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Stanoveni 25-hydroxyvitaminu D v séru/plazmeé - minireview
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SOUHRN

Cil: Minireview podava prehled aktualniho stavu méreni 25-hydroxyvitaminu D v krevnim séru.

Metoda: Hodnoceni analyticke kvality méreni 25-hydroxyvitaminu v programech externiho hodnoceni kvality. Viysledky se-
paracnich a imunochemickych metod, stav metrologické reference a standardizace, pfedméty méereni (analyty), preanaly-
ticka stabilita.

Zaver: Je nutna standardizace méreni jako podminka vySSi Urovné srovnatelnosti mezi metodami a mezi laboratoremi vyu-
Zitim a rozvojem referenéni metodiky a aplikaci jiz existujicich referencénich materiald.

Kilicova slova: 25-hydroxyvitamin D, srovnatelnost metod, LC-MS/MS, metrologické reference.

SUMMARY

Friedecky B., Vavrova J.: The determination of 25-hydroxyvitamin D in serum or plasma - a mini-review
Objective: A mini-review on the current state in serum 25-hydroxyvitamin D measurement.

Methods: The review of used routine methods for the measurement the 25-hydroxyvitamin D in serum. The assessment of
analytical quality by means of inter-laboratory comparison programs is presented. The current state of metrological refe-
rence and standardization is outlined. The methods, based on separation, with immunochemistry methods are compared.
Problem of suitable analytes as subjects of measurement. Stability of analyte is described.

Conclusion: There is the necessity of standardization for achieving the interlaboratory comparability and clinical utility by

means of using reference material and reference method in routine practice.
Key words: 25-hydroxyvitamin D, comparability, LC-MS/MS, metrological reference.

Uvod

Ddsledkem wvyrazné zvySené Udrovné védomos-
ti o klinickém a diagnostickém vyznamu vitaminu D
v poslednich letech je prudky nardst poctu pozadavk(
na jeho vySetfovani v rutinnich klinickych laboratofich.
Dotaznikovéa akce Americké asociace klinické chemie
(AACC) zjistila narlist pozadovanych vysetreni za jeden
rok (v obdobi 2008-2009) u vétSiny dotazanych labo-
ratofi o vice nez 50 %, a u 27 % dotazanych pracovist
dokonce o vice nez 100 % [1].

Soucasné s timto enormnim nardstem pozadavki
se objevila fada indicii potvrzujicich existenci vyznam-
nych systematickych diferenci mezi metodami a labo-
ratofemi. Ty vedou k zavaznym klinickym rozpakdm pri
interpretaci vysledkd a nasledné k pocitovani naléhavé
potreby urychlené standardizace stanoveni.

K ziskani obrazu o stavu publikaci bylo pouzito da-
tabaze Pubmed. Polty vyhledanych citaci ke dni 1. 3.
2011 jsou shrnuty nasledovné:

— nedostatek vitaminu D 17 329
— kostni metabolismus 15 656
— maligni choroby 6 263
— receptor vitaminu D 6 190
— suplementace vitaminem D 3263
— kardiovaskularni choroby 1863
— diabetes 1555
— imunita 1225
— analytické metody 117
Celkovy pocet citaci 50772

Ciselné udaje vymluvné ilustruji kliGové otazky ko-

lem vitaminu D:

— velka publikacni aktivita pfi vyzkumu,

— nedostatek a potfeba suplementace vitaminu D u li-
di,

- predpokladany Siroky viiv u rliznych patologickych
stavd,

— v porovnani s klinickymi aspekty problému nedosta-
teCny zajem o analytické procesy.
Za Kklicové problémy stanoveni vitaminu D Ize v sou-

Casnosti povazovat odpovédi na dvé otazky:

e Jaky analyt pouzivanou metodou méfime?

e Jsme analyticky dostatecné pfipraveni na kvalitni
méreni vitaminu D?

Pfedmét méreni

Pri méreni, pozadovani a interpretaci vysledkd vi-
taminu D se objevuje zasadni otazka, ktery analyt pfi
pouziti dané metody vlastné méfime. V zasadé Ize
pomoci separacnich metod (HPLC, LC-MS/MS) sta-
novovat analyty dva: 25-hydroxyvitamin D, (25-OH D,)
a 25-hydroxyvitamin D, (25-OH D,). Imunochemicke
metody nemaji obvykle dostate¢nou schopnost dife-
rencovat mezi 25-OH D, a 25-OH D, a stanovuji podle
Udaj’ vyrobct obvykle 25-hydroxyvitamin D (25-OH D
jako blize nespecifikovanou sumu 25-OH D, a 25-OH
D,). Firma Roche uvadi jako méfeny analyt 25-hydro-
xyvitamin D,. Referencni metoda a referencni material
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SRM 972 NIST disponuiji jasné specifikovanymi analyty:
25-OH D, a25-OH D, [2].

Podle udajd respondent( jiz vySe zminéného dotaz-
nikd AACC [1] nenf jasno v otézce analytu ani v nékte-
rych laboratorich, ani u Iékar( vySetfeni pozaduijicich.
Celkem 78 % laboratofi poskytovalo vysledky celkové-
ho 25-hydroxyvitaminu D (dale 25-OH-D), 25 % labo-
ratof{ poskytovalo i vysledky 1,25-dihydroxyvitaminu D
(1,25 (OH), D a 32% poskytovalo vysledky bud 25-
-hydroxyvitaminu D, (25-OH-D,), nebo 25-hydroxyvita-
minu D3 (25-OH-D,), respektive jejich sumu (zejmena
laboratore pouzivajici metody LC-MS/MS).

Experti NDNS (National Diet and Nutrition Survey
Velka Britanie) a NHANES (National Health and Nutri-
tion Examination) povazuiji za potfebné simultanni me-
feni 25-OH-D,, 25-OH-D, a 3-epi-25 hydroxyvitaminu
D3 s pouzitim separacni metodologie LC-MS/MS nebo
HPLC, standardizované s pouzitim referencniho mate-
ridlu SRM 972 [3], aby mohl byt stav vitaminu D u lidské
populace fadné posouzen.

Méfeni 3-epi-25-OH D, je dllezité zejména u déti,
u nichz se podili 15-41 % na celkovém mnozstvi 25-
OH-D,, kdezto u dospeélych je to jen 2-17 %. Ke stano-
veni 3-epi-25-OH D, byla navrZzena metoda UPLC-MS/
MS (ultraucCinnd kapalinova chromatografie v kombina-
ci s tandemovou hmotnostni spektrochemii), popsana
zcela nedavno belgickymi autory [4].

Stanoveni 1,25-dihydroxyvitaminu D je mimo rdmec
tohoto sdélent.

Externi hodnoceni kvality

Z vysledkd program( externich hodnoceni kvality je
zfejmy nedostatek standardizace méfeni, projevujici se
jako nedostate¢na srovnatelnost vysledk( dosazenych
rlznymi metodami. Patrmé ve svété nejuznavangjsi pro-
gram EHK pro vitamin D, britsky DEQAS (http://www.
deqgas.org), pouziva jako kontrolni materialy smeési na-
tivnich sér pacientd. Jsou rozesilany étvrtletné a v kaz-
dém cyklu je pét kontrolnich vzorkd. Vysledky jsou
hodnoceny ve skupinach podle pouzitych diagnostik.
Carter demonstroval, Ze typické hodnoty reproduko-
vatelnosti uvnitf téchto skupin se pohybovaly v rozme-
zi CV% = 15-20 a typické intervaly hodnot prdmérd
skupin byly 31-43, 75-94 a 94-125 nmol/l [5]. Repro-
dukovatelnost uvnitf skupin ukazuje nedostatec¢nou
kvalitu préace laboratofi, kdezto diference mezi priméry
dava predstavu o vyznamnych rozdilech mezi metoda-
mi diagnostiky.

Kontrolni program CAP USA (Ligand) ukazuje po-
dobné vysledky. Napfriklad primér vysledkd metody
LC-MS/MS 31 pg/l v jednom cyklu se velmi lisil od ne-
unosné Sirokého intervalu prdimérd chemiluminiscenc-
nich imunochemickych stanoveni 41-96 ug/! [6].

Také v kontrolnim programu Némecké spoleCnosti
klinické chemie a laboratorni mediciny (DGKL) je situace
velmi podobna. V cyklu VIT 2/09 bylo dosazeno repro-
dukovatelnosti CV% = 19-26 a intervalu mezi prdméry
(u vzorku B) 76-126 pg/l. Kone¢né v programu SEKK
v roce 2009, kde je vitamin D hodnocen jako jeden

z kostnich markerd, byla dosaZeno reprodukovatelnosti
CV% =15-18 a diference mezi prliméry dvou dominant-
né pouzitych diagnostik (Roche a Immunodiagnostics)
byly 90-104 nmol/l, respektive 197-267 nmol/l.

Vysledky program( EHK jednoznacéné potvrzuji ne-
dostateCnou kvalitu analytiky v laboratofich a zejména
nedostate¢nou srovnatelnost rliznych metod méren.

Vice nez 20 let hodnotily programy EHK analytickou
zpUsobilost laboratofi posuzovanim jejich vysledkd po
metodickych skupinach bez ohledu na rozdily mezi nimi
a s dosahovanymi vysledky panovala patrné vieobecna
spokojenost. Sir&i Klinické vyuZiti v ramci mediciny za-
loZzené na dikazech vSak vyZaduje srovnatelnost nejen
v ramci jednotlivych metod, ale i mezi metodami. Z ta-
kové srovnatelnosti pak vyplynou jednotné referenéni
intervaly nebo rozhodovaci limity. Pfistup si vynucuje
hodnoceni systematickych chyb (bias) a k tomu zatim
nemaji organizatofi EHK nastroje a kritéria. Pfedevsim
chybi cilové hodnoty na bazi mezinarodné schvalené
referencni metody. Nar(sta pocet laboratori, které po-
uzivaji namisto malo specifickych imunochemickych
metod specifi¢téjSi analytické technologie LC-MS/MS,
ale ani to neprinasi zatim zadouci zlepSeni. Divodem je
neexistence, respektive nepouzivani, referencnich ma-
teriél patficné metrologickeé tfidy a referenénich metod
a z toho plynouci nedostatek metrologické navaznosti
pracovnich kalibratord.

Zéasadni vyznam metrologicky korektni kalibrace de-
monstrovali pracovnici programu DEQAS, kdyz porovnali
vysledky Ucastnikll pouZivajicich metodu LC-MS/MS,
dosazené kalibraci ,in house” a s pouzitim jednotného,
organizatory poskytnutého kalibratoru firmy Chromsys-
tems. Vysledkem aplikace jednotného kalibratoru bylo
ZlepSeni reprodukovatelnosti z 16,4 % na 10,4 % [7].

V obdobi let 2008-2010, kdy ndrGst klinického
zaimu o vitamin D Ustil do snah o urychleny zaCatek
standardizace jeho méreni, doslo vSak paradoxné
— alespori v Ceskeé republice urgité — spise ke zhorseni
stavu analytickych méreni. Pokles reprodukovatelnosti,
pozorovany v kontrolnich programech SEKK a DGKL,
to ukazuje prikazné u systémi méreni Roche, které
v Némecku a Ceské republice dominuiji. V programu
SEKK se reprodukovatelnost vysledkd Roche v roce
2010 zmeénila na hodnotu CV% = 16 z hodnoty CV%
2008 = 6-11 v roce 2008. V programu DGKL se to
projevilo jesté vyraznégji. Hodnoty CV% = 15-19 z roku
2008 se v roce 2010 zménily na CV% = 32-37.

Metody méreni

Podivame-li se do kompletniho seznamu praci, které
se zobrazi v databazi Pubmed po zadani hesla ,,Vitamin
D, analytical methods” uvidime, Ze zpocCatku dominui
chromatografické metody, zatimco imunoanalytické me-
tody se zacinaji objevovat az v poslednich 5 letech. To je
neklamny pfiznak reakce vyrobct diagnostik na zvysené
pozadavky na Klinické laboratofe. Odrazi se v rychlém
vyvoji a produkci diagnostik zalozenych na imunoche-
mickych metodach, jednoduse pouzitelnych v bézné ru-
tinni klinické laboratofi a dobre prodejnych na trhu.
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V Ceské republice zatim dominuje diagnostikum Ro-
che, Udajné stanovuijici 25-OH D3. Finsti autori prokazali
jeho velmi dobrou srovnatelnost s metodou LC-MS/MS
[8]. V kontrolnim programu SEKK byla vSak ovéfena jeho
velmi dobra reprodukovatelnost a analyticka bezproblé-
movost pouze v roce 2008. Poté, co byla uvedena na
trh nova diagnosticka souprava s monoklonalni reagencni
protilatkou, kvalita zna¢né poklesla. Novy kit nebyl patrmé
dostatecné validovany. V sou¢asnosti se na trhu objevu-
ji nové diagnostické kity, zalozené na imunochemickych
stanovenich, nabizené vyrobci Abbott a Siemens.

Srovnatelnost separa¢nich aimunochemickych me-
tod sledovalo nékolik studii, v nichz bylo dosazeno vy-
sledk’ dosvédduijicich jeji nedostatecnost, odpovidajici
nizkému stupni standardizace. Pfi hodnoceni srovna-
vacich experiment’ mezi metodami LC-MS/MS a imui-
nochemickymi metodami je nutné mit na paméti, ze
u separacni metodologie se méfi jiné analyty (25-OH
D,+25-OH D,) nez u metod imunochemickych (malo
specifikovany analyt 25-OH D), takze podminky srovna-
telnosti mezi metodami jsou od pocatku problematické.

Vysledky porovnani metody LC-MS/MS a imuno-
chemické luminiscencni metody, sledované Svédsky-
mi autory na souboru dospélych dvoj¢at, vykazaly cca
0 40% vysSi vysledky u metody LC-MS/MS [9]. P¥i
zvolené hodnoté cut-off 50 nmol/I bylo jako nedostatek
vitaminu D klasifikovano 8% ¢lent souboru pfi pouziti
separacni metody, zatimco u téhoz souboru pfi imuno-
luminiscenéni metodé to bylo pinych 43 %.

Pri srovnani vysledkd souboru pacientll dosaze-
nych metodami Diasorin Liaison, Elecsys Diasorin RIA
a Chromsystems HPLC byla pr@imérna nejistota pro
koncentrace cca 35 nmol/l 19,4% a pro 75,5 nmol/
16%. To znamena, Ze v laboratofich, které pouzivajl
tyto srovnavané metody, by mélo byt brano do Uvahy,
Ze napt. hodnoty 80 nmol/l a 100 nmol/l maji stejny
klinicky dopad a ze fixni hodnoty cut-off jsou pfi daném
stavu analytiky iluzorni a hrubé orientacni [10].

Binkley et al. [11] vyhodnotili mezilaboratorni
a mezimetodicky experiment s osmi laboratoremi,
pouzivajicimi tfi metody (LC-MS/MS, HPLC, Diaso-
rin). K porovnani bylo pouzito 25 rlznych smésnych
sér s velmi Sirokym intervalem pomérd 25-OH D,
a 25-OH D - od nulové ho mnozstvi 25-OH D, az po
jeho cca 95% obsah.

Mezi tfemi uvedenymi metodami se vyskytuji sy-
stematické diference. Napriklad pozitivni bias cca 18%
u LC-MS/MS vici HPLC a cca 5% u imunochemické
metody Liaison vii&i HPLC. Uroven mezilaboratorni po-
rovnatelnosti v3ak byla horsi u LC-MS/MS (n = 3) nez
u laboratofi pouzivajicich Liaison (n = 4). PFicinou je, ze
laboratofe pouzivaji Liaison jako jednotny firemni kali-
brator, kdezto laboratofe s metodou LC-MS/MS pou-
Zivaly tfi réizné kalibratory. Problém by vyresila kalibrace
s navaznosti na referenéni material SRM NIST 972 do-
stupny od roku 2010. Klinické dopady nesrovnatelnosti
jsou i zde jednoznacné prokazatelné a velmi vyznamné.
PP volbé hodnoty cut-off 75 nmol/l v pfipadé metody
HPLC by odpovidajici virtualni hodnota pro LC-MS/MS
byla 89 nmol/l. Vliv rozdiného mnozstvi 25-OH D,
a 25-0OH D, na srovnatelnost nebyl jednoznacné patrmy.

V dalsi praci byla zjisténa mezi metodou LC-MS/MS
a Liaison pomérné nizka hodnota korela¢niho koefici-
entu Demingovy regresni analyzy r =0,89 [12]. Na rozdil
od predchozich srovnavacich experiment( nebyla po-
zorovana systematicka pozitivni diference mezi meto-
dou LC-MS/MS a imunochemickou metodou Liaison,
ale systematické diference vysledkd obou metod byly
vcelku rovnomerné rozdeleny mezi pozitivni a negativ-
ni hodnoty. U 71 % hodnocené nemocni¢ni populace
(pfes 2500 probandd) byly hodnoty 25-OH D pod 75
nmol/l.

Nedostatec¢na Uroven srovnatelnosti zpCisobuje ne-
dostateCnou znalost a hlavné platnost (néjaké hodnoty
jsou v dokumentaci vyrobcl uvedeny vzdy) referenc-
nich intervalll, rozhodovacich mezi a potfebnych davek
k suplementaci.

V metrologicky zamérené publikaci vypocetli autofi,
ze bias -10% patrné pUlsobi nardst faleSné pozitivnich
klinickych klasifikaci o0 40-60 % (podle zvolené hodno-
ty rozhodovaciho limitu), zatimco bias +10% naopak
plsobi nardst faleSné negativnich klasifikaci 0 14-23 %
[13]. Autofi odhadli, ze by bylo nezbytné, aby repro-
dukovatelnost méreni neprevysSila hodnotu CV% = 10
a bias méfeni neprekroCil hodnotu 5 %.

Mezi vysledky dosazenymi separacnimi a imunoche-
mickymi metodami jsou systematické diference dané
rlznosti méreného analytu a riznosti kalibrace. K do-
sazeni lepsi porovnatelnosti vysledkd je nezbytné v prv-
ni fadé standardizovat v3echny rutinni metody pomoci
referenéniho materialu a referenéni metody a také lépe
definovat, jaky analyt je predmétem naseho méreni.

Reference

Pracovnici NIST (National Institut of Standards and
Technology USA) nedavno vyvinuli a publikovali refe-
rencni metodu [14]. Je zaloZzena na principu kombinace
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnost-
ni spektrometrii (LC-MS/MS) s pouzitim ionizace APCI
(atmospheric pressure chemical ionization), méfenim
v usporadani MRM (multiple reagent monitoring), kalib-
rovana pomoci certifikovaného referencniho materialu
SRBM NIST 972. Metoda vykazuje dobré parametry prav-
divosti a preciznosti: hodnota bias (recovery) 92% pro
25-OH D, a 97% pro 25- OH D, a preciznost CV% < 1.

Pri testovani této ,NIST metody v programu DEQAS
byly u ni zjistény v priméru o 11,2 % nizsi vysledky nez
u ,konvencénich* metod LC-MS/MS. Pravdépodobnou
pficinou je vznik parazitniho iontu s molekulovou hmot-
nosti shodnou s jednim fragmentem 25-OH D, v pro-
cesu fragmentace [15].

Velkou nadéji pro oCekavané a tolik potfebné zlep-
Seni srovnatelnosti Ize oCekavat od nedavno vytvore-
ného certifikovaného referencniho materidlu NIST-SRM
972 s hodnotami certifikovanymi metodou LC-MS/
MS, ktery obsahuje certifikované hodnoty 25-0H D,
25-OH D, a 3-epi.25_OH D, (http://www.nist.gov).
Prvnim krokem k dosazeni standardizace bude odvo-
zovani hodnot jejich pracovnich kalibrator( vyrobcl od
tohoto materidlu.
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Stabilita

Pokud analytické metody stanoveni 25-OH D nejsou
dosud na zadouci Urovni, jsou naopak jeho preanalytic-
ke vlastnosti velmi dobré. Jak 25-OH D,, tak i 25-OH D,
vykazuiji vysokou stabilitu jiz pfi pokojoveé teploté [16], vy-
nikajici odolnost pfi transportu vzork(d a vaci svétiu i UV
zdreni; vzorky snesou bez Uhony i mnohonasobné za-
mrazovani a rozmrazovani [17]. Jak pisi Wielders a Wijn-
berg, jde o analyt ,solid as rock”. Nicméné problémy
jsou i zde. Napfriklad odbér do gelovych zkumavek SST
BD firmy Becton Dickinson udajné plsobi faleSné a vy-
soké zvyseni zdanlive koncentrace 25-OH D,, pricemz
hodnota 25-OH D, neni viibec oviivnéna [18]

Stabilita a odolnost vi&i transportu by mohly hréat
velmi pozitivni roli v centralizaci stanoveni do speciali-
zovanych laboratofi, pokud by si to ekonomicka situa-
ce vyzadala.

Dvé imunochemické metody v jedné
laboratofri

Paralelni analyza 33 lidskych sér v jedné laboratofi
provedena dvéma metodami (Roche Elecsys a DiaSo-
rin RIA) postadi k demonstraci zasadnich problém0 pfi
analyze a interpretaci vysledkd 25-OH D, tedy k pro-
blémdm porovnatelnosti vysledkl a platnosti klinickych
zéavér( z nich vyvozovanych.

V pracovni dokumentaci soupravy DiaSorin RIA neni
explicitné uvedena hodnota referencniho intervalu, ani
cut-off, pouze se uvadi mezinarodni konsenzus klasifi-
kace, ktery stanovi za hrani¢ni hodnotu pro nedostatek
vitaminu D 50 nmol/l. Jako analyt je uveden 25-hydro-
xyvitamin D.

Pracovni ndvod Roche Elecsys uvadi jako analyt
25-hodroxyvitamin D, a hodnotu cut-off pro nedostatek
vitaminu D 50 nmol/l, tedy stejnou jako u kitu DiaSorin
RIA. Primér méreni DiaSorin RIA byl 72 nmol/l, zatim-
co prémér Roche jen 53 nmol/l. V préiméru poskytoval
DiaSorin vysledky o 36 % vysSi. Pri jednoduché klasifi-
kaci na nedostatek vitaminu D pomoci obéma vyrobci
uvadéného shodného rozhodovaciho limitu 50 nmol/l
byly jako stav nedostatku vyhodnoceny vysledky 18
pacientd (55 %) na podkladé vysledkd Roche, ale jen 8
(24 %) na podkladé vysledkd DiaSorin.

Zavéry

25-hydroxyvitamin D je analyt dostatecné stabil-
ni a odolny vici preanalytickym vliviim. Srovnatelnost
vysledk( dosazenych réznymi metodami v jednotlivych
laboratofich je neakceptovatelné nizka. Dlvodem je
neexistence navaznosti méfeni v dlsledku absence
pouzivani certifikovaného referenéniho materidlu a me-
zinarodni referenéni metody. Recentné vyrobeny mate-
rial NIST-SRM 972 a vyvinuta referencni metoda NIST
mohou byt slibnym a silnym nastrojem zlepSeni analy-
tické faze vySetreni 25-hydroxyvitaminu D. V postana-

znam predmét meéfeni a zda jde o 25-vitamin D3, nebo
25-hydroxyvitamin D,, popf. o 25-hydroxyvitamin D
jako smeés vitamini D, a D,, s neznamym pomérem
obou slozek. Z hlediska analytické specificnosti a zna-
losti charakteru analytu je nejvhodnéjsi k stanoveni
metoda LC-MS/MS. Imunochemické metody jsou pro
svou nenaro¢nost na kvalifikaci obsluhy vhodngjsi pro
mensi a stfedni klinické laboratore. Stav a kvalita mé-
feni 25-hydroxyvitaminu D jsou doposud kontroverz-
ni a poskytované vysledky nejsou na potrebné udrovni
z pohledu mediciny zalozené na dikazech.
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