Klin. Biochem. Metab., 26 (47), 2018, No. 1, p. 27-34.
Vitamin K a jeho vyznam v laboratorni mediciné
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SOUHRN

Vitamin K patii mezi vitaminy rozpustné v tucich a existuif jeho tfi zakladni formy - K, K, a K. Vitamin K pdsobi jako kofaktor
post-translaéni karboxylace kyseliny glutamové na y-karboxyglutamovou. Tato karboxylace je dllezita pro vazbu vapena-
tych iontl koagulacnimi faktory, pro protein C a protein S. Podili se také na karboxylaci dal$ich bilkovin napf. osteokalcinu
a matrix Gla proteinu. Vitamin K., se Ucastni pfedevsim krevni koagulace, zatimco vitamin K, se podili na kostni remodelaci
a kalciové homeostazi. Antikancerdzni efekt je popisovan u vSech forem vitaminu K, avSak prozatim nejlepsi vysledky in
vitro a také in vivo byly pozorovany u vitaminu K. Vitamin K, pfijaty béZnou pestrou stravou dostatecné pokryje pozadav-
ky koagulaénich faktor(l. Zhruba u 9 z 10 lidi nepostacuje prfiem vitaminu K, ze stravy na pokryti dostatecné karboxylace
ostatnich vitamin K dependentnich proteinll. Nedostatec¢na karboxylace vitamin K dependentnich proteind je spojovana
s vy88im rizikem vyskytu osteoporotickych zlomenin a nadmérnou kalcifikaci cévni stény v disledku kalciového paradoxu.
Vitamin K je transportovan ve vazbé na lipoproteiny a jeho absorpce v travici soustave je zavisla na mnozstvi prijatého tuku
spole¢ne s vitaminy. Fyziologické hodnoty vitaminu K. byly publikovany narozdil od vitaminu K. Vitamin K je mozngé stanovit
chromatografickymi metodami.

Kiicova slova: vitamin K, vitamin K,, osteopordza, nadorové onemocnéni, diabetes mellitus, kardiovaskulami choroby,
HPLC.

SUMMARY

Dunovska K., Klapkova E., Cepova J., Priisa R.: Vitamin K and its importance in laboratory medicine

Vitamin K belongs to the group of the fat-soluble vitamins and there are three forms of vitamin K - K, K,, K... Vitamin K acts
as cofactor of post-translational carboxylation of glutamic acid to y-carboxyglutamic acid, which is important for binding of
calcium ions by coagulation factors, protein C and protein S. It participates in functions of other proteins interacting with
calcium ions e.g. osteocalcin and matrix Gla protein. Vitamin K, plays a role especially in blood coagulation while vitamin K,
affects bone remodeling and calcium homeostasis. An anticancer effect is described at all of forms of vitamin K, however
the best results in vitro and in vivo were described by vitamin K, for now. Daily intake of vitamin K in a Western diet is suffici-
ent for blood coagulation, whereas daily intake of vitamin K, is insufficient for covering carboxylation of vitamin K dependent
proteins. Insufficient carboxylation of vitamin K dependent proteins is associated with higher risk of osteoporosis fracture’s
occurrence, and excessive calcification of vascular walls due to calcium paradox. Vitamin K is absorbed from the gastroint-
estinal tract in the presence of bile salts and pancreatic lipase, and in plasma is transported by lipoproteins. The reference
range of vitamin K, can be found in the literature whereas the reference range of vitamin K, has been not published. Vitamin
K can be determined by chromatografic methods.

Key words: vitamin K|, vitamin K,, osteoporosis, cancer, diabetes mellitus, cardiovascular diseases, HPLC.

Uvod

Vitamin K oznaCuje skupinu sloucenin, které se
vyznacuji spoleCnym 2-metyl-1,4-naftochinonovym jad-
rem. Podle odlisnych struktur postrannich fetézcl rozli-
Sujeme jednotlivé formy vitamind K - vitamin K., vitamin
K, avitamin K,. Vitamin K pdsobi jako kofaktor y-glu-
tamylkarboxylazy, ktera je ddlezitéd pro post-translaéni
modifikace vitamin K dependentnich proteind [1-2].

V literature je popsano fyziologické rozmezi vitaminu
K,, které se vSak v jednotlivych pramenech lisi. Kazda
[3] uvadi fyziologické rozmezi vitaminu K, 0,13 - 1,19
ug/l. Sadowski [4] uvadi 0,11 — 1,01 pg/l. Kraemer [9]
publikoval fyziologické rozmezi vitaminu K, 0,1 - 3,2
ug/l. Jedind na trhu dostupna komercni souprava pro
stanoveni vitaminu K, uvadi fyziologické rozmezi vita-
minu K, 0,22 - 2,28 pg/I [6]. Pro vitamin K, fyziologické
rozmezi neni v odborné literature publikovano.

Nejpouzivangjsi publikované metody na stanoveni
jednotlivych forem vitaminu K jsou metody vysokoucin-
né kapalinové chromatografie (HPLC), ktera v posled-

nich letech vyuziva spojeni s hmotnostni detekci. Tato
kombinace nabizi prfesnéjsi a citlivéjsi analyzu a zaroven
feSi problémy s nedostatecnym oddélenim jednotlivych
forem vitaminu K [6-15].

Struktura a formy vitaminu K

Vitamin K (fylochinon) ma fytylovy postranni feté-
zec. Vitamin K je Zluta olejovita latka, ktera je rozpustna
v acetonu, benzenu a nékterych dalSich organickych
rozpoustédlech. Vitamin K, je malo rozpustny v meta-
nolu a ve vodeg je nerozpustny. Vitamin K, (menachi-
non) ma v postrannim Fetézci opakuijici se isoprenové
jednotky. V literatufe byva menachinon oznacovan
pismeny MK-n, kde pismena MK oznaduji zkratku pro
menachinon a pismeno n predstavuje pocet isopre-
novych jednotek v postrannim retézci, které mohou
dosahovat hodnot 1 - 15. Vitamin K, je Zluta krystalicka
latka, ktera je méné rozpustna v organickych rozpous-
tedlech nez vitamin K, a taktéZ je nerozpustna ve vode.
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Posledni formou vitaminu K je vitamin K, (menadion),
ktery nema zadny postranni fetézec. Vitamin K, je citro-
nove zluta krystalicka latka, ktera se rozpousti v orga-
nickych rozpoustédlech, napf. chloroformu. Na rozdil
od vitaminu K, a K, je vitamin K, Castecné rozpustny ve
vodé. Struktura jednotlivych vitamin K je uvedena na
obr.1az3[1,13,186].
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Vitamin K, se vyskytuje hlavné v listoveé zelening,
kde se nachazi v zeleném pletivu usazen v chloroplas-
tu. Potraviny bohaté na tento vitamin jsou napf. broko-
lice, Spenat, kapusta, salat, rostlinny olej (zejména fep-
kovy a séjovy). Nachazime jej také v Cervenych fasach,
sinicich nebo v margarinu. Jeho mnozstvi v zeleniné by
meélo pokryt doporuceny denni pijem [1-2].

Vitamin K, byl zjistén v syru, masu, tvarohu, jatrech,
vejcich a zvifecim tuku. Nejvice bohatou potravinou na
vitamin K, je tzv. natto, coz je fermentovana sdja, ktera
vznika produkci bakterii Bacillus subtilis, poddruh natto.
Natto je konzumovano zejména v Japonsku. Bakterie
plsobici v lidskych stfevech a produkujici vitamin K,
patfi do rodu Bacteroides a Firmicutes, dale také Ente-
robacter, Eubacterium, Veillonella. Bakterie ve stfevnim
traktu syntetizuji hlavné MK-10 a MK-11, v men&i mife
také MK-7, MK-8, MK-9 a MK-12. Prozatim neni jasné,
jaké mnozstvi vitaminu K, jsou schopné syntetizovat.

Ze stravy ziskavame nejvice MK-4 a MK-7. MK-7 se
vyskytuje ve fermentovanych potravinach (natto, syr).
MK-4 ziskavame konzumaci masa ze zvifat, ktera jsou
zivena rychle rostoucimi travami, v nichz se vyskytuje
vitamin K. Tato zvifata jsou schopna ve svych organis-
mech konvertovat vitamin K, na MK-4. Zatim neni jasny
princip konverze [16,17].

V 60. letech byla popsana konverze vitaminu K,
na MK-4 vyskytuijici se u ptékd. Princip konverze vSak
neni Uplné jasny. Byly popsany dva teoretické postu-
py konverze. U prvniho by mél byt odstépen postranni
fetézec fylochinonu a vznikla by toxicka forma vitaminu
K — menadion (vitamin K,). Ta by byla ¢astecné detoxi-
fikovana jatry &i travici soustavou a byla by vyloucena

modi z organismu. A &asteCné by k ni byly pfipojeny
isoprenoveé jednotky, ¢imz by vznikla forma MK-4. Dru-
hy princip bere v Uvahu denaturaci fytylového postran-
niho fetézce fylochinonu a naslednou posttranslacni
modifikaci (prenylaci = pfipojeni geranylgeranyl (isopre-
noid) k C-termindlnimu cysteinu cilového proteinu) MK-
4. V obou teoriich se vyskytuji znacné nejasnosti napr.
ve vyreseni transportu vitaminu K, krvi nebo v rychlosti
pfipojeni isoprenovych jednotek. Bylo zjisténo, ze pre-
mena vitaminu K, na MK-4 probiha rozdiné mezidru-
hove (napf. krysy konvertuji vitamin K, méné nez holubi)
[2]. Z dostupné literatury vyplyva, ze s nejvétsi pravde-
podobnosti jsou ilidé schopni konverze vitamind K,
kde bylo méfenim prokéazano, ze pfi pfijmu vitaminu
MK-7 se zvySuje v krvi souCasné i koncentrace MK-
4. AvSak nékteré publikace ukazaly [16-18], Zze vySSi
prijem vitaminu K, ve stravé zvySi koncentraci vitami-
nu K, v matefském miéce, nikoliv v krvi. VySsi formy
vitaminu K, jako MK-9 ¢i MK-10 ve straveé nalézame
vzacne. Vitamin K, se prirozené nevyskytuje a je pouze
synteticky. Pokud je vitamin K, podan, dochazi u néj in
vivo k alkylaci na nékterou formu vitaminu K. Vitamin
K, je oproti vitamindm K a K, rozpustny i ve vodé (160
mg/l), a proto ho Ize vstfebat i v nepfitomnosti ZluCo-
vych kyselin [2].

Metabolismus vitaminu K

Jednotlivé typy vitaminu K se neliSi pouze rozdil-
nou strukturou postranniho fetézce, ale i transportem
v téle, absorpci ze stravy, ulozenim zasob nebo Ucin-
nosti. Absorpce MK-4 ze stravy je nizka, jeho ucinnost
je zhruba desetkrat nizsi nez u vitaminu K., zatimco
MK-7 svoji uCinnosti prevySuje vitamin K, az 17x. Vita-
min K, ma srovnatelnou ucinnost s MK-4 [1].

Vitamin K, se vstrebava ze stfeva a jeho absorpce
siné zavisi na celkovém mnozstvi pfijatého vitaminu
K, ataké na mnozstvi prijateho tuku. Bylo popsano,
Ze pfi niz8im pfijmu vitaminu K, je absorpce mnohem
ucinngjsi, s rostoucim pfijmem tuku jeho absorpce dale
vzrista. Vitamin K je ve stfevé zaclenén do chylomikro-
n0 a odtud je transportovan pres lymfu az do krve, kde
dochazi k jeho velmi rychlé spotfebé. Chylomikrony jsou
rozruseny lipoproteinovou lipdzou a tak mdiZe byt vitamin
K, vyuZit okolnimi tkanemi. Vitamin K je hlavni cirkulujici
forma vitaminu K, avSak v téle neni skladovan ve velkém
mnozstvi. Télo si skladuje vitamin K zhruba v poméru
1:9 ve prospéch vitaminu K, oproti vitaminu K.. Nej-
Vetsi zasobarnou vitaminu K v téle jsou jatra, avSak zde
dochazi k rychlé spotfebé, proto musi dochazet k neu-
stalému doplfiovani ze stravy. V nékterych tkanich byly
stanoveny koncentrace vitaminu K.. V jatrech spole¢né
se srdcem a slinivkou byly zjistény koncentrace zhruba
4,51 ng/g tkané. V mozku, ledvinach a plicich nedosa-
hovaly koncentrace 0,90 ng/g tkané. Nizka koncentrace
vitaminu K, v plazmé reflektuje nizkou tkanovou zasobu.
Obdobné rozlozeni koncentract je i u formy MK-4, kde
v mozku a ledvinach byly zjistény koncentrace zhruba
2,67 ng/g, zatimco ve slinivce dosahovala koncentrace
MK-4 zhruba 9,78 ng/g [1,19].
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Vitamin K, ma podobnou transportni drahu jako vita-
min K, kromé toho, Ze se transportuje na LDL a HDL
lipoproteinovych ¢asticich az do cilovych tkani [1].

Vitamin K, a vitamin K, se déle li§ dobou pisobe-
ni. Zatimco vitamin K, a MK-4 maji biologicky polocas
1 az 1,5 hodiny, vitaminy K, s delSim postrannim fetéz-
cem maji delSi polo¢as plsobeni a tudiz mohou byt
déle vyuzivany [1]. Autofi Schurgers et al. [20] publiko-
vali studii, ve které byli schopni naméfit hladiny vitaminu
MK-7 v organismu delSi dobu po uziti nez hladiny vita-
minu K. Dobrovolnikim mezi 25 az 35 lety podavali
v jedné davce vitamin K, a MK-7. Hladinu obou vitami-
nG sledovali po dobu 96 hodin. Oba vitaminy zazname-
naly maximum zhruba po 4 hodinach a poté nasledoval
jejich pokles. MK-7 na rozdil od vitaminu K, snizoval
svoji hladinu mnohem pomaleji a mohl byt detekovan
i po 96 hodinach [20].

Jatra jsou dUlezitym organem pro katabolismus
vitaminu K, v nichz jsou polyisoprenoidni fetézce zkra-
covany a prochazi w-oxidaci s naslednou B-oxidaci,
ktera vede ke dvéma hlavnim aglykonovym metaboli-
t&m s délkou postranniho fetézce s 5 nebo 7 uhlikovy-
mi atomy. Po konjugaci s kyselinou glukoronovou jsou
metabolity exkretovany do Zluce a moCe zejména ve
formé glukuronidd. V modi tyto metabolity Ize deteko-
vat aje mozné je posuzovat jako nepfimé testy kon-
centrace vitaminu K v organismu [13].

Vitamin K se nachaziv organismu v nizkych koncen-
tracich, a proto dochazi k jeho recyklaci. Vitamin K je
v téle transformovan enzymem y-glutamylkarboxyla-
zou (hydrochinon-reduktézou; GGCX; EC 4.1.1.90) na
redukovanou formu — epoxid. Ten aktivuje glutamatovy
zbytek na karbanion, ktery reaguje neenzymove s CO,
na y-karboxyglutamat. GGCX se sklada ze 758 ami-
nokyselin. Mezi 99. a 450. aminokyselinou je pfitomna
disulfidicka vazba. GGCX pétkrat prochazi membra-
nou endoplazmatického retikula (ER), kde N-konec je
pfitomen v cytoplazmé, zatimco C-konec se nachazi
v lumenu ER. V lumenu ER je aktivni misto pro depro-
tonaci a dochazi zde ke karboxylaci. Gen pro GGCX je
ulozen na chromozomu 2p12, o velikosti zhruba 13 kb
obsahuijici 15 exond. Pokud dojde k mutaci genu pro
GGCX, mize mit postizeny jedinec problémy s koagu-
laci, souhrnné nazyvané vitamin K dependentni deficit
koagula¢nich faktor(, nebo se mlze jednat o nekrva-
civy stav tzv. pseudoxanthoma elasticum (PXE)-like
syndrom, kde nastava aberantni mineralizace mekkych
tkani zejména v oblasti odi, kize a kardiovaskularnim
systému. K tomuto stavu dochazi vlivem snizené kar-
boxylace matrix Gla protein (MGP) [21-22]. Vitamin
K epoxid se redukuje pomoci vitamin K-epoxid-reduk-
tazy (EC 1.1.4.1) na chinon. Vitamin K-epoxid-reduk-
taza je citliva na pritomnost warfarinu. Chinon je dale
redukovan pomoci vitamin K-chinon-reduktazy (EC
1.6.5.2), kterd je taktéz citliva na pfitomnost warfarinu,
nebo pomoci chinonreduktéazy (nesensitivni na warfarin,
EC 1.6.5.5) na aktivni hydrochinon. Pi pfitomnosti war-
farinu dochazi k tomu, ze se vitamin K epoxid neredu-
kuje, pficemz dochazi k jeho akumulaci v téle a vylou-
¢eni. Pokud je stravou pfijimano dostate¢né mnozstvi
vitaminu K (chinonu), Ize obejit senzitivni enzymy na

warfarin cestou warfarin-nesenzitivni reduktazy, kdy
dochazi k preméné na hydrochinon. Cyklus dale pokra-
Cuje vyuzitim vitaminu K a vylou¢enim epoxidu. Uzivani
kumarinovych pripravkd jako je napriklad warfarin vede
k zabranéni karboxylace. Tim dochazi ke snizeni akti-
vace koagulac¢nich protein( a takto net¢inné faktory se
hromadi v krvi jako PIVKA (= proteins induced by vita-
min K absence). P¥i uzivani kumarinovych léCiv béhem
téhotenstvi hrozi kostni abnormality plodu napr. fetalni
warfarinovy syndrom, ktery se projevuje zejména nasal-
ni hypoplasii a chondroplasii [21-23].

Funkce vitaminu K

Vitamin K ptsobf jako kofaktor pro enzym y-glutamyl-
karboxylaza, ktery katalyzuje posttranslacni y-karboxyla-
ci kyseliny glutamové (Glu) v poloze 17, 21 a 24 na y-
karboxyglutamovou kyselinu (Gla). Tato karboxylace je
ddlezita nejen pro spravnou funkci koagulaéni kaskady,
ale také pro osteokalcin a MGP. Pokud je osteokalcin
dostatecné karboxylovany, Iépe vaze vapenaté ionty
do kostni hmoty. V desetileté studii, které se Ucastnilo
72 327 zen ve veéku 38 — 63 let, bylo prokazano snizeni
rizika zZlomenin kyCle az 0 30 % pfi pravidelném uzivani
vitaminu K, avSak autofi pfesné nespecifikovali, o jakou
formu vitaminu K se jedna [2,18].

Dostate¢na karboxylace je také ddlezita u MGP.
MGP je maly protein s molekulovou hmotnosti 14,7
kDa. MGP obsahuje 84 aminokyselinovych reziduf
a5 Gla rezidui. S karboxylaci MGP souvisi kalcifikace
cévni stény. Pfi nedostatecné karboxylaci MGP docha-
zi ktvz. ,kalciovému paradoxu®, kdy se nadmérnée
ukladaji vapenaté ionty do cévni stény na ukor kostni
hmoty. V disledku tohoto paradoxu jsou ohroZeny dva
systémy: cévni systém s rizikem rozvoje aterosklerdzy
a kostra s rizikem rozvoje osteopordzy [2, 24]. V Rot-
terdamske studii byl posuzovan vliv vitaminu K, a vita-
minu K, na rozvoj kardiovaskularniho onemocnéni.
V této studii bylo prokazano, ze pfijem vice nez 250
bg vitaminu K, za den nema zadny protekeni viiv na
kardiovaskularni systém, zatimco pfiiem 25 g vitaminu
K, (smés forem MK-4 az MK-10) za den redukuije rizi-
ko kardiovaskularniho onemocnéni az o 57 % [25]. Vliv
vitaminu K, na karboxylaci MGP byl prokazan v pla-
cebo studii, kde pfi uzivani 180 ug MK-7 byl pokles
nedostatecné karboxylovaného MGP (ucMGP) o 31
% oproti placebu. Dokonce pfi zvySeni davky MK-7
na 360 pg doslo k vétsi redukci ucMGP 0 46 % oproti
skupiné s placebem [18]. Matrix Gla protein mé dtlezi-
tou roli i mimo inhibici kalcifikace. Exprese MGP sou-
visi s nékterymi typy nadorC. Byl popséan primy vztah
mezi expresi MGP a nadorovou vaskularizaci. ZvySena
exprese MGP byla popsana u nékterych rakovinovych
onemocnéni napf. rakovina prsu a ovarii, karcinomy
ledvin, varlat a prostaty aj. Naopak snizena exprese
matrix Gla proteinu byla popsana u kolorektalniho ade-
nokarcinomu a rakoviny plic [24].

Vitamin K, podporuje v mozku nékteré enzymy, kte-
ré produkuji sulfatidy. Postupné s vékem dochazi ke
snizeni hladiny vitaminu K, i sulfatiddi. Oba tyto poklesy
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souvisi s rozvojem starecké neurologické degenerace.
AZ u 93 % pitev pacientd s ranym stadiem Alzheimero-
vy choroby byla pozorovana v mozku jak nizsi hladina
vitaminu K., tak sulfatidd [2].

U vitaminu K, byl in vitro pozorovan antikancerozni
efekt. Prozatim se jako nejucinnéjsi antikancerdzni for-
ma jevi vitamin K, ale jeho pouZiti je nejasne vzhledem
k jeho toxicité a pfipadnym alergickym reakcim, které
vyvolava po podani. Bylo v8ak publikovano, ze vitamin
K, je moZné podavat v nizkych koncentracich sou-
¢asné s vySSimi davkami vitaminu C. Tato kombinace
i pfes nizkou koncentraci vitaminu K, se jevi jako dosta-
te¢né antikancerozni, kdy dokaze zpomalit Ci zastavit
nadorovy rdst. Prozatim tato kombinace vitaminG byla
Uspésné testovana na zvifecim modelu. Pokud by vita-
min K, v této kombinaci nevyvolaval alergicke reakce,
mohl by byt zafazen mezi IéCiva. Autofi Nakaya et al.
[26] ve své publikaci potvrdili uCinnost vitaminu K, na
nekteré bunécné linie vyskytujici se pfi karcinomu ova-
rii. Vitamin K, ma oproti vitaminu K, vyhodu, Ze nevy-
volavé alergické reakce, a tudiz mize byt pouZit i ve
vy§8ich davkach. Vitamin K, funguije jako inhibitor ristu
lidskych ovarialnich rakovinovych bunék PA-1. Zatimco
na rdst bunék SK-OV-3 nema vitamin K, zadny efekt.
Vitamin K, indukuje apoptozu blastickych bunék u paci-
entl s myelodysplastickym syndromem. Tento Udinek
byl UspésSné potvrzen v publikacich, zabyvajicich se
timto tématem [2, 26].

Deficit vitaminu K byva spojovan s vys$sim rizikem
vyskytu diabetu mellitu. Autofi popisuji mozny vliv osteo-
kalcinu na inzulinovou citlivost. Na mySim modelu bylo
prokézano, Ze ,knockout* genu pro osteokalcin zpU-
sobi obezitu. Z metabolického hlediska tyto mySi vyka-
zuji hyperglykémii, nizkou hladinu inzulinu, nizky pocet
B-bunék, nizkou senzitivitu inzulinu a nizkoenergetické
vydaje. Zatimco pokusné mysi, které mély ,knockout”
na genu zarodecnych kmenovych bunék fosfatazy,
vykazovaly nartist hladiny osteokalcinu, zvySeni gluké-
zové tolerance a inzulinové senzitivity. U mysi, kterym
byl podan infuzné rekombinatni osteokalcin, dochaze-
lo ke zlepSeni glukdzové tolerance a zvySeni sekrece
inzulinu. Pokud byl rekombinatni osteokalcin podan
mysim na dieté bohaté na tuky, dochazelo u nich
k poklesu hmotnosti a redukci inzulinové rezistence.
Pri prokazani korelace osteokalcinu a inzulinové rezis-
tence u zviteciho modelu bylo tfeba ovéfit, zda by niz-
ka hladina osteokalcinu i u lidi mohla souviset s vy$Sim
rizikem vyskytu diabetu. Autofi Ngarmukos et al. [27]
ve své publikaci uvedli, ze nizka hladina osteokalcinu
predpovida rozvoj diabetu. Autofi Beulens et al. [28]
publikovali, Zze vitamin K dokaze redukovat inzulinovou
rezistenci. Vliv na inzulin byl pozorovan po podani vita-
minu K. i vitaminu K,. Oproti tomu autofi Zwakenber et
al. [29] ve své publikaci uvedli, Ze neni asociace mezi
hladinou osteokalcinu a rizikem vyskytu diabetu typu
Il. Toto tvrzeni je dokézano na desetileté studii s 1635
Ucastniky, z nichZ je 833 diabetikd. U téchto Gcastnikd
stanovovali celkovy osteokalcin (tOC), nedostate¢né
karboxylovany osteokalcin (ucOC), % ucOC a vazebny
test na hydroxyapatit. U diabetik( byl pozorovan vyssi:
body mass index (BMI), obvod pasu, vyskyt hypertenze

a naopak nizsi mira fyzické aktivity. U nediabetik’ byl
vySSi prijlem alkoholu. V této publikaci byly sestaveny
tfi rlzné modely, u kterych byla prokazovana asocia-
ce osteokalcinu s rizikem vyskytu diabetu mellitu typu
ll. tOC, ucOC ani % ucOC nebyly asociovany s rizi-
kem vyskytu diabetu mellitu typu Il v Zadném ze tii typ(
modeld. Dle dotazniku stravovani nebyla zjisténa kore-
lace mezi % ucOC a pfijmem vitaminu K. Tato publi-
kace je jedine¢na nejen svym rozsahem ucastnikd, ale
i tim, ze jsou zde zahrnuti nejen zeny, ale i muzi.

U vitaminu Kbyl pozorovan pozitivni Ucinek na
kostni hmotu, kde pUsobi na osteokalcin v priibéhu
jeho karboxylace a déle pdsobi na zvyseni osteoblas-
tické aktivity. Vitamin K pUsobi na diferenciaci stromal-
nich bunék transformuijicich se v osteoblasty, u nichz
zéroven inhibuje jejich pfeménu v adipocyty. Na kost-
ni novotvorbé se také podili inhibici osteoklastd, které
odbouravaji kostni hmotu. Hlavni formou, ktera ptso-
bi na osteokalcin, je MK-7. Bylo prokazano, ze pravi-
delné uzivani MK-7 vede ke zvySeni karboxylovaného
osteokalcinu, a tim ke snizeni rizika rozvoje osteoporo-
zy. Prozatim v zadné publikaci nebyla jasné stanovena
doporucena denni davkovani pro jednotlivé formy vita-
minu K [2].

Nedavna publikace ukazuje, Ze vitamin K, by monhl
byt vyuzit jako potencialni cil v 1écbé bakteridlnich
agens. Menachinon je slozkou elektronovych transport-
nich fetézcl u vétsiny anaerobnich bakterii, mykobak-
terii a Gram-pozitivnich bakterii. Lysocin E je cyklicky
lipopeptid produkovany Lysobacter sp. Lysocin E pfi-
mo interaguje s menachinony a je prvnim antibiotikem
zacllenym pravé na tuto komponentu. V pfitomnosti
lysocinu E u Staphylococcus aureus dochazi k bakte-
riolyze, Uniku draselnych iontl pfes membranu a prud-
kému poklesu membranového potencialu. Na zvifecich
modelech nebyla prokdzana toxicita lysocinu E [30].

Klicova role vitaminu K spociva v koagulaci, kde
plsobi zejména na faktory srazeni Il, VII, X a X, déle
na proteiny C, Za S. Protein S plsobi neuroprotek-
tivné béhem ischemie a stimuluje fagocytézu. Deficit
proteinu S je asociovan s osteopenii a osteonekrézou.
Z pohledu hematologie se nedostatek vitaminu K Kkli-
nicky projevuje zejména krvacivou diatézou [31].

Gas6 (the cell growth regulating growth arrest spe-
cific gene 6 protein, specificky protein 6 zastavujici rdst)
byl poprvé popsan ve fibroblastech. Gas6 je zastoupen
v endoteliich, hladkém cévnim svalstvu, kostni dreni
a bunkach centralni nervové soustavy. Slozeni amino-
kyselin proteinu Gas6 se ve 44 % shoduje s aminoky-
selinovym slozenim proteinu S. Gas6 se sklada z riiz-
nych domén: Gla doména, ktera ke své funkci vyzaduje
y-karboxylaci; ¢tyr EGF-like (epidermalni rlistovy faktor)
domén; SHBG (pohlavni hormony vazajici globulin)
doménu, ktera obsahuje vazebné misto pro receptory
TAM (Tyro3, Axl, Mer) rodiny. TAM jsou tyrosinkinazové
receptory predstavuiici distribuci makrofagt a dendri-
tickych bunék. Gas6 a jeho receptory reguluji zejmé-
na vrozenou imunitu, zahajuji protizanétlivé odpoveédi
pres inhibici produkce cytokind po antigen-prezentu-
jict bunky. Gas6é ma vliv i na koagulaci, kde se ucastni
adheze trombocytl k endotelu. Také se Ucastni stabili-
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zace krevni zatky (trombu). Aktivace Toll-like receptor(
snizuje produkci Gas6 i proteinu S, a tim je usnadnéna
produkce prozanétlivych cytokinl mikrofagy. Koncent-
race Gas6 v plazmé je zvySena u lidi se zanétem véet-
né sepse. ZvySena hladina Gas6 koreluje s organovou
dysfunkci a zavaznosti onemocnéni [32].

Vitamin K dokdze regulovat sekreci interleukinu-6
a prostaglandind, které doprovazeji infekéni onemoc-
néni. Vysoké davky MK-4 jsou asociovany se snizeny-
mi hladinami proinfekénich marker( (pf. C-reaktivni
protein, interleukin-6) [33].

Jednotlivé funkce vitaminu K jsou shrnuty v Tabulce 1.
Funkce vitamin K dependentnich protein( a disledky
jejich inhibice jsou prehledné uvedeny v Tabulce 2.

Table 1: Overview of vitamin K functions in the body

vnitfni standard od firmy Immundiagnostik. Oba kolek-
tivy autord vyvinuly metody, které dostatecné oddélo-
valy formy vitaminu K od vnitiniho standardu. V publi-
kaci autor( Paroni et al. doséahli limitu kvantifikace 0,2
nmol/l (tz. 0,09 pg/l) pro vitamin K,. V publikaci autor(
Kamao et al. [9] stanovovali kromé vitaminu K, i formu
MK-4 a MK-7. V této publikaci byl pouzit analog vitami-
nu K jako vnitfni standard. Pouzili metodu HPLC s fluo-
rescencni detekci, avSak se jim nepodarilo dostatecné
oddélit formy MK-4 a MK-7 od interferujicich slozek
nachazejicich se ve vzorku. Marinova et al. [10] stano-
vovali vitaminy K, a MK-4, kde byl opét pouZit analog
vitaminu K jako vnitfni standard. Autofi pouzili metodu
HPLC s fluorescencni detekci. Pro obé dvé stanovo-

Functions in the body

Vitamin K form

Coagulation factors

phylloquinone

Bone metabolism

menaquinone

Vascular calcification

menaquinone

Inflammation

menaquinone

Neurological degeneration

menaquinone

Diabetes mellitus

phylloquinone, menaquinone

Anticancer effect

phylloquinone, menaquinone, menadione

Table 2: Function of vitamin K dependent proteins and its inhibition

Vitamin K dependent proteins (VKDPs)

Function

Inhibition VKDPs

Coagulation factors II, VII, IX, X; proteins C, S, Z

Blood coagulation

Increased risk of bleeding

Osteocalcin, matrix Gla protein, Gas6

Vascular protection

Vascular calcification

Osteocalcin, matrix Gla protein

Bone metabolism

Increased risk of fractures, osteoporosis

Gasb

Cell proliferation

Inhibition of apoptosis

Laboratorni metody stanoveni vitaminu K

Stanoveni jednotlivych forem vitaminu K je obtizné
vzhledem K jejich nizké koncentraci v séru a také pro-
toze jsou velmi malo polamni latky. Proto nejpouziva-
ne&jSi metody stanoveni vitaminu K v poslednich letech
jsou metody vysokoucinné kapalinové chromatogra-
fie s vyuzitim kombinace s hmotnostnim detektorem.
Chromatografické postupy se mezi sebou lisi mobilni
fazi, pouzitym vnitfnim standardem a také pripravou
vzorku pro chromatografickou separaci.

Na trhu je prozatim dostupny pouze jediny kit na
stanoveni vitaminu K, od firmy Immundiagnostik, ve
kterém firma uvadi limit detekce 0,15 ug/l. Stanoveni
s pouzitim tohoto kitu se provadi pomoci vysokoucin-
né kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci
a postkolonovou zinkovou redukci. Priprava vzorku dle
manualu soupravy patii ke snazsSim postuptim, avSak
nejvétsi nevyhodou pro pouZiti kitu je nedostatec¢né
oddegleni eluci vitaminu K, a vnitfniho standardu. Dal-
Si nevyhodou je stanoveni pouze jedné formy vitaminu
K [6]. Autofi Wang et al. [7] a Paroni et al. [8] ve svych
publikacich stanovovali vitamin K, pomoci HPLC meto-
dy s fluorescencéni detekci a postkolonovou zinkovou
redukci. Obé tyto publikace pouzily komeréné dodany

vané formy vitaminu K byla stanovena mez detekce
0,015 pg/l. Autofi Ahmed et al. [11] publikovali HPLC
metodu s chemiluminisce¢nim detektorem, diky které
stanovili formy K., MK-4 a MK-7. Vnitini standard byl
pouzit 2-metyl-3-pentadecyl-1,4-naftochinon. Autordim
se podarilo uspokojivé oddélit jednotlivé formy vitaminu
a vnitfniho standardu. Tato metoda je doporucena pro
klinické méreni ohledné kostniho metabolismu, i pres-
to, ze detekeni limity jednotlivych forem vitaminu K pre-
sahuji 1,4 pg/l.

V poslednich letech jsou popisovana stanoveni
rlznych forem vitaminu K pomoci metody kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS) kvdli
lepsi citlivosti a selektivité. Autofi Tsugawa et al. [12]
stanovovali vitamin K,, MK-4 a MK-7 pomoci HPLC
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku s tande-
movou hmotnostni detekci (LC-ACPI-MS). V publikaci
autor® Karl et al. [13] byla popséana metoda LC-APCI-
MS na stanoveni vitaminu K, a 10 forem vitaminu K,
(MK4 az MK-13) ve stolici. Tato metoda vykazuje niz-
ky limit detekce. Metodu LC-APCI-MS vyuzili jiz v roce
2008 autrofi Song et al. [14], ktefi stanovovali v plazmé
vitamin K, s publikovanym limitem detekce 0,3 pg/l.
Autori Riphagen et al. [15] stanovovali pomoci LC-MS
vitamin K., MK-4 a MK-7, kde jako vnitfni standardy
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Table 3: Options for determining vitamin K levels

Determination

Characteristic

A. direct

HPLC with ultraviolet detection

Higher limits of quantification and limits of detection

HPLC with fluorescence detection

The most commonly used method, better sensitivity and
selectivity than ultraviolet detection, postcolumn reduction

HPLC with electrochemical detection

Postcolumn reduction to hydroquinone

Liquide chromatography with mass spectrometric detection

Currently the most sensitive method of determination

B. indirect

Uncarboxylated osteocalcin in serum

Also influence of vitamin D

Dephosphorylated-uncarboxylated MGP in urine

Non-invasive method

Protein induced vitamin K absence (PIVKA)

Higher levels of vitamin K deficiency

Prothrombin time

Unreliable marker of vitamin K level

Gene polymorphism VKORC1

Treatment with coumarin drugs

byly pouzity izotopové znacené vitaminy. Autofi pouzi-
i pomérné jednoduchy postup pfipravy vzorku, kde
se ale pravdépodobné uplatnuji velké matricni efekty,
zejména u formy MK-7, u které mez detekce dosahuje
4,4 nmol/l (tz. 2,9 pg/l), ¢imz se tato metoda pro klinic-
ké pouZiti u pacientd stava nevhodnou.

Hladinu vitaminu Klze v séru odvodit i nepfimo
— napr. imunochemickym stanovenim nedostatecné
karboxylovaného osteokalcinu, nedostatecné karbo-
xylovaného defosforylovaného MGP v modi nebo neu-
cinnych prekurzord koagulacnich faktor( tzv. PIVKA
v plazmé. DalSim nepfimym ukazatelem pro vySetreni
hladin vitaminu Kje protrombinovy Cas nebo vyset-
feni polymorfism{ genu komplexu vitaminu K epoxid
reduktazy podjednotky 1 pomoci komeréné dostupné
soupravy [14, 34, 35].

Prozatim nebyly publikovany studie, které by pro
pfimé stanoveni vitaminu K vyuzivaly imunochemické
metody. Moznosti pfimého a nepfimého stanoveni hla-
din vitaminu K jsou uvedeny v tabulce 3.

Zaveér

Vitamin K se dostava do povédomi nejen odborné
spolecnosti, ale i laiky, ktefi se zajimaji o zdravy Zivotni
styl. Bylo jiz prokazanég, Ze vitamin K ma kromé vlivu na
hemokoagulaci a kostni metabolismus mnoho dalsich
vyznamnych funkci. Vitamin K by se mohl uplatnit pfi
léCbé nékterych nadorovych onemocnéni, pfi prevenci
diabetu mellitu a prevenci neurodegenerativnich one-
mocnéni. Vitamin K hraje dllezitou roli u pacientd uzi-
vajicich antikoagulacni pfipravky, které ovliviiuji cyklus
vitaminu K. PFipravky obohacené o vitamin MK-7 jsou
jiz vyuzivany jako podptirné doplriky stravy pro pacien-
ty s rizikem osteopordzy. Stéle aktualni otazkou je, jaké
mnoZstvi menachinond je produkovano stfevnimi bak-
teriemi. Vitamin K je poslednim z vitaminC rozpustnych
v tucich, ktery se stanovuje pouze v ramci vyzkumu.

V Ceské republice zatim neni zadna laboratof, ktera by
formy vitaminu K rutinné stanovovala. Hlavni prioritou
pro stanoveni vitaminu K by méla byt nenaro¢nost pri-
pravy vzorku. V dostupnych publikacich se autofi sho-
duji na pouziti extrakce na pevné fazi a minimalné jed-
nom suseni pod proudem dusiku. Budou nutné studie
k urCeni doporucenych davek vitaminu K, pro jednot-
liva onemocnéni a ke stanoveni doporucenych hodnot
vitaminu K, zejména formy MK-7.

Seznam pouzitych zkratek

BMI index télesné hmotnosti

Gasb specificky protein 6 zastavujici rist

GGCX y-glutamylkarboxylaza

Gla y-karboxyglutamova kyselina

Glu glutamova kyselina

HDL vysokodenzitni lipoprotein

HPLC vysokoucinna kapalinova
chromatografie

LC-ACPI-MS  kapalinova chromatografie s chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku
s tandemovou hmotnostni detekci

LC-MS kapalinova chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci

LDL nizkodenzitni lipoprotein

MGP matrix Gla protein

MK-n menachinon, n — podet izoprenovych
jednotek v postrannim fetézci

PIVKA protein induced vitamin K absence,
proteiny koagulac¢nich faktor( vzniklé
pfi nepritomnosti vitaminu K

tOC celkovy osteokalcin

ucMGP nedostatecné karboxylovany matrix
Gla protein

ucOC nedostatecné karboxylovany
osteokalcin

VKDPs vitamin K dependentni proteiny
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