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Vitamin D in presnovki: fiziologija, patofiziologija in

referenéne vrednosti

Vitamin D and metabolites: physiology, pathophisiology

and reference values

Josko Osredkar*, Janja Marc**

Klju¢ne besede
vitamin D — kri
referen¢ne vrednosti

lzvleéek. V predstavijenem delu smo dologili
orientacijske referenéne vrednosti vitamina D in
njegovih presnovkov v krvnem serumu ljudi, ki
jih imamo glede na presnovo vitamina D za
zdrave. Pri delu smo sledili priporo¢ilom, ki jih
je za dolo¢anje referenénih vrednosti objavila
Mednarodna zveza za kliniéno kemijo. Najprej
smo predstavili nomenklaturo, fizikalno-kemijske
lastnosti, fiziologijo in patofiziologijo vitamina D
ter najznacilnejSe bolezni, povezane s spre-
membo serumskih koncentracij vitamina D in
presnovkov. V nadaljevanju smo opisali analiz-
ni postopek za dolo¢anje koncentracije vitami-
na D in presnovkoy, ki ga uporabljamo na Insti-
tutu za kliniéno kemijo in kliniéno biokemijo. 1z-
brali smo metodo, kjer vse tri presnovke dolo-
¢amo soc¢asno. Metoda ima tri stopnje: depro-
teinizacija seruma (acetonitril), loevanje pre-
snovkov in dolo¢anje koncentracije posameznih
presnovkov. Referenéne posameznike smo iz-
brali prospektivno — uporabili smo kri, ki je os-
tala po analizah ob rednih sistematskih pregle-
dih. Po izklju¢evanju na podlagi meril, ki smo jih
postavili glede na ugotovitve o fiziologiji in pato-
fiziologiji vitamina D, smo dobili 120 vzorcev za
kalciol in kalcitriol, za kalcidiol pa smo imeli na raz-
polago 240 vzorcey, ki smo jih razdelili na spom-
ladansko in jesensko podskupino. Izbrali smo
neparametri¢no statistiéno obravnavo, kljub temu
pa smo dologili tip porazdelitve, ki je bila pri vseh
presnovkih normalna (Gaussova). Nato smo izra-
¢unali range 2,5 in 97,5 percentila. Te predstav-
ljajo spodnijo in zgornjo mejo referenénega inter-
vala. Nato smo izra¢unali $e intervale zaupanja
0,90 za zgornje in spodnje meje referen¢nega in-
tervala. Ugotovili smo tudi, da se spomladanske
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Abstract. The object of this study was to deter-
mine reference levels of vitamin D and its me-
tabolites in the sera of individuals with normal
vitamin D metabolism. The measurements we-
re done in compliance with the instructions for
reference value determinations given by Inter-
national Federation of Clinical Chemistry. The
paper presents the nomenclature, physical and
chemical properties, and physiology and patho-
logic physiology of vitamin D, as well as various
diseases associated with changed serum levels
of vitamin D and its metabolites. There follow the
description of the method for determining vita-
min D levels, used at the Institute of Clinical Che-
mistry and Clinical Biochemistry, which allows
for simultaneous determinations of three vitamin
D metabolites and consists of the following
three phases: serum deproteinization (acetoni-
trile), solid phase extraction, and high pressu-
re liquid chromatography and competitive pro-
tein binding assay. Reference individuals for
our study were selected prospectively: we used
blood samples obtained from them on periodic
medical examinations. After excluding samples
which failed to meet the set criteria of vitamin
D physiology and pathologic physiology, we
obtained 120 samples fol calciol and calcitrol
determinations, and 240 samples for calcidiol
measurements. The latter were further divided
into a spring and autumn subgroup. The re-
sults were analysed using a nonparametric sta-
tistical test. In addition a normal metabolite di-
stribution (Gauss) was applies. We obtained
mean 0.95 intervals with a 0.90 confidence
interval for the reference values of calciol, cal-
cidiol and calcitriol of adult males in Slovenia,
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in jesenske vrednosti kalcidiola med seboj zna-  considered healthy according to their vitamin D
¢ilno razlikujejo. Osrednji 0,95 interval z inter-  metabolism.

valom zaupanja 0,90 za spodnje in zgornje re-

ferenéne meje za odrasle moske v Sloveniji, ki

jih imamo glede na presnovo vitamina D za

zdrave, je v primeru kalciola med 3,4 (3,1-3,4)

in 8,2 (7,2-8,4) nmol/l, v primeru kalcidiola pri je-

senskih vzorcih med 114 in 172 nmol/l ter spom-

ladanskih vzorcih med 50 in 107 nmol/l, medtem

ko je v primeru kalcitriola med 93 in 139 nmol/I.

Uvod

Vitamini so organske sestavine hrane, ki delujejo kot katalizatorji in so v zelo majhnih
koli¢inah potrebne za normalen razvoj organizma. V organizmu se ne sintetizirajo ali pa
se ne sintetizirajo v dovolj velikih koli¢inah, zato jih moramo vnas$ati s hrano ali kako dru-
gace.

Vitamine delimo v dve skupini. V prvi so lipofilni vitamini A, D, E in K, v drugi pa so vo-
dotopni vitamini tiamin (B, ), riboflavin (B,), niacin (By), folna kislina, biotin, pantotenska
kislina, B,, in C. Zaradi razlik v vodotopnosti se ti dve skupini razlikujeta v nekaterih te-
meljnih bioloskih lastnostih. Vodotopni vitamini se v organizmu prakti¢no ne shranjuje-
jo in €e jih vnesemo v organizem v presezku, se ve¢inoma izlocijo s se¢em. V masco-
bah topni vitamini pa se v organizmu shranjujejo in ¢e jih vnaSamo v presezku, lahko
pride do hipervitaminoze (predvsem vitamina A in D) (7).

Iz 7-dehidroholesterola v nizu reakcij nastaja vitamin D. Ta je eden najpomembnejSih esencial-
nih bioregulatorjev presnove Ca?* in fosfata pri vije razvitih Zivalih. Skupaj s peptidnima hor-
monoma parathormonom (PTH) in kalcitoninom (CT) vzdrzuje homeostazo Ca?* in fosfata.

Nomenklatura vitamina D

Tabela 1. Primeri starih in priporocenih trivialnih imen za snovi iz skupine vitamina D.

Staro trivialno ime Priporo¢eno trivialno ime
Holekalciferol Kalciol ali holekalciferol
25-hidroksiholekalciferol Kalcidiol

10, 25-dihidroksiholekalciferol Kalcitriol

Ergokalciferol Erkalciol ali ergokalciferol
10, 25-dihidroksiergokalciferol Erkalcitriol

10, 24R, 15-trihidroksiholekalciferol Kalcitetrol

V skladu s priporocili IUPAC-IUB Komisije za biokemi¢no nomenklaturo se izraz vita-
min D nanasa na vse steroide, ki imajo kakovostno enake bioloske ucinke kot kalciol.
Torej se izrazi, kot so aktivnost vitamina D, antagonisti vitamina D, pomanjkanje vitami-
na D in podobno, lahko uporabljajo. l1zraz vitamin D smemo uporabljati kot sinonim za
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kalciol. IUPAC-IUB priporo¢a za vitamin D in njegove presnovke nova, poenostavljena
trivialna imena. Nekaj primerov je navedenih v tabeli 1. Uporabo starih trivialnih imen
IUPAC-IUB izjemoma dovoljuje, vendar je ne priporoc¢a (2).

Zgradba in fizikalno-kemic¢ne lastnosti vitamina D

Kemi¢no spadajo vitamin D in njegovi presnovki v skupino sekosteroidov z odprtim obro-
¢em B. Zgradbo kalciola prikazuje slika 1.

V raztopini prevladujeta dve konformaciji, »iztegnjena« (slika 1) in »stisnjena« (vrtenje
okrog vezi C~C.,), ki sta v dinami¢nem ravnotezju (3). FizioloSko pomembnejsa je cis-trans
izomerizacija kalciola okrog dvojne vezi C,~Cy, ki pod vplivom UV-zarkov poteka v ko-
zi. Verjetno je to eden od varovalnih mehanizmov, ki organizem varujejo pred hipervi-
taminozo D, kajti nastali 5E-kalciol je bistveno manj aktiven kot 5Z-kalciol.

Med Studijem povezave med zgradbo in delovanjem vitamina D so ugotovili, da ima hidrok-
silna skupina na atomu C, razmeroma manj pomembno vlogo. Za dosego maksimalne
ucinkovitosti sta bistveni hidroksilni skupini na C, in C,,. Navzoci morata biti obe hkrati.
Analogi brez ene ali druge skupine so in vitro skoraj neaktivni, in vivo pa se lahko presnav-
ljajo v aktivne presnovke. Dvojna vez in dodatna hidroksilna skupina v stranski verigi
sekosteroidnega obroca pri sesalcih ne vplivata na bioloSko aktivnost, druge modifikacije
stranske verige (podaljSevanje, krajSanje, dodatna hidroksilacija) pa jo mo¢no zmanjsajo (3).

24
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27

HO //////

H
Slika 1. Kalciol; (5Z,7E)-(3S)-9,10-seko-5,7,10(19)-holestatrien-3-ol.
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Kalciol in erkalciol sta v obliki brezbarvnih do bledorumenih kristalov, ki so netopni v vo-
di, zmerno topni v mascobabh, oljih in etanolu ter dobro topni v acetonu, dietiletru in pe-
troletru (4). Nekatere druge fizikalno-kemi¢ne lastnosti so navedene v tabeli 2.

Tabela 2. Nekatere fizikalno-kemicne lastnosti kalciola, erkalciola in kalcitriola.

Presnovek Mol. masa Talisée [°C] UV-absorpcija v etanolu

A[nm] Ey Z{’m & [I/mol cm]
Kalciol 384,6 84-85 264 485 18300
Erkalciol 396,6 121 264 462 19400
Kalcitriol 416,6 114-115 264 418 -

Fiziologija in patofiziologija vitamina D
Biosinteza vitamina D

Do sinteze kalciola prihaja v idealnih okolis¢inah tudi v organizmu (zadostna izpostavlje-
nost soncni svetlobi); ta sinteza zadostuje potrebam organizma. Naslednja pomembna
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Slika 2. Sinteza kalciola iz 7-dehidroholesterola v koZi. DBP — vitamin D vezoca beljakovina.
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lastnost kalciola je njegova bioaktivacija, ki poteka z dvema zaporednima hidroksilaci-
jama v jetrih in ledvicah.

Kaciol se sintetizira v kozi iz 7-dehidroholesterola pod vplivom UV-svetlobe (slika 2). Da-
nes je znano, da je temeljni strukturni pogoj za fotokemi¢no pretvorbo steroidov A, ., si-
stem dvojnih vezi v obro¢u B. Ta specifi¢no locirani sistem absorbira UV-svetlobo dolo-
Cenih dvojnih vezi, kar vodi v serijo konverzij, te pa vodijo do nastanka previtamina D,.

Koza je zelo bogat vir 7-dehidroholesterola. Ce je izpostavljena UV-zaréenju, se le-ta
pretvori v previtamin D, v celotni povrhnijici. Najvija koncentracija 7-dehidroholestero-
la je v stratum spinosum in stratum basale; vecina sinteze vitamina D, verjetno poteka
tam. Son¢na svetloba navadno pretvori okrog 15 % razpolozljivega 7-dehidroholeste-
rola v previtamin D,, do tega pride priblizno 30 minut po obsevanju. Dalj$i ¢as obseva-
nja (npr. do 8 ur) ne povecuje koncentracije previtamina D, vodi pa do sinteze lumiste-
rola,, tahisterola, in 5E(trans)kalciola.

Optimalna pretvorba se doseze z valovno dolzino 295 nm, pri kateri se v previtamin D,
pretvori 65—71 % 7-dehidroholesterola. Primeri, da bi prislo do hipervitaminoze D zara-
di intenzivne izpostavljenosti son¢ni svetlobi, niso znani. Vitamin D, ki je nastal v koZi,
se veze na vitamin vezoco beljakovino (angl.: vitamin D binding protein DBP) in vstopa
v obtok. DBP prakti¢no nima afinitete do lumisterola, in tahisterola,. Pretvorba previta-
mina D in vitamina D v bioloSko neaktivni obliki verjetno pomembno uravnava kozne re-
zerve vitamina D,. Koncentracija 7-dehidroholesterola v povrhnjici se z leti manjSa, kar
je verjetno razlog, da se v starosti pojavijo bolezni, povezane z motnjami v presnovi Ca?*.

Absorpcija in prenos vitamina D

V organizmu verjetno ni specifiécnega mehanizma za absorpcijo peroralno vnesenega
vitamina D. To je razumljivo, saj vitamin D, v velikih koliinah nastaja v kozi in lahko za-
dosti potrebam organizma brez absorpcije v ¢revesju. Absorpcija — spodbujajo jo soli
zol¢nih kislin, mleko in mas¢obe — poteka vzdolz celotnega tankega Crevesa z meha-
nizmom pasivne difuzije. Priblizno 90 % absorbiranega vitamina D se veze na hilomi-
krone limfe, medtem ko se ga priblizno 9,5 % veze na o-globulin. Ta je verjetno identi-
¢en specifiéni beljakovini, ki veze vitamin D v krvi.

Vitamin D vezoca beljakovina (DBP) spada v a-frakcijo globulinov, ima molekulsko ma-
so priblizno 58.000 in izoelektri¢no tocko pri pH 4,89.

V limfi se vitamin D prena$a v neesterificirani obliki in je, verjetno zaradi hidrofilne hi-
droksilne skupine na mestu 3, na povrsini hilomikronov. S tega polozaja se lahko brez
tezav prenese na DBP. V krvi se vsaj del na hilomikrone vezanega vitamina D prenese
na DBP, drugi del pa se sprosti, ko se hilomikroni razgradijo. Ostali hilomikroni, skupaj
z vezanim vitaminom D, potujejo v jetra.

Vitamin D in njegovi presnovki krozijo po krvi, ve€¢inoma vezani na DBP. Ta prenaSalna
beljakovina ima vecjo afiniteto za kalcidiol kot za kalciol ali njegove dihidroksilirane pre-
snovke. Plazemska koncentracija DBP je veliko vecja kot normalna koncentracija kal-
cidiola, zato tudi pri najvisjih fizioloSkih plazemskih koncentracijah kalcidiola ve¢ kot 90 %
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plazemskega DBP krozi po krvi brez vezanega kalcidiola. Plazemska koncentracija DBP
je neodvisna od koncentracije vitamina D, Ceprav se spremeni med nose¢nostjo in zdrav-
lienjem s hormoni (4).

Porazdelitev in shranjevanje vitamina D

Ravni kalciola in kalcidiola v razli¢nih organih, razen v plazmi, niso natan¢no poznane.
Relativno najvec¢ kalciola se nahaja v mas¢obnem tkivu, nato v plazmi, pljucih, jetrih in
srcu. Kalcidiola je najvec v ledvicah, jetrih, pljuih, aorti in srcu, to je v organih, ki so
posebno nagnjeni h kalcifikaciji in hipervitaminozi D. Razlika v porazdelitvi nastane pred-
vsem zato, ker je kalcidiol vezan vec¢inoma na DBP, medtem ko je kalciol porazdeljen
med DBP in lipoproteini.

Kalcidiol je glavni presnovek kalciola v plazmi, sledi mu 24-hidroksikalcidiol. Podatki o pla-
zemski koncentraciji kalciola se v literaturi zelo razlikujejo (4) (tabela 3).

Tabela 3. Plazemske koncentracije vitamina D in njegovih presnovkov pri odraslih (4).

Presnovek Plazemska koncentracija
pg/mi nmol/l
Kalciol 15000-60000 39-156
2000-3000 5,2-7,8
500-2000 1,3-5,2
Kalcidiol 15000-38000 37,4-94,9
5000-50000 12,5-124,8
Kalcitriol 24-40 0,057-0,096
30-40 0,072-0,096

Raven kalcidiola in 24-hidroksikalcidiola v serumu se spreminja prek leta, najvecja je
od junija do avgusta, najmanjsa pa v zimskih mesecih (slika 3), kar je povezano z mo¢-
jo sonénih zarkov. Ker je vecina ljudi poleti bolj izpostavljena UV-sevanju, pa tudi UV-zar-
ki so takrat mocnejsi, so te ugotovitve razumljive. V nasprotju s tem pa je raven kalci-
triola v serumu razmeroma stalna, kar kaze na obstoj zelo uc¢inkovitega regulatornega
mehanizma, ki ga pri 24-hidroksikalcidiolu ni.

V nasprotju z vitamini A, E in K se vitamin D ne shranjuje v jetrih. Clovekova jetra vse-
bujejo vitamin D le v sledovih (priblizno 1 1g/100 g). Primarna naloga jeter pri presnav-
ljanju tega vitamina je nastanek kalcidiola, ki se nahaja predvsem v ekstracelularnih te-
koc€inah. Manj jasne so naloge jeter pri njegovi inaktivaciji in izlo€anju razpadnih pro-
duktov z zol€em. Z aplikacijo radioaktivno ozna¢enega vitamina D so ugotovili, da sta
pri ¢loveku najpomembnej$a organa, kjer se shranjuje, masc¢obno tkivo in skeletno mi-
Si¢je. Kromatografija radioaktivnih vzorcev je pokazala, da se v mas¢obnem tkivu na-
haja predvsem nespremenjeni kalciol, medtem ko miSice vsebujejo predvsem kalcidiol.
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Slika 3. Spremembe serumskih koncentracij kalcidiola in kalcitriola v razlicnih mesecih leta (4).

Bioaktivacija vitamina D
Hidroksilacija kalciola v jetrih

Do hidroksilacije kalciola v kalcidiol primarno prihaja v jetrih. Ugotovili so tudi, da je kal-
cidiol kvantitativno najpomembnej$a oblika vitamina D v krvni plazmi. Do hidroksilaci-
je pa ne prihaja le v jetrih, ampak tudi v tankem ¢€revesu in ledvicah, ¢eprav v manjSem
obsegu. Encim, ki omogoc¢i to hidroksilacijo, je kalciol-25-hidroksilaza, ki je od citokro-
ma P-450 odvisni monooksigenazni sistem. Encim se nahaja v mitohondrijih in mikro-
somskih frakcijah jetrnih celic. NajpomembnejSa pri uravnavanju aktivnosti jetrne 25-hi-
droksilaze je koncentracija vitamina D v jetrih (5).

Hidroksilacija kalcidiola v ledvicah

Hidroksilacija kalcidiola v ledvicah lahko poteka na dveh mestih, na C, ali C,,. Reakciji
omogocata dva mitohondrijska encima, kalcidiol-1c-hidroksilaza (krajSe 1-hidroksilaza)
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in kalcidiol-24-hidroksilaza (krajSe 24-hidroksilaza). Nahajata se v proksimalnem delu
ledviénega tubula. Aktivnosti obeh sta natanéno nadzorovani in reciproéni. Ce je kon-
centracija kalcitriola pove¢ana, pride do inhibicije 1-hidroksilaze in do aktivacije 24-hi-
droksilaze. Posledica tega je sinteza 24-hidroksikalcidiola namesto kalcitriola. Mehani-
zem uravnavanja $e ni natan¢no znan, znani pa so nekateri njegovi dejavniki: kalcitriol,
PTH, kalcitonin, prolaktin, estradiol, testosteron, inzulin, rastni hormon in Ca?* (4).

Tvorba kalcitriola zunaj ledvic

Ledvice so poglavitni organ sinteze kalcitriola, vendar ta proces poteka tudi zunaj led-
vic (mielomske celice (6), kostne celice (7), embrionalne ¢revesne celice (8), kozne ce-
lice). Med nosecnostjo nastaja kalcitriol tudi v posteljici (9).

Razpad in izlo¢anje vitamina D

Glavno mesto razgradnje kalcitriola in 24-hidroksikalcitriola so jetra. Tu pride do konju-
gacije med hidroksilno skupino na atomu C, kalcitriola in glukuronsko kislino. V jetrin
nastajajo Se drugi presnovki, ki se prav tako izlo¢ajo v Zol¢.

Do inaktivacije kalcitriola in 24-hidroksikalcitriola prihaja tudi v ledvicah in Erevesnih ce-
licah. Stranska veriga kalcitriola se v ledvicah oksidira, pri Cemer nastane npr. kalcitroj-
ska kislina (1-hidroksi-24,25,26,27-tetranor-holekalciferol-23-karboksilna kislina),
1,25-hidroksiholekalciferol-26,23-lakton ali kalcitetrol (1,24,25-trihidroksiholekalciferol).
Tako se presnovi 30—40 % kalcitriola. Nekateri raziskovalci domnevajo, da konjugacija
kalcidiola v jetrih in enterohepati¢ni obtok glukoronida predstavljata depo kalcidiola v or-
ganizmu (10).

BioloSki procesi, ki jih nadzoruje vitamin D

Glavna naloga vitamina D v organizmu je vzdrZzevanje homeostaze Ca?*. Najpomem-
bnejsi organi, na katere vpliva, so tanko ¢revo, okostje in ledvice. V tankem ¢revesu spod-
buja absorpcijo Ca?* in fosfata, v ledvicah reabsorpcijo teh ionov, v okostju pa mobili-
zacijo in vgrajevanje mineralov. Vsi ti procesi so povezani z vzdrzevanjem normalne pla-
zemske koncentracije Ca?* in fosfata. Ca®* nadzoruje veliko pomembnih biokemi¢nih pro-
cesov, kot so miSi¢no kréenje, prenos zivénega signala, strjevanje krvi itd.

Mehanizmi, ki nadzirajo sintezo in delovanje kalcitriola, mo¢no spominjajo na mehaniz-
me, kakr§ne poznamo pri klasi¢nih steroidnih hormonih. SploSni model za hormonsko
aktivnost predvideva obstoj specifi¢nih celic v tarénem organu, ki imajo zelo specifine
receptorske beljakovine za hormon. Ko se hormon veZe nanj, se premakne v kromatin,
kjer spodbudi prepis dolo¢enih genov v mRNA in s tem poveca sintezo ustreznih belja-
kovin. Ugotovili so, da kalcitriol ustreza vsem tem zahtevam. V ¢revesnih celicah spod-
buja sintezo od vitamina D odvisne, kalcij vezo¢e beljakovine (CaBP). Koli¢ina ¢reve-
snega CaBP je natan¢no sorazmerna koli¢ini kalcitriola, ki se nahaja tam. Danes poz-
namo tri vrste CaBP, ki se razlikujejo po molekulski masi in vezavni kapaciteti za Ca?*.
Obstaja velika druzina znotrajceli¢nih beljakovin, ki veZzejo Ca?*, vendar vecina od njih
ni odvisna od vitamina D.
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Specifi¢ne receptorske beljakovine se ne nahajajo samo v najbolj znanih tarénih orga-
nih vitamina D (Crevesje, kosti, ledvica, koza), ampak tudi drugod: v mleénih Zlezah, tre-
busni slinavki, obs¢itniénih Zlezah, hipofizi in posteljici. Receptorji v mle¢nih zlezah ver-
jetno sluzijo za uravnavanje vsebnosti Ca®* v mleku. Celice p otoCkov trebusne slinav-
ke vsebujejo razmeroma velike koncentracije CaBP. Pri zivalih pomanjkanje vitamina D
povzroc€i motnje v izlo€anju inzulina. Obstajajo tudi znaki, da 24-hidroksikalcidiol in kal-
citriol vplivata na izlo¢anje PTH. Citosolske receptorje za kalcitriol so na$li tudi v ¢lo-
veskih mononuklearnih limfocitih in v nekaterih vrstah malignih celic. Dokazano je, da
kalcitriol lahko pospesi diferenciacijo malignih celic pri levkemiji. Med nosecnostjo in do-
jenjem se Crevesni prenos Ca?* poveéa predvsem zaradi povecane sinteze CaBP. Ra-
ziskave s pomocjo imunoloskih metod so pokazale obstoj CaBP v posteljici, kar je po-
membno pri razvoju okostja otroka. Posteljica vsebuje receptorje za kalcitriol, ta pa urav-
nava prenos Ca?* preko nje. Vitamin D je potreben tudi za normalno misi¢no kréenje,
tvorbo zobne sklenine ter agregacijo trombocitov (4, 5).

Spremembe koncentracij vitamina D in presnovkov pri nekaterih boleznih
Rahitis in osteomalacija

Pomanijkanje vitamina D vodi — zaradi neuravnotezene absorpcije Ca?* in fosfata — do
rahitisa pri otrocih in osteomalacije pri odraslih. Rahitis je najbolj znana hipovitamino-
za; v Evropi je bila zelo razsirjena ob koncu 19. stoletja, predvsem na industrijskih ob-
mocgjih.

Rahitis se navadno najprej pojavi pri otrocih med 6. in 24. mesecem starosti. Prvi simp-
tom je motena mineralizacija rasto¢ih kosti, pri katerih se kostni matriks Se razvija. Ka-
sneje se pojavijo deformacije okostja. Drugi simptomi so miSi¢na Sibkost, zmanjSanje
plazemske koncentracije Ca?* in vecja aktivnost alkalne fosfataze v kosteh.

Pri osteomalaciji pride do izgube Ca?* in fosfata iz Ze nastalih kosti, kar povzroci pre-
majhno mineralizacijo kostnega tkiva, to pa vodi do Sibkosti kosti, bolecin in celo do zlo-
mov. Osteomalacija se pogosto pojavi pri Zenskah, ki so rodile ve¢ otrok, in sicer zara-
di nekompenzirane izgube Ca?* v nose¢nosti.

Najpogostejsi razlogi za rahitis in osteomalacijo so nezadostna izpostavljenost son¢ni
svetlobi in/ali nezadosten vnos vitamina D s hrano, poleg tega pa $e pomanjkanje fos-
fata. Drugi razlogi so preslabo delovanje ¢revesja in pomanjkanje zol¢nih kislin, ki so
nujne za absorpcijo vitamina D. Do rahitisa in osteomalacije pride tudi pri prizadetosti
jetrne 25-hidroksilaze in pri nefrozah. Motnje v presnovi vitamina D so prav tako lahko
posledica zdravljenja z nekaterimi zdravilnimi u¢inkovinami, med katerimi sta najbolj zna-
na fenobarbiton in izoniazid.

Poleg opisane oblike rahitisa obstajajo tudi genetsko pogojene napake presnove vita-
mina D, ki se kazejo kot rahitis. Lahko gre za motnje v sintezi kalcitriola (odsotnost en-
cimov) ali pa za motnje v sintezi receptorske beljakovine za kalcitriol (4).
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Ledvi¢na osteodistrofija

Ledvi¢na osteodistrofija je posledica ledvi¢nih bolezni razlicnega izvora. Za nastanek
kalcitriola, ki je bistven hormon za absorpcijo Ca®* iz ¢revesja, so potrebne neposko-
dovane ledvice. Ledvi¢na osteodistrofija je pogost zaplet pri bolnikih, ki so podvrzeni
dializi. Stopnja osteodistrofije je sorazmerna z okvaro ledvic. Nepravilnosti okostja se
kazejo kot zmanj$anje kostnega tkiva in sploSna demineralizacija ter so zdruzene z bo-
le¢inami v kosteh, zlomi, deformacijami in nenormalno drzo. Pri otrocih je prizadeta rast.
V serumih nezdravljenih bolnikov najdemo hipokalcemijo, hiperfosfatemijo, povec¢ano al-
kalno fosfatazo in poviSano raven PTH. Ledvi¢na osteodistrofija je pogostejSa pri otro-
cih kot pri odraslih, in sicer zaradi vecje obcutljivosti rastoCih kosti za spreminjajoce se
ravni vitamina D, fosfata in PTH, do katerih pride pri kroni¢nih ledvi¢nih boleznih.

O patogenezi te bolezni je znano, da kroni¢na ledviéna odpoved, zaradi pomanijkljive
absorpcije Ca?* v ¢revesiju in filtracije fosfata v ledvicah, vodi do hipokalcemije, ta pa do
hiperfosfatemije in zviSane ravni PTH. Ko ledvi¢na odpoved napreduje, se plazemska
raven kalcitriola znizuje, medtem ko presezek PTH povzro¢a bolezensko resorpcijo ko-
sti (4).

Hipoparatiroidizem

Hipoparatiroidizem (prekinjeno ali zmanj$ano nastajanje PTH) je lahko posledica kirurs-
ko odstranjenih obs¢itni¢nih Zlez ali pa motenj v teh zlezah. Izlo¢anje PTH je posledi-
ca hipokalcemije. Bolniki s hipoparatiroidizmom niso sposobni tvoriti tega signala, torej
tudi ne pretvorbe kalcidiola v kalcitriol. Zato se plazemska koncentracija Ca?* $e naprej
zmanijSuje, kar lahko vodi do hiperfosfatemije. Do pomanjkanja kalcitriola pri bolnikih s hi-
poparatiroidizmom pride, ker je premalo dveh pomembnih stimulusov 1-hidroksilaze: PTH
in hipofosfatemije. Pri zdravljenju je treba kompenzirati primanjkljaj kalcitriola, in sicer
s fizioloskimi odmerki kalcitriola, 1a-hidroksivitamina D ali pa farmakoloskimi odmerki
vitamina D (4).

Osteoporoza

Natancen vzrok osteoporoze ni znan, verjetno pa gre za moteno sintezo organskega
matriksa kosti. Prizadene predvsem starej$e ljudi, pri katerih so koncentracije spolnih
hormonov zmanjSane, in tiste, ki so bili zdravljeni s steroidi (npr. glukokortikoidi). Bolni-
ki imajo zmanj$ano koncentracijo kalcitriola, pove¢ano koncentracijo PTH ter pospeSe-
no izlo¢ajo Ca?* in fosfat s se¢em. Navadno je uspesno zdravljenje s kalcidiolom ali kal-
citriolom in 1a-hidroksivitaminom D (4).

Hipervitaminoza D

Vitamin D, ki nastane endogeno, z delovanjem svetlobe na kozo, nikoli ne ucinkuje tok-
siéno. Ce pa ga v organizem vnagamo v prevelikih koli¢inah, lahko pride do zastrupi-
tve. Njeni znaki so slabost, izguba teka, glavobol, bolecine v trebuhu, kréi, bruhanje, dri-
ska in poliurija. PoviSa se serumska koncentracija Ca*, kar lahko povzroéi kalcifikaci-
jo mehkih tkiv, predvsem ledvic, srca, plju€ in arterij. Zato je treba med kakrsnimkoli zdrav-
lienjem z vitaminom D nadzorovati koncentracijo Ca?* v serumu in secu (11).
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Analizni postopki za dolo¢anje koncentracij kalciola, kalcidiola in
kalcitriola

Bioloske metode

BioloSke metode so primerne predvsem za bioloSko preizkusanje vitamina D, ki je v raz-
liénih zdravilnih pripravkih ali dodan hrani. S temi metodami lahko merimo stopnjo kal-
cifikacije kosti po aplikaciji vitamina D, delez anorganskih soli v kostni masi po zdrav-
lienju z vitaminom D in povecanje koncentracije Ca?* v serumu testnih Zivali. Gre torej
za merjenje posledic delovanja vitamina D. Te metode so dolgotrajne in drage, moteca
pa je tudi razmeroma velika variabilnost rezultatov znotraj iste skupine. Kljub nastetim
pomanijkljivostim se Se vedno uporabljajo za vrednotenje bioloskih uc¢inkov novih pre-
paratov, ki vsebujejo vitamin D (4).

Kolorimetricne metode

Podlaga vecine kolorimetri€nih metod je reakcija med vitaminom D in antimonovim tri-
kloridom, pri kateri nastane obarvan kompleks, katerega absorpcijo merimo. Metode so
dodatno modificirane, vendar so premalo obc&utljive za uporabo v kliniéni kemiji. Upora-
bo omejuje Se slaba specifi¢nost, kar zahteva pred dolo¢anjem eno ali ve¢ stopenj ¢is-
¢enja vzorca (11, 13).

Plinska kromatografija

Ceprav so plinsko kromatografijo zelo pogosto uporabljali pri dologevaniju velikega Ste-
vila steroidov in hormonov, v analitiki vitamina D in presnovkov ni nasla pravega mesta.
Proste hidroksilne skupine, dvojne vezi in moznost toplotne izomerizacije vitamina D med
postopkom kromatografije povzrocijo razsiritve vrhov, nelinearen odziv detektorja ter po-
jav dvojnih vrhov na kromatogramu (11, 13).

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti

V primerjavi s plinsko kromatografijo pri tekoCinski kromatografiji visoke lo€ljivosti
(HPLC) nimamo tezav, povezanih s toplotnimi pretvorbami vitamina D. Ker ta vitamin in
njegovi presnovki najve¢ absorbirajo pri valovni dolzini 254 nm, ga lahko odkrivamo s spek-
trofotometrom, ki spada v standardno opremo modernih teko€inskih kromatografov. HPLC
omogoca tudi lo€evanje presnovkov vitamina D, kar je potrebno, ¢e jih zelimo dolocati
z imunoloskimi metodami (5, 11, 13).

RadioimunolosSke metode in metode s kompetitivno vezavo na beljakovino

Pri teh metodah predstavlja presnovek vitamina D ligand, ki se veze na beljakovino. Ta
je najveckrat serumska prenasalna beljakovina, DBP, specifi¢no protitelo ali zelo spe-
cificna receptorska beljakovina. Vitamin D, ki ga dolo¢amo, tekmuje z dodanim radioaktv-
nim vitaminom D za specifi¢na vezavna mesta. Ko lo¢imo vezan in nevezan vitamin D,
lahko z umeritvenimi krivuljami dobimo koncentracijo vitamina D, ki ga dolo¢amo iz mno-
zine vezanega oznacenega vitamina D.

Obgutljivost teh metod je najvecja med vsemi do sedaj razvitimi metodami, prednosti
pa so Se naslednje: majhen volumen vzorca (0,1-1 ml), malo rokovanja z vzorci, hitra
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izvedba postopka, moznost analize vecjega Stevila vzorcev hkrati. Glavna pomanijklji-
vost je slaba specifi¢nost, zato je treba pred izvedbo konéne meritve pripraviti vzorec
(ekstrakcija lipidov, lo¢evanje razli¢nih presnovkov vitamina D) (11, 13).

Eksperimentalni del

Delovni nacrt

V prejsnjih raziskavah je bilo ugotovljeno, da so koncentracije in koncentracijska raz-
merja kalciola, kalcidiola in kalcitriola v krvnem serumu pomemben dejavnik za vzdr-
Zevanje homeostaze Ca?* (13). Ogrozeni so predvsem ljudje z ledvié¢nimi in jetrnimi bo-
leznimi, kajti pri njih je motena presnova kalciola v kalcitriol. V Sloveniji je postopek, s ka-
terim so¢asno dolo¢amo vse tri presnovke vitamina D, v uporabi Sele od leta 1993, za-
to ustreznih referencnih vrednosti e nismo dolocili. Serumska koncentracija vitamina
D, je odvisna tudi od geografske lege in letnega Casa, zato je treba dolociti referencne
intervale, ki bodo odrazali dejanske serumske koncentracije vitamina D, pri slovenski
populaciji.

Celoten postopek lahko razdelimo v naslednje faze:

— pridobivanje podatkov o fiziologiji in patofiziologiji vitamina D in presnovkov,
— pridobivanje podatkov o postopkih za dolo¢anje referen¢nih vrednosti,

— izbira metode za dolocitev serumskih koncentracij vitamina D in presnovkov,
— izbiranje referenénih posameznikov,

— Zzbiranje vzorcey,

— analiza vzorcev,

— statisti¢na obdelava rezultatov in

— doloditev referenénih intervalov.

Izbira metode

Tabela 4. Nadzor kakovosti postopka za dolocanje kalciola, kalcidiola in kalcitriola.

Kalciol Kalcidiol Kalcitriol
Ponovljivost v seriji (KV %) 9,93 6,33 5,90
Ponovljivost med serijami (KV %) 11,37 9,17 7,77
Izkoristek metode (%) 72,10 86,00 94,90
Obcutljivost metode 1,90 nmol/I 5,50 nmol/l 5,30 nmol/l

V letih 1992—-1994 je bil v okviru Hormonskega laboratorija (Institut za klini¢éno kemijo
in kliniéno biokemijo) ter Katedre za kliniéno biokemijo Fakultete za farmacijo v Ljublja-
ni razvit postopek za soasno dolo¢anje kalciola, kalcidiola in kalcitriola v serumu. Po-
stopek ustreza vsem kvalitativnim zahtevam za tovrstne preiskave in je uveden v klini¢-
no laboratorijsko prakso v ze omenjenem institutu (77, 18) (tabela 4).

Metoda je ovrednotena tudi s stali§¢a nadzora kakovosti postopka.
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Izbira referenénih posameznikov

Referenéne posameznike smo izbrali po prospektivni (a priori) metodi. Uporabili smo
vzorce krvi, Ki je ostala po odvzemu ob sistematskih pregledih posameznikov. Preveri-
li smo ustreznost vzorcev in jih po potrebi izkljuili.

Izklju€ili smo posameznike, za katere je bila potrjena vsaj ena od naslednjih diagnoz:
ledvine bolezni, jetrne bolezni, bolezni okostja, motnje absorpcije, anemije, kakrSna-
koli infekcijska bolezen, dolgotrajno uzivanje zdravil (tudi kontracepcijskih sredstev), uzi-
vanje kakrsnihkoli farmakolo$ko aktivnih dodatkov k hrani (napitek Red Bull, vitaminski
preparati, preparati za pove¢anje misicne mase, ...), nosecnost, uzivanje nikotina (ve¢
kot 10 cigaret na dan), kakr§enkoli patoloSki rezultat encimskih preiskav. Ob uposteva-
nju vseh teh izkljugitvenih kriterijev smo prisli do zakljuc¢ka, da je bila skupina, ki so jo
sestavljale zenske premajhna, da bi lahko izrac¢unali orientacijske referenéne vrednosti
za vsak spol posebej; zato smo izradunali skupne orientacijske referenéne vrednosti.

Dodatek

Odvzem vzorcev

Vzorci so bili vsem posameznikom odvzeti zjutraj na teS¢e po postopku, ki je standar-
diziran za odvzem Krvi iz vene. Preiskovanci so sedeli, kri jim je bila odvzeta iz vene na
desni ali levi podlahti.

Takoj po odvzemu smo kri centrifugirali (t = 10 min, 3000 x g), serum smo hranili do ana-
lize pri temperaturi —20 °C.

Analiza vzorcev

Postopek, ki smo ga uporabili, ima tri stopnje:

— deproteinizacija seruma,
— locitev presnovkov in
— dolocitev koncentracije posameznih presnovkov.

Deproteinizacija

Najprej smo 1 ml seruma dodali 1 ml acetonitrila, to 30 sekund stresali na stresalniku
in nato v hladilni centrifugi centrifugirali pri 2700 obratih/min pri 4 °C. Supernatant smo
prenesli v drugo epruveto, dodali 1 ml K,HPO, (pH 10,5), 30 sekund stresali na stresal-
niku in spet centrifugirali pri 2700 obratih/min pri 4 °C.

Locitev presnovkov

Presnovke smo lo¢evali z metodo loc¢itve na kolonah s trdnimi nosilci (kolone SPE). Ko-
lone smo namestili na stojalo. Podtlak je bil izklju¢en in smo ga vkljucili Sele, ko smo na
kolono nalili prvo topilo. Kolone smo spirali z nastetimi topili v naslednjem vrstnem re-
du: 5ml heksana, 5 ml 2-propanola, 5 ml metanola in 5 ml demineralizirane vode.

Ko je vsa voda odtekla iz kolone, je bila ta pripravljena za aplikacijo vzorcev.
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Na pripravljene kolone smo nanesli vzorec, ki smo ga v prejSnji stopnji deproteinizirali.
Vzorec smo spirali z naslednijmi topili:

5 ml demineralizirane vode — eluat smo zavrgli,

5 ml raztopine metanol/demineralizirana voda (70/30 vol %) — eluat smo zavrgli,

5 ml raztopine heksan/diklorometan (90/10 vol %) — eluat smo lovili v epruvete,

5 ml raztopine 2-propanol/heksan (1/99 vol %) — eluat smo zavrgli,

5 ml raztopine 2-propanol/heksan (5/95 vol %) — eluat smo lovili v epruvete za scinti-
lacijsko merjenje.

Epruvete z eluati, ki smo jih shranili, smo prenesli v vodno kopel (37 °C) in v atmosferi
N, uparili do suhega.

V eluatu sta se po spiranju z raztopino 10-odstotnega diklormetana v heksanu nahaja-
la kalciol in kalcidiol, kalcitriol pa je bil v eluatu po spiranju s 5-odstotnim 2-propanolom
v heksanu.

Suhi preostanek eluata s kalciolom in kalcidiolom smo raztopili v 75 pl zmesi heksan/di-
klormetan/metanol (60/39/1) in aplicirali v normalnofazni tekocinski kromatografski si-
stem visoke lodljivosti s stacionarno fazo Nucleosil® 100 in z mobilno fazo heksan/diklor-
metan/metanol (60/39/1). Pri hitrosti pretoka mobilne faze 1 ml/min se je kalciol eluiral
med 5. in 6. minuto, kalcidiol pa med 13. in 14. minuto. Eluata smo med 5. in 6. ter med
13. in 14. minuto lovili v epruvete, te prenesli v vodno kopel (T = 37 °C) in v atmosferi
N, (P = 5 psi) uparili do suhega.

Dolocitev koncentracije posameznih presnovkov

Koncentracijo kalcidiola smo dolocili spektrofotometriéno v UV-obmogju, kalcidiol in kal-
citriol pa z metodo CPBA.

Dolocitev koncentracije kalciola

Do suhega uparjen eluat iz NP HPLC, ki je vseboval kalciol, smo rekonstituirali v 40 pul
metanola in injicirali v reverznofazni sistem tekocinske kromatografije visoke locljivosti
s stacionarno fazo Nukleosil 100® C,, ter mobilno fazo metanol/voda (98/2 vol %). Pri
hitrosti mobilne faze 1 ml/min se je kalciol eluiral po 8 minutah. V kromatografski sistem
smo nato aplicirali serijo raztopin razli¢nih koncentracij standardov kalciola, ki smo jih
kasneje uporabili za izdelavo umeritvene krivulje.

Koncentracijo kalciola smo dologili tako, da smo izmerili viSino vrha kalciola, ki nam je
kazal izmerjeno absorbanco kalciola pri 264 nm, nato pa smo iz standardne krivulje, ki
smo jo konstruirali iz vi§in vrhov in koncentracij uporabljenih raztopin standardov, oddi-
tali koncentracijo kalciola v apliciranih vzorcih.

Dolocitev koncentracije kalcidiola

Eluat, ki je vseboval kalcidiol in ekstrakte standardov razli¢nih koncentracij kalcidiola,
smo raztopili v 50 ul zmesi alkoholov etanol/metanol/izopropanol (95/5/5 vol %). Plasti¢-
ne epruvete (12x70 mm) smo ustrezno oznadili ter vanje pipetirali vzorce in reagente.
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Po dodatku 3H kalcidiola smo zmes v epruvetah dobro premesali in pokrili z aluminija-
sto folijo, da ni bila izpostavljena soncni svetlobi. Epruvete smo postavili v hladilnik
(T = 2-8°C). Liofilizirano vitamin D vezoco beljakovino smo rekonstituirali v 16 ml de-
mineralizirane vode in jo dodali v ustrezne epruvete. Te smo spet premesali in pustili
stati v hladilniku (t = 3—4 ure, T = 2—-8 °C). Nato smo dodali suspenzijo z dekstranom pre-
kritega oglja in vse pustili stati pri sobni temperaturi (t = 20 min). Po kon€ani inkubaciji
smo vse epruvete razen dveh (1 in 2) centrifugirali v hladilni centrifugi (1300—-1500 x g,
T =2-8°C). V vsako epruveto za scintilacijsko merjenje, ki smo jo prej ustrezno ozna-
¢ili, smo dodali 10 ul scintilacijske tekocine. Takoj po konéanem centrifugiranju smo od-
lili bistri supernatant v epruvete za scintilacijsko merjenje in jih pokrili.

Radioaktivnost smo merili najmanj 2 minuti v B-scintilacijskem Stevcu.

1z rezultatov analize standardnih raztopin kalcidiola smo pripravili umeritveno krivuljo,
iz katere smo odditali delez vezave kalcidiola v vzorcih.

Dolocitev koncentracije kalcitriola

Epruvete z eluatom po SPE, v katerem se je nahajal kalcitriol, smo prenesli v vodno ko-
pel (T = 37 °C), uparili v atmosferi N,, (P = 5 psi) in rekonstituirali v 200 ul ledenomrzle-
ga etanola. Vzorce smo premesali, pustili stati 5 min, nato smo jih spet premesali. Po-
stopek dolo¢anja koncentracije kalcitriola smo zaceli najkasneje po 30 minutah.

Zadostno Stevilo epruvet smo ustrezno oznadili ter vanje pipetirali vzorce in reagente.

V ustrezne epruvete smo najprej dodali dolo¢ene koli¢ine reagenta z receptorsko beljako-
vino. Vsebino smo previdno premesali na stresalniku in inkubirali (T = 15-20°C, t = 1 ura).
Po konc¢ani inkubaciji smo prenesli epruvete na led in v ustrezne epruvete dodali suspenzijo
aktivnega oglja v dekstranu. Vsebino smo premesali in znova inkubirali (T = 2-8 °C, t = 30 min),
nato pa smo epruvete centrifugirali (1400 xg, T = 2-8 °C). Bistri centrifugat smo prelili v epru-
vete za scintilacijsko merjenje, v katere smo prej dodali po 10 ul scintilacijske tekocine.

Radioaktivnost smo merili z 3-scintilacijskim Stevcem 5-10 minut.

Iz izmerjenih in izraCunanih rezultatov analize standardnih raztopin, TC, NSB in B, smo
narisali umeritveno krivuljo ter z nje od¢itali koncentracijo kalcitriola v vzorcih.
Material in oprema

Topila

Vsa topila, ki smo jih uporabili (razen demineralizirane vode), so proizvod podjetja Merck,
Darmstadt, in so bila oznacena s stopnjo Cistote za kromatografijo; uporabili smo jih,
ne da bi jih prej Cistili: acetonitril, heksan, 2-propanol, metanol, etanol, diklormetan in
demineralizirano vodo.

Reagenti
Reagenti za doloc¢anje kalcidiola

Reagenti za dolo¢anje kalcidiola so proizvod podjetja Nichols Institute Diagnostics, San
Juan Capistrano, CA 92675, ZDA.
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Reagenti za doloc¢anje kalcitriola

Reagenti za doloc¢anje kalcitriola so proizvod podjetja Nichols Institute Diagnostics
B. V., Nieuweweg 172, 6603 BT Wijchen, Nizozemska.

Izracuni

Pri postopkih, ki smo jih izvajali, smo sledili shemi, ki jo za pridobitev referenénih vred-
nosti priporo¢a IFCC.

Pri kalciolu in kalcitriolu se za razdelitev referen¢nih vrednosti v podskupine nismo od-
logili, pri kalcidiolu pa smo se na podlagi podatkov v literaturi (5) odlocili, da razdelimo
vrednosti v dve podskupini: pomladansko in jesensko.

Na podlagi vizualnega pregleda porazdelitve smo ugotovili, da gre pri kalciolu in kalci-
diolu za unimodalno porazdelitev, ki spominja na normalno (Gaussovo) porazdelitev. Pri
kalcitriolu pa je ena vrednost mo¢no odstopala od drugih, ki so se sicer porazdeljeva-
le podobno normalni porazdelitvi.

Pri kalciolu in kalcidiolu nismo opazili nobene vrednosti, ki bi mo¢no odstopala od dru-
gih. Pri kalcitriolu pa smo na podlagi analize histograma (slika 7) opazili vrednost, ki je
odstopala od vecine in smo jo na podlagi rezultatov matemati¢ne obravnave identifici-
rali kot vrednost, ki mo¢no odstopa (angl. outlier).

Ker smo imeli na razpolago razmeroma malo vzorcev (120), smo se odlocili za nepa-
rametricno metodo.

Porazdelitev smo preverili z uporabo Kolmogorov-Smirnov testa za porazdeljevanje vred-
nosti. Uporabili smo naslednjo formulo:

Dinax > 0,886

N = porazdelitev ni Gaussova
N

Dinax < 0886

W = porazdelitev je Gaussova

Porazdeljevanje vrednosti kalciola, kalcidiola (jesenskih in spomladanskih vzorcev) in
kalcitriola je prikazano v tabeli 5.

Tabela 5. Rezultati Kolmogorov-Smirnov testa za porazdeljevanje vrednosti kalciola, kalcidiola (jesenskih
in spomladanskih vrednosti) in kalcitriola.

0,886

Stevilo vzorcev D,ox N
kalciol 120 0,072828 0,0809
Kalcidiol-j 120 0,06004 0,0809
Kalcidiol-s 120 0,064925 0,0809
Kalcitriol 119 0,06004 0,0812
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KALCIOL

Frekvenca FREKVENCNA PORAZDELITEV
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40 porazdelitev
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Zgornje meje razredov (x < meje)
Slika 4. Histogram — frekvencna porazdelitev rezultatov kalciola.

KALCIDIOL — jesenski vzorci
Frekvenca FREKVENCGNA PORAZDELITEV
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Zgornje meje razredov (x < meje)

Slika 5. Histogram — frekvencna porazdelitev rezultatov kalcidiola (jesenski vzorci).
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KALCIDIOL — spomladanski vzorci

Frekvenca FREKVENCNA PORAZDELITEV
80
70
— Normalna
60 porazdelitev
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20 40 60 80 100 120 140

Zgornje meje razredov (x < meje)
Slika 6. Histogram — frekvencna porazdelitev rezultatov kalcidiola (spomladanski vzorci).

KALCITRIOL

Frekvenca FREKVENCNA PORAZDELITEV (N = 119)

50

45 — Normalna
porazdelitev

40
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80 90 100 110 120 130 140 150
Zgornje meje razredov (x < meje)

Slika 7. Histogram — frekvencna porazdelitev rezultatov kalcitriola (Stevilo vzorcev = 119).
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Rezultati

IFCC priporoca, da predstavimo referen¢ne intervale kot osrednje 0,95 intervale z in-
tervalom zaupanja 0,90 za spodnje in zgornje referenéne meje (74). Rezultati so zbra-
ni v tabeli 6.

Tabela 6. Orientacijske referencne vrednosti za kalciol, kalcidiol in kalcitriol. Osrednji 0,95 intervali z in-
tervali zaupanja 0,90.

Kalciol (nmol/l) Kalcidiol (nmol/l) Kalcitriol (pmol/l)
jesenski pomladni

Spodniji 0,90 3,1-34 105-118 41-55 91-95
interval zaupanja
Zgorniji 0,90 7,2-8,4 164177 100-126 133-145
interval zaupanja
Spodnja meja 3,4 114 50 93
referenénega intervala
Zgornja meja 8,2 172 107 139

referenénega intervala

Razprava

Bolezni, povezane s pomanjkanjem vitamina D, so predstavljale velik socialni in medi-
cinski problem, predvsem ob koncu 19. stoletja v industrializiranih podrogjih. Te bolez-
ni so prepoznavali predvsem kot rahitis. Premajhna izpostavljenost son¢ni svetlobi za-
radi dolgotrajnega dela in onesnazenega ozradja je povzrocila, da je bil rahitis endemic-
na bolezen. Razvoj medicinske znanosti je kasneje prinesel poznavanje Se drugih bo-
lezni, povezanih s pomanjkanjem vitamina D in z motnjami presnove vitamina D.

Danes je zaradi drugac¢nih socialno-ekonomskih razmer skoraj povsod po svetu, tudi pri
nas, ta vidik motenj v presnovi vitamina D skoraj nepomemben, pomembnejSe pa so
druge motnje, katerih poznavanije je prinesel razvoj medicine. V Sloveniji je v zadnjem
¢asu dolocanje vitamina D in njegovih presnovkov povezano predvsem s problematiko
ledvi¢ne insuficience. Pri ljudeh, ki imajo okvarjeno delovanje ledvic, je zmanjsSan tudi
nastanek kalcitriola, kar lahko povzro€i nastanek vseh bolezni, povezanih s tem presnov-
kom vitamina D. Ljudem, ki imajo ledvice okvarjene, je treba ustrezen presnovek vita-
mina D dodajati. Ker pa so tudi okvarjene ledvice prostor biotransformacije zdravil, je
treba dodajati najmanjSe koli¢ine zdravil, ki bodo Se ustrezno ucinkovale, ledvic pa ne
bodo obremenjevale po nepotrebnem.

Tu se sreCamo s konceptom referencénih vrednosti.

V svetu so referen¢ne vrednosti dolo¢ene za vec€ino analitov, ki jih v klinicno-biokemic-
ni praksi dolo¢amo. Vendar pa teh vrednosti ne smemo nekriti¢cno prenasati v katero-
koli okolje. Za to obstajata vsaj dva nacelna razloga:

— vecina proizvajalcev diagnosti¢nih reagentov in kemikalij priporo¢a, naj vsak labora-
torij, ki te reagente uporablja, sam doloci referenéne vrednosti;
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— Ceprav so dolo¢eni postopki standardizirani in naj ne bi bilo metodoloskih dejavnikov,
ki vplivajo na napake, Se vedno obstaja moznost, da se rezultati, dobljeni z uporabo
naprav razli¢nih proizvajalcev, med seboj bistveno razlikujejo.

Princip referen¢nih vrednosti drugega razloga ne izklju€uje, vendar pa se na podlagi do-
bro pripravljenega in dokumentiranega postopka o pridobivanju dolo¢enih referencnih
vrednosti lahko odlo¢imo, ali bomo referenéne vrednosti, dobljene v nekem drugem la-
boratoriju, uporabili tudi sami.

Referencne vrednosti vitamina D in njegovih presnovkov v ¢loveSkem serumu so v sve-
tu verjetno dolo¢ene v ve€ laboratorijih. V literaturi, ki nam je bila dosegljiva, pa niso na-
vedeni tako, da bi bili zadovoljivi za neposredno uporabo. V preglednih ¢lankih je nave-
denih ve¢ referenénih intervalov, ki se med seboj bistveno razlikujejo, manjka opis iz-
vedbe postopka, v primarni literaturi pa praviloma vedno manjka vsaj postopek statistic-
ne obdelave referen¢nih vrednosti.

Ta dejstva so razumljiva. Postopek za pridobivanje referenénih vrednosti vse do leta 1991 ni
bil standardiziran, leta 1991 pa je IFCC izdal priporocila, kako naj ti postopki potekajo.

V postopku, ki smo ga izvajali, smo se sku$ali kar najbolj dosledno drzati priporocil, ki
jih je objavil IFCC.

Izbira referenénih posameznikov

Idealno bi bilo izbrati retrospektivno metodo izbire referenénih posameznikov, vendar
pa ta tip ni priSel v postev predvsem zaradi naslednjih dejstev:

— finanéna sredstva: ¢e bi izbrali to metodo, bi bilo smiselno analizirati bistveno veé vzor-
cev, kar bi metodo zelo podrazilo;

— ustrezna dovoljenja za zbiranje vzorcev: ker bi jemali kri samo zaradi dolo¢anja re-
ferenénih vrednosti za vitamin D, bi bilo potrebno soglasje ustreznih organov in da-
jalcev vzorceyv, kar bi postopek znova podrazilo in ¢asovno zavleklo.

Izbrali smo prospektivno metodo izbire in uporabili vzorce, ki so ostali ob odvzemu kr-
vi pri sistematskih pregledih odraslih ljudi, torej vzorcev nismo jemali posebej zaradi prob-
lema, ki smo ga obravnavali.

Merila izklju€evanja in razdeljevanje referenénih posameznikov

Merila za izkljuCevanje, ki smo jih postavili, so taka, da po podatkih iz literature in splo-
$no privzetih merilih za »zdrave« ljudi omogo€ajo izbiro posameznikov, za katere lah-
ko re¢emo, da so glede na presnovo vitamina D zdravi. Na poseben problem smo na-
leteli pri merilu »dolgotrajno uzivanje zdravil« (tudi peroralni kontraceptivi), saj smo mo-
rali zaradi njega izkljuciti velik del zenske populacije. Tako je v statisticnem vzorcu os-
talo premalo plazemskih vzorcev zensk, da bi lahko postavili zanesljiva merila posebej
za Zensko populacijo, zato smo v Studiji zdruzili vse vzorce, ne glede na spol in izracu-
nali skupno vrednost.

1z uvoda je razvidno, da pri odraslih moskih (starejSih od 18 let) starostna doba pri pre-
snovi vitamina D ni pomembna, zato jih nismo razdelili v podskupine glede na starost.
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Po naSem mnenju tudi socialno-ekonomski polozaj in rasa nista dejavnika, ki bi lahko
na geografskem podrocju Republike Slovenije bistveno vplivala na rezultate nase Stu-
dije. |z literaturnih podatkov pa lahko sklepamo, da se serumske vrednosti kalcidiola prek
leta spreminjajo. Bistveno vecje kot spomladi naj bi bile jeseni, zato smo serumske vred-
nosti kalcidiola razdelili na dve podskupini — na jesensko in spomladansko.

Zbiranje vzorcev

Vzorce smo zbirali septembra in oktobra leta 1994, le vzorce za doloCitev kalcidiola v spom-
ladanskih mesecih smo odvzeli posebej v obdobju marec—april leta 1995.

Vzorci so bili odvzeti s postopkom, ki je v Republiki Sloveniji standardiziran za odvzem
krvi iz vene. Ker so bili vsi vzorci odvzeti v isti ustanovi (Institut za klini€no kemijo in kli-
ni¢no biokemjo), nismo predvideli variacij zaradi morebitnih sprememb, ki bi bile posle-
dica razlicnega rokovanja z vzorci po odvzemu.

Izbira metode analize

Metoda, ki je v uporabi na Institutu za kliniéno kemijo in biokemijo (71), je edina, ki se
v slovenskem prostoru uporablja za analizo vitamina D in njegovih presnovkov v ¢lo-
veskem krvnem serumu. Zato je bilo smiselno uporabiti to metodo, vendar pa bomo za-
radi tega referen¢ne vrednosti, ki smo jih dobili, z gotovostjo primerjali le z vrednostmi,
ki bodo v prihodnje dobljene z isto metodo.

Statisticna obdelava rezultatov analize

V grobem delimo statisti¢no obelavo na parametri¢no in neparametri¢éno. Parameti¢na
predpostavlja dolo¢en tip porazdelitve, pri neparametri¢ni pa ne sklepamo glede na tip
porazdelitve. Odlocili smo se za neparametri¢no, vendar smo poizkusili dolo€iti tudi tip
porazdelitve.

V prvi stopnji smo izdelali histograme frekvenénih porazdelitev vseh treh presnovkov vi-
tamina D. Na podlagi vizualnega pregleda histogramov smo ugotovili, da porazdelitev
rezultatov pri kalciolu in kalcidiolu spominja na Gaussovo, zato smo zacasno sprejeli to
hipotezo. Pri kalcitriolu smo ugotovili, da ena vrednost nenavadno odstopa od drugih.
Zakaj je prislo do tega odstopanja, nam ni uspelo nedvoumno ugotoviti, zato smo po-
stavili hipotezo, da je to vrednost, ki mo¢no odstopa (outlier). Take vrednosti so tiste, ki
so oddaljene za vec€ kot tri standardne deviacije od aritmeti¢ne sredine vseh vzorcev.
Ugotovili smo, da je ta vrednost oddaljena od aritmeti¢ne sredine celo za ve¢ kot §tiri
standardne deviacije, zato smo jo iz nadaljnjih izra¢unov izlo€ili. Tudi po tem je bil vzo-
rec dovolj velik, da je ustrezal postopku, ki ga za pridobitev referenénih vrednosti pri-
poroca IFCC.

V nasledniji stopnji smo izdelali preglednice frekvencne porazdelitve v razrede razvrs-
¢enih rezultatov analize. Nato smo s pomocjo Kolmogorov-Smirnov testa poskusali do-
kazati, da se podatki porazdeljujejo po Gaussovi porazdelitvi. Pri vseh treh presnovkih
smo ugotovili, da se porazdeljujejo normalno.
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Nato smo izdelali preglednico, v kateri smo rezultatom analize pripisali ustrezne range.
Ta preglednica je podlaga za izracun referencnih intervalov.

Ker smo imeli pri rezultatih za kalcidiol dve podskupini, smo se odlogili, da potrdimo ali
zavrnemo hipotezo, da se aritmeti¢ni sredini vzorcev, ki smo jih odvzeli pomladi in je-
seni, bistveno razlikujeta. Ker vzorci niso izhajali od istih ljudi, smo se odlo€ili za t-test
za neodvisne vzorce. Testiranje hipoteze je pokazalo, da se aritmeti¢ni sredini obeh sku-
pin signifikantno razlikujeta. Za kalcitriol je torej treba navesti referencne intervale za
obe letni obdobiji. Pri interpretaciji pri posamezniku ugotovljenih vrednosti je treba raz-
polagati s podatkom, v katerem letnem €asu je bil vzorec odvzet.

Zadnja faza postopka bi verjetno morala vsebovati primerjavo nasih referen¢nih vred-
nosti s tistimi, ki so navedene v literaturi. Ker pa je iz Ze opisanih razlogov ta primerja-
va nesmiselna, smo se ji odpovedali.

Sklep

V delu smo poskus$ali dolociti referenéne vrednosti za vitamin D in njegove presnovke
v Cloveskem krvnem serumu. Sledili smo priporocilom IFCC, ki so temelj za standardi-
zacijo metod za pridobitev referencnih vrednosti, vendar pa je vsaj v Sloveniji njihova
uporaba prej izjema kot pravilo.

Najvedji problem, s katerim smo se pri delu sreCevali, je bilo izbiranje referen¢nih po-
sameznikov oziroma vzorcev njihove krvi. Vzrok tezav je bila predvsem finan¢na zah-
tevnost projekta. Menimo, da smo tudi ta problem zadovoljivo reSili, ¢eprav bi si v pri-
hodnje zeleli ve€ vzorcev. Naslednja tezava je ustrezno strokovno izrazje, ki se pri re-
ferencnih vrednostih delno razlikuje od sploSnega statisticnega izrazja. Treba bi bilo spre-
jeti dolo¢ene slovenske izraze, s katerimi bi preprecili nastanek nesporazumov na tem
podrodju, do katerih bo verjetno prislo. Temeljne izraze smo v tem delu prevedli in upo-
rabljali, vendar pa je potrebna kriti€na presoja.

Rezultat dela so dolo¢eni referenéni intervali z intervali zaupanja 0,90 za kalciol, kalci-
diol in kalcitriol pri odrasli moski populaciji Republike Slovenije, ki jih imamo z vidika pre-
snove vitamina D za zdrave.

Ker ti rezultati nimajo le strogo teoreticnega znacaja, ampak so prakti¢no uporabni in
potrebni, vendar pa nepopolni, bo treba v prihodnosti dolociti Se referenéne vrednosti
za zensko populacijo (s poudarkom na vrednostih med nose¢nostjo in menopavzo) ter
za otroke in mladostnike/ce. Ko bo to opravljeno, sledi dolo€itev vrednosti vitamina D in
presnovkov pri razli¢nih boleznih, povezanih z vitaminom D.
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