S
D vitamin laboratoriumi vizsgalata

Bek6 Gabriella
Semmelweis Egyetem, K6zponti Laboratorium (Pest)

2007. oktéber 5.




Hatter

@ A leg ujabb irodalomban D -vitamin helyett
Inkabb D-hormonr ol irnak.

- szteranvazas vegydulet
- a szervezet felnott korban kell6 mennyiseégben

allitja eld

- nem kofaktora semelyik enzimnek sem

- a neurohumoralis rendszerrel a
mellékpajzsmirigy hormonjan keresztil van
kapcsolata




Hogyan jut a szervezet kell 6 D vitaminhoz?

@ D2 vitamint (ergokalciferol) -a névények termelik
@ D3 vitamin (kolekalciferol)
-7-dehidrokoleszterin biohasznosulasa (borben,
UV hatasara)

-legfontosabb forrasok:
halolaj, halak, tojassargaja, tejtermekek +Duvit.,
maj, szamos mas taplalek




D vitamin sorsa a szervezetben

1. 7-dehidroxikoleszterin fotolitikus
atalakulasa a b 6rben D3-previtaminna
majd D3 vitaminna

2. 25-0s szénatom hidroxilalodik a majban
letrejon a 25-(OH)-D3 (CYP27 hatasara)
Széerumszintje tokéletes jelz  6je a
D-vitamin haztartas allapotanak

3. Bioaktivacio a vesében, létrejon az
1,25-(OH)2-D3 (CYP1lhatasara)

25 (OH), Vitamin D




A D-vitamin biol oOgial hat asal
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Hianybetegs ég

B D vitaminhi any:

3 A gyermekekben angolkor (deformalddott
koponyacsontok, "tyukmell"/kiall6 szegycsont, pupossag,
gorbe vagy X labak, duzzadt iziletek).

1 A felndttekben csontlagyulas
(csontfajdalmak, puha csontok,
spontan csonttéresek, gerinctores).




A D-vitamin metabolizmus szerzett, vagy

velesz Uletett zavaral

B a. Szerzett
- Kronikus urémia
- Tumor indukalta osteomalacia
- Felszivodasi zavar

B D. Veleszlletett

- D vitamin dependens rachitis (l., Il. tipus)

- Hypophosphatemias, gyakran nemhez
kototten oroklodd, X kromoszémahoz kotott
D-vitamin rezisztens rachitis

- Felszivodasi zavar




A D vitamin biol &égiai hat asai

B idBs emberek osteoporosisa esetén a csonttorések

szama jelent6sen cstkkenthet6 D-vitamin-terapiaval

D-vitamin-kezeléskor a csont asvanyianyag-
tartalma nem n 0 szamottev 6en, a torések szama
megis 30—-70%-kal redukalodik.

Ez a tény részben a D-vitamin-kezeléssel jaro izomer  6-fokozédasnak tulajdonithato
reszben pedig a csont min  6segében bekdvetkez 6 valtozasoknak




D-vitamin biol ogiail hat asai 2.

@ Haematopoeticus szovetekben -antiproliferacio
és -differenciacio serkentése

A D-vitamin potencialis gydogyszerkent szerepelhet
a leukaemiak és mas myeloproliferativ korképek
kezelésében.




D-vitamin biol ogiai hat asai 3

@ A D-vitamin szerepet jatszhat az ischaemias
szivbetegség kivédésében

D-vitamin-hianyban hozzavet o6leg 20—30%-kal
gyakoribbak az ischaemias jelleg 4 cardio-
vascularis esemenyek.




D-vitamin biol ogiai hat asai 4

® Hasny almirigyben az inzulinszint ézis/-szekrécio
serkent ese

D-vitamin-hianyos tertleteken a 2-es tipusu
diabetes mellitus, a glukozintolerancia es a
metabolikus X-szindrdma gyakrabban fordul el o.




D-vitamin biol ogial hat asai 5

@ Veseelegtelenségben szamos ureamias
szOvodmeny okanak az emelkedett PTH-t
tekintik

A D-vitamin ter apia a kr onikus vesebetegek
gy 0gyszeres kezel ésenek fontos eleme




D-vitamin biol ogiai hat asai 6

# Daganatok

melanoma, leukaemia, osteo-, fiborosarcoma, adenoma,
neuroblastoma, pancreas adenocarcinoma, holyag-, emld-, cervix-,
prostata-, colon- és medullaris pajzsmirigy-carcinoma

antiproliferativ, a differenciacid serkentese

A D-vitamin sejtproliferaciot gatlo es
sejtdifferencialodast indukalo szerepét
egyre nagyobb figyelem kiséri.




D-vitamin biol ogiai hat asai 7
1 Immunrendszer ( monocyta €s macrophag,
lymphocyta)

2 antivir alis/-bakteri alis és tumorellenes hatas
eés a vedekez és serkent ése

1 Iimmunszuppresszi O

B gatolja a B - eés T-sejtek prolifer aciojat, igy

hatasos autoimmun betegs égekben




D vitamin ter apia daganatos megbeteged ésben

3 A Kanadai Rakellenes Tarsasag szerint elegend6 bizonyiték all
rendelkezésre arra nézve, hogy ajanlhaté legyen a D-vitamin mint
hatékony ellenszer a vastag- és vegbeélrak, az emlérak és a
prosztatarak kialakulasaval szemben.

Az ajanlas egybehangzo a nebraskai Creighton Egyetem kutatoi
altal a témakdrben vegzett szeleskorl kutatas eredmeényével, melyet
az American Journal of Clinical Nutrition szakfolyoirat tett kozzé. A
négy éven at folytatott vizsgalatot 1180 vidéken €él8, 55 évnél
iId6sebb né bevonasaval végezték. Eredmeényei kimutatjak, hogy
azoknal a vizsgalati alanyoknal, akik kalciumot és D-vitamint
szedtek, egy év mulva 77%-kal csokkent a rak kockazata azokhoz
képest, akik a kalcium mellé csak placebot kaptak.

Forras ;
http://www.radio-canada.ca/nouvelles/Science-Sante/2007/06/07/004-vitamineD-cancer-lutte.shtml




D vitamin és a daganatos megbeteged ések

m A Kalifornia Egyetem (San Diego) kutat 0csoportja azt vizsg alta,
hogy a v ér D-vitamin_ (25-hidroxivitamin D ;) koncentr 4cioja
milyen dsszefiliggést mutat a vastagb élrak- és az eml érak
kock azataval, pontosabban: milyen m értéki D-vitamin
koncentr acio véd arak ellen.

D-vitamin_a napfény hatasara a b 6rtinkben képz odik. Az
egyenlit 6t6l tavolodva, az északibb orszagokban esf o6ként a teli
iddszakban a D-vitamin_ hianyban szenved 6k szama megn 6.

Forditott az 6sszefiiggés a D-vitamin_szint és a vastagbél-,
illetve az eml 6rak gyakorisaga kozott:
minél magasabb a D-vitamin_szint, annal ritkabb a rak el éfordulasa.

Megallapitottak, hogy ha 24 - 32 ng/ml a vér D-vitamin ertéke, mar
akkor is sok daganatos betegséget meg lehet elézni.
De az optimalis D-vitaminszint 55ng/ml.

Forras:The American Journal of Clinical Nutrition 2007;85:1586-91




Paciensek oszt alyoz asa D vitamin
szint] Uk alapj an

Sulyos D vitamin hiany:
D vitamin hiany:

Enyhe D vitamin hiany:
Megfelelo D vitamin szint:

D vitamin toxicitas:

<5 ng/ml /< 12.5 nmol/L
5—-10ng/ml/12.5 - 25 nmol/L
10 — 24 ng/ml 25 — 60 nmol/L
24 — 80ng/ml/ 60 to 200 nmol/L

> 200 ng/ml > 500 nmol/L




25-(OH)-D, vitamin m eres lehet 6ségel

B LC MS-MS
mHPLC
3 RIA, ELISA
2 Automatan mérheté immunologial tesztek:
- DiaSorin Liaison
- Roche Elecsys, E170 Modular, Cobas e
(Vitamin D ,(25-OH) Elecsys , cobas €)




A D vitamin k 6to feheérje inaktiv alasa a kulcsa a korrekt
D vitamin m érésnek

25-OH-Vit D[BI

=]

{ ?nT’ ‘ =3P Detection

A D vitamin kot6 SA-Micro-

feh_erje |n,al_<'E|vand|k particle Ru

az inkubacio alatt
Ru

PAK<VIitD>S-IgG [Ru

Bi: Biotin Ru: Ruthenium
SA: Strepavidin




Vitamin D 5 (25-OH), Elecsys , cobas e
Teljes itm ényjellemz ok

® Precizitas: E170: CV% 3,7-7,8
® Mérési tartomany: 4-100 ng/ml (10-250 nmol/l)
1 Az eljaras korlatai:

Komponens Vizsg alt max. keresztreakci 0
koncentr acio

1,25 (OH), Vitamin D ; | n.a 100 %

24,25 (OH), Vitamin D; | 1000 ng/ml <10%

25 (OH) Vitamin D, 5000 ng/ml <2%

Cholecalciferol 5000 ng/ml <0.1%

Ergocalciferol 5000 ng/ml <0.1%




250H-D;-vitamin
(ng/ml) 30

251

20+

15+

alacsony tart. magasabb tart.

Mintaszam 10 10

Atlag 11,96 28,73
SD 0,607 1,066
Varacios koefficiens




Vitamin D ; (25-OH), Elecsys , cobas e
A meghat aroz as referens metodik aja az LC-MS-MS

(Folyadék kromatogréafia+Tandem tomegspektrometria)

Clirical Chemistry

Candidate Refterence Method for the Quantification of
Circulating 25-Hydroxyvitamin D; by Liquid Chroma-
tography-Tandem Mass Spectrometry, Michael Vogeser,”
Apostolos Kyriatsoulis,” Erasmus Huber,> and Uwe Kobold®
(! Institute of Clinical Chemistry, Hospital of the Univer-
sity of Munich, Munich, Germany; * Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg, Germany; *address correspondence
to this author at: Institute of Clinical Chemistry, Hospital
of the University of Munich, D-81366 Munich, Germany;
fax 49-59-7005-3240, e-mail Michael Vogeser@med. uni-
muenchen.de)

Quantification of 25-hydroxyvitamin Dy (25-hvdroxy-
cholecalciferol} in serum is the best-established indicator
of vitamin D status (1), Vitamin D5 (cholecalciferol) is
absorbed from the diet, and, given sutficient ultraviolet
irracliation, nutritionally adequate amounts of vitamin D,
are formed in the skin from its precursor, 7-dehvdrocho-
lesterol. In the liver, vitamin D, underzoes hvdroxylation

A, No. 8, 2004

the procedure included derivatization, which is complex
and labor-intensive. Reference systems based on LC-MS
were accepted in clinical chemistry recently (19, 20), and
we decided to develop a convenient and specific isotope-
dilution LC-TMS method for the quantification of 25-
hvdroxyvitamin Dy in serum as a candidate reference
method.

For use as an internal standard, stable-isotope-labeled
25-hydroxyvitamin D, was synthesized as described pre-
viously (14, 17); the molecule contained three deuterium
atoms and one '“C atom. 25-Hvdroxyvitamin D, was from
Sigma Chemical Co.

A Waters Alliance 2690 HPLC module coupled with a
split of ~1:10 to a Micromass Quattro LC TMS system was
used.

For sample preparation, we added 30 pL of an internal
standard working solution (570 nmol/L) to 200 pl. of
serum. After vigorous mixing, the samples were allowed
to equilibrate at 37 °C for 2 h. We added 20 ul of a 1
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Referencia és standardiz acio kérdése

» HPLC (BIORAD)

Visszavezethetdség:

A kalibrator értekeket tiszta anyagokhoz hozzaadott
mennyiségekkel végzett elemzésre lehet visszavezetni

x DiaSorin Lialson

Visszavezethetoség:

RIA-val vald 0sszemérést emiliti




Vitamin D , (25-OH) Elecsys , cobas immunteszt
0sszehasonl itasa DiaSorin RIA teszttel
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Elecsys®Vitamin D3 (25-OH)

andardiz;
ndardization

L P/B Regression
P/B Regression 1 . Y=0972*X +0.547
Y=111*X -1.614 . 03 o md(95) = 8.023
md(95) = 6.587 | @ ) N=67r=0.823
N =160r=0.899 ° 28

30 40 50 60 70 80 90 30 40 50 60 70
DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D 1251 RIA-Kit DiaSorin 25-Hydroxyvitamin D 1251 RIA-Kit
[ng/mL] RIA [ng/mL] RIA

Az 0sszehasonl itott tesztek eset énigen | 6 korrel aciot tal altak

by Lukacs Julia (Roche)




25(OH)-D-vitamin eredm ények korrel acioja
E 170 Modular -on és Lialson -on mérve

y = 0,5624x + 10,171
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Vitamin D 5 (25-OH) Elecsys , cobas e

Metodika 6sszehasonl itas E170 Modular és HPLC
készulékeken

100

100
dialysis patients only /
90
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Elecsys®Vitamin D3 (25-OH)
new standardization [ng/mL] E170 (MP-Lot 11070600)

Elecsys®Vitamin D3 (25-OH)
new standardization [ng/mL] E170 (E1) (MP-Lot 11070600)

0 P/B Regression

s Y =1026*X +2.693 " P/B Regression
NS s md(95) = 8.14 Y =0.859 * X +3.917
N =291 =0.936

md(95) = 7.585

10 A

N =123 r=0.866

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
HPLC (home brewed) Chromsystems 25-OH-Vitamin D3
[ng/mL] [ng/mL] HPLC




25(0OH)-D-vitamin eredm ények korrel acioja
E 170 Modul aron és HPLC-n mérve
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y = 1,2073x + 3,4546
R? = 0,5207

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
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25(OH)-D-vitamin eredm ények korrel acioja
Liaison -on €s HPLC-n mérve

y = 0,8332x + 10,42
R?=0,5211

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
. HPLC (ng/ml)  —— Linedris (HPLC (ng/mp)  -iaison (ng/mi




25(0OH)-D,-vitamin m erési eredm ények 6sszehasonl itasa
BioRad HPLC, DiaSorin Liaison, Roche E-170 Modular
készuléekekkel

90,0
80,0
70,0

00 \
o0 [t MWMWWW 5

I

=
~—

>
=
=

S
S
=
™
)]
I
o
Lo
N

10&)L
0,0 CTTTTTTT T rT e r e e r e e e e e e TT

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91

— Liaison1(ng/ml) -E170-1(ng/m) HPLC (ng/ml) mir?ti‘ ;ééma




25(0OH) D5 vitamin (Elecsys , cobas e)
A teszt el onyel

A 2 automata D -vitamin -kit k 6ztl az egyik
(a masik: Liaison DiaSorin )
Az egyetlen teszt, amelyik konszolid alt, integr alt rendszeren
mukodik
Az egyetlen teszt, amelyet a v arhat ¢ referenciam odszerhez
(LC-MS-MS) mertek be
Szeles m érési tartom any — keves higitas szikséges
JO precizit as (t6bbnyire < 5%)

A legteljesebb csontmarker és hormon -teszt-paletta




Elecsys ®

B Crosslaps

Total PINP

N-Mid Osteocalcin

PTH

25(0OH)-D-vitamin

Roche csontmarker és hormonteszt paletta

Tipus

Csontfelszivodasi
marker

Csontképzédési
marker

Csont-turnover
marker

Csont-
mineralizacio
elésegitdje

Kezelés

formaja

Antireszorptiv

Antireszorptiv

Anabolikus

Antireszorptiv

D3 vitamin
terapia

Kezeléssel
elérend 6

min. 35%
csokkenés

min. 40%
csokkenés

min. 40%
ndvekedés

min. 20%
csokkenés

75 nmol/L
koncentracio

Mérési gyakorisag

Alap (baseline) érték, majd
a kezelés 3. hénapja,
ezt kbvetben 6 havonta

Alap (baseline) érték, majd
a kezelés 6. hénapja,
ezt kdvetben 6 havonta

Alap (baseline) érték, majd
a kezelés 3. hénapja,
ezt kbvetben 6 havonta

Alap (baseline) erték, majd
a kezelés 3. hénapja,
ezt kdvetéen 6 havonta

Alap (baseline) erték, majd
a kezelés 3. hénapja,
ezt kbvetben 6 havonta




Koszonet

@ Olajos Ferencnek
m Szalay Albertnénak
m Kovacs Ferencnének







