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,I P Na platformé ovérené komercni metody fy RECIPE pro stanoveni 25-hydroxy-vitamin( D,/D, v plasmé ¢i séru vyvinout robustni a spolehlivou metodu DBS, ktera je pro pacienta atraktivni s ohledem
CI prace na korespondencni formu méné invazivniho odbéru vzorku.

m " Vitamin D “ zahrnuje skupir\u ste.roidi’f,-které.hrajl' klicovou r0|i Y inkorporaci vépnik.u do kostni /Dostateéné expozice sluneénimu svétlu (UV-B) znamena rychlou biosynthesu (konverzi) D, na kli¢ovy D,. V zimnim \
hmoty, v bunécné proliferaci, pozitivni .vI|v v.yssmh.hladm erg-okaluf(.erolu(Dz) zejmer-lg a casném jarnim obdobi klimatu mirného pasma je potom vhodna dieta bohata na kalciferol nezbytna pro udrzeni
cholekalciferolu (D3) na Uroven humoralni imunitni pfipravenosti organismu a modulaci jeho dostate¢né imunitni obranyschopnosti. Optimalni denni davka vitaminu D, ve vékovém rozpéti 1 — 70 let bez ohledu
protizanétlivé odpoveédi (v konotaci s vaznymi pribéhy COVID-19 — cytokinova boure - velmi na pohlavi je 15 pg (Zakon &. 352/2009 Sb. ,DDD je od 25 let véku vyie jen 5 pg).
\_ pozoruhodna role!). V prevenci i pozitivni vliv na DM . i Il.typu, homeostasis TK,... Aktivni metabolit 1,25-dihydroxycholekalciferol hraje dulezZitou regulaéni roli v produkci antimikrobialnich peptidd

/Mimotélnl'zdroje Jitaming D. ~ . " S - (napft. katelicidinu). Kalcitriol je steroidni hormon pres parathormon (hydroxylace v tkani ledvin) zajistuje biologickou
. 20 m-motelm zdroje vitaminu Dj: \ \dostupnost vapniku pro jeho inkorporaci do kostni hmoty. /
susene houby (UV - na slunci), Potraviny Zivo¢igného pdvodu (ryby, zejména treséi jatra),

kvasinky (S.cerevisiae) — kvasnice (Cesky | pqtraviny rostlinného ptivodu — &. Solanaceae — zejména /

fhléb) /| rajcata a brambory, obsah D, a 7-dehydrocholesterolu klesa * VITAMIN D2 — ERGOKALCIFEROL
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= You oo > mere . ~r= | Biologicky Aktivni formy jsou steroly: 25(0OH)D2, 25(OH)D3 - biosynthesa v jatrech
10a,25(0H),D2/D3 — biosynthesa v ledvinach (KALCITRIOL) - pfes 25(0OH)D2/D3

(stimulace parathormonem — pristitna téliska)
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Kalibrovano na ClinCal®-Calibrator RECIPE (0 — 197 nmol/I/D,,

r2=0.9964, 0 — 196 nmol/I/D2, r? = 0.9954 kontrolovano pomoci VITAMIN D3-Calibration, kolona LUNA Omega Polar C18 250HD2/Serum 250HD3/Serum
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Preanalyticka faze Analyticka metodika

odber vzorku DBS CAPITAINER (Sweden)\ 1 Pocateéni priprava analytického vzorku: / 2. Poéatecni priprava analytického vzorku 3. UHPLC/HRMS
Kapka kapilarni krve z prstu dobrovolnika K extrakci z disku DBS byl pouZit roztok RECIPE Precipitant P/IS Cely proces byl také zkouden na systému Systém Q EXACTIVE FOCUS (Thermo Fisher SC|ent|f|c)
byla aplikovana na startovaci pozici (d¢-25-OH-D,, parent iont 389.368 m/z) o objemu 200ul vortex 10539735 fy Whatman. Ter¢&iky uréené pro v rezimu plného skenu (full scan)
specialni odberove soupravy fy Capitainer 90 minut, centrifugace 15000 ot/min po dobu 5 minut, 10 minut novorozenecky screening (filtraéni papir Optimalizovan v rezimu Tune na MS7014 RECIPE®
(Quantitative blood sampling card inkubace pfi 4°C, opét centrifugace pfi stejnych podminek jako v s vysSim obsahem celuldzy). Ponévadz se Optimisation Mix (parentni ionty: 395.325 -D,, 383.331-
Capitainer B, The quantitative DBS system) prvé a nastfik 50 pl vysledného supernatantu pfimo na systém jednd o mnohem tendi saci vrstvu mQze byt D,).
zkoncentrovana na produktovy disk, ktery UHPLC/HRMS. Na zakladé studia vytéinosti byl ¢as vortexovani doba vortexovani oproti systému fy Capitainer

\le pouzit k vlastni analyze. / ustalen az na 6 hodinach, objem P/IS 400 pl, poté nasledovala jiz zkracena na dobu maximalné 3 hodin, UHPLC Ultima 3000, kolona LUNA®Omega,1.6pum Polar

\ jen centrifugace za stejnych podminek bez inkubace.

\i)ba 2 hodin jii postaél'. / \il& 50x 2.1mm. /

of "“P"“mmodm&mm

Ne vzorcich DBS u prvni skupiny 8 dobrovolnikh
stanoven D, v rozsahu hodnot 22.56 — 93.56 cilite

nmol/l bez prfepoctu na hematokrit D, v téchto
vzorkach detekovan nebyl. Po optimalizaci doby
tfepani adl. byla pro ovéreni na realném vzorku
DBS testovana krev dobrovolnice s jiz podstatné
vysSi hodnotou (62.57 nmol/l) a ddle méreny
dalsi DBS. Druha skupina 7 dobrovolniku
porovnany hodnoty v séru vs. DBS.
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RECIPE ClinChek®-Serum Control, Venozni krey,

. PR, Level I(mean value muz,roc.1993
Diskuze a zaver 14,7/14.9 pg/L)

/Za optimalni hladiny vitaminu D,/D; jsou ¢etnymi odborniky povazovany hladiny v plasmé/séru kolem 100 nmol/l a vy$si. AvSak v evropské populaci v€etné nasi jsou nalézany hodnoty bohuzel bézné nizsi nez 50 nmol/I. Poznatky\
z prvé faze vyvoje metody byly uspésné vyuzity v nyni probihajici valida¢ni fazi, ktera zahrnovala pfipravu 50 pl aliguotu rekonstituovanych kalibratord a kontrol hlubokym zmrazenim na -70°C a jejich postupné promérovani v DBS
rezimu Capitainer a Whatman Validace DBS kalibraci bez nutnosti stanoveni konvergenéniho faktoru (kapalné vzorky v. DBS/kapildrni krev v. krev vendzni) z prvé faze vyvoje metody bude nutnym predpokladem pouziti metody v
rutinnim rezimu monitorovani DBS vzorku SirSi populace zejména v ramci. Nevyhoda Whatman tercikt oproti Capitainer diskim - vétsi polomér, nutnost cely tercik rozstipat specialnimi Stipacimi klestémi na pomérné velky pocet
malych dilcich terciki - prodlouzeni doby centrifugace a celkové doby zpracovani vzorku pred extrakci. Nizké nalezy D, jdou evidentné na konto kvality nutrice dobrovolnikd/pacientt (i kdyz prozatim statisticky nevyznamny

\poéet), viz pfirozené zdroje D,/D;. )
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