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D VITAMINI VE
OLCUM YONTEMLERI

D vitamini eksikligi kuresel bir salgin olarak adlandiriimaktadir. Son vyillardaki
calismalar Vitamin D’nin mineral metabolizmmasi disinda ikincil etkilerinin
dnemi Uzerinde yogunlasmaktadir. Bunedenle 25-OH-vitamin D (25(OH)D)’nin
klinik olarak dogru olctimesi cok buylUk énem arz etmektedir. Son dénem
yeni jenerasyon yontemler arasinda farklilik 25-OH Vitamin D &lcimunun zor
oldugunu gostermistir. LC-MS/MS yontemi ve metodolojisi Uzerine yapilan
calismalar sonucunda LC-MS/MS ile 25-OH-Vitamin D dlcimU Joint Comittee
for Traceability in Laboratory Medicine (JCTLM) tarafindan “referans metod”
olarak kabul gérmustur
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D vitamini; yagda eriyen vitaminler grubunda olup, endojen
olarak uygun biyolojik ortamda sentezlenebilmelerinden do-
layl hormon ve hormon éncUleri olarak kabul edilen bir grup
steroldUr. En 6nemli etkisi kalsiyum ve fosfor metabolizmast ile
kemik mineralizasyonu Uzerinedir. Bununla birlikte son yillarda,
D vitamini eksikligi ile yetersizliginin yaygin kanser, kardiyovas-
kuler hastaliklar, metabolik sendrom, enfeksiydz ve otoimmun
hastaliklar da dahil olmak tzere bir cok kronik hastalik patoge-
neziyle iliskili oldugu saptanmustir (1,2).

D vitamini eksikligi kuresel bir salgin olarak adlandiril-
maktadir (3). Ingiltere’de yakin zamanda vapilan bir calis-
mada; kis ve bahar dénemlerinde eriskin populasyonun
%50’sinden fazlasinda D vitamini yetersizligi, %16’sinda
da ciddi D vitamini eksikligi saptandigi rapor edilmistir
(4). Son yillarda Ucar ve arkadaslarinin yaptiklari bir calis-
mada; Ankara bdlgesinde oldukca yuksek oranda (%51,8)
D vitamini eksikligi ve %20,7 oraninda D vitamini yetersiz-
ligi tespit edilmistir (5).

Bir 6n hormon olan D vitamininin kolekalsiferol (D3 vita-
mini) ve ergokalsiferol (D2 vitamini) olmak Uzere iki kay-
nagdi vardir. Kolekalsiferol 290-310 nm dalga boyundaki
ultraviole 1sinlarinin etkisiyle deride hayvansal kaynakli
olan 7-dehidrokolesterolden sentezlenir ve vicuttaki bu
endojen Uretim D vitamininin temel kaynagidir. Bu do-
nUsum deri pigmentasyonu arttikca azalirken, ultraviole
Isinina maruz kalma miktari ile dogru orantili olarak da
artar. Ergokalsiferol ise bitkisel sterol olan ergosteroln
irradiasyonuyla olusur ve daha cok sut Urdnlerinin glc-
lendirilmesi amaciyla kullanilir. Vitamin D3 ve D2 benzer
yolla metabolize olduklarindan ortak bir isimle, D vitami-
ni olarak adlandirilirlar (6).

Deride yapilan veya diyetle alinan D vitamini biyolo-
jik olarak aktif degildir. Dolasimdaki D vitamini, vitamin
D baglayici protein (DBP) ile karacigere tasinmakta ve
karacigerde 25 hidroksilaz enzimi ile 25 hidroksivita-
min D’ye [25(0OH)D], daha sonra da bobreklerde 1-alfa
hidroksilaz enzimi ile biyolojik olarak aktif form olan ve
kalsitriol olarak da bilinen 1,25 dihidroksivitamin D’ye
[1,25(0H),D] dénusmektedir. 1-alfa hidroksilaz enzimi D
vitamini sentezinde anahtar enzimdir. Bu enzimin dtzen-
lenmesinde parathormon (PTH), kalsiyum (Ca), fosfor ve
fibroblast growth faktor 23 (FGF 23) rol oynamaktadir
(3,7). 1,25(0H),D ince barsak, bobrek ve diger dokular-
da bulunan vitamin D reseptorleri Uzerinden etkisini
gosterir. Ince barsaktan Ca absorbsiyonunu arttirarak,
bobreklerden de Ca kaybini azaltarak genel fonksiyonu
olan kan kalsiyum duzeyini korur. Ayrica 1,25(0OH),D vi-
tamininin, hucre proliferasyonunu inhibe edici, terminal

diferansiyasyonu uyaricl, anjiogenezi inhibe edici, insulin
Uretimini uyarici ve renin Uretimini inhibe edici biyolojik
etkileri mevcuttur (7,8). D vitamini ve metabolitleri bircok
dokuda bulunan 24 hidroksilaz enzimi tarafindan inakti-
ve edilerek safra yoluyla atilmaktadir (Sekil 1), (3,9).

Sekil 1: Vitamin D biyosentezi
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Bireysel vitamin D dUzeylerini degerlendirmek icin yari
omrl 2-3 hafta olan, hem vitamin D alimini hem de en-
dojen yapimi godsteren 25(0OH)D duzeyine bakiimalidir.
Biyolojik aktif form 1,25(0OH),D ideal 6lctm icin uygun
degdildir. Cunkl yari 6mrU 4-6 saat kadar kisa ve dola-
simdaki duzeyleri 25(0OH)D’den 1000 kat daha dusuk-
tdr. D vitamini eksikligi ve yetersizliginin tanimlanmasi
ve 25(0OH)D duzeyinin normal aralhidinin saptanmasi
icin bircok calisma yapilmistir. Bu calismalarin isiginda,
25(0OH)D duzeyi ve yorumu Tablo T de &zetlenmistir
(3,8).

Tablo 1: Serum 25(OH)D Duzeyi (ng/mL)

SEBL‘-.\I _2 S5(OH)D YORUM
DUZEYI (ng/mL)
<20 ng/mL Eksiklik
21-29 ng'mL Yetersizlik
>30 ng/mL Yeterli
(Tercih Edilen 40-60
ng/mL)
>150 ng/mL Intoksikasyon
D Vitamini Diizeyine Hangi Durumlarda Bakilmahdir?
. Kemik hastaligi olan kisiler (osteomalazi, os-
teoporoz, paget vs.).
. D vitamini eksikligini dustndtren kas-iskelet
sistemine ait semptomlari olan kisiler
. D vitamini eksikligi ve yetersizligi konusunda

risk faktorleri olanlar (koyu tenli kisiler, glines 1s1§in-
dan yeterince vyararlanamayanlar, yaslilar, obezler,
kisa aralikla stk hamile olanlar, emziren kadinlar, ma-
labsorbsiyon durumlari, antikonvulsan ve glukokorti-
koid ilac kullanimi vs.).



Vit D 6lciminde esas olarak iki ana metadoloji kulla-
nilmaktadir. Bunlar; kompetitif immunoassayler (RIA,
enzyme immunoassay, chemiluminescent immunoas-
say (CLIA), electrochemiluminescence immunoassay
(ECLIA) ve competitive protein binding assay) ve kim-
yasal tespit yontemleridir. Kimyasal tespit yontemlerinin
temelini kromatografik ayirma sonrasinda immunolojik
olmayan direkt tespit olusturmaktadir (HPLC ve LC-MS/
MS). Her iki ydbntemin de avantajlari ve dezavantajlari ol-
masinin yanisira bu yontemler arasinda temel fark HPLC
ve LC-MS/MS’ in 250HD, ile 250HD, G ayirabilmeleridir.

Likit Kromatografi-Kiitle Spektrometre (LC-MSMS)

Kutle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir
alanda hareket eden yuklU partiktlleri kutle/yuk (m/z)
oranlarina gore diger yukli partiktllerden ayirt ederek
analizleme esasina gore calisan cihazlardir. Molekuller
normalde yUuklU partiktller degillerdir. Kitle spektromet-
releri iyonizasyon islemi ile molekulleri uyararak yuklu
iyonize molekuller haline dénutsturarler. YUkl molekudller
stabil olmayip, diger molekdllerle veya bir yUzey ile temas
ettikleri zaman fragmentlerine parcalanir ve yuklerini
kaybederler. Olusan her bir iyon, spesifik bir molekuler
kUtleye ve yUke sahiptir ve m/z degerlerinin yodunluga
(intensite) karsi gosterildigi bir spektrum ile bilesik tanim-
lanmaktadir.

Kutle spektrometreleri iyon kaynagina giren butdn bile-
sikleri ayristirir ve iyonlastirir. Organik bilesiklerin icerisin-
de cok fazla sayida molekll mevcuttur ve hepsinin kiutle
fragmenti izlenir. Bu nedenle iyi bir spektrum elde etmek
amaciyla belirli bir stirede sadece saf bir bilesigin kutle
spektrumunu almak gereklidir. Secimliligi yukseltmek ve
deteksiyon limitlerini artirmak icin kitle spektrometresin-
den (MS)den &énce numunenin ekstraksiyon, derivatizas-
yon, kromatografik ayristirmalar gibi bazi én muamele-
lerden gecirilmesi gereklidir. Bunun icin en uygun yoén-
temlerden birisi iki veya daha fazla analitik teknigin art
arda (tandem) baglanmasidir (Likit Kromatografi-Kutle
Spektrometresi: LC-MS).

Analiz hizini artirmak, kompleks karisimlarda deteksi-
yon limitini artirmak, cogunlukla 6n islemlere gereksinim
kalmadan kompleks karisimlarin hizli, hassas ve selektif
olarak analizini yapmak icin iyon yolunda birden fazla MS
bulunabilir (Sekil 2).
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Sekil 2: LC-MS/MS.

Bu sistemlerde, komponentler arasinda “collision cham-
ber” (Carpisma odasl) bulunmaktadir. Birinci kutle ana-
lizorde secilen ana iyon (parent) “collision chamber”da
argon gibi inert bir gaz etkisiyle fragmentlerine ayris-
tirilmakta (yavru iyon, daughter ion) ve bu fragment-
ler tekrar ikinci kutle analizorde analizlenmektedirler
a0,1m), (Sekil 3).

Sekil 3 : Kutle spektrometresinde bolimler
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Kutle spektrometresinde kantitatif dogruluk analitik isle-
min baslangicinda eklenen uygun internal standart (IS) ile
saglanir. Secilen IS’In ilgilenilen bilesigin kimyasal yapisi-
na uygun olmasi gerekir. Boéylece IS'in fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin, bilinmeyen maddeninki ile uyumlu olmasi
saglanir. Bu sebeple déteryumla isaretlenmis bilesiklerin
IS olarak kullanimi yaygindir. Bir bilesigin analizinde kulla-
nilan déteryumlanmis IS’ In tek farki bir veya birkac hidro-
jen atomu yerine déteryum atomlarinin gecmis olmasidir
(10,12).

KUtle spektrometrelerinin biyokimyada kullanimi 1956 yi-
linda steroidlerin analizi ile baslamis, 1960’11 yillarda pep-
tid ve nukleosidlerin sekans analizleri gerceklestirilmistir.
ilk defa 1966 vilinda Tanaka ve arkadaslarinin gaz kroma-
tografi-kutle spektrometresi (GC-MS) ile izovalerik aside-
miyi tanimlamalariyla birlikte cihaz metabolik hastalikla-
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rin tanisinda kullaniimaya baslamistir (13). 1980°li yillarda
tandem kutle spektrometresi (TMS) gelistirilmis ve bircok
alanda kullanima sunulmustur. Guntmuzde LC-MS/MS’in
tip alaninda kullanimi gittikce artan bir éneme sahiptir.
YUksek hassasiyeti ve glvenilirligi, analiz stUresinin kisa
olmasi ve bilgisayar kontroll programlar sayesinde, kUtle
spektrometreleri artik bircok hastaligin tanisina yaklasim-
da son derece kuvvetli bir analitik teknik haline gelmistir.

25-OH-vitamin D (25(0OH)D)’nin klinik olarak dogru olcul-
mesi cok buyuk dnem arz etmektedir. Bunun icin bir stan-
dartlastirma gerekmektedir. DEQAS (Vitamin D External
Quality Assessment Scheme) sonuclarina gbdre; serum
25-OHD duzeylerinde 6lcim metodlarina bagli olarak la-
boratuvarlar arasi degiskenlikler mevcuttur. Bu degisken-
liklerin nedeni; molekulun hidrofobik ve lipofilik yapisinin
matriks etkisine yol acmasi, D Vitamini Baglayici Protein
(DBP)e guclu sekilde baglanmasi nedeniyle deproteini-
zasyon prosedurleri gerektirmesi, dolasimda cok dusuk
konsantrasyonlarda (nanomolar) olmalari ve D, ve D,’Un
benzer yapisal 6zelliklerinin metadolojik problemlere ne-
den olmasidir (14,15).

Yakin zamana kadar vitamin D &lcimuunde kabul edilmis
bir referans yontem prosedurd (RMP) mevcut degildi.
LC-MS/MS yontemi ve metodolojisi tizerine yapilan calis-
malar ve 2010 yilinda Tai ve arkadaslari tarafindan gelis-
tirilen aday referans metod calismasi sonucunda, LC-MS/
MS ile vit D 6lcumU Joint Comittee for Traceability in La-
boratory Medicine (JCTLM) tarafindan “referans metod”
olarak kabul gérmustar (16.17). Ayrica US National Ins-
titute of Standards and Technologies (NIST), 25(OH)D,
ve 25(0OH)D, iceren etanol bazl iki kalibratér standard
referans materyal (SRM 2972) ve RMP olarak ortaya ko-
nan LC-MS/MS ile degerleri belirlenmis olan dort adet
serum bazli standart referans materyelini de (SRM 972)
kullanima sunmustur. Bunun sonucunda ydntemler arasi
uyumu en cok etkileyen sorunlardan biri olan kalibrasyon
sorununun ortadan kalkmasi éngdrulmustir (18,19,20).
Referans bir yontem ve sertifikali referans malzemelerin
kullanimi élcim yontemlerinin standardizasyonu ve kar-
silastirilabilirligini saglayacaktir. Gintmuzde, NIST (Nati-
onal Institute of Standardsand Technology) standard re-
ferans materyali (SRM) ve referans 6lcim prosedurlerinin
kullanima girmesiile laboratuvarlar arasi 6lcim degdisken-
ligi giderek azalmaktadir.

Vitamin D élcimunde ilk kullanilan dlcim yontemi 1977de
bildirilen Vitamin D binding protein’nin baglayici oldugu
kompetitif protein baglama yodontemidir (21). Yontemin
avantaji DBP'nin 25(OH)D, ile 25 (OH)D,'U esit olarak

tanimasidir. Yontemin kisithligr ise élcamde 24,25(0H) D,
25,26 (OH) D, 23- Lactone gibi diger polar vitamin D me-
tabolitlerini de kapsamasi ve 10 gun gibi uzun inklUbasyon
sUresinin olmasidir. Ancak Silisik asit kromotografisinin
kullanildigr kompetitif protein baglama yontemi gelisti-
rilerek inkUbasyon suresi 1 saate dustrdlmustur (21-23).

1977'de High Performance Liquid Chromotography
(HPLC) gelistirilmistir. Bu yontemde UV absorbsiyon yolu
ile 6lcim yapiimaktadir. Yontemin avantajlari; interferans
veren lipidlerin ve vitamin D metabolitlerinin uzaklastir-
masi, 25(0H)D, ve 25(0OH)D,'i ayri ayri 6lcebilmesi, sta-
bil, spesifik, cost-effective ve tekrarlanabilirliginin yuk-
sek olmasidir (21,23). Yontemin dezavantajlari ise iyi bir
donanim ve deneyim gerektirmesi, ekipman maliyeti ve
numune miktarinin fazla olmasi, hazirlayici kromatografi
gerektirmesi, interferans yapici UV bilesiklerden etkilene-
bilmesi ve test sonu¢lanma sdrensinin uzun olmasidir.

1985'te RIA (Diasorin) gelistirilmistir. Bu yontem icin or-
nek saflastirmasi gerekli olmamaktadir. Bu yéntemin uy-
gulamasi kolay ve sonuclari HPLC 6élcimu ile koreledir.
Hizli, ucuz ve dogru ydntemlerdir. interferanslar yoktur
ve numune miktarl azdir. Ancak radyoaktif ve kimyasal
atik olusturmalari, 24,25(OH)D3, 24,25(0OH)D,, ve 25(0OH)
D,-26,23-lactone gibi polar vitamin D metabolitleri ile
capraz reaksiyon vermesi olcimlerin %10-20 daha yUk-
sek verilmesine neden olmaktadir. RIA (IDS) yontemi ise
25(0H)D,’e %100, 25(0H) D,'ve %75 spesifiktir (21,23, 24).

ELISA yontemi RIA ve Kompetitif protein baglama 06l-
cumdeki gibi diger polar vitamin D metabolitlerini de
kapsamaktadir (24,25(0H) D, 25,26(0H) D, 23-lactone)
@n

Tum dunyada artan vitamin D test sayilari laboratuvarlari
daha basit ve hizli sonuc¢ veren kemiluminesans yontem-
leri kullanmaya yoneltmis olsa da, bu ydontemlerinde bir-
takim dezavantajlari mevcuttur (Tablo 2);

Tablo 2: Immunoassay -D vitamini 6lcimU avantaj ve dezavan-
tajlar

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI

O Kullammu kolay, otomatize sistemler

0 Omek hazirhgina gerek vk

0O Kolay LIS baglantisa

O Ek laboratuvar uzmanligma gerek yok

0O Ekipman, reaktif temini kolay

0O EQC programlarmda diger kit
kullamcilan ile performans
kargilagtinilabilmesi

O Reakeiflerin yoksek maliyett

O Analitik sletim aralifi dar olmasy
O Standardizasyon sorunlan

Q Utetici firma bagimhhig

O Interferansa efilimli

O Spesifite problemleri (Hangi metabolit

7
O 25(0H)D2 ve 25(OH)D3 ayrm??




Son vyillarda “altin standard yéntem” olarak kabul edilen
LC-MS/MS, internal standard kullaniimasindan ve meta-
dolojiden dolayl daha dogru ve kesin sonuclar vermekte-
dir. LC-MS/MS yéntemi, 25-OH-vitamin D, (25(0H)D,) ve
25-OH-vitamin D, (25(OH)D,) vitaminlerinin serum veya
plazmada ekstraksiyondan sonra kantitatif olarak élcul-
mesine dayanir. Bu da ozellikle tedavilerinde D, vitamini
kullanilan hastalarda dogru sonuc elde etmek ve tedavi-
nin takibi acisindan énemlidir.

Ayrica 2004 yilinda Kamao ve arkadaslari tarafindan 25-
(OH)D’nin izomerizasyon sonrasinda 3-epi-25-(OH)D
epimerini olusturdugu tespit edilmistir (25). Bu epimer
bebekler ve &zellikle bir yasindan klcUk cocuklarada 25-
(OH)D duzeyinin énemli bir kismini olusturmaktadir (26).
Vitamin D duzeylerinin dogru bir sekilde belirlenebilmesi
icin bu epimerik formlarin birbirinden ayirdedilmesi ge-
rekmektedir. LC-MS/MS kullanilarak bu epimerik formun
kromatografik olarak ayrimi mumkundur.

Tablo 3: LC-MS/MS ile vitamin D 6lcUmanin avantaj ve
dezavantajlart;

AVANTAJLARI

QO Bir 6rnekte birden fazla analit dlcimu

O 25(0H)D3 ve 25(0H)D2‘U ayri ayri
Slcebilmesi

O Sensitivitenin yiiksek olmasi

QO Spesifite problemlerinin minimum

olmasi

Analitik 6lctim araliginin genis olmasi

Dustk presizyon ve yiiksek performans

gostermesi

Primer internal standart kullanimi ile

yuksek stabilite

interferans ve matriks etkisinin minimum

olmasi

Numune miktarinin az olmasi

DEZAVANTAJLARI

QO Baslangi¢ cihaz maliyetinin yuksek
olmasi

O Yuksek deneyimli ve donanimli personel
gerektirmesi

O Metod gelistirme ve validasyon
gerektirmesi

O Diger kullanicilarla karsilastirma
problemleri

O O O 0O

2012 Yilinda Farrell J. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada (27), randomize secilen 170 hasta érnedi uy-
gun sartlarda bolinerek saklanmis ve bu drneklerden;

e 2 farkll LC-MS/MS yontemi

« RIA

« 5 farkli immunoassay (CLIA) kullanilarak
O Dusuk ve yuksek serum havuzu hazirlanmis
O Herydntem 5 tekrarli 5 gun calisiimistir.

Calismadan elde edilen verilere gore farkli yontemlerin
korelasyon katsayisi, pearson precision ve bias korelas-
yon acisindan degerlendirilmesi sonucu Tablo 3'de, pre-
cision calismasi ise Tablo 4'de dzetlenmistir. Bu sonuclara
gore LC-MS/MS ile yapilan olctmlerde gun ici ve gtnler
arasi %CV’lerin dustk, presizyonun ise yUuksek oldugu go-
ralmektedir.
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Tablo 4: Yontemlerin korelasyon katsayisi, pearson preci-
sion ve bias korelasyon acisindan degerlendirilmesi.

RIA

0.968 0.985 0.983
Immunoassay 1 0.848 0.931 0.910
Immunoassay 2 0.898 0.954 0.942
Immunoassay 3 0.949 0.954 0.995
Immunoassay 4 0.908 0.942 0.955
Immunoassay 5 0.657 0.679 0.968
LCMSMS 1 0.995 0.997 0.998
LCMSMS 2 0.994 0.996 0.998

Tablo 5: Precision calismasi

METOD MEAN Within Run Between Run
(nmol/L) %CV %CV
RIA 28 5.5 7.9
Immunoassay 1 34 5.4 6.3
Immunoassay 2 30 2.0 7.4
Immunoassay 3 25 9.7 18.3
Immunoassay 4 30 10.2 8.8
Immunoassay 5 15 12.1 19.0
LCMSMS 1 30 4.7 2.1
LCMSMS 2 28 2.5 22
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Sonuc olarak;

e Sonyillardaki calismalar Vitamin D’nin mineral metabolizmasi disinda ikincil etkilerinin &nemi Gzerinde yogunlas-
maktadir.

¢ Vitamin D’nin otoimmun hastaliklar, kanser, enfeksiyon ve kardiyovaskuler mekanizmalar Uzerinde koruyucu ve
onleyici bir etkisi oldugunu dustundurmektedir.

e GUnUmuzde Kklinik acidan 25-OH Vitamin D’nin dogru olarak élctimesi dnemlidir.

* Son ddnem yeni jenerasyon yontemler arasinda farklilik 25-OH Vitamin D &élcimundn zor oldugunu gdstermistir.
* Laboratuvarlar 25-OH vitamin D 6lcim metodlarini

Dogruluk (Accuracy)

Precision

Verimlilik

Maliyet

OIS S

is akislarina gore

Secmeliler ve mutlaka cok dikkatli bir sekilde metodlarini valide etmelidirler.

e SUpheli Immunoassay sonuclari mutlaka LCMSMS ile dogrulanmalidir.
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