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ABSTRAKT

Rostouci zdjem o suplementaci vitaminu D ssebou piinesl obavy ohledné optimalniho davkovani
a potencialniho rizika toxicity. Nejnov¢jsi diikazy naznacuji, ze toxicita vitaminu D mlze byt pfecefiovana;
identifikace dalSich metabolickych inaktivaénich drah totiz poukazuje na komplexnéj$i regulaci jeho
metabolismu. Jedna z té€chto cest zahrnuje 25-hydroxyvitamin Ds 24-hydroxylazu, kterd preméiuje
25-hydroxyvitamin Ds (250HDs) na jeho neaktivni metabolit, 24,25-dihydroxyvitamin Ds [24,25(0OH).Ds].
V této studii jsme zkoumali vztah mezi suplementaci vitaminu D a hladinami 24,250H:Ds v séru u 38
zdravych mladych dospélych (primémy vék 22 let) po dobu dvou let bdhem zimnich mésict. Ugastnici
dostavali rostouci davky olejové emulze vitaminu D v rozmezi od 1 000 do 8 000 IU denné¢. Koncentrace
250HDs a 24,25(0OH):Ds v séru byly kvantifikovany pomoci kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie a parametry télesného slozeni, véetné indexu télesné hmotnosti (BMI), procenta télesného tuku,
tukové hmoty a kostni svalové hmoty, byly hodnoceny pomoci systému InBody S10. Byla pozorovana silna
pozitivni korelace mezi koncentracemi 250HDs a 24,25(0OH):Ds; v séru. Produkce 24,25(0OH):Ds byla
nejvyrazng€jsi pti stfednich davkach suplementace a zlstala stabilni i pii nejvyssi davce 8 000 IU. Pomér
250HD3/24,25(0OH).Ds byl vys§i u muzi a vykazoval vyznamnou korelaci s BMI. Celkové metabolicka
inaktivace vitaminu D pfetrvdvala u vSech davek suplementace, pfiCemz pomér metabolitii byl relativné
stabilni, coZ naznacuje, Ze denni suplementace az do 8 000 IU v zimnich mésicich nepiekracuje metabolickou
kapacitu a jevi se jako bezpecnd u zdravych mladych dospélych pro prevenci sezonniho nedostatku
vitaminu D.
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ABSTRACT

Increasing interest in vitamin D supplementation has raised concerns regarding optimal dosing
and the potential risk of toxicity; however, recent evidence suggests that vitamin D toxicity may be
overestimated due to the presence of additional metabolic inactivation pathways. One such pathway involves
25-hydroxyvitamin Ds 24-hydroxylase, which converts 25-hydroxyvitamin Ds (250HDs) to its inactive
metabolite, 24,25-dihydroxyvitamin Ds [24,25(OH).D:s]. In this study, we examined the relationship between
vitamin D supplementation and serum 24,25(OH):Ds levels in 38 healthy young adults (mean age 22 years)
over a two-year period during winter months. Participants received increasing doses of oil-based vitamin D
supplementation ranging from 1,000 to 8,000 IU per day. Serum concentrations of 250HD; and 24,25(0OH):Ds
were quantified using liquid chromatography—mass spectrometry, and body composition parameters,
including body mass index (BMI), body fat percentage, fat mass, and skeletal muscle mass, were assessed
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using the InBody S10 system. A strong positive correlation was observed between serum 250HD:
and 24,25(OH):Ds concentrations. The production of 24,25(OH).Ds was most pronounced at moderate
supplementation doses and remained stable even at the highest dose of 8,000 IU. The 250HD5/24,25(0OH):Ds
ratio was higher in males and showed a significant association with BMI. Overall, vitamin D metabolic
inactivation persisted across all supplementation doses, with a relatively stable metabolite ratio, suggesting
that daily supplementation up to 8,000 IU during winter months does not exceed metabolic capacity
and appears safe in healthy young adults for preventing seasonal vitamin D deficiency.
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UVOD

Vitamin D pfedstavuje pleiotropni hormon s ucinky daleko pifesahujicimi regulaci kalciofosfatového
metabolismu a kostni denzity. Receptor pro vitamin D (VDR) je exprimovan témét ve vSech tkanich lidského
organismu a v genomu bylo identifikovano n€kolik tisic vazebnych mist pro VDR, coz umoznuje ovlivnéni
exprese stovek genll. V poslednich letech proto nartista zajem o extraskeletalni uc€inky vitaminu D, zejména
v oblasti imunity a celkového metabolického zdravi. Zatimco pro udrzeni kostni denzity jsou povazovany
za dostate¢né sérové koncentrace 25-hydroxyvitaminu D vyssi nez 50 nmol/l, pro extraskeletalni Gi¢inky jsou
Casto doporucovany vyssi hladiny, pfiblizné 75-125 nmol 1™, ptipadné az 150 nmol-1".

V podminkédch stfedni Evropy je dosazeni téchto koncentraci, zejména béhem zimnich mésicl, bez
suplementace obtizné. Rostouci uzivani vysSich davek vitaminu D vSak vyvolava obavy z mozného
predavkovani, pfedevsim ve vztahu k riziku vzniku hyperkalcemie. Metabolismus vitaminu D je pfitom piisné
regulovan enzymatickymi drahami, z nichz kliCovou roli v inaktivaci vitaminu D hraje enzym 24-hydroxylaza
(CYP24A1). Tento enzym zajistuje pfeménu 25-hydroxyvitaminu Ds (rovnéz 1,25-hydroxyvitaminu Ds)
na 24,25-dihydroxyvitamin Ds (resp. 1,24,25-trihydroxyvitamin Ds), ktery pfedstavuje vyznamny marker
katabolismu vitaminu D. Pfitomnost této metabolické inaktivacni drahy svéd¢i o existenci komplexnich
regulacnich mechanismli metabolismu vitaminu D, které mohou hrat roli v omezeni jeho nadmérnych
biologickych uc¢ink, a je proto relevantni pti hodnoceni potencialni toxicity vitaminu D.

Cilem této studie bylo sledovat hladiny 24,25-dihydroxyvitaminu Ds v souvislosti se zvySujicimi se davkami
suplementace vitaminu Ds u zdravé mladé populace a posoudit kapacitu metabolické inaktivace vitaminu D
pii vyssich suplementacnich davkach.

MATERIAL A METODIKA

Do studie bylo zatazeno celkem 35 zdravych dobrovolnikii (24 zen a 11 muzd), studentd 1€kaiské fakulty,
bez anamnézy poruch metabolismu vapniku, fosforu nebo vitaminu D. Primérny v€k probandt byl 22 let
(rozmezi 20-26 let) a median indexu télesné hmotnosti ¢inil 21,91 kg-m2 (rozmezi 18,3-29,3). BMI, procento
télesn¢ho tuku, tukova hmota a kostni svalova hmota byly hodnoceny pomoci syst¢ému InBody S10. VSichni
ucastnici byli povazovani za klinicky zdravé a neuzivali zddnou farmakoterapii, kterd by mohla ovlivnit
metabolismus kalcia, fosforu ¢i vitaminu D. Studie probihala v obdobi od fijna 2021 do bfezna 2023, vzdy
v podzimnich a zimnich mésicich (¥{jjen—inor), kdy je endogenni syntéza vitaminu D minimalni. Probandi
podstupovali postupné zvysujici se suplementaci vitaminem Ds ve formé olejového roztoku. Podédvané davky
¢inily 1 000 IU, 2 000 IU, 4 000 IU a 8 000 IU denn¢. Odbéry vzorkl séra byly provadény v souvislosti
s davkovacim rezimem. Harmonogram suplementace a odbéru krve je uveden v tabulce (tab. 1).
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Tabulka 1: Harmonogram suplementace vitaminu D a odbért krve

Mésic studie Suplementaé¢ni davka vitaminu D Harmonogram odbéru krve
Rijen 2021 1 000 TU Pted zac¢atkem suplementace
Listopad 2021 1 000 TU Po 60 dnech suplementace
Prosinec 2021 30 + dni bez suplementace Po 30denni pauze
Leden 2022 2 000 IU
Unor 2022 2 000 IU Po 60 dnech suplementace
Brezen 2022 30 + dni bez suplementace Po 30denni pauze
Rijen 2022 4 000 IU Pted zacatkem suplementace
Listopad 2022 4 000 TU Po 60 dnech suplementace
Prosinec 2022 30 £ dni bez suplementace Po 30denni pauze
Leden 2023 8 000 IU
Unor 2023 8 000 IU Po 60 dnech suplementace
Biezen 2023 30 £ dni bez suplementace Po 30denni pauze

Vzorky periferni krve byly odebrany do zkumavek VACUETTE® CAT Serum Separator Clot Activator
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Rakousko). Do dvou hodin od odbéru byly pro oddéleni séra zkumavky
centrifugovany pii 1 700 otaCkach za minutu po dobu deseti minut. Kazdy vzorek séra byl poté rozdélen
na tfi alikvoty o stejném objemu 500 pl.

Stanoveni metabolitu 24,25(OH).Ds bylo provedeno metodou kapalinové chromatografie a tandemové
hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS). Chromatograficka separace byla realizovana pomoci systému 1290
Infinity II LC (Agilent Technologies) vybavené¢ho kolonou Agilent RRHD Eclipse Plus C18 (2,1 x 50 mm,
velikost ¢astic 1,8 um). Pfed analyzou byly vzorky uchovavany v —80 °C a poté rozmrazeny ve vodni lazni
pti 30 °C, nasledné byly zvortexovany po dobu 10 sekund a podrobeny precipitaci proteini za pokojové
teploty (100 pl vzorku séra + 400 pl acetonitrilu (ACN) s 4% roztokem ZnSQs). Pro odstranéni lipida bylo
100 pl kazdého vzorku séra smichano se 400 pl roztoku interniho standardu a naneseno na kolonu Captiva
EMR-Lipid. K uvolnéni analytii adsorbovanych na sorbentu bylo pfidano 400 pl ¢isttho ACN. Eluované
vzorky byly odpafeny ve vyhfivaném koncentratoru pod proudem dusiku. Pied vlastni analyzou byly vzorky
derivatizovany po dobu jedné hodiny pfi laboratorni teploté ptidavkem 100 ul derivatizaniho ¢inidla PTAD
v ACN (1 mg-ml™) a nasledné pteneseny do méfticich lahvic¢ek. Nasttik do LC-MS/MS ¢inil 3 pl vzorku.
Separace probéhla pti 30 °C.

yoqe .

Analyza metabolitu 250HD: byla provedena obdobné& — po eluci a filtraci pro odstranéni lipidd byl proveden
nastiik 5 pl vzorku do LC-MS/MS. Identifikace a kvantifikace analytu byla provedena na stejném pfistroji
jako predchozi metabolit. Chromatografickd separace byla provedena na koloné Poroshell 120 PFP
(4,6 x 50 mm, velikost ¢astic 2,7 um, Agilent). Separace byla provedena pfi teploté 20 °C s objemem injekce
5 pl. Pfed analyzou byly vzorky skladovany v autosampleru pii teploté 15 °C.

Hladiny PTH byly méfeny pomoci soupravy ACCESS Intact PTH na analyzéatoru Unicel® DxI 800 (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA). Koncentrace vapniku a hot¢iku byly kvantifikovany pomoci systému Cobas (Cobas
8000, Cobas ¢702, Roche Diagnostics, Basilej, Svycarsko).
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VYSLEDKY A DISKUZE

V pribéehu studie doslo u vSech sledovanych davek suplementace vitaminu Ds k nartistu sérovych koncentraci
250HD:s 1 24,25(0OH)2Ds. Mezi hladinami 250HDs a 24,25(OH).Ds byla zjiSténa silnad pozitivni korelace
(r=10,877; p < 0,0001), coz svéd¢i o uzké vazbé mezi zdsobni formou vitaminu D a jeho metabolickou
inaktivaci.

Po zahéjeni suplementace davkou 1 000 IU/den doslo ke zvyseni koncentrace 250HDs o 23,0 %, zatimco
hladina 24,25(OH):Ds vzrostla o 15,3 %. Pii davce 2 000 [U/den byl zaznamenan nartst 250HD:s o 30,3 %
a vyraznéjsi zvyseni 24,25(0OH)2Ds o0 56,2 %. Nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany piti davee 4 000 [U/den,
kdy koncentrace 250HD:s vzrostla o 113,4 % a 24,25(0OH):Ds o 126,2 %. Pti nejvyssi davce 8 000 [U/den byl
narist obou metabolitil opet mirnéjsi, ptiCemz 250HDs se zvysil 0 52,2 % a 24,25(0OH):Ds 0 49,0 %. Zmény
hladin obou metabolitli v prubéhu studie jsou znazornény na obrazku 1. Tento nélez naznacuje, Ze kapacita
24-hydroxylazy neni pfi testovanych davkach vycerpana a ze metabolickd inaktivace vitaminu D probiha
efektivné 1 pfi vyssi suplementacni zatézi.
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Obrazek 1: Graf znazornujici vztah mezi sérovymi koncentracemi 250HDs a 24,25(0OH)2Ds
u zdravych mladych dospélych v pribéhu postupné zvySované suplementace vitaminem D3

Legenda: Zobrazeny jsou primérné hodnoty sérovych hladin metabolitit vitaminu D + smérodatna odchylka.
Pro lepsi prehlednost jsou hodnoty na ose y znazorneny v logaritmické stupnici.

Pomér 250HD:s ku 24,25(0OH)2Ds se mezi pohlavimi nelisil v absolutnich hodnotach, nicméné dynamika zmén
tohoto poméru v pribéhu suplementace byla vyznamné odliSna. U muza byl pozorovan vyrazn€jsi narast
poméru 250HD3/24,25(0OH).Ds ve srovnani se Zenami (p < 0,0001). Analyza vztahu mezi sledovanymi
metabolity a parametry télesného slozeni prokazala statisticky vyznamnou korelaci mezi pomérem
250HD3/24,25(0OH).Ds a BMI, pfi€emz vy$si BMI bylo asociovano s vy$§im pomérem téchto metabolitil
(r = 0,196; p = 0,0001). Slabsi, avSak statisticky vyznamna korelace byla zjiSténa také mezi pomécrem
250HDs/24,25(0OH):Ds a mnozstvim kosterni svalové hmoty (» = 0,101; p = 0,0491). Pfimy vztah mezi
absolutnimi koncentracemi 24,25(OH):Ds a ostatnimi parametry télesného slozeni nebyl vyrazny.
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Po celou dobu suplementace zistavaly hladiny vapniku, fosfatu, hoi¢iku i parathormonu v referencnich
mezich a nebyly zaznamenany z&dné klinické znamky poruch kalciofosfatového metabolismu.
Tato skutecnost dale podporuje piedpoklad, ze suplementace vitaminem Ds v davkach az 8 000 IU/den je
u zdravych mladych dospélych dobfe tolerovana a nevede k poruchdm minerdlového metabolismu.
Tyto vysledky jsou v souladu s pfedstavou, Ze enzymatické regulacni mechanismy metabolismu vitaminu D
predstavuji dulezity ochranny faktor proti jeho nadmérnému biologickému piisobeni. Je vSak nutné zduraznit,
ze studie byla provedena na relativné malé a homogenni skupiné zdravych mladych jedincii, coz omezuje
zobecnitelnost vysledkli na jiné populacni skupiny, zejména starsi osoby, pacienty s renalnim onemocnénim
nebo poruchami metabolismu vitaminu D. Dalsi studie zamétfené na dlouhodobé podavani vysokych davek
vitaminu D a na rizné populacni skupiny jsou proto zadouci.

ZAVER

Vysledky této studie ukazuji, Ze metabolickd inaktivace vitaminu D, hodnocend prostfednictvim hladin
24,25(0OH):Ds, zlstava zachovana 1 pii postupné zvySovanych davkach suplementace az do 8 000 IU denné
u zdravych mladych dospélych. Silna vazba mezi koncentracemi 250HD:s a jeho metabolitu svéd¢i o G€inné
a flexibilni regulaci metabolismu vitaminu D. Zji§téné rozdily v dynamice poméru 250HDs/24,25(0OH):Ds
mezi pohlavimi a jeho asociace s BMI naznacuji, Ze odpovéd’ na suplementaci mize byt ovlivnéna
individudlnimi faktory télesného slozeni. Absence zmén v parametrech kalciofosfatového metabolismu
podporuje piedpoklad dobré tolerance vyssich davek vitaminu Ds v rdmci testovaného rozmezi. Tyto nalezy
piispivaji k lepsSimu pochopeni regulacnich mechanismii metabolismu vitaminu D a podporuji racionalni
piistup k jeho suplementaci u zdravé populace.
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