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Na platformé overené komercni metody fy RECIPE pro stanoveni
25-hydroxy-vitamint D,/D; v plasmé Ci séru vyvinout robustni a spolehlivou
metodu DBS, ktera je pro pacienta atraktivni s ohledem na korespondencni

formu méne invazivniho odbéru vzorku



VITAMIN D“

Zahrnuje skupinu steroidu, které hraji klicovou roli:
* v inkorporaci vapniku do kostni hmoty

* v bunécné proliferaci

* pozitivni vliv vyssich hladin ergokalciferolu(D,)

zejména cholekalciferolu (D,) na uroven humoralni imunitni pfipravenosti
organismu a modulaci jeho protizanétlivé odpovédi

(v konotaci s vaznymi prubéhy COVID-19 - cytokinova boure - velmi
pozoruhodna role!)

* prevence i pozitivni vliv na DM . i ll.typu
* homeostasis TK




* VITAMIN D, — ERGOKALCIFEROL

nc  Cholecalciferol

* VITAMIN D; — CHOLEKALCIFEROL

H 0 \\“""



https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ergocalciferol.svg

* Biologicky Aktivni formy jsou steroly: 25(0OH)D2, 25(OH)D3 - biosynthesa
v jatrech

* 10,25(0H),D2/D3 — biosynthesa v ledvinach (KALCITRIOL) - pres
25(0OH)D2/D3 (stimulace parathormonem — pristitna téliska)

Metabolism of vitamin D
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Calcium Ergosterol — zdroj vitaminu D2
e (houby, S.cerevisiae)

Bone
mineralization



https://en.wikipedia.org/wiki/File:Ergosterol_structure.svg

e Dostatecna expozice slunecnimu svétlu (UV-B) znamena rychlou blosynthe5|
(konverzi) D, na klicovy D, -

* V zimnim a casném jarnim obdobi klimatu mirného pasma je potom vhodna
bohata na kalciferol nezbytna pro udrzeni dostatecné imunitni obranyschop |

. Optlmalm denni davka vitaminu D, ve vékovem rozpéti 1 — 70 let bez ohledu na
pohlavi je 15 pug (Zakon c. 352/2009 Sb. ,DDD je od 25 let véku vyse jen 5 ug)

» Aktivni metabolit 1,25-dihydroxycholekalciferol hraje dulezitou regulacni roli v
produkci antimikrobiadlnich peptidu (napf. katelicidinu)

 Kalcitriol — steroidni hormon pres parathormon (hydroxylace v
tkani ledvin) zajistuje biologickou dostupnost
vapniku pro jeho inkorporaci do kostni hmoty




Tvorba D, ze 7-dehydrocholesterolu v kuzZi
obratlovcu vcetné ¢lovéka:



https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Calcitriol-Biosynthese_1_engl.svg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Calcitriol-Biosynthese_2.svg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Calcitriol-Biosynthese_3.svg

Mimoteélni zdroje
vitaminu D,

 suSené houby (UV - na slunci)

* kvasinky (S.cerevisiae) — kvasnice
(Cesky chléb)

* Recovery of ergosterol and vitamin
D, from mushroom waste -

Potential valorization by food and
pharmaceutical industries: /

ZDROJ: Papoutsis K., aGrassobS, Menon A., a.Brunton NPa, .Lyng JG,alacquier JC,aBhuyan
DJc, Trends in Food Science & Technology,Volume 99, May 2020, Pages 351-366
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Mimotelni zdroje vitaminu D,

e potraviny zivocCiSného puvodu — ryby, zejména tresci jatra

 Potraviny rostlinného ptivodu — €. Solanaceae — zejména rajcata a brambory
obsah D, a 7-dehydrocholesterolu klesa ve smeru: W
listy — plody — stonky - oddenky(hlizy) 5

* Obiloviny, zejména oves

* \/ komerci v soucasné dobé tzv. fortifikovana rostlinna mléka

(ovesné, mandlové, kokosové)



Preanalyticka faze
odbér vzorku DBS CAPITAINER (Sweden):

e Kapka kapilarni krve z prstu dobrovolnika byla aplikovana na
startovaci pozici specialni odbérove soupravy fy Capitainer

(Quantitative blood sampling card Capitainer B, The quantitative DBS
system)

» zkoncentrovana na produktovy disk, ktery byl pouzit k vlastni analyze



Analyticka metodika
1. Pocatecni priprava analytického vzorku

* K extrakci z disku DBS byl pouzit roztok RECIPE Precipitant P/IS
(dg-25-OH-D3, parent iont 389.368 m/z) o objemu 200l

 Vortex 90 minut, centrifugace 15000 ot/min po dobu 5 minut

* 10 minut inkubace pri 4°C, opét centrifugace pri stejnych podminek jako
v prvé a nastrik 50 pl vysledného supernatantu primo na systém
UHPLC/HRMS

* Na zakladé studia vyteznosti byl Cas vortexovani ustalen az na
6 hodinach, objem P/IS 400 pl, poté nasledovala jiz jen centrifugace
za stejnych podminek bez inkubace



Analyticka metodika
2. Pocéatecni priprava analytického vzorku

* Cely proces byl také zkousen na systému 10539735 fy Whatman
 TercCiky ur¢ené pro novorozenecky screening
(filtracni papir s vysSim obsahem celuldzy)

* Ponévadz se jedna o mnohem tenci saci vrstvu muze byt doba vortexovani oproti
systému fy Capitainer zkracena na dobu maximalné 3 hodin, doba 2 hodin jiz
postaci

e
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Analyticka metodika
3. UHPLC/HRMS

e Systém Q EXACTIVE FOCUS (Thermo Fisher Scientific) v rezimu plného
skenu (full scan)

e Optimalizovan v rezimu Tune na MS7014 RECIPE® Optimisation Mix
(parentni ionty: 395.325 — D2, 383.331-D3)

 UHPLC Ultima 3000, kolona LUNA®Omega,1.6pm Polar C18, 50 x 2.1mm



Kalibrace

e Kalibrovano na ClinCal®-Calibrator RECIPE
(0—-197 nmol/l/D3, r2 = 0.9964, 0 — 196 nmol/I/D2, r? = 0.9954

e kontrolovano pomoci ClinChek® - Control (serum, Level | s cilovou hodnotou 35.5
nmol/l, bias 11% pro D2, s cilovou hodnotou 37.1 nmol/Il, bias 9.4% pro D3, Level ||
s cilovou hodnotou 103.0 nmol/Il, bias 6.3% pro D2, s cilovou hodnotou 105.0 nmol/I
bias 4.6 % pro D3)

VITAMIN D2-Calibration, kolona LUNA Omega Polar C18 VITAMIN D3-Calibration, kolona LUNA Omega Polar C18
1,2 1,2
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Viysledky - DBS CAPITAINER B

* Ve vzorcich DBS u prvni skupiny 8 dobrovolniku stanoven D, v rozsahu hodnot
22.56 —93.56 nmol/l bez prepoctu na hematokrit

* D, v techto vzorkach detekovan nebyl

* Po optimalizaci doby trepani ad1. byla pro ovéreni na realném vzorku DBS
testovana krev dobrovolnice s jiz podstatné vyssi hodnotou (62.57 nmol/I)
a dale méreny dalsi DBS

* Druha skupina 7 dobrovolniku porovnany hodnoty v séru vs. DBS



Viysledky - DBS CAPITAINER
"o | 250MD3

[ng/l [nmol/I] doba vortex [h]

D 9,06 22,56 1,5

AH 15,74 39,19 1,5

AH29 16,87 40,99 1,5

Ite 12,23 29,72 1,5
11,41 27,73 1,5

M 13,89 33,75 1,5

ME 10,74 26,10 1,5

T 13,14 31,93 1,5

1€ 38,50 93,56 4,0

. 25,75 62,57 4,0



Vysledky - DBS vs. SERUM

* \Ve vzorcich DBS:
D, v rozsahu hodnot 19,64 — 20,56 nmol/| bez prepoctu na hematokrit
D, v rozsahu hodnot 48,68 — 109,26 nmol/| bez prepoctu na hematokrit

* \Ve vzorcich SERUM:
D, v rozsahu hodnot BUDE DOPLNENO nmol/I bez pfepoétu na hematokrit
D, v rozsahu hodnot BUDE DOPLNENO nmol/I bez pfepotu na hematokrit



LS1/DBS

LS2/DBS

MARPLISm_93

MARPLISz_71

MARPLISz_93

VLADPLmM_69

ALSLz_68

AH

250HD2
[ng/l]

38,1189
8,3089
0
8,2235

83,2628

8,4980

83,2687

250HD2
[nmol/I]

19,6476
20,1075
0
19,9009
19,9961
0
20,5653

20,0102

250HD3
[ng/l]

29,1486
26,5299
24,5576
28,4183
26,6676
43,8831
24,8268

19,5521

nebylo testovano

250HD3
[nmol/I]

72,5801
66,0595
61,1484
70,7616
66,4022
109,2689
61,8187

48,6847

250HD2 250HD2 250HD3
[ug/1] [nmol/I] [ug/1]

0 0 15,5658
nebylo testovano

0 0 35,5498

0,2966 0,7177 18,5340

0 0 20,2460

0 0 36,0264

0 0 20,1662

0 0 23,0024

0 0 16,6394

250HD3
[nmol/I]

38,7587

88,5189
46,1497
50,4126
89,7058
50,2139
57,2760

41,4320
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RECIPE ClinChek®-Serum Control, Level [([mean
value 14,7/14.9 pg/L)
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Diskuse a zaver

* Za optimalni hladiny vitaminu D,/D, jsou ¢etnymi odborniky povazovany
hladiny v plasmé/séru kolem 100 nmol/l a vyssi

* Avsak v evropské populaci v€etné nasi jsou nalézany hodnoty bohuzel
bézné nizsi nez 50 nmol/I

* Poznatky z prvé faze vyvoje metody byly Uspésnée vyuzity v nyni
probihajici validacni fazi, ktera zahrnovala pripravu 50 pl aliquott
rekonstituovanych kalibratoru a kontrol hlubokym zmrazenim na -70°C a
jejich postupné promerovani v DBS rezimu Capitainer a Whatman

* Validace DBS kalibraci bez nutnosti stanoveni konvergencniho faktoru
(kapalné vzorky v. DBS/kapilarni krev v. krev vendzni) z prvé faze vyvoje
metody bude nutnym predpokladem pouziti metody v rutinnim rezimu
monitorovani DBS vzorku SirsSi populace zejména v ramci
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* Nevyhoda Whatman teréikd oproti Capitainer diskm "< 7 4892 /Ow
- vét3i polomér, nutnost cely ter¢ik rozstipat = S——
specialnimi stipacimi klestemi na pomeérne velky 3 - e |
pocet malych dilCich terciku - prodlouzeni doby : = ~
centrifugace a celkové doby zpracovani vzorku pred @9577 "5 ks |
extrakci ™50 7C 4 @52022_0‘
| R =
* Nizké nalezy D2 jdou evidentne na konto kvality l\ /l

nutrice dobrovolnikl/pacientt (i kdyZ prozatim —
statisticky nevyznamny pocet), viz prirozené zdroje
D,/Ds.



Dékuji za pozornost!

Podékovani vSem spolupracovnikim Institutu nutrice a diagnostiky — RADANAL, s.r.o0.
za vyborny a vysoce efektivni podil na projektu.

Zvlastni podekovani za dostatecne neocenitelnou vyteCnou pomoc pfi zpracovani
. 4 I\pracle
Ing. Martiné Pliskové, RADANAL, s.r.o.
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