou populaci, které jsme si sami stanovili

z dat namétenych pomoci metody LC-MS/MS.
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U skupiny pacientli s osteopordézou a postmenopauzalnich Zen byla pomoci
Shapirova-Wilkova testu analyzovdna normalita rozlozeni dat. Namétena data pomoci
HPLC metody byla rozlozena nerovnomérné (p-hodnota <0,0001), a proto jsou
k hodnoceni pouzity mediany a mezikvartilova rozpéti. Hladiny vitamind K u pacientti
s osteoporozou dosahovaly hodnot medidnu 0,27 ng/ml pro vitamin K;, 0,87 ng/ml
pro MK-4 a 0,60 ng/ml pro MK-7. Pomoci Mann-Whitneyova testu jsme neprokézali
rozdilnost dat béhem rocnich obdobi jako je to napiiklad typické pro vitamin D.
P-hodnota u vitaminu K; byla 0,8628, u MK-4 0,1044 a u MK-7 0,8526. Nami namé&fené
hladiny vitaminu K, odpovidaji hodnotam vitaminu K; uvedenych v publikaci autorQ
(Rosen et al., 1993), kde primérna hodnota tohoto vitaminu u 51 star§ich Zen
s prokazanou zlomeninou kyc¢le dosahovala 0,336 ng/ml. Hodnota MK-7 je u této
populace vyrazné€ nizsi oproti nasim datim. Autofi uvadéeji primérnou hodnotu MK-7
0,120 ng/ml.

Pomoci HPLC metody jsme také stanovili koncentraci vitaminu K
u postmenopauzalnich zen bez prokézané osteopordzy, kde hodnoty medidnu byly
u vitaminu K; 0,34 ng/ml, u MK-4 0,81 ng/ml a u MK-7 0,93 ng/ml. V tabulce 20 jsou
uvedeny prumeéry, SD, mediany, 1. kvartily (Q1) a 3. kvartily (Q3) naméfenych dat
pomoci HPLC metody.

Tab. 20 Prehled prumeri, SD, medianii a kvartilii vitaminu K u pacienti s osteoporozou
a postmenopauzalnich Zen analyzovanych pomoci HPLC metody

Pacientky s osteoporézou | Postmenopauzalni Zeny

2L (n = 192) (n = 158)

Ki MK-4 | MK-7 Ki MK-4 | MK-7
(ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml)

Primér 0,43 0,89 1,00 0,49 0,83 1,19

Vitamin K

SD 0,39 0,29 1,02 0,40 0,27 1,08
Median 0,27 0,87 0,60 0,34 0,81 0,93
Q1 0,16 0,77 0,39 0,15 0,60 0,47
Q3 0,42 0,97 1,08 0,53 0,89 1,87

Na obrdazku 27 je znadzornén krabicovy graf s vyznaenym medianem, prvnim a
tretim  kvartilem, minimdlni a maximalni hodnotou. Pomoci neparového
neparametrického testu (Mann-Whitney test) jsme porovnali jednotlivé formy vitaminu

K pro kazdou skupinu pacientek. Statisticky vyznamny rozdil byl u formy MK-7, kde
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p-hodnota byla 0,0467. U vitaminu K; a MK-4 jsme neprokézali statisticky vyznamny
rozdil dat. Potvrdila se naSe hypotéza, ze pacientky s osteoporézou budou mit nizsi

hladiny MK-7.
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Obr. 27 Krabicovy graf vitaminu K u pacientek s osteoporozou a postmenopauzalnich
?gnP — pacientky s osteoporézou, PZ — postmenopauzalni Zeny bez diagnostikované
osteoporodzy, ns — statisticky nevyznamny rozdil dat, * - statisticky vyznamny rozdil dat)

Zcela odlisné koncentrace vitaminu K jsou publikovany u japonské populace autory
Kamao et al. (Kamao et al., 2005) a Suhara et al. (Suhara et al., 2005). Oba kolektivy
autort nam¢fily hladiny vitaminu Ku 20 zdravych jedinct. Hladiny vitaminu K;
u japonské zdravé populace jsou oproti nasi populaci minimalné dvakrat vyssi a dosahuji
hladin od 1,22 + 0,57 ng/ml do 1,81 £ 1,11 ng/ml. U formy MK-4 jsou hladiny zdravé
japonské populace naopak niz§i, zde dosahuji hladin od 0,15 + 0,17 ng/ml
az po 0,39 + 0,46 ng/ml. V dasledku zvySené konzumace fermentovanych potravin
zejména natto, které je velmi bohaté na MK-7, jsou hladiny MK-7 u japonské zdravé
populace mnohonasobné vyssi 6,37 + 7,45 ng/ml do 16,27 £+ 20,58 ng/ml (Kamao et al.,
2005; Suhara et al., 2005).

Dale u vybrané skupiny pacientek (n = 38) byly kromé vitaminu K naméteny hladiny
OC, ucOC, 25-OH vitaminu D, PIVKA-II, MGP a ucMGP. OC a 25-OH vitamin D byl
stanovovan na automatizovanych analyzitorech na ULCHKB. Referen¢ni hodnoty pro
OC jsou 11,00 — 43,00 pg/l pro zeny ve véku 20 — 55 let a 15,00 — 46,00 pg/l pro zeny ve
véku 56 — 99 let. Fyziologické rozmezi 25-OH vitaminu D je 50 — 250 nmol/l (Fuschova
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et al., 2013; Roche Diagnostics GmbH, 2017). Hladiny ucOC u zdravé populace byly
publikovany autory van Summeren et al. (van Summeren et al., 2007). U 30 zdravych
dospélych  dobrovolnikii byla vyhodnocena fyziologickd koncentrace ucOC
3,6 £ 2,5 ng/ml (primér = SD). Autofi publikace stanovovali ucOC na komeréni ELISA
souprave od firmy Takara (Japonsko). Dalsi skupina autort Dahlberg et al. (Dahlberg et
al., 2018), ktefti taktéz pouzili soupravu pro stanoveni ucOC od fimy Takara (Japonsko),
uvadéli referencni rozmezi pro ucOC 2 — 4 ng/ml namétené u zdravé populace ve véku
do 40 let. Tento typ ELISA soupravy byl pouzit pii stanoveni koncentraci ucOC v této
praci. Dalsi analyty — PIVKA-II, MGP a ucMGP byly také stanovovany pomoci
komeréné dodanych souprav pro neautomatizované enzymové imunoanalyzy. Autofi
Ebrahimzadeh Attari et al. (Ebrahimzadeh Attari et al., 2019) uvadéji fyziologické
rozmezi ucMGP < 4 ng/ml. Autoti Silaghi et al. (Silaghi et al., 2019) stanovili u 124
zdravych jedinct referencni rozmezi pro celkové MGP, které¢ bylo 6 — 108 ng/ml.
Fyziologické hladiny PIVKA-II uvadi publikace autori Krzyzanowska et al.
(Krzyzanowska et al., 2018), kde jsou popsany fyziologické hladiny < 2 ng/ml.

Tab. 21 Prehled fyziologickych mezi u OC, ucOC, MGP, ucMGP, PIVKA-Il

Fyziologické rozmezi

Osteokalcin (ng/ml) | zeny 20 - 55 let 11-43
Osteokalcin (ng/ml) | zeny 56 - 99 let 15 -46

ucOC (ng/ml) 2-4
MGP (ng/ml) 6 - 108

ucMGP (ng/ml) <4

PIVKA-II (ng/ml) <2

Skupina pacientek byla rozdélena na dva soubory. Prvni soubor (n = 19) byl tvofen
pacientkami bez prokdzané osteopordzy. Druhy soubor (n = 19) byl tvofen pacientkami
s prokazanou osteopordzou. Hodnoty primérd, SD, medidnd a kvartild jsou uvedeny

v tabulkach 22 — 23.
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Tab. 22 Prehled primeéru, SD, mediani a kvartilii pro OC, ucOC, PIVKA-II, MGP,
ucMGP u pacientii bez prokazané osteoporozy a u pacientii s prokdzanou osteoporozou
(PZ — postmenopauzalni Zeny bez prokazané osteopordzy, OP — pacientky s osteoporézou,

ns — statisticky nevyznamny rozdil dat, * - statisticky vyznamny rozdil dat)

anayt | OC, | weoC M Iprvka | MGP | uemGP | USHCY
g/ml) | (ng/ml) (%) (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) (%)
.z | Primér | 17,89 4,00 | 30,94 1,055 101,20 9,08 10,88
E SD 10,52 2,45 25,52 1,096 42,23 4,66 4,83
%E Median | 15,41 3,91 21,88 0,707 91,22 7,96 12,53
é Q1 11,24 1,86 12,37 0,609 68,27 5,45 7,07
& Q3 23,01 6,45 | 40,36 1,019 113,95 | 11,09 14,16
Prumér | 22,29 2,87 14,12 0,888 131,50 | 10,66 10,54
S SD 9,51 1,90 8,93 0,338 50,78 4,36 7,45
'f;: Median | 18,24 2,91 15,11 0,914 127,77 | 10,56 8,39
E Q1 14,91 1,05 5,96 0,762 104,34 6,92 5,94
Q3 31,14 4,43 19,72 1,076 161,31 | 14,31 11,50

Rozdil ns ns ns ns * ns ns

Tab. 23 Prehled primeéri, SD, medianit a kvartilu pro 25-OH vitaminu D a vitaminy K u
pacientit bez prokdzané osteoporozy a u pacientii s prokazanou osteoporozou

(PZ — postmenopauzalni Zeny bez prokazané osteopordzy, OP — pacientky s osteoporézou,
ns — statisticky nevyznamny rozdil dat, * - statisticky vyznamny rozdil dat)

Analyt vii:n(l)ill;l p | MK4 1 K MK-7
(nmol/l) (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml)
= Primér | 76,95 0,131 | 0,884 | 0,419
‘?‘% SD 20,65 0,132 | 0,695 0,285
§§ Medi4n 81,8 0,084 | 0,726 | 0,370
iﬁ.; Q1 72,4 0,048 | 0,522 0,275
= Q3 91,9 0,130 | 0,977 0,424
Pramér | 76,79 0,160 | 1,105 0,411
‘o: SD 18,42 0,133 | 0,699 0,152
£ | Medin 83,2 0,114 | 0984 | 0378
2 Q1 74,0 0,077 | 0,678 | 0,295
Q3 87,4 0,140 | 1,270 | 0,483
Rozdil ns ns ns ns
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Néami stanovené hodnoty medidnd u analyti OC, ucOC a PIVKA-II jsou ve vySe
uvedenych fyziologickych rozmezich. Je zajimavé, ze u této malé skupiny pacientil jsou
hladiny vitaminu K vyssi u pacientek s osteopordzou nez u postmenopauzalnich zdravych
zen, a presto nejsou tato data statisticky vyznamné odlisna. Proto jsou tfeba tato méteni
provadét na vétSich skupinach pacienti. Hodnota medianu MGP u pacienti
s osteoporozou je vyssi nez uvedené fyziologické rozmezi. U obou skupin mediany
ucMGP prekracuji fyziologické rozmezi. Zvysena koncentrace ucMGP by méla souviset
s nizkou koncentraci vitaminu K», kdy nedochézi k dostate¢né karboxylaci Glu. Mediany
25-OH vitaminu D a vitaminu K jsou v obou skupinach ve fyziologickém rozmezi.

Statisticky vyznamné rozdily dat byly u vSech analytl testovany pomoci neparového
neparametrického testu (Mann-Whitney test). Pouze u MGP byl prokdzan statisticky
vyznamny rozdil dat (p-hodnota 0,0497). Zndzornéné mediany MGP

s kvartily, maximalni a minimalni hodnotou jsou zobrazeny na obrdzku 28.

300- *

MGP (ng/ml)

Obr. 28 Krabicovy graf MGP u postmenopauzdalnich Zen bez osteoporozy a u pacientek
S osteoporozou

(OP — pacientky s osteoporézou, PZ — postmenopauzalni zeny bez diagnostikované
osteoporozy, * - statisticky vyznamny rozdil dat)

10. Pfimé stanoveni vitaminu pomoci metody LC-MS/MS

Pfi stanoveni koncentrace vitaminu K pomoci metody LC-MS/MS se nam podatilo
stanovit tento vitamin u 149 vzorkidl pacientll s osteoporézou, 337 vzorkil zdravych
jedincii bez prokdzané osteopordzy, 191 vzorkl zdravych dobrovolnikl pro stanoveni
referencnich mezi vitamini K, 21 vzorkl pacientl s osteopénii a 252 vzorkl pacientli

s CF.
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10.1. Vitamin K u pacientii s osteoporézou

U skupiny pacientii s osteopor6zou byla pomoci Shapiro-Wilkova testu analyzovana
normalita rozlozeni dat. VSechny tfi stanovované formy vitaminu K vykazovaly
nerovnomeérnost rozlozeni dat (p-hodnota <0,0001). U kazdé¢ formy vitaminu K byl
vypocitan median. Medién u vitaminu K; byl 0,250 ng/, u formy MK-4 0,046 ng/ml a
u formy MK-7 0,383 ng/ml. Tabulka 24 ukazuje vypoctené praiméry, SD, mediany, 1. a
3. kvartil.

Tab. 24 Prehled prumeri, SD, medianit a kvartilu u pacientii s osteoporozou zmérenych
pomoci LC-MS metody

Pacienti s osteoporézou (n = 149)
Vitamin K (ngrlnl) (ll\l/fglfm‘:) (l:fgl/(mZ)
Prumér 0,464 0,113 1,015

SD 0,583 0,275 2,547
Median 0,250 0,046 0,383
Q1 0,061 0,004 0,259
Q3 0,708 0,110 0,672

Na obrazku 29 jsou znazornéna naméfend data v podobé krabicovych grafh
s vyznacenym medianem, prvnim a tfetim kvartilem, minimalni a maximalni hodnotou

u pacienti s osteoporozou.
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Obr. 29 Porovnani dat vitaminit K;, MK-4 a MK-7 u pacientii s osteoporozou
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Autofi Kawana et al. (Kawana et al., 2001) publikovali namétfend data 51
postmenopauzalnich zen ve véku 66 — 93 let se zlomeninou kyc¢le nebo obratli,
kde hodnoty vitaminu K; dosahovaly hodnot 0,095 + 0,081 (primér + SD) ng/ml. Hladiny
MK-7 u této japonské populace byly 0,428 + 0,649 (primér + SD) ng/ml. Hladiny MK-4
se u této populace nepodaftilo detekovat. Je vidét, Zze i pies odliSnou stravu, ktera je
v Japonsku bohat4 zejména na formu MK-7, tato skupina vykazovala obdobné vysledky
koncentrace formy MK-7 jako naSe skupina. Vitamin K; byl u japonskych
postmenopauzalnich Zen vyrazné nizsi. Tato publikace navic uvadi primér a smérodatnou
odchylku 1 pfes nerovnomérné rozloZeni dat. Dalsi vysledky ziskané ze skupiny 19
japonskych postmenopauzalnich zen s nizkou kostni denzitou uvadi publikace autori
Kanai et al. (Kanai et al., 1997). U této skupiny byly méfeny hladiny vitaminu K; a
MK-7. Forma MK-4 nebyla stanovovana. Koncentrace vitaminu K; naméfené u této
populace byly 0,081 + 0,009 ng/ml (primér + SD) a koncentrace formy MK-7
1,084 £ 0,045 ng/ml (primér £ SD). Vitamin K; odpovida hladindm namétenym
v publikaci Kawana et al. (Kawana et al., 2001). Zatimco hladiny MK-7 zna¢né pfevysu;ji
1 naSe ziskana data. Vliv na tyto vyssi hladiny MK-7 bude mit nejen mensi testovana
skupina, ale i nizsi vék, ktery je u této skupiny 55 + 1,3 rokli (primér £ SD). Autofi
Kamao et al. (Kamao et al., 2005) publikovali vysledky 10 japonskych pacienta
s osteoporozou. Pfi pfimém stanoveni vitaminu K pomoci metody HPLC s FLD byly
hladiny vitaminu K; u této populace 0,62 + 0,25 ng/ml, MK-4 46,83 + 46,41 ng/ml a
MK-7 4,18 £+ 6,28 ng/ml. Pii pouziti metody LC-APCI/MS uvadi autofi koncentrace
u vitaminu K; 0,85 £ 0,27 ng/ml, u formy MK-4 51,89 + 44,88 ng/ml a u MK-7
4,13 £ 6,37 ng/ml. Tyto hladiny vSech tii forem vitaminu K u obou metod vyrazné
pievysuji nase ziskané hodnoty, coz opét muze byt zpiisobeno odliSnymi stravovacimi
navyky. Navic téchto deset pacientll s osteopordzou bylo 1é¢eno denni davkou 45 mg
MK-4, coz vysvétluje dosazené vysoké hladiny této formy vitaminu K.

Avsak 1 v rdmci japonské populace se vysledky MK-7 mohou od sebe znac¢né lisit, coz
doklada publikace autort Kaneki et al. (Kaneki et al., 2001). V této publikaci jsou
naméfeny 2 skupiny postmenopauzalnich Zen. Jedna skupina 49 Zen je z Tokia a druha
skupina 25 Zen z HiroSimy. Hladiny MK-7 u tokijské skupiny postmenopauzalnich Zen
dosahuji hodnot 1,538 + 1,785 ng/ml, zatimco u hiroSimské skupiny Zen dosahuji hodnoty
tohoto vitaminu ,,pouze* 0,357 + 0,539 ng/ml. Vitamin K; se v obou skupinéch pfili§

nelisi. Postmenopauzalni Zeny z Tokia maji hladiny vitaminu K; 0,149 + 0,095 ng/ml a
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u Zen z HiroSimy byly naméfeny hladiny tohoto vitaminu 0,149 + 0,117 ng/ml. Hladiny
MK-4 nebyly v této publikaci stanovovany. Rozdil ziskanych dat mezi danymi skupinami
muze byt zptisoben odlisSnym stravovanim v jednotlivych ¢astech Japonska. Vyssi mira
konzumace natto je prave v oblasti na sever od Tokia, zatimco v oblasti HiroSimy se natto
konzumuje mén¢. V oblasti jizni ¢asti Japonska v¢etné HiroSimy je vyssi vyskyt fraktur
ky¢li v porovnani se severni ¢asti Japonska (Kaneki et al., 2001; Sato et al., 2020).
Na obrazku 30 je uvedeno schéma Japonska a Cetnost vyskytu zlomenin kréku femuru

zavislou na mife konzumace natta.

Riziko zlomeniny

| Konzumace natta ’ {_I el et
BEC & BEC]
Malo Hodné Vysoké Nizké

1 P

/= ==

Obr. 30 Viiv konzumace natto na riziko zlomeniny krcku femuru
pieloZeno a upraveno z ptivodniho zdroje: (Sato et al., 2020)

U evropské populace byly publikovany vysledky z Velké Britanie u 31
postmenopauzalnich zen ve véku 48 — 84 let v publikaci autort Kaneki et al. (Kaneki et
al., 2001), kde byla naméfena koncentrace vitaminu K; 0,104 + 0,108 ng/ml a koncentrace
formy MK-7 0,110 + 0,058 ng/ml. Oproti nasi namétené skupiné€ jsou tyto koncentrace
niz8i nez vypocteny median u nasi skupiny. Hladiny MK-4 nebyly v publikaci téchto
autor stanovovany (Kaneki et al., 2001). Nizké hladiny vitaminu K; jsou uvedeny
v publikaci autorii Beavan et al. (Beavan et al., 2005), kde jsou zhodnocena data 31
britskych postmenopauzalnich Zen, jejichz koncentrace vitaminu K; byly
0,063 + 0,005 ng/ml. V této publikaci je dale uvedena i skupina 50 postmenopauzalnich
zen, jejichZ koncentrace vitaminu K; jsou 0,072 + 0,009 ng/ml, a jsou tudiZ obdobné

pfedchozi britské skupiné. Hladiny vitaminu K> nebyly u téchto skupin stanovovany.
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Autofi Thane et al. (Thane et al., 2002) publikovali vysledky méfeni 385 muzi a 493 Zen
ve v€ku nad 65 let, kde byl stanovovan pouze vitamin K;. U muzi byly naméfeny
koncentrace tohoto vitaminu s pramérem 0,153 ng/ml a s celkovym rozpétim
0,027 — 0,829 ng/ml a u zen spramérem 0,168 ng/ml a scelkovym rozpétim
0,027 — 0,928 ng/ml. Tyto hodnoty se pfili§ nelisi od hodnot ziskanych v nasi skupiné
pacientii s osteoporozou. V dalsi publikaci autori Yan et al. (Yan et al., 2004) jsou
uvedena data britské populace od 67 muzii ve véku 60 — 83 let a stejné velké skupiny zen.
I v této publikaci byl stanovovan pouze vitamin K, kdy u muzi byly koncentrace tohoto
vitaminu 0,297 £ 0,338 ng/ml (priumér = SD) a u Zen 0,329 £+ 0,379 ng/ml (primér + SD).
V této publikaci jsou dale uvedena data 86 muti a 96 Zen z Ciny ve véku 65 — 75 let, kdy
hodnoty vitaminu K; statisticky vyznamné ptevySuji hodnoty evropské populace.
Koncentrace vitaminu K; u ¢inskych muzi byly 0,85 = 0,99 ng/ml a u zen
1,12 + 1,45 ng/ml. Data vitaminu K; u této populace jsou vyssi neZ nase ziskana data,
avSak musime brat na zietel rozdilnost vyhodnocovani zejména pii pouziti praméra.

V publikaci autorti Klapkova et al. (Klapkova et al., 2018) jsou uvedeny vysledky
ziskané metodou HPLC s FLD u 192 Zen s osteoporozou (viz kapitola 9.). Hladiny
vitaminu K; dosahuji 0,43 + 0,39 ng/ml (median 0,27 ng/ml), coz odpovida 1 ziskanym
datim metodou LC-MS. Hladiny vitaminu K, se li§i. Forma MK-4 dosahuje
ve zminéné publikaci hodnot 0,89 + 0,29 ng/ml (median 0,87 ng/ml). Tyto hladiny jsou
vyrazn¢ vys$i nez hladiny ziskané metodou LC-MS/MS. Hladiny MK-7 ziskané metodou
HPLC s FLD dosahuji 1,00 £ 1,02 ng/ml (median 0,60 ng/ml). I v tomto piipad¢ jsou
hladiny MK-7 ziskané metodou LC-MS/MS niz§i. Pomoci neparového neparametrického
testu (Mann-Whitney test) byla analyzovana statisticky vyznamna odliSnost dat.
P-hodnota u MK-4 byla < 0,0001 a u MK-7 0,0013. Vyznamna rozdilnost dat u MK-4
muze byt dana nejen jinym rozsahem métenych pacientli s osteopordzou, ale i pouzitou
metodou. O rozdilnosti dat MK-4 mezi nasimi vyvinutymi metodami pojednava kapitola
11.

Publikace autorti Booth et al. (Booth et al., 2004) uvadi data velkého souboru
postmenopauzalnich Zen. Skupina 269 postmenopauzélnich Zen na 1€cbé estrogeny méla
hladiny vitaminu K; 0,658 + 0,563 ng/ml a skupina 424 postmenopauzalnich Zen
bez 1écby estrogeny méla hladiny tohoto vitaminu 0,635 + 0,694 ng/ml. Z této publikace
1ze usoudit, Ze 1écba estrogeny nema vliv na koncentraci vitaminu K. Primérné hodnoty

obou skupin vyznamné prevySuji median vitaminu K u nasi skupiny pacientd. Naproti
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tomu v publikaci autorti Shea et al. (Shea et al., 2015) je uvedena skupina 791 pacientii
s osteoartrézou, u které byly naméfeny koncentrace K; 0,361 + 0,406 ng/ml. Tato
skupina se svou prumérnou hodnotou vitaminu K; pfiblizuje medidnu tohoto vitaminu
u nasich pacientli s osteopordzou.

Je nutné podoktnou, ze vétSina publikaci uvadi primérnou hodnotu + vybérovou
smérodatnou odchylku, prestoze se jedna o nerovnomérné rozlozeni dat. Nase vysledky
jsou vyjadieny jako medidny. Rozdilny pfistup v hodnoceni souboru piinasi nevyhody
pfi porovnani s publikovanymi daty. DalSimi nevyhodami pfi porovnavani naSich
vysledkd s odbornymi publikacemi je, ze nékteré publikace uvadéji ptili§ malé soubory
(Beavan et al., 2005; Kamao et al., 2005; Kanai et al., 1997; Kaneki et al., 2001) a pouze
nckteré publikace uvadeji obé stanovované formy MK-4 a MK-7 (Kamao et al., 2005;
Kawana et al., 2001; Klapkova et al., 2018). Také riizné postupy pfipravy vzorku a
zvolené analytické metody znesnadnuji porovnani mezi jednotlivymi soubory pacientt.

Tabulka 25 uvadi piehled jednotlivych koncentraci publikovanych v literatuie.
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Tab. 25 Publikované hladiny koncentract vitaminu K u pacientii s osteoporozou
(PZ — postmenopauzalni zeny, vysledky vyjadiené jako priimér = SD)

q Ki MK-4 MK-7
Publikace | Oblast Populace (ng/m, (ng/ml) (ng/ml)
(Kanai et PZ 55+ 1,3 let N
al., 1997) Japonsko (n=19) 0,081 + 0,009 nemeieno 1,084 + 0,045
(Kaneki et | Japonsko | PZ50—84Ilet .
al., 2001) (Tokio) (n = 49) 0,149 £ 0,095 neméfeno 1,538 £1,785
(Kaneki et | Japonsko PZ 51— 66 let .
al., 2001) (Hirosima) (n=25) 0,149 +£0,117 neméfeno 0,357 +0,539
(Kaneki et Velka PZ 48 — 84 let N
al., 2001) Briténic (n=31) 0,104 £0,108 neméfeno 0,110 £0,058
(Kawana et PZ 60 — 93 let (n
al., 2001) Japonsko =51) 0,095+ 0,081 <LoD 0,428 + 0,649
(Thane et Velka Zeny > 65 let . .
al., 2002) Briténic (n = 493) 0,027 -0,928 neméfeno neméfeno
(Thane et Velka Muzi > 65 let - "
al., 2002) Briténic (n = 385) 0,027 -0,829 neméfeno neméfeno
PZ 58 + 7 let
(]130;;[)}:)? USA uziv. estrogeny 0,658 + 0,563 neméfeno neméfeno
al., 2004) (n = 269)
PZ 63 £ 8 let
(]130;:)}:)? USA bez estrogentl 0,635+ 0,694 neméfeno neméfeno
al., 2004) (n = 424)
(Yan et al., Velka Muzi 60 — 83 let n N
2004) Britanie (n=67) 0,297 £ 0,338 neméteno nem¢teno
(Yanetal., | Velka Zeny 60 -83 let N N
2004) Briténic (n=67) 0,329 £ 0,379 neméteno nem¢teno
v Muzi 65 — 75 let
(Ygl(;(;:ét‘)al., Cina uz(1n ) ¢ 0,85+0,99 neméfeno neméfeno
. Zeny 65 — 75 let
(Y;I(; (it‘)al., Cina en3(fn - 96) ¢ 1,12+ 1,45 neméfeno neméfeno
(Beavanet | Velkd PZ 67+ 7 let . .
al.. 2005) Britanie (n=31) 0,063 £ 0,005 neméteno neméteno
: PZ 68 £ 8 let
(iia; (2)1(1)15? Gambie (n = 50) ¢ 0,072 + 0,009 neméfeno neméfeno
(Kamao et Pament}
1., 2005) Japonsko s osteopordzou 0,62 +0,25 46,83 £ 46,41 4,18 +£6,28
A (n=10)
ij PZ 575 let
e(tDej.l,H;)ulzr) Nizozemsko (n= 508)e 0,487 £ 0,464 neméteno neméfeno
Pacienti s
(Shea et al., USA osteoartrozou 0,361 + 0,406 neméfeno neméieno
2015) 70 -79 let ’ ’
(n=791)
41 Osteoporotické
(tKllapé‘gi’ga Ce}iﬁ Jeny 0,43+039 | 0,89+0,29 1,00+ 1,02
et al., ) | republika (n= 192)
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10.2. Pfimé a nepiimé stanoveni vitaminu K u pacientii a dobrovolniki uZivajicich
formu MK-7

10.2.1. Hladiny vitamini K u pacientii bez prokazané osteoporozy

Béhem pripravy této disertacni prace bylo naméteno celkem 318 pacientli bez prokazané
osteoporozy pomoci LC-MS/MS metody. Tento soubor vSak zahrnuje nejen zdravé
dobrovolniky, ale 1 pacienty snékterymi typy metabolickych onemocnénich
(napt. poruchy lipidového spektra). Vzhledem k riznym diagnézam pacienti nebylo
mozné tuto skupinu dale ¢lenit do jednotlivych skupin. U této skupiny byla pomoci
Shapiro-Wilkova testu analyzovana normalita rozlozeni dat. VSechny tfi stanovované
formy vitaminu K vykazovaly nerovnomérnost rozlozeni dat (p-hodnota < 0,0001), a
proto je k vyhodnoceni pouzit opét medidn. Hodnoty medianu byly u vitaminu K;
0,360 ng/ml, u MK-4 0,090 ng/ml a u MK-7 0,259 ng/ml. Nejvétsi mezikvartilové rozpéti
(IQR) bylo vypocteno u vitaminu K; 0,643 ng/ml. Zatimco u vitaminu K> je hodnota IQR
mensi. IQR bylo u MK-4 0,162 ng/ml au MK-7 0,259 ng/ml.

Vsechny mediany vypoctené u tohoto souboru pacientll jsou v nami stanoveném
referenénim rozmezi zdravé populace. Piehled priméri, SD, mediana a kvartild je

uveden v tabulce 26.

Tab. 26 Prehled prumeri, SD, medianit a kvartilii u pacientii bez prokazané
osteoporozy

Pacienti bez osteopordzy (n = 318)

Ki MK-4 MK-7
(ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml)

Priamér 0,758 0,268 0,399

Vitamin K

SD 2,068 0,616 0,704
Median 0,360 0,090 0,259
Q1 0,140 0,047 0,168
Q3 0,796 0,210 0,424
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10.2.2. Uzivani Femoralexu forte u zdravych dobrovolniki

U vybrané skupiny zdravych dobrovolnikii (n = 19) byl testovan vliv tfimési¢niho
denniho uzivani dopliiku stravy Femoralexu forte, ktery obsahuje 800 IU vitaminu D3 a
45 pg vitaminu K> formy MK-7 v jedné tablet¢ (PharmaSuisse Laboratories, 2020).
Vsichni dobrovolnici uzivali 1 tabletu denné. U dobrovolniki byl proveden prvni odbér
pred zahdjenim uzivani a druhy odbér po tfimésicnim uzivani tohoto dopliku stravy.
Ze vzorkl séra se kromé vitaminu K stanovoval 25-OH vitamin D, OC, ucOC, MGP,
ucMGP a PIVKA-II. U vSech stanovovanych analytii byla pomoci Shapiro-Wilkova testu
analyzovana rovnomeérnost rozlozeni dat. Vitaminy K (vSechny stanovované formy) a
PIVKA-II vykazovaly nerovnomé&rnost rozloZeni dat (p-hodnota <0,0001), a proto byly
k vyhodnoceni vyuzity mediany.

Pro porovnani dat byl vyuzit parovy neparametricky test (Wilcoxoniiv test).
U naméfenych dat byly zjistény statisticky vyznamné rozdily u MK-7
(p-hodnota 0,0124) a 25-OH vitaminu D (p-hodnota 0,0007), ¢imz se potvrdil nas
piredpoklad. Nepiimé ukazatele stavu vitaminu K vykazovaly statisticky vyznamnou
odliSnost pouze v piipadé¢ ucOC (p-hodnota 0,0420), ktery ovSem miize byt ovlivnén
1 hladinou vitaminu D. Koncentrace PIVKA-II nevykazovaly statisticky vyznamny
rozdil, pfestoze se tento nepiimy analyt nékdy vyuziva k posouzeni hladin vitaminu K
u pacientl, ktefi jsou sledovani kviili jeho ptipadnému nedostatku napft. pacienti s CF
¢i pacienti s malabsorp¢nimi syndromy (Krzyzanowska et al., 2018, 2015).

Velkou nevyhodou nepfimych ukazatelt stavu vitaminu K je jejich pomala odezva
pii zvySeni nebo snizeni davky vitaminu K (Fusaro et al., 2017). Z tohoto experimentu je
ziejmé, ze ackoli se PIVKA-II vyuziva jako neptimy ukazatel stavu zasob vitaminu
K v organismu, tak tfimésicni uzivani formy MK-7 nemélo vliv na zménu koncentrace
tohoto markeru. Jak je popisovéno v literatufe, PIVKA-II by méla vykazovat zmény
hladin zejména pii zméné koncentrace vitaminu K;. Prozatim neni stale jasné, jak
PIVKA-II reaguje na ptipadné zmény koncentrace vitaminu K, ktery je teoreticky
schopen konverze na vitamin K> (Nigwekar et al., 2017; Sato et al., 2012).

V tabulkdach 27 - 28 je uveden ptehled priméri, SD, mediani a kvartild

u dobrovolnikli uZivajici Femoralex forte po dobu tii mésict.
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Tab. 27 Prehled pruméri, SD, medianii a kvartilii u dobrovolnikii uzZivajici t7i mésice
pripravek Femoralex forte — prvni cast
(ns — statisticky nevyznamny rozdil dat, * a *** — statisticky vyznamny rozdil dat)

Analyt OC | ucOC | ucOC/ | PIVKA-II | MGP ucMGP | ucMGP/
(ug/l) | (ng/l) | OC (%) | (ng/ml) (ng/ml) | (ug/ml) | MGP (%)
£ Primér| 20,79 | 5,25 29,68 1,72 118,80 9,67 10,84
E_ SD 6,52 | 2,10 16,66 2,08 39,51 4,89 10,00
%N: Median | 19,46 | 5,69 25,82 0,91 116,92 8,18 6,20
2 Q1 16,19 | 3,79 22,45 0,51 96,58 6,40 4,63
& Q3 25,51 | 6,53 29,44 1,83 140,75 11,29 15,76
S |Pramér| 20,16 | 4,34 23,39 1,83 142,84 11,18 9,29
;% SD 6,60 1,84 9,95 2,46 53,66 4,55 5,63
E Median | 18,04 | 4,96 24,23 0,94 144,88 10,34 7,74
>§ Q1 16,17 | 2,92 17,26 0,54 86,62 6,84 4,15
& Q3 24,54 | 5,62 29,83 1,73 193,61 15,43 14,62
Rozdil ns * ns ns ns ns ns

Tab. 28 Prehled primeéri, SD, medianu a kvartilu u dobrovolniku uZivajici tri mésice
pripravek Femoralex forte — druha cast
(ns — statisticky nevyznamny rozdil dat, * a *** — statisticky vyznamny rozdil dat)

250H | vkd | K | MK-7
Analyt vitamin D
(nmol/l) (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml)

Primér| 67,62 0,074 | 0,506 | 0,492
SD 21,48 0,068 | 0,480 | 0,803
Median | 66,35 0,046 | 0,360 | 0,182
Q1 48,33 0,030 | 0,263 0,144
Q3 83,34 0,087 | 0,459 0,339
Prumér| 83,30 0,091 | 0,767 0,845

Po tfech mésicich | Pied zahajenim

SD 13,74 0,070 | 0,525 0,997

Median| 85,78 0,074 | 0,680 | 0,537

Q1 75,87 0,045 | 0,572 0,415

Q3 91,41 0,098 | 0,818 0,666
Rozdil ok ns ns *
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Obrazek 31 ukazuje rozdily 25-OH vitaminu D a MK-7 pfed zahdjenim uzivani a
po tifimésicnim uzivani piipravku Femoralexu forte v podobé krabicovych grafi

s vyznacenou minimalni hodnotou, maximalni hodnotou a medianem s IQR.
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Obr. 31 Porovnani dat 25-OH vitaminu D a vitaminu MK-7 u dobrovolnikii uzivajicich
Femoralex forte

10.2.3. UzZivani Femoralexu forte u pacienti s osteopénii

Dalsi skupinou, ktera uzivala potravinovy doplnék Femoralex forte, byli pacienti
s diagnostikovanou osteopénii, u kterych jsme chtéli prokazat, zda ma vitamin K (MK-7)
obsazeny ve Femoralexu forte vliv na kostni denzitu. Tito pacienti (n = 10) absolvovali
denzitometrick¢ vySetfeni pred zahdjenim uzivani Femoralexu forte a byla jim
doporucena strava obsahujici vysoké mnozstvi vapniku. Po skonCeni uzivani preparatu
podstoupili pacienti druhé kontrolni denzitometrické vySetieni, aby se prokézal ptipadny
pozitivni vliv na kostni hmotu. Piipravek Femoralex forte byl uzivan po dobu Sesti
mesict.

Kontrolni skupinu tvofili pacienti s osteopénii (n = 11), ktefi byli 1é¢eni standardnim
postupem, a to vitaminem D (Vigantol) a stravou bohatou na vapnik. Tento experiment
probihal po dobu Sesti mésicli, aby bylo mozné zachytit néjaké zmeény
na denzitometrickém vySetieni.

V tabulkdch 29 — 30 je uveden piehled primért,, SD, mediant a kvartily u pacientii

uzivajicich Femoralex forte a u kontrolni skupiny uZivajici vitamin D. U vSech
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stanovovanych analyti byla pomoci Shapiro-Wilkova testu analyzovana rovnomeérnost
rozlozeni dat. Vitamin K, 25-OH vitamin D a OC vykazovaly nerovnomérnost rozlozeni
dat (p-hodnota <0,0001), a proto byly k vyhodnoceni vyuzity mediany.

Hodnoceni stavu kvality kostni hmoty (BMD) neprobihd pouze z laboratorniho
vySetfeni sérovych hladin analytt souvisejicich s kostni remodelaci, ale i pomoci stupné
ubytku kostni hmoty. Hodnoceni BMD se vyjadiuje pii denzitometrickém vysetfeni
pomoci tzv. T-skore. T-skore vyjadiuje hodnotu standardni odchylky od primérné
hladiny BMD u zdravé populace. Fyziologicky nalez BMD je pii T-skore > -1,0 SD,
osteopénie pi1 T-skore mezi -1,0 a -2,5 SD. Nalez BMD s T-skére < - 2,5 SD patii mezi
jeden z ptiznakii osteopordzy. Pokud je pii tomto nalezu pfitomna i1 nizkozatéZova
zlomenina, lze hovofit o tézké osteopordze (Cepova et al., 2012).

Ve skupiné uzivajici Femoralex forte byl pomoci parového neparametrického testu
(Wilcoxoniiv test) prokdzan statisticky vyznamny rozdil u MK-7 (p-hodnota 0,0313).
Ve skupiné uzivajici vitamin D byl prokazan statisticky vyznamny rozdil u osteokalcinu

(p-hodnota 0 ,0195) a u vitaminu D (p-hodnota 0,0137).

Tab. 29 Prehled prumeru, SD, medianii a kvartilii u pacientit uZivajicich Femoralex forte
(ns — statisticky nevyznamny rozdil, * — statisticky vyznamny rozdil)

Pacienti uzivajici Ki MK-4 | MK-7 Vii:;rglll{]) ocC
Femoralex forte (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) (nmol/l) (ng/ml)

- Priamér 0,286 0,030 | 0,875 61,80 20,51
)% SD 0,454 0,027 1,181 12,78 7,00
“ﬁ Median 0,100 0,030 | 0,372 64,55 20,18
2 Q1 0,030 0,030 | 0,262 51,53 14,73
- Q3 0,553 0,054 1,401 75,70 32,31
Priamér 0,186 0,030 1,908 71,53 15,52
= SD 0,323 0,039 1,437 23,66 2,14
2 Median 0,030 0,030 1,668 74,70 16,04
& Q1 0,030 0,030 | 0,668 53,25 13,31
Q3 0,385 0,047 | 2,817 99,10 17,21

Rozdil ns ns * ns ns
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Tab. 30 Prehled prumeri, SD, medianii a kvartilu u kontrolni skupiny (u pacientii
uzivajicich vitamin D)
(ns — statisticky nevyznamny rozdil, * — statisticky vyznamny rozdil)

Pacienti uzivajici|  Ki MK-4 | MK-7 Vii:;ﬁf]) oC
vitamin D (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) (nmol/l) (ng/ml)

= Primér 0,276 0,039 2,709 58,92 27,69
).g SD 0,423 0,063 6,776 21,00 8,77
E Median 0,127 0,030 0,390 57,40 25,42
Z Q1 0,030 0,030 0,249 45,10 23,10
& Q3 0,299 0,178 1,375 77,10 33,65
Priamér 0,320 0,030 1,809 86,66 23,11

2 SD 0,331 0,063 4,224 16,07 9,95
2 Median 0,179 0,030 0,409 86,75 22,32
& Q1 0,140 0,030 0,243 71,75 16,00
Q3 0,377 0,080 0,937 117,60 29,95

Rozdil ns ns ns * *

Statisticky vyznamny rozdil u MK-7 ve skupin¢ uZzivajici Femoralex forte byl
ocekavany vzhledem ke slozeni tablety. Je zajimavé, Ze nedoSlo Kk statisticky
vyznamnému zvySeni hladin 25-OH vitaminu D. Statisticky vyznamny rozdil
25-OH vitaminu D v kontrolni skupiné také potvrdil nas piredpoklad. Osteokalcin patii
mezi markery kostni novotvorby a jeho statisticky vyznamny rozdil u kontrolni skupiny
nejspise souvisi se zménou hladin 25-OH vitaminu D.

Pti porovnani denzitometrického vySetfeni, kde bylo hodnoceno T-skore v oblasti
patefe, femuru a krcku femuru, bylo prokazano, ze u pacientll uzivajici preparat
Femoralex forte doslo k mirnému zlepseni T-skére v oblasti patefe a femuru. Jak je
z obrazku patrné, nékteti pacienti dokonce dosihli po 1écbé fyziologickych hladin
T-skore. Obrdazek 32 znazornuje medidny a mezikvartilova rozpéti pred 1é€bou a

po 1éche.
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Vitamin K, D a Ca
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Obr. 32 Porovnani T-skore u pacientu uzivajici Femoralex forte a stravu bohatou

na vapnik

U pacientii uzivajicich vitamin D s védpnikem doslo pouze k mirnému zlepSeni T-skore
v oblasti patefe. U zbylych testovanych oblasti doSlo k mirnému zhorSeni hodnoty

T-skore. Obrazek 33 ukazuje mediany a mezikvartilova rozpéti pred 1écbou a po 1€cbé.

Vitamin D a Ca

Patef  Kycel Kréek
1 1 1

0
= Pied 1éCbou
=3 Po 1é¢bé

T-skore

I

Obr. 33 Porovnani T-skore u pacientii uzivajici vitamin D a stravu bohatou na vapnik

Z tohoto experimentu je patrné, ze u pacientli uzivajicich vitamin K (MK-7) doslo
za Sest mésicil ve dvou oblastech méteni k mirnému zlepSeni T-skore, zatimco u pacientli

uZzivajicich pouze vitamin D bylo prokazdno ve dvou testovanych oblastech mirné

zhor$eni T-skore.
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Veskeré zmény T-skore v obou skupinidch pacientd nebyly statisticky vyznamné
rozdilné. Porovnani vlivu Femoralexu forte vii¢i kontrolni skupiné uzivajici ,,pouze®
vitamin D bylo provadéno na malém souboru pacienti, a to z divodu ¢asové naro¢nosti
tohoto experimentu, ale i zdivodu finan¢ni narocnosti a nizké miry spoluprace
vybranych pacientt.

Autofi Ushiroyama et al. (Ushiroyama et al., 2002) prokéazali zlepseni BMD
u pacientll s osteopénii, ktefi uzivali 45 mg formy MK-4 spole¢né¢ s vitaminem D3
po dobu dvou let. Hodnoty BMD byly zvySeny ptiblizn€ o 5 %. Stejné tak Shiraki et al.
(Shiraki et al., 2007) publikovali vysledky studie, kdy denni ptijem 45 mg MK-4 po dobu
dvou let mél vliv na zlepSeni hodnot BMD a na pokles hladin ucOC. V dnesni dob¢ jsou
na trhu ale preparaty obsahujici predevsim formu MK-7 z diivodu delSiho biologického
polocasu a lepsi biologické dostupnosti. Autoii Knapen et al. (Knapen et al., 2013)
prokazali vliv 180 pg formy MK-7 na zlepSeni BMD. Pacienti uzivali tuto formu po dobu
tii let. Zhang et al. (Zhang et al., 2020) testovali vliv 50 pg a 90 ug MK-7 na skupiné
postmenopauzalnich Zen a muzi. Autofi prokazali vliv denni davky 90 ug MK-7 na BMD
u skupiny postmenopauzalnich Zen. Ale tato davka neméla vliv na zlepSeni hodnot BMD
muzi. V soucCasné dobé tento experiment pokracuje a pacienti budou vyhodnoceni

po roce uzivani Femoralexu forte.

10.3. Stanoveni referen¢nich mezi tri forem vitaminu K

V pribéhu tii let se podafilo nasbirat 191 vzorkd od zdravych dobrovolnikt. Tito
dobrovolnici v Case odbéru netrpéli zadnym metabolickym nebo malabsorpénim
onemocnénim (celiakie, Crohnova choroba, cysticka fibroza ¢i jiné poruchy vstiebavani
tuk) a zadny z dobrovolnikli nemél onkologické onemocnéni. Tito dobrovolnici
neuzivali z4dné vitaminové dopliky stravy. V této skupiné pirevazovaly Zeny, které
tvotily 78 % skupiny (n = 149) a zbytek skupiny (n = 42) tvofili muzi. Dle schvéalené
metodiky Svétové zdravotnické organizace byl proveden Wilcoxonlv test s korekci
kontinuity k vypoctu referen¢nich mezi. VSechny statistické vypolty byly provadény
pomoci statistického programu R statistical suite (R Core Team, 2015). Pouze u vitaminu
K1 byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi zenami a muZi, kde p-hodnota ¢inila
5,387-10°%. Tabulka 31 ukazuje referen¢ni rozmezi vsech tii stanovovanych forem

vitaminu K u stfedoevropské populace.
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Tab. 31 Referencni rozmezi vitaminu K;, MK-4 a MK-7

Vitamin K; (ng/ml) MK-4 (ng/ml) MK-7 (ng/ml)
Fyziologické | 0,044 — 1,357 (Zeny) B B
rozmezi 0,030 — 1,214 (muzi) 0,050 - 1,598 0,074 -0,759
Median 0,200 0,090 0,190

V odborné literatufe neni publikovdno referenéni rozmezi pro vitamin Ko.
Pro vitamin K; Ize referen¢ni rozmezi dohledat, avSak jednotlivé publikace se velmi
odlisuji. Odlisnost vysledkti pfimého stanoveni vitaminu K je zplsobena tim,
7e neexistuje standardizovana metoda, ani postup ptipravy vzorku pro piimé stanoveni
jednotlivych forem vitaminu K. Navic naméfend data jsou ovlivnéna také malym
testovanym souborem pacientii nebo dobrovolnikii.

Autofi Sadowski et al. (Sadowski et al., 1989) publikovali referen¢ni rozmezi
vitaminu K; 0,11 — 1,01 ng/ml, zatimco autor Kraemer publikoval referencni rozmezi
pro tento vitamin 0,1 — 3,2 ng/ml (Kraemer, 2015). Ob¢ publikovana referenc¢ni rozmezi
byla stanovena pomoci HPLC metod.

Nekteti autofi meéfili vitamin K; na pomémé malych skupindch pacienti,
napf. autofi Tsugawa et al. (Tsugawa et al., 2006) publikovali naméfené hodnoty
u 52 premenopauzalnich zen ve véku 30 — 49 let, kde se hodnoty vitaminu K; nachazely
v rozmezi 0,50 — 2,54 ng/ml. Hladiny vitaminu K; u skupiny 20 zdravych jedinct
publikovali autofi Kamao et al. (Kamao et al., 2005) a Suhara et al. (Suhara et al., 2005).
Autofi Kamao et al. (Kamao et al., 2005) uvadi hladiny vitaminu K; v rozmezi
0,70 — 2,92 ng/ml. Autofi Suhara et al. (Suhara et al., 2005) naméfili hladiny tohoto
vitaminu v rozmezi 0,65 — 1,79 ng/ml.

Publikované koncentrace vitaminu K u zdravé populace vykazuji velké rozdily
v ziskanych datech. Ve vétSin€ piipadi naméfena data z Japonska silné prevySuji hladiny
ziskané z evropské populace. Autofi Kamao et al. (Kamao et al., 2005) stanovili hladiny
MK-7 od 20 zdravych jedinct v koncentracich 16,27 + 20,58 ng/ml. Tyto koncentrace
mohou byt zptsobeny rozdilnymi stravovacimi navyky. V Japonsku jsou fermentované
potraviny soucasti béZzné denni stravy. Fermentované potraviny jsou zvlasté bohaté
na pfitomnost vitaminu K. Hladiny MK-4 uvadéné v této publikaci v koncentraci

0,15 £ 0,17 ng/ml jsou vzhledem k nasemu referenénimu rozmezi spiSe u spodni hranice.
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Vyssi hladiny MK-4 jsou uvedeny v publikaci autort Sato et al. (Sato et al., 2012), kde
hladiny tohoto vitaminu dosahuji koncentrace 2,20 + 0,38 ng/ml. Avsak data pro vypocet
téchto hladin byla ziskéna ze vzorkd od 10 zdravych japonskych zen. V této publikaci se
nepodarilo stanovit MK-7 na limitem detekce, ktery byl 0,04 ng/ml. Publikace autort
Fusaro et al. (Fusaro et al., 2012) uvadi ziskana data od 62 zdravych starSich jedincti.
Publikace také uvadi mediany 1,13 ng/ml pro vitamin K;, 0,84 ng/ml pro MK-4 a
1,43 ng/ml pro MK-7. Hladiny vitaminu K; a MK-4 jsou srovnatelné s nasimi ziskanymi
daty. Median hodnot pro MK-7 je u této populace vyssi nez v nasi populaci. To miize byt
opét zpisobeno odlisSnym stravovanim, zejména vys$im piijmem zeleniny, syra a ryb.
Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.7., je také mozné, Ze vyS§i pfijem zeleniny
obsahujici vitamin K; se miize v organismu konvertovat na vitamin K. Nizké hladiny
MK.-7 jsou publikovany u 11 mladych zdravych jedinct autorem Suttie (Suttie, 1992),
kde je uvedena koncentrace MK-7 0,29 + 0,18 ng/ml. Forma MK-4 nebyla v této
publikaci stanovovana. Hladiny vitaminu K zde dosahuji 0,51 + 0,37 ng/ml.

Tabulka 32 ukazuje piehled jednotlivych publikaci a jejich vysledkii. Na stanoveni
referencniho rozmezi je dle WHO potieba skupina minimalné 120 jedinch zahrnujici jak

zeny, tak muze. To zadna z uvedenych publikaci nespliuje.
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. Ki MK-4 MK-7
Publikace | Oblast Populace (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
i | Mlada popul
(lsggz“; pka | MBS | 0514037 | neméteno | 029+0.18
Zdrava popul
(;fanzlgg;t Japonsko dragffgg‘; 181111 [ 0,15+0,17 | 16,27 +20,58
Zdrava popul
(aSIuhza(;g ;)t Japonsko dragffgg‘; L 1,22£057 | 039+046 | 637+745
Premenopauzalni
Tslugza(‘)’i)a;t Japonsko | zeny30-49let | 1,52+1,02 | 0,07+0,14 | 4,96+ 6,93
al., 2006) (n=52)
(Tsugawa Postmenopauzalni
et al., Japonsko | Zeny50-80let | 0,32+024 | 0,02+0,04 1,97 +£2.80
2006) (n=344)
Zdrava popul
(ﬁhr;gg%t aponsko | “UHRPRUC | 1012005 | 0.65£0.19 | 1.51+034
(;1)1:;91()3, B\r’ill‘;‘e ZdraZfl‘ Eogulace 1,04+022 | 0,41£0,18 | 1,18+0,22
Zdrava populace
(ﬁusjgcl’zet Ttalie 57 4 roky 1,36+£1,08 | 091+0,85 | 1,95+1,37
al, ) (n=62)
Zdravé z
(Saztg lezt)al., Japonsko (;aielzoiny nemereno 2,20+ 0,38 | <LOD (0,04)
x . Postmenopauzalni
&Kllapé‘glvg Cef)ll‘?;( seny 049+040 | 0.83+027 | 1,19+1,08
et al., ) | republika (n= 158)

Nami stanovené referencni rozmezi je uvadéno zdat ziskanych metodou

LC-MS/MS. Je nutné podotknout, Ze publikované hodnoty vitaminu K byly stanoveny
vétsinou za pouziti HPLC metod s riznymi postupy ptipravy vzorku na pomérné malych
skupinach jedincii. Nékteré publikace se zaméiuji pii stanoveni vitamint K pouze
na zenskou populaci (Klapkova et al., 2018; Sato et al., 2012; Tsugawa et al., 2006).
Porovnani nasich metod HPLC a LC-MS/MS je uvedeno v kapitole 11.

10.4. Pacienti s CF

V obdobi srpen 2018 az cerven 2020 bylo nashromazdéno 252 vzorkd od détskych
pacientl z Centra cystické fibrozy FN Motol. U téchto pacientl byly rutinné stanovovany
hladiny vitaminu A, vitaminu E a 25-OH vitaminu D. Dale u vybrané skupiny pacientl
s CF bylo provedeno stanoveni PIVKA-II. Z laboratorniho informacniho systému byla
dohledéana hladina protrombinového testu vyjadifeného pomoci INR (z angl. international

normalized ratio, mezinadrodni normalizovany pomér). Pomoci Shapiro-Wilkova testu
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byly analyzovéany normality rozlozeni dat. Pomoci Shapiro-Wilkova testu bylo prokdzano
nerovnomérné rozlozeni dat u vSech tfi stanovovanych forem vitaminu K a
u 25-OH vitaminu D a vitaminu A (p-hodnota <0,0001). U vitaminu E byla data rozloZena
rovnomérné (p-hodnota 0,1217). Z namétenych dat jsme vypocitali primér, SD, median

a mezikvartilové rozpéti. Tabulka 33 ukazuje namétend data pacientti s CF.

Tab. 33 Koncentrace lipofilnich vitaminu a hladina INR u pacientii s CF

Vitamin K (ng/ml) 25-OH | Vitamin | Vitamin
vit.D A E |INR

Ki | MK-4 \MK-71 ,ol/ly | (umolit) | (umoly
Pramér | 4951 | 0,072 | 0325 | 64.58 144 | 220 |1.05
SD 14.003] 0,095 | 0.823 | 24,20 0,48 7.8 | 0.09
cV 2.828 | 1318 | 2,536 | 037 0.33 0.4 008
Median | 0.434 | 0,045 | 0.146 | 61.80 140 | 214 |1,03
Q1 0,127 | 0,021 | 0,077 | 50,20 110 | 173 |0,99
Q3 1,933 | 0,089 | 0269 | 74,95 170 | 264 | 1,08
E}‘Z(‘)‘;;‘fg‘;‘;st NE | NE | NE NE NE | ANO |ANO

Hodnoty medianu u vitaminu K jsou 0,434 ng/ml pro Ki; 0,045 ng/ml pro MK-4 a
0,146 ng/ml pro MK-7. U 25-OH vitaminu D je hodnota medianu 61,80 nmol/l. Median
vitaminu A byl 1,40 umol/l a primérna hodnota vitaminu E 22,0 umol/l. Substituce
vitaminu A, D a E je détskym pacientli podavana na zaklad¢ vysledkl stanoveni hladin
jednotlivych vitamini a dalSich klinickych symptomt onemocnéni. Posledni sloupec
tabulky hodnoti INR — neptimy ukazatel stavu hladin vitaminu K v organismu.

Hodnoty vitaminti A, D, E a hodnoty INR jsou v referen¢nim rozmezi. Tabulka 34
uvadi jednotliva referenéni rozmezi pro dané vitaminy stanovované na ULCHKB 2. LF
UK a FN Motol a pro hodnotu INR stanoveném na Oddéleni klinické hematologie 2. LF
UK a FN Motol.
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Tab. 34 Referencni rozmezi vitaminii A, D, E a INR

. . . . 25-OH
Vek Vitamin E | Vitamin A Vit.D INR

(pmol/l) (pmol/l) (nmol/l)

0 -42 dni 1,0 - 6,0 1,2-2,6
42-365dni | 2,0-8,0 1,6 - 3,9
1-15]let 10,0-24,0| 1,0-2,8
15-1501et |11,6-46,4| 1,9-3,1

50-25010,8-1,2

Vysledky vitaminu K u détskych pacientii s CF byly porovnany s ndmi stanovenym
referencnim rozmezim dospé¢lé zdravé populace (viz tabulka 31). U 83 pacientli nebylo
mozné detekovat hladiny MK-4, u 72 pacienti nebylo mozné detekovat hladiny vitaminu
K. Koncentrace vitaminu MK-7 bylo mozné kvantifikovat u vSech pacientii. Mediany
vitaminu K; a MK-7 poukazuji na to, Ze tito pacienti se pohybuji v referenénim rozmezi
zdravé dospélé populace. Median vitaminu MK-4 je niZ8i nez spodni hranice referen¢niho
rozmezi zdravé dospélé populace. U déti s cystickou fibrézou je vzhledem k moznym
krvacivym staviim sledovana hladina INR, ktera by méla korelovat s hladinou vitaminu
Ki.

Skupinu détskych pacienti s CF jsme dale rozdélili na pacienty uzivajici preparaty
s vitaminem K a na pacienty neuzivajici preparaty s pridavkem vitaminu K. Nejcastéji je
détem podavan piipravek Kanavit v tekuté formé¢. Kanavit obsahuje 1éCivou latku
fytomenadion (vitamin K;) v koncentraci 20 mg/ml, to odpovida koncentraci 1 mg
v 1 kapce ptipravku (Zentiva, 2014). V mensi mife je u pacientl pfedepisovana tabletova
forma podani pripravku ParaVit-CF, kde je obsazen fytomenadion (vitamin Kj)
v koncentraci 5000 pg (= 5mg) na 1 tobolku nebo na 0,25 ml roztoku (NORDIC Pharma,
2018a, 2018b). Podané mnozstvi vitaminu K; je u pacientll s CF zna¢né& rozdilné, od 1
kapky Kanavitu tydné az po 15 kapek Kanavitu denné. Pfipadné byl podan ParaVit-CF
v dévce 1 tobolky denné. I pifes vysokou davku Kanavitu (15 mg vitaminu K; denn¢)
byla u jednoho détského pacienta hodnota vitaminu K; pod mezi detekce, a presto nedoslo
ke zvySeni hodnoty INR. Na druhou stranu u nékterych déti uz jen 1 kapka tydné dokazala
zvysit hladinu vitaminu K na 29,623 ng/ml. Nejen z tohoto diivodu je nutné stanovovat
hladiny vitaminu K pfimo. Nepiimé testy nemusi kvalitn€ odrazet skute¢nou hladinu
vitaminu K v organismu. Vyhodnoceni vysledki je obtizné také z dlivodu, Ze nevime,

kdy pacient uzil doplnék stravy s obsahem vitaminu K.
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Pomoci neparového neparametrického testu (Mann-Whitney test) byla testovana
statisticky vyznamnd rozdilnost dat. U vitaminu K; (p-hodnota <0,0001) se data
statisticky vyznamné¢ 1i$i. Formy MK-4 (p-hodnota 0,2774) a MK-7 (p-hodnota 0,0778)
nevykazovaly statisticky vyznamnou rozdilnost dat. Na obrdazku 34 jsou zobrazeny
krabicové grafy s vyznadenou minimdlni a maximalni hodnotu, medidnem a IQR.
Cerveny sloupec dat oznatuje viechny naméfené pacienty s CF a fialovy sloupec
oznacuje pacienty s CF neuzivajici zadny piipravek s vitaminem K. Velké rozpéti dat
vitaminu K; a formy MK-7 je nejspiSe zptisobeno odbérem vzorki pro analyzu po poziti

ptipravkil s vitaminem K (Kanavit, Paravit CF).
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Obr. 34 Vitamin Ku vSech pacienti s CF a u pacientii s CF neuzivajicich
vitamin K;
(ns — statisticky nevyznamny rozdil dat, *** — statisticky vyznamny rozdil dat)

Byla provedena korelace hladin vitaminu K; a INR. Hodnota INR nijak nekoreluje
s vitaminem K. Obrdzek 35 ukazuje miru korelace vitaminu K; a INR. Cervené oznagené
body ptedstavuji fyziologické hodnoty INR s koncentraci vitaminu K; pod referen¢nim
rozmezim. Zelen¢ oznacené body oznacuji pacienty s fyziologickym rozmezim INR a
fyziologickym rozmezim vitaminu K;. U pacienti s CF, u nichZz byla naméfena
koncentrace vitaminu K; vys8i nez ndmi stanovené referencni rozmezi, a kteti méli
hodnotu INR v referencnim rozmezi jsou znazornéni v grafu v modrém obdélniku. Vyssi
hodnoty INR znédzorfiuje zluty obdélnik. Fyziologické hladiny vitaminu K
nebo hladiny vitaminu K vyss§i nez nami stanovené referencni rozmezi a zaroven vyssi
hodnoty INR jsou znazornény v Sedém obdélniku. Z obrdzku 35 je na prvni pohled

patrné, Ze 1 pii nedetekovatelnych koncentraci vitaminu K; se hodnota INR ve valné
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veétsing pripadi pohybuje v referencnim rozmezi, a proto by hodnota INR nem¢éla patfit

mezi nepiimé ukazatele hladiny vitaminu K, v organismu.

Spearmantv
korela¢ni
koeficient

r=-0,09468

Koncentrace vit. K; (ng/ml)

Obr. 35 Zavislost koncentrace vitaminu K; na hodnoté INR

U vybranych pacienti (n = 33) byla stanovena hladina PIVKA-II na automatickém
imunochemickém analyzatoru Architect. Pomoci Shapiro-Wilkova testu byla prokazana
nerovnomérnost rozloZeni dat tohoto analytu. Referen¢ni hodnoty pro PIVKA-II uvadi
vyrobce imunochemické soupravy 17,36 — 50,90 mAU/ml (Abbott Laboratories, 2020).
Nameétené hodnoty se u déti s CF pohybovaly v rozmezi 15,25 — 365,03 mAU/ml
s hodnotou medianu 39,53 mAU/ml. Hodnoty PIVKA-II by mély byt zvySené
pii nedostatku vitaminu K. Korelaci hladin PIVKA-II a vitaminu K ukazuje obrdzek 36.
Z toho lze usoudit, ze hladiny fyziologické hladiny PIVKA-II se vyskytuji 1 u pacienta
s deficitem vitaminu K; (Cervené ohraniCeni). Zelené ohraniceni znazorniuje pacienty
s CF svyssi hladinou PIVKA-II, ktefi méli koncentrace vitaminu K; pod nami
stanovenym referencnim rozmezim. Pacienti s CF, u kterych byly stanoveny hladiny
vitaminu K v referen¢nim rozmezi nebo nad referen¢nim rozmezim a soucasné stanoveni
PIVKA-II bylo v referenénim rozmezi znazoriiuje modry obdélnik. Zluty obdélnik
znazoriuje pacienty se zvysSenou koncentraci PIVKA-IL, i kdyz u nich byly naméfeny
fyziologické hladiny vitaminu K;. Bohuzel stanoveni PIVKA-II na automatickém
imunochemické analyzatoru u podobné skupiny pacientli nebylo v odborné literatuie

publikovano.
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Obr. 36 Zavislost koncentrace vitaminu K; na koncentraci PIVKA-II (CMIA)

U dalsi vybrané skupiny pacientii (n = 80) jsme stanovili koncentraci PIVKA-II
pomoci ruéni ELISA. Vyrobce ELISA soupravy neuvadi zadné doporucené rozmezi
PIVKA-II u zdravé populace (MyBioSource, 2020c). U 32,5 % pacienti byla
koncentrace vitaminu K; pod referen¢nim rozmezim, u 47,5 % pacientl byla koncentrace
vitaminu K, v referenénim rozmezi a u 20,0 % pacientii byla koncentrace vitaminu K;
nad horni hranici referencniho rozmezi. V publikaci autordt Krzyzanowska et al.
(Krzyzanowska et al., 2018) povazuji za abnormalni hodnotu PIVKA-II koncentraci
> 2 ng/ml. V naSem souboru mélo 65,0 % pacientii hladiny PIVKA-II < 2,0 ng/ml.
U 35,0 % pacientii byla abnormélni koncentrace PIVKA-II (> 2,0 ng/ml), z toho mélo
25% téchto pacientl nizkou koncentraci vitaminu K. Korelace koncentraci vitaminu K,
a PIVKA-II je zobrazena na ebrdazku 37. Fyziologické hladiny PIVKA-II (< 2,0 ng/ml)
jsou zobrazené v Cerveném, zlutém a riizovém ohraniceni, kde ¢erven¢ oramované body
ukazuji data pacientd (23,75 %) s koncentraci vitaminu K; pod referenénim rozmezim a
dle charakteristiky PIVKA-II by méli mit hodnoty tohoto analytu > 2 ng/ml. Zlut&
oramované body ukazuji pacienty (27,5 %) s fyziologickou hladinou vitaminu K; a zde
se dalo ocekavat, ze koncentrace PIVKA-II bude také ve fyziologickém rozmezi
(< 2,0 ng/ml). RiZzové oramované body ukazuji pacienty (13,75 %) s koncentraci
vitaminu K nad referenénim rozmezim a stejné jako v pfechozim ptipad¢ jsme ocekavali
hladiny PIVKA ve fyziologickém rozmezi (< 2,0 ng/ml). Abnormalni koncentrace
PIVKA-II (= 2,0 ng/ml) jsou zobrazeny v zeleném, modrém a Sedém ordmovani, kde

zelen¢ ohrani¢ené body ukazuji pacienty (8,75 %) skoncentraci vitaminu K;
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pod referenénim rozmezim. Tito pacienti maji dle ocekavani abnormalni hladiny
PIVKA-II (> 2,0 ng/ml). Modfe ohrani¢ené¢ body ukazuji pacienty (20,00 %)
s fyziologickou hladinou vitaminu K;, a pfesto byla u této skupiny pacient namétena
abnormalni hladina PIVKA-II (> 2,0 ng/ml). Sedé ohrani¢ené body ukazuji pacienty
(6,25 %) s koncentraci vitaminu K; nad referencnim rozmezim, kde jsme jako
v pfechozim ptipadé ocekdvali fyziologické hladiny PIVKA-II, a pfesto tito pacienti
i pfes vysoké hladiny vitaminu K; maji abnormdlni hladiny PIVKA-II (> 2,0 ng/ml).
Z tohoto experimentu je patrné, ze nepiimé testy nedostateCn¢ reaguji na hladiny
vitaminu K, a proto by nemély byt pouzivany k hodnoceni stavu zasob vitaminu K;

vV organismu.
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Obr. 37 Zavislost koncentrace vitaminu K; na koncentraci PIVKA-II (ELISA)

V odborné literatute je popsano pouze nékolik studii, kde stanovuji piimo vitamin K
u pacienti s CF, a proto jsou diskutovana i nepfimé stanoveni hladin vitaminu K.
V publikaci autortt Krzyzanowska et al. (Krzyzanowska et al., 2018) se nachazeji data
od 79 pacientt s CF ve véku 0,4 — 25,3 let. Tato publikace ukazuje, Zze u 71 % pacientli
s CF je abnormadlni hladina PIVKA-II (> 2 ng/ml). Zaroven bylo u této skupiny pacient
stanoveno procentudlni zastoupeni ucOC, kdy 57 % pacienti s CF mélo patologické
hodnoty. V této publikaci vyhodnotili, Ze pokud ma dany pacient dvé vazné mutace
v obou alelach genu pro CF, jsou u n¢ho prokazany patologické hodnoty PIVKA-II a
patologické procentudlni zastoupeni ucOC/OC. ZvySené hladiny PIVKA-II u pacientd

s CF a pankreatickou insuficienci jsou také popsany v publikaci autord Rashid et al.
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(Rashid et al., 1999). Pankreaticka insuficience, zdvazna mutace obou alel genu pro CF a
zadna suplementace vitaminem K u pacientii s CF mé zfejmé také vliv na patologické
procentudlni zastoupeni ucOC u dospélych, jelikoz se vyskytuje ¢astéji nez u pacientli
s CF a fyziologickou pankreatickou funkci (Krzyzanowska et al., 2015). Autoti Tokgoz
et al. (Tokgoz et al., 2018) ve své publikaci stanovovali vitaminy rozpustné v tucich (A,
D, E a Kj) u déti sceliakii. Vitamin D byl stanovan pomoci chemiluminiscenéni
imunoanalyzy a ostatni vitaminy pomoci kompetitivni enzymové imunoanalyzy. V této
publikaci je kromé détské populace s celiakii (n = 52) uvedena také kontrolni détska
zdravéa populace (n = 50). U zdravé populace byl naméfen vitamin K; v koncentraci
0,828 + 0,220 ng/ml, coz odpovida zhruba dvojnasobku hodnot u nasi détské populace
s CF. Dokonce hladiny vitaminu K u déti s celiakii se pfili$ neliSily od jejich kontrolni
skupiny a dosahovaly koncentraci 0,713 + 0,286 ng/ml.

Vitamin K je posledni z lipofilnich vitaminQ, ktery se rutinné u pacienti s CF
nestanovuje, 1 prestoze jsou pacientim podavany piipravky obsahujici tento vitamin.
Pro sledovani z&sob vitaminu K v organismu se vyuZiva nejcastéji INR, které na zménu
hladin vitaminu K reaguje pomalu. Pfi porovnani dat vSech pacientl s CF a pacientii s CF
neuzivajici vitamin K je patrny rozdil dat u vitaminu K;. Mediany formy MK-4 jsou
pod dolni hranici ndmi stanoveného referencniho rozmezi u zdravé populace. Mediany
formy MK-7 se pohybuji na dolni hranici nami stanoveného referenéniho rozmezi
u zdravé populace. Nizké hladiny vitaminu K> mohou vypovidat i o zhorSené absorpci ¢i

stitevni produkci téchto forem vitamind.

11. Porovnani stanoveni vitaminu K pomoci metod HPLC a LC-MS/MS

Vitamin K se postupné dostava do podvédomi nejen odborné spolecnosti ale 1 laické
vefejnosti, a to diky jeho u¢inkiim. Nekteré volné dostupné preparaty jsou jiz obohaceny
vitaminem K zejména vitaminem K> formou MK-7. Odborna literatura poskytuje pouze
n¢kolik publikovanych metod na stanoveni vitaminu K. Komeréné dostupné soupravy
slouzi zejména pro stanoveni vitaminu K;. AvSak Siroka Skéla funkci vitaminu K, nuti
vyzkumné pracovniky vyvijet metodiky na stanoveni nejen vitaminu K, ale 1 riznych
forem vitaminu K> zejména vySe uvadéné formy MK-7. Publikace, které se zamétuji na
stanoveni tohoto vitaminu, vétSinou vyZzaduji chromatografické¢ sestavy a pomérné
naro¢né predupravy vzorku. Proto se stanoveni vitaminu K v laboratofich provadi

minimalné a pouze pro vyzkumné ucely.
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Nasim dal$im cilem bylo porovnat metody HPLC a LC-MS/MS vyvinuté
na ULCHKB. Porovnani bylo provedeno na celkem 40 pacientskych vzorcich. Vzhledem
k narocnosti ptipravy vzorku a pomérné vysoké spotiebé biologického materidlu nebyla
volena vétsi skupina pro toto porovnani. Pomoci Shapiro-Wilkova testu byla testovana
normalita rozlozeni dat. Data ve vSech ptipadech (obé metody a vSechny formy vitaminu
K) vykazovala nerovnomérné rozlozeni (p-hodnota <0,0001), a proto byla dale
zpracovana pomoci neparametrickych testi. Tabulka 35 ukazuje vypoctené mediany
s kvartily. Obrazek 38 zndzornuje korelacni analyzu obou metod u vSech forem vitaminu

K.

Tab. 35 Mediany a kvartily vitaminu K p7i porovnani HPLC metody s LC-MS metodou

Vitamin K (ng/ml)
Ky MK-4 MK-7
Metoda HPLC s LC- HPLC s LC- HPLC s LC-
FLD MS/MS FLD MS/MS FLD MS/MS
Median 0,171 0,185 0,107 0,122 0,320 0,273
Q1 0,108 0,095 0,035 0,068 0,241 0,184
Q3 0,357 0,364 0,202 0,363 0,637 0,519
K, MK-4
2.0- 3.0
r=0,9616 L5 T=08387 .
§ g
0.5

| 0.0 T 1
2.0 1.0 1.5 2.0

HPLC (ng/ml)

1.0
HPLC (ng/ml)

15
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Obr. 38 Korelacni analyzy vitaminu K;, MK-4 a MK-7

I kdyz ptiprava vzorkt je pro obé metody stejnd, hodnoty obou metod se v nékterych
pfipadech lisi. Porovnani metod je vyznaceno korelacni kifivkou vcetné vyznaceného
intervalu spolehlivosti. U kazdé z korelacnich kiivek je uveden Spearmaniiv korelacni
koeficient. U vitaminu K; dosahuje Spearmantiv korelacni koeficient hodnoty 0,9616.
Data vitaminu K; ziskana méfenim pomoci metody HPLC s FLD mohou byt ovlivnéna
pouzitim vnitiniho standardu, ktery je analogem vitaminu K; a mohl by v nékterych
piipadech interferovat do piku vitaminu K;. Nejhtie porovnatelnou formou vitaminu K
je forma MK-4, kde Spearmantv korelac¢ni koeficient dosahuje hodnoty 0,8387. Tuto
skutecnost si lze vysvétlit pouze tim, ze pii pouziti metody HPLC s FLD nelze
minimalizovat n¢které interference, které se s pouzitim této metody poji, napt. lipidové
interference lipidi. Navic metoda HPLC s FLD pouziva ke kvantitativnimu hodnoceni
formy MK-4 analog vitaminu K jako vnitfni standard, ktery ovSem neni schopen zachytit
¢i minimalizovat pfipadné odchylky v naro¢né piipravé vzorku. Zatimco metoda
LC-MS/MS vyuziva pro kazdou formu vitaminu K izotopové znaceny standard dané
formy vitaminu, ktery Iépe pokryje piipadné nedostatky v ptipravé vzork, jelikoz eluce
jednotlivych forem vitaminu K za pouziti SPE probihd v riznych objemech elu¢niho
roztoku. U formy MK-7 dosahoval Spearmantiv korelacni koeficient hodnoty 0,9483.

Obrazek 39 ukazuje jednotliva data ziskand pomoci obou metod a porovnana
parovym neparametrickym t-testem. Na prvni pohled je patrné, Ze nejvétsi rozdily jsou
u stanoveni formy MK-4. V odborné literature neexistuji data, ktera by porovnavala rtizné
metody stanoveni vitaminu K. U obou metod nebyl zaznamendn Zadny problém pfi
vyhodnocovani internich kontrol kvality, ptesto se hodnoty formy MK-4 métfené riznymi
metodami v nékterych hladindch mezi sebou vyznamné odliSuji. Z tohoto divodu je

velmi diilezité pouzivat externi kontroly kvality.
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Obr. 39 Pdrovy neparametricky t-test vitaminu K;, MK-4 a MK-7

V dtsledku odlisnosti stanoveni formy MK-4 je nutné uvadét, kterou metodou bylo

stanoveni provadéno, a je ziejmé, Ze tyto ob¢ metody se nedaji zamenit. Zbylé dveé formy

vitaminu K (vitamin K; a MK-7) nevykazuji statisticky vyznamnou odliSnost mezi

pouzitymi metodami.

V literatute jsme nasli pouze jedno porovnani HPLC metody s FLD s LC-APCI/MS

metodou (Kamao et al., 2005). Tito autofi publikovali porovnani na 10 pacientek

s osteoporozou lé¢enych vitaminem K formou MK-4. Tabulka 36 ukazuje publikovana

data z obou metod.

Tab. 36 Porovnani HPLC s FLC a LC-APCI/MS
Ptelozeno z ptivodniho zdroj: (Kamao et al., 2005)

Vitamin K (ng/ml, priimér + SD)
Soubor Metoda K, MK-4 MK-7
Pacienti s OP (n = 10) HPLC s FLD | 0,621 + 0,245 46,83 +£46,41 |4,179 + 6,281
ienti =
LC-APCI/MS | 0,850 £ 0,272 (51,89 = 44,88 | 4,128 + 6,373

Na prvni pohled je patrné, Ze se tyto data mezi sebou pfili§ nelisi. Korelacni

koeficienty byly uvadény 0,979 pro vitamin Ki, 0,988 pro MK-4 a 0,986 pro MK-7.

Nevyhodou této korelace je porovnani vysokych hodnot MK-4. Nase porovnani ukazuje,

ze prave v nizkych hladinach MK-4 se tyto metody nejvice lisi.
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ZAVER
Cilem této prace bylo vyvinout a validovat HPLC metodu a LC-MS/MS metodu
pro pfimé stanoveni vitaminu K. Dal§im cilem bylo stanovit referen¢ni meze jednotlivych
forem vitaminu Ku zdravé populace. Déle bylo provedeno stanoveni vitaminu K
u nékolika riznych skupin pacientd napf. pacienti s osteoporézou, s osteopénii
nebo pacienti s CF. Poslednim cilem bylo porovnani obou chromatografickych metod.
Vitamin K by se mél stat soucasti rutinniho vysetieni v klinickych laboratofich,
1 ptes zdlouhavou ptipravu vzorku. Nepiimé stanoveni vitaminu K nedostate¢né odrazi
zmény hladin vitaminu K v organismu, a proto tyto testy nejsou vhodné ke sledovani
hladin vitaminu K. Vliv vitaminu K> 1ze prokézat pomoci denzitometrického vySetieni,

pokud je vitamin K> uzivéan alespon pul roku.

Tato disertacni prace splnila vSechny uvedené cile prace.

Stanoveni vitaminu K u postmenopauzalnich Zen pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC).

Byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni tii forem vitaminu K, ktera byla uspésné
validovéna. Variacni koeficienty a hodnoty bias u opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
nepiesahly 15 %. Robustnost metody byla testovana pti rizné teploté skladovani vzorkl
(4 °C; -20 °C; -70 °C). Pt uskladnéni vzorkt séra pti -70 °C byla zjisténa nejmensi zména
oproti piivodni hodnot¢ vitamint K.

Stanoveni hladin vitamini K pomoci metody HPLC bylo provedeno
u 192 postmenopauzalnich zen s prokézanou osteoporézou a u 158 postmenopauzalnich
zen bez diagnostikované osteopordzy. U téchto skupin pacientek byla prokazana

statisticky vyznamna rozdilnost u formy MK-7.

Vyvoj a validace metody pro stanoveni tii forem vitaminu K pomoci kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS).

V této disertatni praci byla vyvinuta LC-MS/MS metoda za pouZiti ionizace
elektrosprejem pro stanoveni vitaminu K; a dvou forem vitaminu K; — MK-4 a MK-7
v séru. Metoda byla Uspé$né kalibrovana a poté byla stanovena piesnost a pravdivost
za podminek opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Varia¢ni koeficienty a hodnoty bias
u opakovatelnosti a reprodukovatelnosti neptfesahly hladinu 15 %. V ramci stanoveni

robustnosti metody byla testovana stabilita vyextrahovaného vzorku v chlazeném
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autosampleru po dobu jednoho tydne. Hladiny vitamini K neklesly o vice jak 11 %.

Metoda dosahuje nizkych limit kvantifikace u vSech forem vitaminu K.

Stanoveni vitaminu Ku zdravé populace a vytvoieni referen¢niho rozmezi
pro jednotlivé formy vitaminu K.

Ze souboru 191 zdravych dospélych dobrovolniki byly vypocitany referencni meze
pro jednotlivé formy vitaminu K. Pro vitamin K; nebyly dosud publikovany zadné
referenéni meze. Pro vitamin K, Ize v odborné literatufe referenéni meze nalézt, avSak

jednotlivé publikace se mezi sebou odlisuji.

Vliv uzivani vitaminu K; na kostni hmotu u pacienti s osteopénii.

U pacientil s osteopénii, ktefi kromé vitaminu D3 a stravy bohaté na véapnik uzivali
jeste vitamin K, byl prokazan pozitivni vliv na kostni hmotu. Bylo provedeno
denzitometrické vySetfeni, které prokazalo mirné zlepSeni T-skore v oblasti patefe a
kycle.

Zatimco u léCby ,,pouze® vitaminem D3 a stravou bohatou na vapnik bylo prokdzano

mirné zhorSeni hodnot T-skére v oblasti ky¢le a kr¢ku femuru.

Stanoveni vitaminu Ka proteinu indukovaného nedostatkem vitaminu K
(PIVKA-II) u détskych pacienti s cystickou fibrézou a porovnani téchto vysledki
se zdravou populaci.

Z diavodu obtizného stanoveni vitaminu K jsou k posouzeni stavu hladin tohoto
vitaminu v organismu vyuzivany tzv. nepiima stanoveni. Nepiima stanoveni nedokazou
rychle reagovat na piipadné zmény hladin. U pacientti s CF je podavan vitamin K a
u téchto pacientt je sledovana hodnota INR. V této praci jsou uvedeny ptipady pacienti
s CF, u kterych byla hladina vitaminu K; nedetekovatelnd, a presto m¢li tito pacienti

fyziologické hodnoty INR a PIVKA-II.

Porovnani stanoveni vitaminu K pomoci metod HPLC a LC-MS/MS.

Bylo provedeno porovnani HPLC metody a LC-MS/MS metody pro stanoveni
vitaminu K. U vitaminu K; a vitaminu K, formy MK-7 lze povazovat obé metody
za shodné. Byla zjiSténa rozdilnost dat u vitaminu K; formy MK-4, kde zejména
v nizkych koncentracich dochazi k vyznamnym rozdilim mezi naméfenymi daty.
Z tohoto dvodu je nutné u prezentovanych vysledkli popsat, jakou metodou byla

namétfena data ziskana. Pravé u metody HPLC s FLD nelze minimalizovat né&které
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interference, které se s pouzitim této metody poji napt. interference lipidi. Navic metoda
HPLC s FLD pouziva ke kvantitativnimu hodnoceni formy MK-4 analog vitaminu K
jako vnitini standard, ktery ovSem neni schopen zachytit ¢i minimalizovat pfipadné
odchylky v narocné piipravé vzorku. U LC-MS/MS metody byly vyuzivany
pro kazdou formu vitaminu K izotopové znacené standardy, které 1épe pokryji piipadné

nedostatky v pripravé vzorkda.

Stanoveni vitaminu K u postmenopauzalnich Zen pomoci vysokotucinné kapalinové
chromatografie (HPLC).

Byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni tii forem vitaminu K, ktera byla uspésné
validovéna. Variacni koeficienty a hodnoty bias u opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
nepiesahly 15 %. Robustnost metody byla testovana pii rizné teploté skladovani vzorki
(4 °C; -20 °C; -70 °C). Pti uskladnéni vzorkt séra pti -70 °C byla zjiSténa nejmensi zména
oproti pivodni hodnoté¢ vitamint K.

Stanoveni hladin  vitamind K pomoci metody HPLC bylo provedeno
u 192 postmenopauzalnich zen s prokézanou osteoporézou a u 158 postmenopauzalnich
zen bez diagnostikované osteopordzy. U téchto skupin pacientek byla prokazana

statisticky vyznamna rozdilnost u formy MK-7.

Vyvoj a validace metody pro stanoveni tii forem vitaminu K pomoci kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS).

V této disertacni praci byla vyvinuta LC-MS/MS metoda za pouziti ionizace
elektrosprejem pro stanoveni vitaminu K; a dvou forem vitaminu K, — MK-4 a MK-7
v séru. Metoda byla tspésné kalibrovéana a poté byla stanovena piesnost a pravdivost za
podminek opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Varia¢ni koeficienty a hodnoty bias u
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti neptesahly hladinu 15 %. V rdmci stanoveni
robustnosti metody byla testovana stabilita vyextrahovaného vzorku v chlazeném
autosampleru po dobu jednoho tydne. Hladiny vitaminl K neklesly o vice jak 11 %.

Metoda dosahuje nizkych limit kvantifikace u vSech forem vitaminu K.

Stanoveni vitaminu Ku zdravé populace a vytvoreni referenéniho rozmezi
pro jednotlivé formy vitaminu K.
Ze souboru 191 zdravych dospélych dobrovolnikd byly vypocitany referencni meze

pro jednotlivé formy vitaminu K. Pro vitamin K; nebyly dosud publikovany Zadné
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referen¢ni meze. Pro vitamin K, Ize v odborné literatufe referenéni meze nalézt, avSak

jednotlivé publikace se mezi sebou odlisuji.

Vliv uzivani vitaminu K; na kostni hmotu u pacienti s osteopénii.

U pacienti s osteopénii, ktefi kromé Vigantolu (vitamin D) a Ca uzivali jesté vitamin
K2 byl prokazén pozitivni vliv na kostni hmotu. Bylo provedeno denzitometrické
vySetteni, které prokazalo mirné zlepsSeni T-skore v oblasti patete a kycle.

Zatimco u lécby ,,pouze* vitaminem D a vapnikem bylo prok4dzadno mirné zhorSeni

hodnot T-skore v oblasti kycle a kr¢ku femuru.

Stanoveni vitaminu Ka proteinu indukovaného nedostatkem vitaminu K
(PIVKA-II) u détskych pacienti s cystickou fibrézou a porovnani téchto vysledki
se zdravou populaci.

Z davodu obtizného stanoveni vitaminu K jsou k posouzeni stavu hladin tohoto
vitaminu v organismu vyuZzivany tzv. nepiima stanoveni. Nepiima stanoveni nedokazou
rychle reagovat na pfipadné zmény hladin. U pacientt s CF je podavan vitamin K a u
téchto pacientl je sledovéana hladina INR. V této praci jsou uvedeny piipady pacienta
s CF, u kterych byla hladina vitaminu K; nedetekovatelna, a presto méli tito pacienti

fyziologické hodnoty INR a PIVKA-II.

Porovnani stanoveni vitaminu K pomoci metod HPLC a LC-MS/MS.

Bylo provedeno porovnani HPLC metody a LC-MS/MS metody pro stanoveni
vitamini K. U vitaminu K; a vitaminu K, formy MK-7 lze povazovat obé metody za
shodné. Byla zjisténa statisticky vyznamna rozdilnost dat u vitaminu K> formy MK-4,
kde zejména v nizkych koncentracich dochazi k vyznamnym rozdilim mezi namétenymi
daty. Z tohoto ditvodu je nutné u prezentovanych vysledkli popsat, jakou metodou byla
naméiend data ziskdna. Pravé u metody HPLC s FLD nelze minimalizovat nékteré
interference, které se s pouzitim této metody poji napt. lipidové interference. Navic
metoda HPLC s FLD pouzivd ke kvantitativnimu hodnoceni formy MK-4 analog
vitaminu K jako vnitfni standard, ktery ovSem neni schopen zachytit ¢i minimalizovat
pfipadné odchylky v naro¢né ptipravé vzorku. U LC-MS/MS metody byly vyuZivany pro
kazdou formu vitaminu K izotopové znacené standardy, které 1épe pokryji ptipadné

nedostatky v pfipraveé vzorki.
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SOUHRN

Vitamin K patii mezi posledni z lipofilnich vitamind, ktery neni v klinickych laboratotich
rutinné stanovovan. Vitamin K plsobi jako dilezity kofaktor posttranslacni
v-karboxylace  glutamové kyseliny u vitamin K dependentnich  proteind
(napft. osteokalcin, koagulacni faktory II, VII, IX, X). Pfi nedostatku vitaminu K nejsou
tyto proteiny dostateéné karboxylovany a nejsou plné¢ funkéni. Deficit vitaminu K byva
spojovan s rizikem rozvoje osteoporozy a vyskytuje se napt. u malabsorpénich syndromu
(pacienti s CF, pacienti s celiakii). Cilem prace bylo vyvinout a validovat HPLC metodu
a LC-MS/MS metodu pro stanoveni tii forem vitaminu K — vitaminu K, MK-4 a MK-7
v séru. Po uspésné validaci obou metod bylo provedeno stanoveni téchto vitaminl u
ruznych skupin pacientli a u zdravé populace. Metodou HPLC bylo stanoveno 350
pacientskych vzorki, které byly rozd€leny do dvou skupin. Prvni skupinu tvofily
postmenopauzalni zeny s diagnostikovanou osteoporézou a druhou skupinu tvotily
postmenopauzalni Zzeny bez diagnostikované osteopordzy.

Metodou LC-MS/MS bylo celkem stanoveno 946 vzorkdi, a to u pacientl
s osteopordzou, u pacienti bez prokazané osteoporozy, u zdravych dobrovolniki,
u pacientl s osteopénii a u pacienti s CF. Bylo stanoveno referencni rozmezi jednotlivych
forem vitaminu K u zdravé populace pomoci LC-MS/MS.

Dalsim cilem bylo porovnat u¢innost 1écby pacientli s osteopénii uzivajicich kromeé
vitaminu D a vépniku navic vitamin K; - formu MK-7. Jedné skupiné pacienta
s osteopénii byl podavan piipravek Femoralex forte (PharmaSuisse Laboratories)
obsahujici vitamin K», vitamin D3 a laktoferin, zatimco druhé (kontrolni) skupiné byl
podavan vitamin Ds3. U skupiny pacientl uzivajicich vitamin K> bylo po Sesti mésicich
prokézano mirné zlepSeni BMD.

Poslednim cilem bylo porovnani koncentraci vitaminu K stanovenych pomoci
metody HPLC s fluorescen¢ni detekci a LC-MS/MS metody. Statisticky rozdilna data

byla prokazéana u formy MK-4 zejména v nizkych koncentracich.
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SUMMARY

Vitamin K belongs to the family of fat-soluble vitamins, which is not determinated
in clinical laboratories. It is a cofactor necessary for posttranslational y-carboxylation
of glutamyl residues in selected proteins such as the osteocalcin, and procoagulation
factors II, VII, IX, X. Vitamin K deficient individuals appear to have more
undercarboxylated proteins, which are functionally defective. Lack of this vitamin has
been associated with risk of developing osteoporosis and cardiovascular diseases.
The aim of this work was to develop and validate the HPLC method and the LC-MS/MS
method for determination of three vitamin K’'s forms — vitamin K;, MK-4 and MK-7
in serum. After successful validation of both methods, patient samples and healthy
population samples were measured. There were measured 350 patient samples by HPLC
method. These samples were divided into two groups — patients with diagnostic
of osteoporosis and patients without osteoporosis.

We measured 946 samples by LC-MS/MS method. Samples were divided into groups:
patients with osteoporosis, patients without osteoporosis, healthy population, patients
with osteopenia and patients with cystic fibrosis. The reference range of vitamin K
in healthy population was obtained by LC-MS/MS method.

The next aim was to compare the effectiveness of treatment of patients
with osteopoenia who were taking extra vitamin K, (MK-7) in addition to vitamin D
and calcium. The first group of patients was treated with Femoralex forte (PharmaSuisse
Laboratories) containing vitamin Ko, vitamin D3 and lactoferrin. The second (control)
group was treated with vitamin D3. There was a slight improvement in BMD in patients
taking vitamin K, after six months of the treatment.

The last aim was to compare vitamin K concentrations measured by HPLC method
and LC-MS/MS method. The result showed a significant difference in concentrations

of MK-4, especially in low concentrations.
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SEZNAM ZKRATEK

AFP alfa-fetoprotein

AJS ESI+ ionizace elektrosprejem v pozitivnim médu (z angl. Agilent Jet Stream
with electrospray ionization in positive mode)

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

BGLAP kostni Gla protein (z angl. bone gamma-carboxyglutamate protein)

BMD kostni denzita (z angl. bone mass density)

BMP-2 kostni morfogeneticky protein 2

c-dpMGP karboxylovany nedostate¢né fosforylovany matrix Gla protein

CF cysticka fibroza

CID disociace indukovana kolizi (z angl. Collision induced disosiation)

CKD chronické onemocnéni ledvin (z angl. chronic kidney disease)

CMIA chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikrocasticich

cOC karboxylovany osteokalcin

c-pMGP karboxylovany fosforylovany matrix Gla protein

Cv variacni koeficient

dMRM dynamicka multiplexni analyza (z angl. Dynamic Multiple Reaction
Monitoring)

ELISA enzymova imunonalyza

FII koagulacni faktor II

FIX koagulaéni faktor IX

FLD fluorescen¢ni detektor

FVII koagula¢ni faktor VII

FX koagulacni faktor X

Gas6 specificky protein 6 zastavujici riist

Gla y-karboxyglutamova kyselina

Glu glutamova kyselina

GPCR6A receptor sprazeny s proteinem G

GRP Gla rich protein

HCC hepatocelularni karcinom (z angl. hepatocellular carcinoma)

HDL vysokodenzitni lipoprotein

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IDL lipoprotein o stfedni denzité¢

INR mezinarodni normalizovany pomér (z angl. international normalized
ratio)

IQR mezikvartilové rozpéti

LC kapalinova chromatografie

LC-MS/MS kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

LDL nizkodenzitni lipoprotein

LOD mez detekce (z angl. limit of detection)

LOQ mez kvatifikace (z angl. limit of quantification)

MF mobilni faze

MGP matrix Gla protein

MK menachinon

MRM multiplexni analyza (z angl. Multiple reaction monitoring)

ns nesignifikatni

OA osteoartritida

oC osteokalcin

OoP pacienti s osteoporozou
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PC
PI3K/Akt
PIVKA-II

PK
PLF
PRGP
PS

Pz
PZ
Ql

Ql

Q3
Q3
RT
Runx2

SD
t-cMGP
t-dpMGP
TMGP
tOC

t-PA
t-pMGP
t-ucMGP
uc-dpMGP

ucOC
uc-pMGP
VDR
VDRE
VKDB

VKDP
VKOR
VLDL
VSMC
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protein C

fosfoinositidova kinaza3/protein kindza B

protein indukovany nedostatkem vitaminu K (z angl. protein induced
by vitamin K absence/antagonist-II)

fylochinon

periostin like faktor

prolin rich Gla protein

protein S

protein Z

postmenopauzalni zZeny

prvni kvartil (25.percentil)

prvni kvartil (25. percentil)

treti kvartil (75.percentil)

treti kvartil (75. percentil)

retencni Cas

transkripcni faktor 2 ptibuzny runt (z angl. runt-related transcription
factor 2)

smérodatna odchylka vybérova

celkovy karboxylovany matrix Gla protein

celkovy nedostatecné fosforylovany matrix Gla protein
transmembranovy Gla protein

celkovy osteokalcin

tkanoveého aktivatoru plazminogenu

celkovy fosforylovany matrix Gla protein

celkovy nedostatecn¢ karboxylovany matrix Gla protein
nedostatecné karboxylovany nedostatecné fosforylovany matrix Gla
protein

nedostatecné karboxylovany osteokalcin

nedostatecné karboxylovany fosforylovany matrix Gla protein
receptor pro vitamin D

¢astice rozpoznavajici receptor pro vitamin D

krvéaceni z nedostatku vitaminu K (z angl. vitamin K deficiency
bleeding)

vitamin K dependentni proteiny

vitamin K epoxidreduktaza

velmi nizkodenzitni lipoprotein

cévni bunky hladkého svalstva
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PRILOHY
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Priloha 1: Sekvence aminokyselin VKDP

Cervenou barvou jsou vyzna¢ena Glu, u kterych probiha y-glutamylkarboxylace
Modrou barvou jsou oznaceny Glu, které nejsou karboxylovany
Razovou barvou jsou vyznaceny tzv. ,,Gla domény*

VKDP Sekvence aminokyselin maturovaného proteinu
Osteokalcin | YLYQWLGAPVPYPDPLEPRREVCELNPDCDELADHIGFQEAYRRFYGPV
Matrix Gla | YESHESMESY ELNPFINRRNANTFISPQQRWRAKVQERIRERSKPVHELNREACDDYRLCERYAMVYGYNAAYNRYF
protein RKRRGTK
(;iz trel ICI? SPKSRDEVNVENRQKLRVDELRREYYEEQRNEFENFVEEQNDEQEERSREAVEQWRQWHYDGLHPSYLYNRHHT
ALLPAREATQFLRPRQRRAFQVFEEAKQGHLERECVEELCSREEAREVFENDPETDYFYPRYLDCINKYGSPYTKN
SGFATCVQNLPDQCTPNPCDRKGTQACQDLMGNFFCLCKAGWGGRLCDKDVNECSQENGGCLQICHNKPGSFHCSC
HSGFELSSDGRTCQDIDECADSEACGEARCKNLPGSYSCLCDEGFAYSSQEKACRDVDECLQGRCEQVCVNSPGSYTC
HCDGRGGLKLSQDMDTCELEAGWPCPRHRRDGSPAARPGRGAQGSRSEGHIPDRRGPRPWQDILPCVPFSVAKSVKSL
Gas6 YLGRMFSGTPVIRLRFKRLQPTRLVAEFDFRTFDPEGILLFAGGHQDSTWIVLALRAGRLELQLRYNGVGRVTSSGPVI

NHGMWQTISVEELARNLVIKVNRDAVMKIAVAGDLFQPERGLYHLNLTVGGIPFHEKDLVQPINPRLDGCMRSWNWL
NGEDTTIQETVKVNTRMQCFSVTERGSFYPGSGFAFYSLDYMRTPLDVGTESTWEVEVVAHIRPAADTGVLFALWAP
DLRAVPLSVALVDYHSTKKLKKQLVVLAVEHTALALMEIKVCDGQEHVVTVSLRDGEATLEVDGTRGQSEVSAAQL
QERLAVLERHLRSPVLTFAGGLPDVPVTSAPVTAFYRGCMTLEVNRRLLDLDEAAYKHSDITAHSCPPVEPAAA

143




Disertacni prdace

Periostin

NNHYDKILAHSRIRGRDQGPNVCALQQILGTKKKYFSTCKNWYKKSICGQKTTVLY ECCPGYMRMEGMKGCPAVLPI
DHVYGTLGIVGATTTQRYSDASKLREEIEGKGSFTYFAPSNEAWDNLDSDIRRGLESNVNVELLNALHSHMINKRMLT
KDLKNGMIPSMYNNLGLFINHYPNGVVTVNCARIIHGNQIATNGVVHVIDRVLTQIGTSIQDFIEAEDDLSSFRAAAITS
DILEALGRDGHFTLFAPTNEAFEKLPRGVLERIMGDKVASEALMKYHILNTLQCSESIMGGAVFETLEGNTIEIGCDGD
SITVNGIKMVNKKDIVTNNGVIHLIDQVLIPDSAKQVIELAGKQQTTFTDLVAQLGLASALRPDGEYTLLAPVNNAFSD

DTLSMDQRLLKLILQNHILKVKVGLNELYNGQILETIGGKQLRVFVYRTAVCIENSCMEKGSKQGRNGAIHIFREIIKPA
EKSLHEKLKQDKRFSTFLSLLEAADLKELLTQPGDWTLFVPTNDAFKGMTSEEKEILIRDKNALQNILYHLTPGVFIGK
GFEPGVTNILKTTQGSKIFLKEVNDTLLVNELKSKESDIMTTNGVIHVVDKLLYPADTPVGNDQLLEILNKLIKYIQIKF

VRGSTFKEIPVTVYTTKIITKVVEPKIKVIEGSLQPIIKTEGPTLTKVKIEGEPEFRLIKEGETITEVIHGEPIIKKYTKIIDGV

PVEITEKETREERIITGPEIKYTRISTGGGETEETLKKLLQEEVTKVTKFIEGGDGHLFEDEEIKRLLQGDTPVRKLQAN
KKVQGSRRRLREGRSQ

Faktor 11

ANTFLEEVRKGNLERECVEETCSYEEAFEALESSTATDVFWAKYTACETARTPRDKLAACLEGNCAEGLGTNYRGH
VNITRSGIECQLWRSRYPHKPEINSTTHPGADLQENFCRNPDSSTTGPWCYTTDPTVRRQECSIPVCGQDQVTVAMTPR
SEGSSVNLSPPLEQCVPDRGQQYQGRLAVTTHGLPCLAWASAQAKALSKHQDFNSAVQLVENFCRNPDGDEEGVWC
YVAGKPGDFGYCDLNYCEEAVEEETGDGLDEDSDRAIEGRTATSEYQTFFNPRTFGSGEADCGLRPLFEKKSLEDKTE
RELLESYIDGRIVEGSDAEIGMSPWQVMLFRKSPQELLCGASLISDRWVLTAAHCLLYPPWDKNFTENDLLVRIGKHSR
TRYERNIEKISMLEKIYIHPRYNWRENLDRDIALMKLKKPVAFSDYIHPVCLPDRETAASLLQAGYKGRVTGWGNLKE
TWTANVGKGQPSVLQVVNLPIVERPVCKDSTRIRITDNMFCAGYKPDEGKRGDACEGDSGGPFVMKSPFNNRWYQM
GIVSWGEGCDRDGKYGFYTHVFRLKKWIQKVIDQFGE

Faktor VII

ANAFLEELRPGSLERECKEEQCSFEEAREIFKDAERTKLFWISYSDGDQCASSPCQNGGSCKDQLQSYICFCLPAFEGR
NCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEYPCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGK
VCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVSAAHCFDKIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYV
PGTTNHDIALLRLHQPVVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRLMTQDCLQQ

SRKVGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGIVSWGQGCATVGHFGVYTRVSQYIEWLQKL
MRSEPRPGVLLRAPFP
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Faktor IX

YNSGKLEEFVQGNLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQY VDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSY ECWCPFGF
EGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPFPCGRVSVSQTSKLTRAETVFPDVD
YVNSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVVGGEDAKPGQFPWQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVV
AGEHNIEETEHTEQKRNVIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNIFLKFGSGYVSGWGR
VFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGGPHVTEVEGTSFLTGIISWGEECA
MKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLT

Faktor X

ANSFLEEMKKGHLERECMEETCSYEEAREVFEDSDKTNEFWNKYKDGDQCETSPCQNQGKCKDGLGEYTCTCLEGF
EGKNCELFTRKLCSLDNGDCDQFCHEEQNSVVCSCARGYTLADNGKACIPTGPYPCGKQTLERRKRSVAQATSSSGE
APDSITWKPYDAADLDPTENPFDLLDFNQTQPERGDNNLTRIVGGQECKDGECPWQALLINEENEGFCGGTILSEFYIL
TAAHCLYQAKRFKVRVGDRNTEQEEGGEAVHEVEVVIKHNRFTKETYDFDIAVLRLKTPITFRMNVAPACLPERDWA
ESTLMTQKTGIVSGFGRTHEKGRQSTRLKMLEVPYVDRNSCKLSSSFIITQNMFCAGYDTKQEDACQGDSGGPHVTRF
KDTYFVTGIVSWGEGCARKGKYGIYTKVTAFLK

Protein C

ANSFLEELRHSSLERECIEEICDFEEAKEIFQNVDDTLAFWSKHVDGDQCLVLPLEHPCASLCCGHGTCIDGIGSFSCDC
RSGWEGRFCQREVSFLNCSLDNGGCTHYCLEEVGWRRCSCAPGYKLGDDLLQCHPAVKFPCGRPWKRMEKKRSHL
KRDTEDQEDQVDPRLIDGKMTRRGDSPWQVVLLDSKKKLACGAVLIHPSWVLTAAHCMDESKKLLVRLGEYDLRR
WEKWELDLDIKEVFVHPNYSKSTTDNDIALLHLAQPATLSQTIVPICLPDSGLAERELNQAGQETLVTGWGYHSSREK
EAKRNRTFVLNFIKIPVVPHNECSEVMSNMVSENMLCAGILGDRQDACEGDSGGPMVASFHGTWFLVGLVSWGEGC
GLLHNYGVYTKVSRYLDWIHGHIRDKEAPQKSWAP
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Protein S

ANSLLEETKQGNLERECIEELCNKEEAREVFENDPETDYFYPKYLVCLRSFQTGLFTAARQSTNAYPDLRSCVNAIPD
QCSPLPCNEDGYMSCKDGKASFTCTCKPGWQGEKCEFDINECKDPSNINGGCSQICDNTPGSYHCSCKNGFVMLSNK
KDCKDVDECSLKPSICGTAVCKNIPGDFECECPEGYRYNLKSKSCEDIDECSENMCAQLCVNYPGGYTCYCDGKKGF
KLAQDQKSCEVVSVCLPLNLDTKYELLYLAEQFAGVVLYLKFRLPEISRFSAEFDFRTYDSEGVILYAESIDHSAWLLI
ALRGGKIEVQLKNEHTSKITTGGDVINNGLWNMVSVEELEHSISIKIAKEAVMDINKPGPLFKPENGLLETKVYFAGFP
RKVESELIKPINPRLDGCIRSWNLMKQGASGIKEIIQEKQNKHCLVTVEKGSYYPGSGIAQFHIDYNNVSSAEGWHVNV
TLNIRPSTGTGVMLALVSGNNTVPFAVSLVDSTSEKSQDILLSVENTVIYRIQALSLCSDQQSHLEFRVNRNNLELSTPL
KIETISHEDLQRQLAVLDKAMKAKVATYLGGLPDVPFSATPVNAFYNGCMEVNINGVQLDLDEAISKHNDIRAHSCPS
VWKKTKNS

Protein Z

AGSYLLEELFEGNLEKECYEEICVYEEAREVFENEVVTDEFWRRYKGGSPCISQPCLHNGSCQDSIWGYTCTCSPGYE
GSNCELAKNECHPERTDGCQHFCLPGQESYTCSCAQGYRLGEDHKQCVPHDQCACGVLTSEKRAPDLQDLPWQVKL
TNSEGKDFCGGVIIRENFVLTTAKCSLLHRNITVKTYFNRTSQDPLMIKITHVHVHMRYDADAGENDLSLLELEWPIQC
PGAGLPVCTPEKDFAEHLLIPRTRGLLSGWARNGTDLGNSLTTRPVTLVEGEECGQVLNVTVTTRTYCERSSVAAMH
WMDGSVVTREHRGSWFLTGVLGSQPVGGQAHMVLVTKVSRYSLWFKQIMN

PRGPI

ANGFFEEIRQGNIERECKEEFCTFEEAREAFENNEKTKEFWSTYTKAQQGESNRGSDWFQFYLTFPLIFGLFIILLVI
FLIWRCFLRNKTRRQTVTEGHIPFPQHLNIITPPPPPDEVFDSSGLSPGFLGY VVGRSDSVSTRLSNCDPPPTYEEATGQV
NLQRSETEPHLDPPPEYEDIVNSNSASAIPMVPVVTTIK

PRGP2

ANHWDLELLTPGNLERECLEERCSWEEAREYFEDNTLTERFWESYIYNGKGGRGRVDVASLAVGLTGGILLIVLA
GLGAFWYLRWRQHRGQQPCPQEAGLISPLSPLNPLGPPTPLPPPPPPPPGLPTYEQALAASGVHDAPPPPYTSLRRPH
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ANEFLEELRQGTIERECMEEICSY EEVKEVFENKEKTMEFWKGYPNAVYSVRDPSQSSDAMYVVVPLLGVALLIVIA

TMGP3 LFIIWRCQLQKATRHHPSYAQNRYLASRAGHTLPRVMVYRGTVHSQGEPSGHREAANSPQVVLGPSRGGRTTVRLES
TLYLPELSLSRLSSTTPPPSYEEVTAPQESSSEEASVSYSDPPPKYEEIVAANPGADK
LLYNRFDLELFTPGNLERECNEELCNYEEAREIFVDEDKTIAFWQEYSAKGPTTKSDGNREKIDVMGLLTGLIAAGVF

TMGP4 LVIFGLLGYYLCITKCNRLQHPCSSAVY ERGRHTPSIIFRRPEEAALSPLPPSVEDAGLPSYEQAVALTRKHSVSPPPPYP

GHTKGFRVFKKSMSLPSH

Transtyretin

MASHRLLLLCLAGLVFVSEAGPTGTGESKCPLMVKVLDAVRGSPAINVAVHVFRKAADDTWEPFASGKTSESGELHG
LTTEEEFVEGIYKVEIDTKSYWKALGISPFHEHAEVVFTANDSGPRRYTIAALLSPYSYSTTAVVTNPKE
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