-

P
brought to you by . CORE

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Via Medica Journals

SZKOLENIE PODYPLOMOWE/ POSTGRADUATE EDUCATION

£

Endokrynologia Polska
Tom/Volume 64; Zeszyt edukacyjny II/Education supplement 1I/2013
ISSN 0423-104X

Czy umiemy wiarygodnie mierzy¢ stezenia
klinicznie waznych metabolitow witaminy D?
Problemy i ich konsekwencje

Can we accurately measure the concentration of clinically relevant vitamin D
metabolites in the circulation? The problems and their consequences

Zbigniew Bartoszewicz' ?, Agnieszka Kondracka" ?, Radosfaw Jazwiec*, Michat Popow’, Michat DadleZz*,
Tomasz Bednarczuk® ?

"Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny

2Zespot Kliniczno-Badawczy Epigenetyki Cztowieka, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego,
Polska Akademia Nauk

3Zaktad Neuropeptyddw, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego, Polska Akademia Nauk
“Srodowiskowe Laboratorium Proteomiki, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk

Przedrukowano za zgoda z: Endokrynologia Polska 2013; 64 (3): 238-245

Streszczenie

Wzrost zainteresowania oznaczeniami stezenia witaminy D przyczynil sie do opracowania w ostatnich latach nowych testéw immuno-
chemicznych (manualnych oraz do automatycznych analizatoréw). Do laboratoriéw diagnostycznych wprowadza si¢ réwniez techniki
dotychczas niestosowane w rutynowych oznaczeniach witaminy D, takie jak HPLC (wysokosprawna chromatografia cieczowa) oraz
LC-MS/MS (tandemowa spektrometria mas sprzezona z wysokosprawna chromatografig cieczowa). W zwiazku z r6znorodnoécia testow
imetod pojawia sie pytanie o ich wiarygodnos¢. W niniejszej pracy przegladowej opisano wystepujace w krwiobiegu metabolity witaminy
D, przedstawiono zalety i wady stosowanych metod oznaczania ich stezenia oraz oméwiono czynniki majace wplyw na wiarygodnosé
wynikéw tych oznaczen. (Endokrynol Pol 2013; 64 (zeszyt edukacyjny II): 22-30)

Stowa kluczowe: witamina D, kalcydiol, kalcytriol, testy imnmunochemiczne, LC-MS/MS

Abstract

Increased interest in vitamin D measurements in clinical studies has contributed to the development in recent years of several new im-
munochemical assays (manual and for automatic analyzers). New methods, including HPLC (high performance liquid chromatography),
and LC-MS/MS (liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry) have also been introduced into routine diagnostic
laboratories. Because of the variety of assays and methods used, the question arises which one is the most accurate for the measurement
of vitamin D metabolites concentration. In this review, we summarise the advantages and disadvantages of these methods, describe
the complexity of vitamin D metabolites pattern in the circulation, and discuss the problem of accurate measuring its concentration.
(Endokrynol Pol 2013; 64 (education supplement II) 22-30)
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Wstep

Duze zainteresowanie witaming D wynikajace z waz-
nej, plejotropowej roli, ktéra odgrywa w organizmie
oraz znaczenie skutkéw jakie niesie jej niedobér
spowodowaly znaczny wzrost zapotrzebowania
na oznaczanie stezen jej metabolitoéw [1-4]. Uwaza
sie, ze status witaminy D w organizmie czlowieka
najlepiej odzwierciedla steZenie jej 25-monohydrok-
sylowanych izoform (25(OH)D, kalcydiol), ktére sg

najczeéciej mierzonymi metabolitami witamy D,
jakkolwiek w ograniczonym zakresie sa oznaczane
rowniez 1,25-dihydroksylowane formy witaminy
D (1,25(OH),D, kalcytriol) [5, 6]. We krwi obwodo-
wej wystepuje ponad 40 metabolitow witaminy D,
a stosowane do oznaczania ich stezeii metody i testy
odznaczajg sie r16zng wiarygodnoscig otrzymywa-
nych wynikéw co ma duze znaczenie dla praktyki
klinicznej. Te zagadnienia szczegélowo omdéwiono
W niniejszym artykule.
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sytet Medyczny, Banacha 1a, 02-097 Warszawa, tel.: +48 22 599 17 53, faks: +48 22 599 19 75, e-mail: zbigniew.bartoszewicz@wum.edu.pl
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Rycina 1. Struktura chemiczna witaminy D, (cholekalcyferol) i D,
(ergokalcyferol) z zaznaczonymi atomami wegla podlegajgcymi
hydroksylacji. Atom wegla C-3 stanowi potencjalne centrum
epimeryzacji

Figure 1. Chemical structure of vitamin D, (cholecalciferol)
and vitamin D, (ergocalciferol) with marked carbon atoms
undergoing hydroxylation. Carbon atom C-3 is a potential centre
for epimerisation

Réznorodnos¢ metabolitow witaminy D
w krwiobiegu

Witamina D wystepuje w dwéch formach chemicznych
— D, i D,, ktére r6znig sie obecnosciag podwdjnego
wigzania pomiedzy atomami wegla 22 i 23 oraz grupy
metylowej polaczonej z atomem wegla 24 (ryc. 1).
Forma powszechna u ludzi jest powstajaca gléwnie
podczas syntezy skoérnej z udzialem stonecznego pro-
mieniowania UV witamina D,, ktéra stanowi okoto
90% calej puli witaminy D w organizmie [7, 8]. Podczas
ekspozycji na stofice w lecie promieniowanie UVB
umozliwia wytworzenie okoto 1,000-2,000 IU witaminy
D, dziennie [8]. Witamina D, moze by¢ réwniez dostar-
czona do organizmu z dieta pochodzenia zwierzecego
(bogatym jej zrédlem sa naturalnie odzywiajace sie
ttuste ryby morskie) [9]. Witamina D, jest dostarczana
do organizmu w produktach pochodzenia roslinnego.
Do jej syntezy zdolne sg réwniez grzyby i drozdze [10,
11]. Obie formy D, i D, moga by¢ podawane pacjentom
z niedoborem witaminy D. U ludzi przyjmujacych su-
plementacje w postaci witaminy D, stosunek ilosciowy
D, do D, moze znacznie odbiega¢ od przecigtnie wy-
stepujacego w populaciji.

Witamina D produkowana lub dostarczana do orga-
nizmu jest transportowana w krwiobiegu do watroby
w formie zwigzanej, gtéwnie ze specyficznym bial-
kiem wigzacym witamine D (VDBE vitamin D binding
protein), natomiast jej nadmiar jest magazynowany
przede wszystkim w tkance tluszczowej i migsniach.

Magazynowanie w tkance ttuszczowej znacznie wy-
dtuza okres péttrwania witaminy D, nawet do dwéch
miesiecy w poréwnaniu z okresem péltrwania we krwi
obwodowej, ktéry wynosi okoto 2-3 dni (tab. I). Przed
jeszcze szybszym metabolizmem i wydaleniem z obiegu
zabezpiecza witamine D wiazanie z VDBP. Ze wzgledu
na nizsze powinowactwo witaminy D, do VDBP okres
jej pottrwania we krwi jest krétszy niz witaminy D,
[12]. Obie formy D, i D, ulegaja hydroksylacji, najpierw
w watrobie do metabolitéw 25-monohydroksylowa-
nych 25(OH)D, i 25(OH)D, (kalcydiol), a nastepnie
w nerce (lo-hydroksylacja) do najbardziej aktywnego
biologicznie kalcytriolu, czyli metabolitow: 1,25(0OH),D,
i1,25(OH),D, (ryc. 2) [6, 7, 13].

Synteza kalcytriolu jest kontrolowana w nerkach
w mechanizmie ujemnego sprzezenia zwrotnego,
a jego wysokie stezenie hamuje synteze parahormonu
(PTH) na poziomie genetycznym. Na skutek dzialania
kalcytriolu nastepuje wzrost reabsorpcji fosforanéw
prowadzacy do uwolnienia FGF-23 (czynnik wzrostu
fibroblastéw 23). Wzrastajgce stezenie tego czynnika
hamuje aktywnos¢ la-hydroksylazy — enzymu od-
powiedzialnego za synteze 1,25(OH),D i aktywuje
24-hydroksylaze — enzym odpowiedzialny za synteze
24,25-dihydroksy-witaminy D (24,25(OH),D) — meta-
bolitu powstajacego w pierwszym etapie inaktywacji
i usuniecia witaminy D z obiegu (ryc. 2). Na kolejnym
etapie jest produkowany rozpuszczalny w wodzie kwas
kalcytrolowy, ktéry jest wydalany z zélcia. Uwaza sie, ze
24,25(OH),D jest nieaktywnym metabolitem witaminy
D, jakkolwiek ostatnie doniesienia wskazuja, Ze moze
on pelni¢ wazna funkcje w dojrzewaniu i wzroscie
chrzastki [14, 15]. Poza metabolitami witaminy D hy-
droksylowanymi w pozycji 1, 24125 we krwi obserwuje
sie rowniez metabolity hydroksylowane przy weglu
23 oraz 26 [13].

Zrbéznicowanie strukturalne metabolitéw witaminy
D wystepujacych we krwi zwieksza sie dodatkowo na
skutek dwoéch naturalnych proceséw — epimeryzacji
i laktonizacji. Epimeryzacja 25(OH)D, 1,25(OH),D
i innych metabolitéw witaminy D polega na enzyma-
tycznej konwersji wokét asymetrycznego atomu wegla
C-3 przy udziale swoistych epimeraz zlokalizowanych
we frakcji cytozolowej watroby lub lokalnie w komor-
kach (np. w keratynocytach i makrofagach). W wyni-
ku epimeryzacji naturalnie syntetyzowane epimery
C-3B-hydroksy witaminy D ulegaja przeksztalceniu
do odpowiednich C-3a-hydroksy epimeréw (epimery-
-C3). Epimeryzacja nie zmienia ciezaru czasteczkowego
oraz sekwencji wystepujacych w zwiazku atomoéw, ale
zmienia ich konfiguracje przestrzenng, wplywajac na
aktywnos¢ chemiczna i biologiczna metabolitow wita-
miny D [16, 17]. Zaréwno o, jak i B epimery witaminy
D mogg by¢ dalej hydroksylowane w nerce [18]. Inng
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Tabela I. Charakterystyka witaminy D, i jej metabolitow

Table 1. Characteristics of vitamin D, and its metabolites

Parametr D, 25(0H)D, 1,25(0H),D,
Stezenie w osoczu 0,4-2,8 ng/ml 8-56 ng/ml 16-65 pg/ml
(zima do 24 ng/ml)
Czas péttrwania 36-78 godz. 15-25 dni 3,5-21 godz
Powinowactwo do VDBP K, = 500-700 uM K, = 40 uM?
Powinowactwo do albuminy K, = 0.6 uM" K, = 0,054 uM"
% zwigzany z VDBP 85-99% 60-85%
% zwigzany z albuming 13-15% 38%
Frakcja wolna (%) 0,03-0,4% 2-0,4%
Powinowactwo do VDR K, = 0,6 uM" K, = 10*-10° uM"
\
7-dehydrocholesterol Dieta, ergosterol
l suplementacja l
i Zwierzeta, Rosliny, UV-B Metabolit
Skdra (UV-B 290-320 nm Yy
( ) ttuste ryby grzyby >_nieaktywne
7-dehydrocholekalcyferol l i
(prewitamina D,) > cholekalcyferol (D,) ergokalcyferol (D,) D
v v
Watroba
25-hydroksylaza ¢
25(0H)D, + 25(0H)D, = 25(0H)D
cholekalcydiol er%)kalcydiol (kalcydiol)
Nerki
1a-hydroksylaza| 24-hydroksylaza
[ ]
4 v v I
1,25(0H),D, + 1,25(0H),D, = 1,25(0H),D 24,25(0H),D, + 24,25(0H),D,
cholekalcytriol ergokalcytriol  (kalcytriol) 1,24,25(0H),D, + 1,24,25(0H),D,
) Inaktywacja,
Metabolity < ~ usuwanie
aktywne ~ 7 krazenia
Receptory jadrowe VDR i VDR Il
Receptory btonowe (anenyksyna Il, MARRS) Kwas kalcytrolowy

\_ Dziatanie endokrynne, autokrynne/parakrynne

Rycina 2. Synteza i metabolizm witaminy D

Figure 2. Synthesis and metabolism of vitamin D

strukturalng modyfikacja witaminy D jest laktonizacja
z utworzeniem dodatkowego pierécienia pomiedzy ato-
mem wegla 23126 [19, 20]. Powstate laktony dzialaja jako
czedciowi agonisci receptora witaminy D (VDR, vitamin D
receptor) i moga wplywac na jego aktywnosc [21].

Ze wzgledu na wysoka hydrofobowo$é metabolity
witaminy D sa slabo rozpuszczalne w $rodowisku
wodnym i podobnie jak hormony steroidowe i hor-
mony tarczycy sa transportowane we krwi w for-
mie zwigzanej, gléwnie ze specyficznym biatkiem
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transportujagcym VDBP i niespecyficznie z albuming
(tab. I). Wolne metabolity 25(OH)D, i 1,25(OH),D,
stanowia odpowiednio okoto 0,03-0,4% i 0,4-2%
ich catkowitej puli. Stezenie niezwigzanej witaminy
1,25(OH),D dobrze koreluje z jej aktywnoscig biolo-
giczna co wskazuje, ze hipoteza wolnych hormonéw
moze by¢ stosowana réwniez do witaminy D [12].
Dotychczas nie opracowano bezposrednich metod
diagnostycznych pozwalajacych na pomiar stezenia
wolnych frakgji 25(OH)D i 1,25(0OH),D.



Endokrynologia Polska 2013; 64 (zeszyt edukacyjny Il/education supplement II)

Tabela II. Wartosci odcigcia uzywane najczesciej dla oceny statusu witaminy D [3, 11, 34]

Table II. Frequently used cut-points for vitamin D status [3, 11, 34]

Klasyfikacja 25(0H)D ng/ml* 25(0H)D nmol/1*
Poziom toksyczny > 100 > 250
Poziom optymalny 30-80 dorosli 75-200 dorosli
20-60 dzieci 50-150 dzieci
Niedobér 20-30 dorosli 50-75 dorosli
10-20 dzieci 25-50 dzieci
Deficyt 10-20 25-50
Gteboki deficyt <10 <25

*przeliczanie jednostek stezenia 25(0H)D: nmol/l x 0.40 = ng/ml (ng/ml = ug/l); ng/ml x 2.50 = nmol/l

Wiazanie ze sktadnikami krwi nadaje metabolitom
witaminy D w surowicy i osoczu wysoka trwalos¢ [22].
Dlatego prébki przeznaczone do analiz stezenia 25(OH)
D mozna przetrzymywac przez wiele dni w tempera-
turze pokojowej, sa niepodatne na dzialanie $wiatta
iwielokrotne rozmrazanie [23]. Po wyizolowaniu z krwi
ioddysocjowaniu od VDBP trwaltosé metabolitéw wita-
miny D znacznie spada i jest zalezna od $wiatla i tem-
peratury [24, 25]. Dlatego uzywane w wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) oraz w chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowym spekrometrem
mas (LC-MS/MS) wzorce witaminy D oraz prébki wy-
ekstrahowne z surowicy musza by¢ przetrzymywane
w niskiej temperaturze -70°C w zaciemnionych naczy-
niach plastikowych lub szklanych.

Kliniczna uzyteczno$¢ pomiaréw stezenia
metabolitéow witaminy D

Zapewnienie optymalnego stezenia witaminy D
w organizmie jest niezbedne dla naszego zdrowia [1,
7, 26]. Witamina D dziala wielokierunkowo [1, 27]. Jej
aktywny metabolit 1,25(OH),D bierze bezposredni
udzial w absorpcji wapnia i fosforanéw, zapewniajac
prawidlowa mineralizacje kosci. Wiele badan wskazuje,
ze spadek 25(OH)D we krwi ponizej 20 ng/ml wigze sie
ze wzrostem ryzyka choréb ukladu krazenia, niektd-
rych nowotworéw oraz choréb autoimmunologicznych
[28, 29]. Ostatnie prace zwracajg rOwniez uwage na
nieklasyczny mechanizm dzialania witaminy D wska-
zujacy na jej udzial w regulacji wrodzonej i nabytej od-
pornodci [30-32]. Witamina D stymuluje r6znicowanie
sie prekursoréw monocytéw do bardziej dojrzatych
makrofagéw fagocytujacych i poprzez wigzanie z TLR2
(toll-like receptor), gléwnym receptorem rozpoznajacym
patogeny, pobudza ekspresje bialek antybakteryjnych
miedzy innymi katelicydyny. Przeciwbakteryjny i prze-
ciwwirusowy efekt dziatania witaminy D obserwowano
w wielu chorobach, takich jak: gruzlica, stwardnienie

rozsiane, choroba Crohna, cukrzyca typu 1, zakazenia
bakteryjne watroby, malaria i dur-brzuszny [31].

Przedstawione przyklady jednoznacznie wskazuja jak
wazne jest utrzymanie optymalnego poziomu witaminy
D, ktéry mozemy uzyskaé poprzez ekspozycje na storice,
prawidlowg diete oraz suplementacje preparatami farma-
ceutycznymi [33, 34]. Stezenie witaminy D w organizmie
jest zalezne od wielu czynnikéw zwiazanych z nawykami
zywieniowymi, warunkami klimatycznymi determi-
nujacymi synteze skérna, czynnikami genetycznymi
(pigmentacja skéry), zwyczajami kulturowymi zezwalaja-
cymi na odstoniecie ciala na dziatanie slorca (szczegélnie
wazne u kobiet) [35, 36]. Zgodnie z miedzynarodowymi
i polskimi rekomendacjami optymalne stezenie wita-
miny 25(OH)D w surowicy powinno wynosi¢ powyzej
30 ng/ml dla dorostych i 20 ng/ml dla dzieci (tab. II) [6, 11,
33, 34]. Badania populacyjne prowadzone w wielu krajach
wykazaly jednak, ze mamy do czynienia z globalnym
niedoborem witaminy D, ktéry dotyczy réwniez populacji
polskiej [33, 34].

Oznaczenie metabolitow witaminy D

25(OH)D. Intensywnos¢ hydroksylacji witaminy
D przy weglu 25 w watrobie jest limitowane przez
zdolno$¢ watroby i tkanki ttuszczowej do gromadzenia
tego hormonu. Mechanizm ten jednak ma ograniczong
efektywnos¢. Z tego powodu oznaczanie catkowitego
stezenia 25-monohydroksylowanych izoform 25(OH)D,
i 25(OH)D, ma najwigksze znaczenie kliniczne, gdyz
pozwala na wykrycie zar6wno niedoboru witaminy D,
jakiprzedawkowania wynikajacego z nieprawidtowej
suplementacji [3, 26, 37, 40].

1,25(0OH),D jest aktywnym biologicznie hormonem,
o krétkim okresie péttrwania we krwi. Zaleznos¢ jego
syntezy od prawidlowej funkcji nerek oraz niskie steze-
nie w osoczu (ponad 1000 nizsze niz 25(OH)D) sprawia,
ze oznacza sie go rzadko, a koniecznos¢ stosowania
czulych metod stanowi duze wyzwanie dla wspodlcze-
snej diagnostyki [12]. Dodatkowo parametr ten nie jest
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przydatny do monitorowania niedoboru witaminy D,
poniewaz nawet przy jej glebokim niedoborze stezenie
1,25(OH),D moze pozostawa¢ w granicach wynikéw
prawidlowych. Monitorowanie stezenia 1,25(OH),D
jest uzyteczne w rzadkich przypadkach niewydolnosci
nerek i watroby, podejrzeniu opornosci na witamine D
oraz we wrodzonych i nabytych chorobach zwigzanych
z metabolizmem 1,25(OH),D [37].

D, i D,. SteZenie witaminy D, i D,, jest bezposred-
nio zalezne od diety i suplementacji, duzy wplyw na
stezenie witaminy D, ma réwniez synteza skérna [12].
Zmiennos¢ stezenia tego parametru we krwi powoduje,
Ze nie jest on uzytecznym markerem statusu witaminy
D w organizmie. Ostatnio prébuje sie oznaczac stezenie
witaminy D, w tkankach, szczegélnie w tkance ttusz-
czowej [38]. Wyzsze stezenie D, obserwuje sig w tkance
tluszczowej pacjentéw otylych w poréwnaniu z osoba-
mi z prawidlowym BM], jakkolwiek oznaczenie to nie
ma znaczenia praktycznego [39].

24,25(0OH),D jakkolwiek uznawana jest za metabolit
nieaktywny, odgrywa wazng role przy dojrzewaniu
i wzrastaniu chrzastek. Moze by¢ tez markerem wzra-
stajacej fosfatemii, cho¢ znacznie czulszym parametrem
jest w tym przypadku poziom fosfatonin (np. FGF23).

Kliniczne zastosowanie oznaczeri metabolitow
witaminy D

Chociaz brak jest konkretnych wytycznych w odnie-
sieniu do tego kiedy i u kogo nalezy oznacza¢ metabo-
lity witaminy D, ich udzial w prewencji wielu choréb
uzasadnia badanie ich poziomu w organizmie. Pomiar
stezenia metabolitow witaminy D jest uzyteczny w na-
stepujacych sytuacjach klinicznych [1-6, 32, 41-43]:

Osteoporoza. Witamina D jest jedynym znanym
hormonem wplywajacym na ekspresje kalbidyny, ktéra
jest odpowiedzialna za aktywne wchianianie wapnia
ze $wiatla jelita cienkiego. Niedob6r witaminy D wiaze
sie ze zmniejszeniem sily miesni i wzrostem ryzyka
upadkoéw ze zlamaniami koéci.

Zaburzenia wchlaniania. Choroby zwigzane z za-
burzeniami wchlaniania, takie jak choroba Crohna, ce-
liakia czy skrobiawica jelit obejmujq proksymalna cze$¢
jelita cienkiego. Choroby te prowadza do uposledzenia
wchlaniania wapnia oraz chylomikronéw z zawarta
w nich witaming D.

Ciaza. Metabolizm kobiety w ciazy jest bezposred-
nio podporzadkowany rozwojowi ptodu. Lozyskowe
wydzielanie PTHrP (biatka podobnego do PTH) wpty-
wa na zmiane naturalnego kierunku transportu jonéw
wapniowych od matki do dziecka na przeciwny. Wzrost
zapotrzebowania na wapn zwieksza absorpcje tego
jonu z przewodu pokarmowego. Ten wyréwnawczy
proces wymaga prawidlowego zaopatrzenia w wi-
taming D, ponadto niezaleznie od wplywu innych
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czynnikéw prawidlowe stezenie witaminy D zmniejsza
ryzyko wystepowania cukrzycy cigzowej oraz rzucawki
porodowej [44—46].

Zaburzenia r6wnowagi wapniowo fosforanowe;j.
Stezenie 25(OH)D powinno by¢ oznaczane u pacjentéw
z pierwotng nadczynnoscia przytarczyc. Uwaza sie, ze
optymalne zbilansowanie metabolizmu witaminy D
zmniejsza ryzyko wystapienia zespotu glodnych kosci,
obniza poziom parathormonu i zmniejsza resorpcje
kosci. Wskazaniem do pomiaru stezenia 1,25(OH),D
(kalcytriolu) jest gléwnie diagnostyka réznicowa hiper-
kalcemii ze wzgledu na zdolnos¢ niektérych ziarninia-
kéw do la-hydroksylacji witaminy D.

Niewydolno$é nerek. Niewydolnosé nerek pro-
wadzi do obniZenia stezenia 1,25(OH),D na skutek
zmniejszonej la-hydroksylacji. Uzasadnionym, ale
kosztownym badaniem jest analiza stopnia zaburzen
hydroksylacji witaminy D w przewleklej chorobie
nerek.

Krzywice. OkreSlenie statusu witaminy D jest
przydatne w diagnostyce réznicowej krzywic (niedo-
bér witaminy D, opornosé receptora na witamine D,
krzywice hipofosfatemiczne w przebiegu nadmiernej
sekrecji fosfatonin).

Monitorowanie suplementacji witaminy D, szcze-
golnie przy stosowaniu witaminy D,. Nizsze powino-
wactwo do biatek nosnikowych (VDBP) i wynikajacy
z tego faktu krétszy okres péttrwania sugerujq nizsza
w poréwnaniu z 25(OH)D, aktywno$¢ biologiczng tej
izoformy. Monitorowanie suplementacji moze okaza¢
sie kluczowe u pacjentdw z zaburzeniami wchlaniania
jelitowego, ciezka niewydolnoscia nerek lub narazo-
nych na zwiekszone ryzyko niedoboru witaminy D
(np. u bardzo mlodych lub starszych oséb).

Inne choroby. Niskie stezenie witaminy 25(OH)D
moze by¢ zwigzane z wystepowaniem choréb serco-
wo-naczyniowych, nadci$nieniem tetniczym, zespo-
tem metabolicznym, wysokim stezeniem cukru we
krwi i innymi chorobami przewleklymi. Optymalne
stezenie witaminy D poprawia rokowania u chorych
w stanie krytycznym. Postulowany wplyw witaminy
D na poprawe odpornosci immunologicznej oraz
zmniejszenie ryzyka rozwoju choréb nowotworo-
wych opiera sie na badaniach statystycznych. Brak
jest uzasadnienia dla oznaczania witaminy D w celu
okreslenia ryzyka wystepowania jakichkolwiek no-
wotwordow.

Przeglad metod stosowanych do oznaczania
stezenia metabolitow witaminy D

Sposréd wielu metod stosowanych do oznaczania
metabolitéw witaminy D w osoczu lub surowicy
najbardziej rozpowszechnione sa metody immuno-
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chemiczne. Jednak ze wzgledu na niesatysfakcjo-
nujace wyniki kontroli jakosci dla oznaczefi immu-
nochemicznych uzyskiwane w miedzynarodowych
programach kontroli miedzylaboratoryjnej coraz
czedciej do rutynowej diagnostyki laboratoryjnej sa
wprowadzane nowe metody, takie jak wysokospraw-
na chromatografia cieczowa (HPLC), chromatografia
gazowa sprzezona ze spektrometria mas (GC-MS)
oraz chromatografia cieczowa sprzezona ze spektro-
metrig mas (LC-MS/MS) [47-55].

Metody immunochemiczne

Pomiar stezenia 25(OH)D. Do pomiaréw stosuje
sie r6zne warianty testow immunochemicznych: testy
bezposrednie oraz testy ze wstepng ekstrakcjg. We
wszystkich z nich napotykamy na trudnoéci meto-
dyczne. Po pierwsze uzywane w testach przeciwciata
wykazujg rézne powinowactwo do dwu réznigcych
sie budowa chemiczng form 25-monohydroksy wi-
taminy D: 25(OH)D, oraz 25(OH)D, (ryc. 1, tab. III).
W konsekwencji wynik oznaczenia catkowitego ste-
zenia 25(OH)D pacjenta jest uzalezniony od stosunku
iloéciowego 25(OH)D, do 25(OH)D, oraz rodzaju
przeciwciala uzytego do konstrukcji testu [49-51].
W niektérych testach zamiast przeciwciata stosuje
sie VDBD ktére réwniez z ré6znym powinowactwem
rozpoznaje metabolity witaminy D [56]. Przedstawio-
ne powyzej fakty powoduja, Ze napotyka sie duze
trudnodci z poréwnaniem wynikéw uzyskiwanych
za pomoca réznych testow immunochemicznych.
Dotyczy to przede wszystkim wynikéw pomiaréw
calkowitego stezenia 25(OH)D u 0s6b przyjmujacych
suplementacje witaming D, lub D, oraz bedacych na
diecie zawierajacej relatywnie wysokie stezenia wita-
miny D, (np. dieta wegeterianska).

Kolejnym problemem jest zdolnosé¢ przeciwcial
stosowanych w testach immunochemicznych do roz-
poznania izoform epimeru C-3 witaminy 25(OH)D.
Ma to male znaczenie dla populacji os6b dorostych,
w ktérej epimery C-3 wystepuja w niskich stezeniach.
Zgodnie z badaniami Lensmeyera i wsp. [57] stezenia
3-epi-25(OH)D, w 92% prébek surowicy oséb doro-
stych testowanych metodg LC-MS/MS bylo réwne
lub nizsze od 3,0 ng/ml, jakkolwiek w niektérych
prébkach udziat tej izoformy stanowil do 25% catko-
witego stezenia 25(OH)D. U os6b dorostych stezenie
3-epi-25(OH)D, nie koreluje z wiekiem [58], a wyzsze
stezenia epimeru sg najczeéciej obserwowane przy
wzrastajagcym stezeniu 25(OH)D, [57]. Epimeryzacja
przy weglu C-3 moze jednak stanowic istotny problem
diagnostyczny podczas pomiaréw stezenia 25(OH)
D u niemowlat oraz matek w trzecim trymestrze
ciazy [58, 59]. Stezenie 3-epi-25(OH)D u niemowlat

mierzone metoda LC-MS/MS waha sie od 5 ng/ml do
93 ng/ml i stanowi 8,7-61,1% catkowitego stezenia
25(OH)D [59].

Oddzielnym problemem sg stosowane w testach
immunochemicznych odczynniki do blokowania re-
akcji krzyzowych z hormonami steroidowymi. Przy
oznaczeniach immunochemicznych trudno réwniez
unikna¢ reakcji krzyzowych ze zwigzkami strukturalnie
podobnymi do 25(OH)D, takimi jak witamina D,, D,,
1,25(0OH),D,, 1,25(0OH),D,, 24,25(OH),D oraz ich epime-
ry C-3 i laktony, ktére moga u niektérych pacjentéw
prowadzi¢ do wynikéw falszywych. Przedstawione
powyzej problemy wskazuja na to, jak trudno jest
wiarygodnie oznaczy¢ witamine 25(OH)D metodami
immunochemicznymi oraz precyzyjnie ustali¢ granice
jej deficytu.

W konsekwencji znaczace dysproporcje w wyni-
kach stezen 25(OH)D uzyskanych réznymi testami
immunochemicznymi moga mie¢ wplyw na podej-
mowanie odmiennych decyzji dotyczacych leczenia
danego pacjenta [52, 53]. Przyktadowo z grupy 492
pacjentow, ktorych stezenie 25(OH)D zmierzono te-
stem firmy Diasorin Liaision, 52% zakwalifikowano
jako pacjentéw z deficytem witaminy D, podczas
gdy test RIA firmy IDS wykazywat deficyt witaminy
D jedynie u 36% tych oséb [52]. Znaczne réznice
w wynikach 25(OH)D w tych samych prébkach
badanych z uzyciem testéw immunochemicznych
pochodzacych od réznych producentéw zaobserwo-
wano tez w miedzynarodowych programach kontroli
jakosci [51, 55, 56]. Wyniki programu dotyczacego
wiarygodnos$ci metod stosowanych do oznaczen
25(OH)D prowadzonego w Europie od ponad 20 lat
przez dr. Cartera (DEQAS, Vitamin D External Quality
Assessment Scheme) wykazuja, ze jako$¢ metod immu-
nochemicznych ulega stalej poprawie. W ostatnich 10
latach odchylenie standardowe od wartosci $redniej
dla wszystkich wynikéw uzyskanych metodami
immunochemicznymi przez laboratoria biorgce
udzial w programie zmalalo z 35% do 20% [51, 54,
56]. Zawsze jednak wyniki stezefi 25(OH)D nalezy
interpretowaé w powiazaniu z innymi wynikami
laboratoryjnymi (stezeniem wapnia zjonizowanego,
wydalaniem wapnia, stezeniem fosforanéw i PTH)
oraz stanem klinicznym pacjenta.

Pomiar stezenia 1,25(0OH),D. Stezenie 1,25(OH),D
we krwi jest okolo trzy rzedy wielkosci nizsze w po-
réwnaniu z 25(OH),D, co stanowi utrudnienie w pro-
cedurach pomiarowych. Jednak w niektérych przy-
padkach klinicznych pomiar stezenia tego aktywnego
metabolitu witaminy D moze by¢ uzyteczny. Znacznym
utrudnieniem jest brak testéw przeznaczonych do
automatycznych analizatoréw. Pracochtonne zestawy
manualne bazuja na wstepnej izolacji 1,25(0OH),D z su-
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Tabela II1. Reakcje krzyzowe (%) metabolitow witaminy D, i D, w testach immunochemicznych uzywanych do diagnostycznych
pomiarow stezenia 25(0OH)D. Nie uwzgledniono reakcji krzyZowych dla 1,25(OH),D, i 1,25(OH),D ., poniewaz ich stezenie jest

nieistotne w stosunku do innych metabolitow witaminy D

Table III. Cross-reactions (%) of vitamin D, and D metabolites in diagnostic immunoassays used for 25(OH)D measurement.
Data from manufacturer’s instructions. The cross-reactions with 1,25(OH),D, and 1,25(OH) D, were not considered, because

of their irrelevant concentration compared to other vitamin D metabolites
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rowicy na kolumnach powinowactwa z selektywnymi,
monoklonalnymi przeciwcialami i nastepnie pomiarze
stezenia 1,25(0OH),D w wyeluowanym materiale za
pomocy testéw immunochemicznych. Przeciwciala
uzywane w tych testach w r6znym stopniu rozpoznaja
izoformy 1,25(OH),D, i 1,25(OH),D, oraz mogg reago-
wacé krzyzowo z innymi metabolitami witaminy D co
wplywa na koficowy wynik pomiaru podobnie jak
ma to miejsce przy opisywanych wczeéniej pomiarach
stezenia 25(OH)D.

LC-MS/MS

Ze wzgledu na wysoki stopien komplikacji aparatury
iwymagany od personelu wyzszy poziom kompetencji
technicznej, LC-MS/MS byt dotychczas traktowany
w laboratoriach diagnostycznych gtéwnie jako metoda
referencyjna. Znaczacy postep w automatyzacji pracy
oraz coraz szersze stosowanie tej techniki w innych
dziedzinach analityki, zwiekszyly dostepnosé¢ wy-
kwalifikowanego personelu, co wplyneto na wzrost
zainteresowania LC-MS/MS jako alternatywy dla me-
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tod immunochemicznych w rutynowej diagnostyce
medycznej [38, 48, 50, 53, 57-62].

Opis metody. Podobnie jak dla innych metod specy-
ficznoé¢ metody LC-MS/MS opiera sie na réznicy mas
czgsteczkowych analitu i matrycy. Dodatkowo probki
poddawane sg rozdzialowi chromatograficznemu
przed analizag MS. W celu zapewnienia najlepszej moz-
liwej precyzji uzywa sie standardéw wewnetrznych
znakowanych stabilnymi izotopami. W rutynowych
oznaczeniach ilosciowych najczedciej uzywanym ze-
stawem sa chromatografy cieczcowe (HPLC lub UPLC)
sprzezone ze spektrometrem mas typu potréjnego
kwadrupola [62].

Bardzo wazny dla czulo$ci metody analitycznej
jest wybor wlasciwej metody jonizacji. Spektrometry
mas analizuja jony w wysokiej prézni stad krytyczne
znaczenie ma proces odparowania faz ruchomych
ijonizacji analitu. W technice LC-MS/MS uzywane sa
trzy gléwne tryby jonizacji. Najbardziej popularny jest
tryb elektrorozpraszania (ESI, electrospray ionization).
Wsréd jego zalet mozna wymienic tatwosé obstugi, sze-
roki zakres dynamiczny metody (do czterech rzedéw
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wielko$ci) oraz mozliwo$¢ jonizacji analitéw o duzych
masach czasteczkowych (bialka i peptydy). Analizujac
substancje niepolarne, takie jak na przyklad witamina
D, lepsze efekty uzyskuje sie, stosujac tryby jonizacji
chemicznej lub fotojonizacji (APCI, Atmospheric Pres-
sure Chemical lonization, APPI, Atmospheric Pressure
Photo Ionization). Ze wzgledu na to, Ze jonizacja w tych
dwoch trybach odbywa sie w fazie gazowej ogranicza
to stosowanie tych metod do relatywnie matych cza-
steczek (< 1 KDa).

Najczesciej stosowany w analizie iloSciowej jest
tryb monitorowania wybranych reakcji (MRM, Multi
Reaction Monitoring). W tym trybie przez zadany czas
(rzedu kilkunastu milisekund) pierwszy kwadrupol
przepuszcza tylko jony o stosunku tadunku do masy
odpowiadajacym analizowanej substancji (jony ma-
cierzyste). W komorze kolizyjnej (historycznie drugi
kwadrupol — aktualnie czesciej wykorzystywane sa
uklady innego typu) w wyniku zderzeh z gazem obo-
jetnym (argon) jony macierzyste ulegaja kontrolowanej
fragmentacji. Ostatni kwadrupol przepuszcza tylko
jony fragmentacyjne (potomne) charakterystyczne dla
analizowanego analitu. Monitorowanie dwéch par jon
macierzysty—jon potomny (nazywanych transmisjami)
jest uwazane za wystarczajaca weryfikacje tozsamosci
analitu w oznaczeniach iloSciowych. Tryb MRM cha-
rakteryzuje sie bardzo wysokg czuloscia i powtarzal-
noscig, pozwalajac jednocze$nie na osiggniecie lepszej
specyficznodci niz detektory spektrofotometryczne
i fluorometryczne.

Oznaczanie stezenia 25(OH)D. Oznaczanie wita-
miny D we krwi za pomoca LC-MS/MS pozwala nie
tylko na specyficzne oznaczenie 25(OH)D, ale réwniez
na identyfikacje mniej aktywnych biologicznie meta-
bolitéw jak 3-epi-25(OH)D,i wyznaczenie stosunkéw
ilosciowych pomiedzy r6znymi metabolitami w poje-
dynczej analizie. Dzigki wysokiej specyficznoéci mozli-
we jest unikniecie probleméw zwigzanych z reakcjami
krzyzowymi przeciwcial uzywanymi w metodach
immunochemicznych. Stosowanie standardéw znako-
wanych stabilnymi izotopami pozwala na unikniecie
bledéw wynikajacych z nieréwnego odzysku analitu
i standardu charakterystycznych dla klasycznych
metod HPLC [60-62].

Oznaczanie stezenia innych metabolitéw wita-
miny D. Mimo ze technika LC-MS/MS pozwala na
uzyskanie wystarczajacej czulodci wymaganej do
oznaczania 1,25(OH),D, takie oznaczenia nie s3 jesz-
cze rutynowo wykonywane. Ostatnio opracowano
metode oznaczania 1,25(OH),D technika LC-MS/MS
po uprzedniej wstepnej izolacji tego metabolitu z su-
rowicy na kolumnach powinowactwa z selektywnymi
przeciwcialami [38, 63]. Podejmowane sa prace nad
oznaczaniem witaminy D, i D, w tkankach, w szczegol-

nosci w tkance tluszczowej, jednak nie sa to rutynowe
badania diagnostyczne.

HPLC i GC-MS

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) oraz
chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometriag
mas (GC-MS) sa technikami czesto uzywanymi do
oznaczen stezenia metabolitéw witaminy D w wielu
materialach, ale raczej w projektach naukowych niz
w rutynowej diagnostyce medycznej. Wysokosprawna
chromatografia cieczowa zwykle wymaga czasochlon-
nej, wstepnej izolacji witaminy D poprzez ekstrakcje
rozpuszczalnikami organicznymi oraz dalszego oczysz-
czenia z zastosowaniem ekstrakcji z fazy stalej (SPE,
solid phase extraction). W ostatnich latach wiele wysitku
wlozono w automatyzacje wstepnych proceséw oczysz-
czania witaminy D i zmniejszenie pracochlonnosci
tych etapéw [64], jednak trzeba pamieta¢, ze moga one
wplywac na uzyskanie falszywych wynikéw ze wzgle-
du na rézny odzysk poszczegélnych izoform witaminy
Diuzywanych wzorcéw [62]. Aby prawidlowo okresli¢
stezenie metabolitéw witaminy D technikg HPLC,
konieczny jest ich rozdzial na kolumnach chromatogra-
ficznych od innych strukturalnie podobnych zwigzkéw.
Nie zawsze jest to mozliwe, szczegélnie w przypadku
rozdzielania o i f epimeréw C-3 [65, 66].
Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig
mas jest bardzo czula technika, wymaga jednak dodat-
kowego etapu w celu przeksztalcenia metabolitéw wita-
miny D w lotne pochodne. Na tym etapie sa stosowane
szkodliwe odczynniki, a zalezna od struktury chemicznej
zwiazku reakcja nie zawsze zachodzi z ta sama wydaj-
noscig dla wszystkich badanych metabolitéw witaminy
D [67]. Podstawowym problemem, nie do konca roz-
wigzanym w przypadku stosowania obu technik HPLC
i GC-MS, jest wiarygodnoé¢ standaryzacji tych metod.

Podsumowanie

Calkowite stezenie 25(OH)D jest najczesciej mierzonym
i najbardziej uzytecznym w praktyce klinicznej para-
metrem oceny zaopatrzenia w witamine D. Zawodno$é
obecnie stosowanych do pomiaréw stezen 25(OH)D
metod immunochemicznych spowodowala, Zze metoda
LC-MS/MS coraz czeéciej znajduje zastosowanie do
pomiaréw metabolitéw witaminy D w rutynowej dia-
gnostyce medycznej. Powszechne stosowanie miedzyna-
rodowych programéw kontroli jakosci i wewnetrznych
systemow zapewnienia jakosci wplynely na polepszenie
wiarygodnosci otrzymywanych wynikéw stezen me-
tabolitow witaminy D, ale wazne jest, aby pracownicy
laboratoriéw i srodowisko medyczne zdawalo sobie
sprawe z ograniczen stosowanych metod.
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