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Streszczenie

Wstep. Niedobdér witaminy D w organizmie w ramach jej plejotropowego dziatania wigze sie ze wzrostem ryzyka wystapie-
nia i rozwoju choréb nowotworowych, autoimmunologicznych, uktadu sercowo-naczyniowego, cukrzycy. Stezenie 25(0OH)D
w surowicy krwi stanowi wskaznik zaopatrzenia organizmu w witamine D, ktory jest coraz szerzej uzywany w praktyce kli-
niczne;j.

Cel pracy. Poréwnanie dwoch automatycznych metod (LIAISON i ELECSYS) réwnoczesnego oznaczania 25(0OH)D, oraz
25(0H)D, [25(0OH)D Total] w materiale pediatrycznym oraz materiale kontrolnym DEQAS (The International External Quality
Assessment Scheme for Vitamin D Metabolities).

Materiat i metody. Okreslono powtarzalnosé i odtwarzalno$¢ automatycznych metod oznaczania 25(0OH)D Total na
analizatorze LIAISON oraz ELECSYS w materiale pediatrycznym. W ramach poréwnania obu metod wykonano oznaczenia
25(0OH)D Total w losowo wybranych 114 surowicach pediatrycznych. Doktadno$¢ metod oceniano na podstawie poréwnania
ze ,ztotym standardem” (HPLC i LC-MS) wynikéw oznaczen 25(0OH)D Total w materiale kontrolnym DEQAS.

Wyniki. Obie metody oznaczania 25(0OH)D Total charakteryzowaty sie wysoka precyzjg (CV < 10%) oraz duzg zgodnoscig
(R? = 0,8272). Jednoczesnie odnotowano odchylenie wynikow oznaczenh (bias) na analizatorze LIAISON w poréwnaniu do
analizatora ELECSYS wynoszace srednio -22,5%. Wykazano duza zgodnos¢ wynikow oznaczen 25(0OH)D Total w materiale
kontrolnym DEQAS dla obu analizatoréw w poréwnaniu ze ,ztotym standardem” (HPLC i LC-MS) (R? > 0,81; odchylenie nie
wigksze niz -11,6% dla LIAISON oraz R? > 0,83; odchylenie nie wieksze niz -3,1% dla ELECSYS), co $wiadczy o wysokiej
doktadnosci obu metod.

Whioski. Wysoka precyzja oraz porownywalno$¢ oznaczen 25(0OH)D Total na analizatorach LIAISON oraz ELECSYS wraz
z duzg zgodnoscig wynikéw ze ,ztotym standardem” wskazujg na aplikacyjnosé obu metod w identyfikacji niedoborow wita-
miny D u dzieci i mtodziezy.

Stowa kluczowe: 25-hydroksywitamina D, elektrochemiluminescencja, poréwnanie metod, LC-MS, HPLC

Summary

Introduction. Vitamin D insufficiency coincides with increased risk/progression of several diseases, including can-
cer, autoimmune diseases, cardiovascular disease and diabetes. The serum 25(OH)D concentration is a reliable bi-
omarker of vitamin D status that due to pleiotropic action of vitamin D recently is more frequently used in everyday
clinical practice.

Aim. The performance of two recently developed automated 25(OH)D Total assays (LIAISON and ELECSYS) was com-
pared using pediatrician samples and results of DEQAS (The International External Quality Assessment Scheme for Vitamin
D Metabolities).

Material and methods. Within-run and between-run imprecision were evaluated by measurements of pediatric samples
replicates. Aliquots of 114 randomly selected patients’ samples were measured on LIAISON and ELECSYS platforms to
compare the methods. Accuracy was evaluated using DEQAS control samples with DEQAS HPLC and LC-MS data as gold
standard.
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Results. Automated 25(0OH)D Total assays, LIAISON and ELECSYS demonstrated good intra- and inter-assay precision,
with CV<10%. LIAISON assay showed a performance comparable to ELECSYS with R?2 = 0.8272 and a mean bias -22.5%.
Both methods showed good accuracy according to HPLC and LC-MS in DEQAS system, with bias less than -11.6% for LIAI-

SON system and less than -3.1% for ELECSYS system.

Conclusions. Precision of automated 25(0OH)DD Total assays by LIAISON and ELECSYS are very high and comparable
and both have required accuracy to identify vitamin deficiency in pediatric samples.

Key words: 25-hydroxyvitamin D, electrochemiluminescence, method comparison, LC-MS, HPLC

WPROWADZENIE

Wiasciwe zaopatrzenie organizmu w witamine D od-
grywa fundamentalng role nie tylko w regulacji gospo-
darki Ca-P, ale takze zapewnia prawidtowe funkcjono-
wanie niemal wszystkich tkanek i narzadéw. Wykazano,
ze niedobory i deficyty witaminy D sg czynnikiem ry-
zyka wystgpienia i rozwoju choréb nowotworowych,
autoimmunologicznych, sercowo-naczyniowych oraz
cukrzycy (1, 2). Udokumentowano, ze pozanerko-
wa synteza aktywnego metabolitu witaminy D, czyli
1,25(0OH),D ma kluczowe znaczenie dla funkcji uktadu
immunologicznego i wewnagtrzwydzielniczego, a takze
dla rownowagi miedzy proliferacja, r6znicowaniem sie
i apoptozg komorkowa (3-8). 25(0OH)D, ze wzgledu na
dtugi okres poéttrwania (okoto 3 tygodni) jest gtéwnym
parametrem oceny zaopatrzenia organizmu w witamine
D (9). Pomiar stezenia 25(0OH)D w surowicy informuje
o ilosci substratu dostepnego dla syntezy aktywnego
hormonalnie 1,25(0OH),D. Oznaczanie 25(0OH)D w suro-
wicy jest procedurg trudng z trzech podstawowych przy-
czyn: 1) duzej hydrofobowosci 25(0OH)D, co wigze sie z
zagrozeniem interferenciji licznych skfadnikéw surowicy
(tak zwany ,efekt matrix”); 2) wystepowaniem w suro-
wicy zarowno pochodnych witaminy D, jak i D,; 3) wy-
stepowaniem w surowicy stereoizomeru 3-epi-25(0OH)
D, (10, 11). Notowane ostatnio znaczace zwigkszenie
zapotrzebowania na ocene zaopatrzenia w witamine
D pacjentow z bardzo wielu grup ryzyka spowodowato
konieczno$¢ opracowania nowych i fatwo dostepnych
metod oznaczania 25(0OH)D w surowicy. Zgodnie z ak-
tualnymi zaleceniami (1, 2), automatyczne platformy
LIAISON i ELECSYS wprowadzity procedury rowno-
czesnego oznaczania 25(0OH)D, i 25(0OH)D, [25(CH)D
Total] w surowicy, ktore wykorzystujemy do badan w
materiale pediatrycznym IPCZD. Badania te podlegajg
miedzynarodowej kontroli jakosci oznaczen metaboli-
tow witaminy D w systemie certyfikujagcym DEQAS (The
International External Quality Assessment Scheme for Vi-
tamin D Metabolites) (12-14).

CEL PRACY

Celem pracy byta analiza precyzji i doktadnosci
oznaczen 25(0OH)D Total w surowicy metodami auto-
matycznymi na analizatorach ELECSYS i LIAISON z
wykorzystaniem materiatu pediatrycznego IPCZD oraz
probek kontrolnych systemu DEQAS.

MATERIAL | METODY

Protokét badania

Do badan precyzji oznaczen 25(0OH)D Total na
analizatorach LIAISON i ELECSYS wykorzystano mie-
szanine surowic (surowica zlewkowa) pozostatych po
rutynowych oznaczeniach 25(0OH)D u pacjentow Insty-
tutu ,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka” (IPCZD).
Do badan powtarzalnosci surowice zlewkowa dzielono
na porcje odpowiadajgce jednemu badaniu. Badania
powtarzalnosci wykonywano w trakcie jednego dnia
prowadzenia oznaczen. Do badan odtwarzalnosci
probke surowicy zlewkowej takze dzielono na porcje
odpowiadajgce jednemu badaniu, przy czym oznacze-
nia prowadzono w odrebnych cyklach uruchamiania
aparatéw. 114 prébek surowicy pochodzacej od pa-
cjentéw IPCZD wykorzystano do oceny zgodnosci
wynikéw oznaczen 25(OH)D Total wykonanych na
analizatorze LIAISON wzgledem ELECSYS. Anali-
zy przeprowadzone na posiadanym materiale zostaty
wykonane w ramach badan statutowych poszerzonej
kontroli jakosci w Zaktadzie Biochemii i Medycyny Do-
Swiadczalnej (ZBiMD) IPCZD. Badania nie wymagaty
zgody komisji etycznej. Badacze nie mieli dostepu do
danych osobowych pacjentéw.

Do analizy doktadnosci oznaczen wykonywanych
w ZBiMD wykorzystano wyniki badan probek kontro-
Inych otrzymanych w ramach miedzynarodowego
systemu kontroli jakosci DEQAS. Kontrola DEQAS pro-
wadzona jest w ZBiMD od 2009 roku na analizatorze
LIAISON (certyfikat DEQAS) i od 2011 roku na anali-
zatorze ELECSYS (uzyskanie certyfikatu planowane
na rok 2012). Wyniki badah metodg HPLC i LC-MS/MS
pochodzg z informacji dostarczanych uczestnikom
systemu kontroli jakosci DEQAS. Do analizy zgod-
nosci metod oznaczania 25(0OH)D Total na LIAISON i
ELECSYS z HPLC i LC-MS uzyto probek kontrolnych
nr 351-405 otrzymanych w ramach systemu DEQAS.
Wartosci stezeh 25(0OH)D oznaczone metodg HPLC i
LC-MS stanowia wartos¢ srednig z badan wykonanych
przez uczestnikow systemu DEQAS. Wyniki badan me-
todg HPLC stanowia srednig wynikow z 23-26 osrod-
kow (w zaleznosci od numeru prébki) uczestniczacych
w systemie DEQAS. Wyniki badah metodg LC-MS sta-
nowig warto$¢ srednig wynikow z 52-104 osrodkow
(w zaleznosci od numeru probki) uczestniczacych w
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systemie DEQAS. Na wykorzystanie w pracy wynikéw
z systemu DEQAS wyrazit zgode dr Graham D. Carter.

Test Vitamin D Total (ELECSYS,
Roche Diagnostics)

,Vitamin D Total” (ELECSYS Roche Diagnostics) jest
kompetycyjnym testem wykorzystujgcym zjawisko elek-
trochemiluminescenciji, gdzie do identyfikacji 25(OH)D, i
25(0H)D, zastosowano biatko wigzace witaming D (ang.
vitamin D binding protein — DBP) znakowane rutenem.
We wstepnej fazie oznaczenia, przy uzyciu odczynnika
zawierajgcego ditiotreitol (1 g/l) oraz NaOH (55 g/l) na-
stepuje uwolnienie zawartej w prébce 25(0OH)D z DBP.
Kolejnym etapem jest inkubacja badanej probki z DBP
znakowanym rutenem, w czasie ktérej 25(OH)D obecne
w probie wigze sie z kompleksem DBP-ruten. Nastepnie
do mieszaniny dodawane sa paramagnetyczne czgstki
optaszczone streptawidyng oraz 25(0OH)D znakowana
biotyng, ktéra wigze sie z kompleksem DBP-ruten w
pozostatych wolnych miejscach. Dzieki oddziatywa-
niom 25(0OH)D z DBP oraz biotyny ze streptawidyng
powstaje wielowarstowy kompleks kanapkowy (ang.
sandwich complex). Po inkubacji mieszanina reakcyjna
zostaje przeniesiona do komory pomiarowej, gdzie jest
wychwytywana przez elekirode na zasadzie magne-
tycznych oddziatywan pomiedzy elektrodg a czastkami
paramagnetycznymi. Nastepuje elektryczna inicjacja re-
akcji z udziatem rutenu, ktérej produkt stanowig fotony
Swiatta zliczane przez fotopowielacz. Ich liczba jest od-
wrotnie proporcjonalna do iloéci oznaczanej 25(OH)D, a
jej stezenie zostaje odczytane z krzywej kalibracyjne;.

Test 250H Vit D Total
(LIAISON, Biomedica Gruppe)

,Liaison 250H Vit D Total” (LIAISON, Biomedica
Gruppe) jest kompetycyjnym testem wykorzystujgcym
zjawisko elektrochemiluminescencji, gdzie do identy-
fikacji 25(OH)D, i 25(OH)D, zastosowano specyficzne
przeciwciato. W trakcie pierwszej inkubacji odczynnik
zawierajacy 10% etanolu oraz detergent powoduje
uwolnienie 25(0OH)D zawartej w prébce badanej z DBP.
Wolna 25(0OH)D ulega wiazaniu z przeciwciatem optasz-

czajacym czastki paramagnetyczne. W nastepnym eta-
pie dodawana jest znakowana izoluminolem witamina
D, ktéra wspoétzawodniczy z 25(0OH)D zawartg w prob-
ce badanej o wigzanie z przeciwciatem. Po inkubacji
materiat niezwigzany usuwany jest w trakcie ptukania.
W koncowej fazie oznaczenia dodawany jest odczynnik
inicjujacy reakcje, ktorej produktem sg fotony $wietine
zliczane za pomocg fotopowielacza. Ich ilos¢ jest od-
wrotnie proporcjonalna do stezenia 25(0OH)D w probce
badanej, odczytywanego z krzywej kalibracyjne;.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy
programu Statistica 8.0 PL (Statsoft, USA) oraz 15-dniowej
wers;ji testowej programu Medcal 9.3 (Mariekerke, Belgia).
Korelacje oceniono testem Pearsona, a wspotczynnik
determinacji obliczono metodg regresji liniowej opartej
0 dopasowanie krzywej regresji metoda najmniejszych
kwadratéw. Kierunki réznic miedzy poszczegdlnymi me-
todami okreslono za pomocg analizy Blanda-Altmana.
Za poziom istotnosci przyjeto warto$¢ p < 0,05 (15-18).

WYNIKI

Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$é oznaczen 25(OH)D
Total na analizatorach LIAISON i ELECSYS
w materiale pediatrycznym

Metody oznaczania 25(0OH)D Total na analizatorach
ELECSYS i LIAISON wykazujg wysoka i poréwnywalng
precyzje wewnatrzoznaczeniowg (powtarzalnosé), jak i
miedzyoznaczeniowg (odtwarzalno$¢) w materiale pedia-
trycznym (tab. 1). Wykazano, ze warto$ci btedéw powta-
rzalno$ci i odtwarzalnos$ci w materiale pediatrycznym nie
r6znity sie od danych producenta wykonanych z uzyciem
surowic pobranych od pacjentéw dorostych (tab. 1).

Zgodnos¢ oznaczen 25(0OH)D Total na analizatorach
LIAISON i ELECSYS w materiale pediatrycznym
- ocena metoda regresiji liniowej oraz metoda
Blanda-Altmana

Wyniki badania zgodnosci wynikéw 25(OH)D To-
tal w 114 surowicach pediatrycznych poddanych

Tabela 1. Powtarzalno$¢ i odtwarzalnos¢ oznaczen 25(0OH)D Total na analizatorze LIAISON oraz ELECSYS w materiale

pediatrycznym.

Powtarzalno$¢ Odtwarzalnosé
ZBiMD IPCZD Dane producenta ZBiMD IPCZD Dane producenta
Liczba oznaczen 11 80 14 80
g Srednia (ng/ml) 24,68 21,7 26,27 21,7
2 Zakres (ng/ml) 22,90-26,70 brak danych 24,30-30,70 brak danych
- Odchylenie standardowe 1,15 0,86 2,12 1,72
Wspotczynnik zmiennosci (%) 4,64 4,0 8,08 7,9
Liczba oznaczen 10 84 13 84
g Srednia (ng/ml) 17,05 15,6 20,19 15,6
8 Zakres (ng/ml) 16,39-18,20 brak danych 18,20-22,13 brak danych
d Odchylenie standardowe 0,63 0,779 1,23 1,37
Wspétczynnik zmiennosci (%) 3,70 5,0 6,09 8,8
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Ryc. 1. Krzywa regresji oraz analiza Blanda-Altmana przedstawiajaca procentowe réznice wynikdéw oznaczen 25(0OH)D Total
na analizatorze LIAISON wzgledem ELECSYS w materiale pediatrycznym (n = 114).

oznaczeniom na analizatorach LIAISON i ELECSYS
prezentuje rycina 1. Analiza regresji liniowej ujawnita
wysokg zgodnos¢ wynikdw oznaczen tych samych
probek wyzej podanymi metodami (R? = 0,8272).
Wedtug najnowszych zalecen dotyczacych oceny
zaopatrzenia organizmu w witamine D obie porow-
nywane metody automatyczne oznaczajg réwnocze-
$nie 25(0OH)D,, i 25(OH)D,. Jednak do identyfikacji
tych metabolitow uzywajg réznych technik: system
LIAISON wykorzystuje oddziatywanie ze specyficz-
nym przeciwciatem, a system ELECSYS - z DBP.
Dlatego tez, pomimo wysokiej zgodnosci w badaniu
metoda regresji (ryc. 1), réznice w specyficznosci
dwoch metod ujawnita analiza Blanda-Altmana. Jak
wynika z ryciny 1, wykazano 22,5-procentowag rozni-
ce w zgodnosci wynikdw stezenie 25(0OH)D oznacza-
nego obiema metodami.

Porownanie zgodnosci oznaczen 25(0OH)D Total
na analizatorach LIAISON i ELECSYS w materia-
le kontrolnym DEQAS wzgledem HPLC i LC-MS

- analiza metoda regresiji liniowej oraz metoda
Blanda-Altmana

Aby oceni¢ dokfadnos$¢ oznaczen 25(0OH)D To-
tal na analizatorze LIAISON przeprowadzono analize
zgodnosci wynikéw otrzymanych powyzszg metoda
z wynikami oznaczeh dwoma metodami bezposred-
nimi, fizykalnymi, uznawanymi za ,ztote standardy” w
oznaczeniach 25(0OH)D, i 25(0OH)D,: wysokosprawna
chromatografig cieczowa (HPLC) i spektrometrig ma-
sowa sprzezong z chromatografig cieczowg (LC-MS).
Metoda wykorzystywana w systemie LIAISON wyka-
zata wysoka zgodno$¢ wynikow zaréwno z metoda
HPLC (R? = 0,8236, ryc. 2A), jak i z metodg LC-MS
(R®= 0,8153) w analizie regres;ji (ryc. 2B). Jednak ana-
liza Blanda-Altmana ujawnita, ze oznaczenia wykonane
na analizatorze LIAISON sg o 11,6% nizsze wzgledem
metody HPLC i 0 10,8% nizsze wzgledem LC-MS.

Podobnie ocena systemu ELECSYS wykazata, ze me-
toda ta jest w stopniu wysokim zgodna zaréwno z me-
toda HPLC (R? = 0,9136, ryc. 3A), jak i z metodg LC-MS
(R = 0,8400) w analizach regresji liniowej (ryc. 3B).
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Ryc. 2. Krzywa regresji oraz analiza Blanda-Altmana przedstawiajgca procentowe réznice wynikéw oznaczen 25(0OH)D Total
w materiale kontrolnym DEQAS (351-405) na analizatorze LIAISON wzgledem oznaczeh metodg manualng z uzyciem HPLC

(ryc. 2A) oraz LC-MS (ryc. 2B).
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Ryc. 3. Krzywa regresiji liniowej oraz analiza Blanda-Altmana przedstawiajaca procentowe réznice wynikéw oznaczen 25(0OH)D
Total w materiale kontrolnym DEQAS (391-405) na analizatorze ELECSYS wzgledem oznaczeh metodg manualng z uzyciem

HPLC (ryc. 3A) oraz LC-MS (ryc. 3B)

W analizie Blanda-Altmana wyniki oznaczen na analiza-
torze ELECSYS okazaty sie wysoce zgodne zaréwno z
metodg HPLC (r6znica: -0.1%, ryc. 3A), jak i z metoda
LC-MS (r6znica: -3,1%, ryc. 3B). Warto zaznaczy¢, ze w
analizie dotyczacej systemu LIAISON ilo$¢ prébek wy-
nosita 54, natomiast systemu ELECSYS - tylko 14.
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze szeroko do-
stepne w Polsce dwie metody do oznaczania catkowitej
25(0OH)D [25(0OH)D, i25(0H)D,] w surowicy, a wigc sys-
temy analityczne LIAISON i ELECSYS, charakteryzuja
sie wysoka precyzjg oznaczen w materiale pediatrycz-
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nym (btad < 8%) oraz udokumentowang doktadnoscig
wzgledem referencyjnych metod bezposrednich HPLC
i LC-MS uznawanych za ,ztoty standard”.

Chociaz obie metody réwnoczes$nie oznaczajg
25(0H)D, oraz 25(0OH)D, spetniajgc standardy okre-
$lone w ostatnich zaleceniach (1, 2), to ich specyficz-
nos¢ w stosunku do metabolitow witaminy D obec-
nych w surowicy jest rézna, co manifestuje wykazana
22-procentowa réznica miedzy wynikami oznaczen
w systemie LAISON i ELECSYS. Metoda oznaczen
na analizatorze LIAISON wykorzystuje przeciwciato,
a jego specyficznos¢ wzgledem 25(0OH)D,, 25(0OH)
D,, 1,25(0OH),D,, 1,25(0H),D,, witaminy D,, witami-
ny D, i C3-epimeru-25(0OH)D, wynosi odpowiednio
100%, 104%, 17%, 40%, <1%, <1% i <1% (dane
producenta). Metoda oznaczehn w systemie ELEC-
SYS wykorzystuje biatko wigzgce witamine D (DBP),
a jego specyficznos¢ wzgledem 25(0OH)D,, 25(0OH)
D,, 24,25(0H),D,, 1,25(0H),D,, 1,25(0H),D,, witaminy
D,, witaminy D, i C3-epimeru-25(0OH)D, wynosi odpo-
wiednio 98%, 81%, 121%, 5%, 6%, 5%, 6% i 93% (dane
producenta). W efekcie opisanych powyzej réznic me-
todycznych ujawniona rozbiezno$¢ wynikow oznaczen
25(OH)D miedzy systemem LIAISON i ELECSYS wyni-
ka najprawdopodobniej z 20% réznicy w specyficznosci
wzgledem 25(0OH)D, oraz 93% rdznicy w specyficzno-
$ci wzgledem C3-epimeru-25(0OH)D,, ktéry w surowicy
ludzkiej wystepuje w ilosci (2-20)% (10, 11, 19, 20).

Udokumentowana w pracy wysoka precyzja bada-
nych metod automatycznych (btad < 8%) przetamuje
problem niskiej wiarygodnosci oznaczen witaminy D
metodami manualnymi, po$rednimi wykorzystujacymi
wigzanie 25(0OH)D z biatkami, takimi jak DBP (metoda
CPBA, ang. competitive protein binding assay) czy prze-
ciwciatem (metoda RIA, ang. radioimmunoassay, i me-
toda ELISA, ang. enzyme-linked immunoassay), gdzie
btad metody wynosit 20-30% (21). Rozpowszechnienie
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