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OZET

Amag: 25-hidroksivitamin D,’iin dl¢iilmesi vitamin D durumunun belirlenmesinde kli-
nik bir belirleyici olarak kabul edilmistir. 25-OH-vitamin D’nin klinik olarak dogru
ol¢iilmesi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Bunun igin bir standardizasyon gerekmekte-
dir ve tandem kiitle spektrometre (LC-MS/MS) yontemi haricindeki yontemler sadece
toplam D vitamini miktarini verirler ve daha az hassastirlar. LC-MS/MS vitamin D
degerlerini dlgmek i¢in altin standart bir yontemdir. Bu ¢alismada buradan yola ¢ikila-
rak LC-MS/MS cihazinda yeni bir yontem gelistirilmis, gegerli kilinmis ve bu yontem
HPLC, RIA, Kemiluminesans yontemleriyle karsilastirilmistir.

Gereg ve yontemler: D,’iin rutin tesbitinde kararli-izotop-isaretli internal standard (IS)
ile beraber isotope-dilution liquid chromatography-tandem mass spektrometre (ID-LC-
MS/MS) kullanilmistir. Buradan elde edilen degerler HPLC , RIA ve kemiluminesans
yontemleriyle karsilagtirilmigtir.

Bulgular: 25-hidroksivitamin D, i¢in 6.5, 24 ve 43 ng/mL derisimlerinde giin i¢i CV
(Belirsizlik katsayisi) sirasiyla 5.3%, 5.5% ve 5.6% olarak bulunmustur. 25-hidrok-
sivitamin D, igin mevcut ydntemin deteksiyon limiti <3,75 ng/mL olarak tesbit edildi.
Yontemin total ¢alisma zamani 4 dakikadir. Yontem karsilastirmasi ¢alismasinda LC-
MS/MS ile en iyi uyumu HPLC yontemi gosterdi ve denklemi y = 4.3822 + 1.0124 x (R’
=0.96) olarak hesapland:.

Sonuglar: LC-MS/MS yoéntemine dayali olarak RIA ve kemiluminesans yontemlerinin
rutin klinik ¢aligmalarda dogrulugunun yeterli olmadig: tesbit edildi. Altin standart
yontem olan LC-MS/MS ile en iyi uyumu HPLC ydnteminin gosterdigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: 25-hidroksivitamin D,, tandem kiitle spektrometre, yoéntem kar-
silastirmasi

ABSTRACT

Objective: Measurement of circulating 25-hydroxyvitamin D, is accepted as the clini-
cal indicator of vitamin D status. It is very important of valid measurement of 25-hy-
droxyvitamin D, as clinical. Therefore there is need a standardization for measurement.
Methods except tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) measure total vitamin D and
are less sensitive. LC-MS/MS is gold standard method for measuring vitamin D values.
On this account we have invented a new method and evaluated this method to measure
the imprecision and the accuracy and compared it with other systems.

Materials and Methods: We used isotope-dilution LC-MS/MS (ID-LC-MS/MS) for
determination of D, with a stable-isotope-labeled internal standard. The values we ob-
tained by ID-LC-MS/MS compared with HPLC, RIA and chemiluminescence methods.

Results: The interassay CVs for 25-hydroxyvitamin D, were 5.3%, 5.5% and 5.6% at 6.5,
24 and 43 ng/mL, respectively. The detection limit of the present method was <3.75 ng/
mL for 25-hydroxyvitamin D,. Total run time was 4 min. Method comparison between
HPLC and LC-MS/MS showed a good correlation: y = 4.3822 + 1.0124 x (R’ = 0.96).

Conclusions: We conclude that methods based on LC-MS/MS should be preferred in
routine clinical work. We got the best results with HPLC acording to the gold standard
method, LC-MS/MS.

Key Words: 25-hydroxyvitamin D, , tandem mass spectrometry, method comparison
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Giris

Yontem degerlendirme ¢alismasinda amag, laboratuvar-
larda uygulanmasi diigiiniilen yeni bir yontemde mevcut
olabilecek analitik hatalarin oranini belirlemektir. Bun-
lar rastgele hata (RH), sistematik hata (SH) ve toplam
hatadir (TH). Bu hatalar1 saptamak i¢in hazirlanmisg
olan deney protokollerine uyularak deneyler yapilir.
Rastgele hata icin; tekrarlanabilirlik deneyleri, sistema-
tik hata i¢in; interferans, geri kazanim ve yontem karsi-
lastirma deneyleri yapilir. Deneysel olarak hesaplanan
hata o derisimde izin verilebilen hata diizeyinden kiiciik
bulundugu takdirde yeni yontemin performansinin ye-
terli olduguna karar verilir [1, 2].

Bir 6n hormon olan D vitamininin kolekalsiferol (D,
vitamini) ve ergokalsiferol (D, vitamini) olmak iize-
re iki kaynag1 vardir. Kolekalsiferol 290-310 nm dalga
boyundaki ultraviole 1sinlarinin etkisiyle deride hay-
vansal kaynakli olan 7- dehidrokolesterolden yapilir ve
bu endojen iiretim D vitamininin temel kaynagidir. Bu
doniisiim deri pigmentasyonu arttik¢a azalirken ultravi-
ole 1s1n1na maruz kalma miktar1 ile dogru orantili olarak
artar. Ergokalsiferol ise bitkisel sterol olan ergosteroliin
irradiasyonuyla olusur ve daha ¢ok siit iiriinlerinin giig-
lendirilmesi amaciyla kullanilir. Vitamin D, ve D, ben-
zer yolla metabolize olduklarindan ortak bir isimle, D
vitamini olarak isimlendirilebilir [3].

25-OH-vitamin D (25(OH)D)nin klinik olarak dogru 6l-
¢lilmesi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Bunun i¢in bir
standartlastirma gerekmektedir ve tandem kiitle spekt-
rometre (LC-MS/MS) yontemi haricindeki yontemler
High Performance Liquid Chromotography (HPLC),
Radyoimmunoassay (RIA), Kemiluminesans yontemle-
ridir ve sadece toplam D vitamini miktarini verirler ve
daha az duyarhdirlar. LC-MS/MS vitamin D degerlerini
6lgmek i¢in altin standart bir yontemdir. Buna ek olarak
immunoassay 6l¢lim yontemleri vitamin D miktarmi D,
vitamini ile olan ¢apraz tepkimelerin azalmasi nedeni
ile yanls dlgiilebilirler. Bu da 6zellikle tedavilerinde D,
vitamini kullanilan hastalarda 6nemlidir. LC/MS/MS
yontemi ise D, ve D, vitamini miktarlarini ayr1 ayr1 tes-
pit edebilen nicel yontemdir. Boylelikle vitamin dozaji
¢ok daha dogru bir sekilde tespit edilebilmektedir. Bu
caligmada buradan yola ¢ikilarak LC/MS/MS cihazin-
da yeni bir yontem gelistirilmis, yontem gegerli kilma
caligmasi yapilmis ve bu yontem HPLC, RIA, Kemilu-
minesans yontemleriyle karsilastirilmistir.

Gerec¢ ve Yontem

25(0OH)D hormon testi igin, API 3200 kiitle spektromet-
rede LC/MS/MS dl¢tim yontemi i¢in yontem degerlen-
dirme caligmasi yapilmistir. Bu yontem HPLC, RIA,
Kemiluminesans Ol¢iim yontemleri ile karsilastirildi.
Calismaya 50 erkek ve 50 kadindan olusan 100 tane
sagliklt goniillii alindi. Bu kigilerin bilinen bir hastalig1
yoktu ve herhangi bir ilag tedavisi almiyorlardi. Biitiin
hastalara Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hasta-
nesi etik kurul arastirma projesi bilgi ve taahhiit formu
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ile r1za formu imzalatilmis, etik komiteden onay alin-
mistir (06/05/2009-17).

Laboratuvarimiza 15 Eyliil 2008-15 Mart 2009 tarihleri
arasinda 25(OH)D o6l¢timii i¢in bagvuran toplam 100 kisi-
den sabah 08.30 — 09.00 aras1 oturur pozisyonda antekiibi-
tal venden diiz tiiplere {iger tiip kan 6rnekleri alind1. 1600
g’de 5 dk santrifiij edildi. Her bir serum 6rnegi 4 ayr1 6rnek
kabina ayrildi, caligma giiniine kadar -80 C°de saklandi.
Her yontemle, 2 paralel numune ¢alisildi ve ortalamalari
alindi. Elde edilen verilerin tanimlanmasinda aritmetik
ortalama (AO), standart sapma (SD) kullanildi. SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for windows
10.0 ve MedCalc istatistik programi kullanildi.

HPLC, RIA, kemiluminesans yontemiyle elde edilen de-
gerler Y eksenine, LC/MS/MS yontemi ile elde edilen
degerler X eksenine yerlestirilerek dogrusal regresyon
grafikleri ¢izilerek regresyon analizleri yapildi.

LC/MS/MS élgitm yontemi

Bu yontem 25-OH-vitamin D, (25(OH)D,) ve 25-OH-
vitamin D, (25(OH)D,) vitaminlerinin serum veya plaz-
mada ekstraksiyondan sonra kantitatif olarak 6l¢tilmesi-
ne dayanir. API 3200 tandem kiitle spektrometresi SkV
voltajinda ve 350°C sicakliginda ¢oziintirliikkle calisan
TurbolonSpray elektrospray kaynakli bir pozitif modda
kullanildi. Analitlerin tesbiti igi MRM modu kullanil-
di. Her analit i¢in bir MRM (multiple-reaction monito-
ring) gecisi ve i¢ standart izlendi. 25(OH)D, i¢in m/z
383.4/211,1; 25(OH)D, i¢in 395.4/209.1; [2H6]-25(OH)
D,(internal standart) igin 407.2/389.4 MRM modu kul-
lanild1.

Ayirma islemi i¢cin Shimadzu Prominence LC {initesi ve
2.1 mm ve 50 mm (5 pm) Phenomenex Luna C8 ters
faz kolonu kullanild1. Hareketli faz i¢in iki farkli ¢oziicii
kullanildi. Hareketli faz A olarak su ve hareketli faz B
olarak ise igerisine % 1 oraninda formik asit eklenmis
asetonitril kullanildi. Akis hiz1 300 pL/dk olarak ayar-
land1 ve her numune igin 50 pL 6rnek enjekte edildi.
Analitleri kolondan elue etmek igin metanol gradien-
ti kullanildi. ik 3 dakika hareketli fazin %70’ A’dan
%30’u B’den alinacak sekilde ayarlandi. Bu 25-hidroksi
metabolitlerinin kolonda tutulmasi i¢in yapildi. Sonraki
1 dakikada eluent A’nin derisimi %95’e ¢ikartildi ve 1
dakika boyunca bu derisim sabit tutuldu. Sonraki 2 da-
kikada ise hareketli fazin %70’i A’”dan %30’u B’den ali-
nacak sekilde ayarlandi. Her 6rnek toplam calisma za-
mani 4 dakika idi. Ornekleri hazirlamak igin ilk olarak
tliplere 200 pl serum (kalibrator, kontrol ve hasta seru-
mu) ve 75 ul i¢ standard konuldu. Daha sonra iizerlerine
1000 pl asetonitril (ACN) ilave edildi ve numuneler 30
saniye vorteks ile karistirildiktan sonra +4 °C’de 10 da-
kika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiipler 13000
devir/dak’da 5 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin izerinde
kalan siipernatant barosilikat tiiplere akratildi ve azot ile
ucuruldu. Daha sonra 6rnekler 100 pl %50’lik ACN ile
¢Oziildii ve numuneler 15 saniye vortekslendi. Tiipteki
orneklerin tamami insertlere aktarildi ve bu insertler vi-
allere konularak cihaza enjeksiyon i¢in verildi.
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Bulgular

Yontem Gecerli Kilma

Dogrusallik ¢aligmasi igin, Sigma Aldrich tarafindan
saglanan iginde 480 ng/mL 25(OH)D, bulunan standard
¢ozeltisi kullanildi. Seyreltmeler i¢cin PBS (Phosphate
Buffer Solution) ¢dzeltisine albiimin katilarak hazir-
lanan seyreltici kullanildi. 480 ng/ml 25(OH)D; igeren
ornekten 240, 120, 60, 30, 15, 7.5, 3.75 ve 1.8 ng/mI’lik
seyreltmeler hazirlandi. Hacimsel seyreltmelerin dogru
yapilmasi ¢ok 6nemli oldugu i¢in 480 ng/ml’lik 6rnekten
seyreltilerek hazirland1 ve her 6rnek iki paralel calisila-
rak sonuglarin ortalamasi alindi. 25(OH)D; i¢in dogru-
sal aralik 1.8-480 ng/ml arasinda bulundu ve denklemi y
=1.0009x —0.9647 (R?=0.9991) idi. Ayrica klinik tanida
onemli olan 1.8-15 ng/ml derisim aralig1 i¢in de dogru-
sal bir egri elde edildi ve denklemi y = 1.0653x — 0.7331
(R?=0.9997) idi (Sekil.1).

Kiitle spektrometresinde gozlenebilme sinir1 (LOD) sin-
yal/gliriiltii oranindan 3 kat biiyiik olarak tanimlanirken
tayin alt sinir1 (LOQ) ise sinyal/giiriiltii oranindan 10 kat
biiyiik olarak tanimlanmaktadir. Tekrarlanabilirlik ¢alig-
masinda (n=10) 4 ng/mL 25(0H)D, igeren en disiik ka-
librator analiz edildiginde sinyal/giiriiltii oran1 >13 olarak
bulundu ve nedenle LOQ 4,8 ng/mL olarak segcildi.
Kesinlik (tekrarlanabilirlik) ¢aligmasi i¢in dncelikle giin
i¢i tekrarlanabilirlik degerlendirildi. Daha sonra giinler-
arasi tekrarlanabilirlik calismasi yapildi. Uretici firma
tarafindan saglanan ti¢ farkli karar seviyesinde kontrol
serumu kullanildi. Kontrol serumlar1 7 6rnek kabina
ayrildi. Giinler arasi degiskenligi gostermek igin her 3
seviyeli kontrol serumu ayni ¢alisma i¢inde arka arkaya
7 kez calisildi. Giinler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligma
sinda ise 3 farkli diizeyde 25(OH)D, igeren kontrol seru-
mu kullanildi. Her seviyedeki kontrol serumu 6rnekleri
herbiri ayr1 ayr1 10 kisma ayrildi ve -20°C’de sakland:.
10 giin boyunca her giin her 3 seviyedeki ornekler ¢ali-
sild1. Yontemimizin ¢alisma i¢i kesinlik deneyinde 1.se-
viye kontrol 25(OH)D3 degerleri icin CV  %5.3, 2.sevi-
ye kontrol 25(0OH)D3 degerleri i¢in % CV (degiskenlik
katsayis1) 5.5, 3.seviye kontrol 25(OH)D3 degerleri igin
CV 9%S5.6 olarak bulundu (Tablo 1). Giinler arasi kesin-

lik deneyinde 1.seviye kontrol 25(OH)D3 degerleri igin
CV %3,2, 2.seviye kontrol 25(OH)D3 degerleri i¢in CV
%4.6, 3.seviye kontrol 25(OH)D3 degerleri i¢in CV
%2.8 olarak bulundu (Tablo 2).

Geri kazanim c¢alismast igin 6.95 ng/ml 25 (OH)D; ige-
ren serum havuzu drnegine depo ¢ozeltiden 3 farkli de-
risimde 25 (OH)D, eklendi ve her bir drnek iki kez 6lgiil-
diikten sonra ortalamalar1 alindi. Her bir havuzdan 900
pl serum ornekleri alindi. Matrisin etkisini bozmamasi
icin (6rnek hacminin % 10unu ge¢meyecek sekilde)
seyreltmelerde kullanilacak toplam hacim 100 pl alind1
ve son hacim 1000 pl tutuldu. Geri kazanim deneyinde
ise %94-%98 arasinda degerler bulundu (Tablo 3).

Dort yontemle elde edilen 25(OH)D o6lgiim sonuglari,
istatistiksel olarak degerlendirildi. Aralarindaki iliski-
yi incelemek amaciyla regresyon analizi yapildi ve bu
iliski korelasyon katsayisi olarak ifade edildi. Her dort
Ol¢tim sisteminden elde edilen degerler Pearson korelas-
yon analizi ile degerlendirildi ve dort yontem arasinda
anlamli bir fark saptandi (p<0.05).

25(0OH)D degerlerine ait AO, SD, minimum ve maksi-
mum degerler Tablo 4’de verilmektedir.

25(OH)D sonuglarinin referans yontem ve HPLC yon-
temi arasindaki dagilimi1 Sekil 2°de gosterildigi gibidir.
Bu iki yontem i¢in yapilan regresyon analizi sonucu; R?=
0.965, a=4.382, b = 1.012 bulundu. Egrinin denklemini
ise y = a + bx denkleminde yerine koydugumuzda ise y
=4.382 + 1.012x (R*= 0.965) olarak bulundu. HPLC yé6n-
temi ile LC/MS/MS yontemi sonuglarinin istatistiksel
olarak farkli olmadig1 kanitlandi (t=-0.865, p= 0.3891).
25(0OH)D sonuglarinin referans yontem ve RIA yontemi
arasindaki dagilim Sekil 3’de gosterildigi gibidir. Bu iki
yontem i¢in yapilan regresyon analizi sonucu R? = (.836,
a=6.257,b=0.593 bulundu. Egrinin denklemini ise y =
a + bx denkleminde yerine koydugumuzda ise y = 6.257
+0.593x (R? = 0.836) olarak bulundu. RIA yontemi ile
LC/MS/MS yontemi sonuglarinin istatistiksel olarak
farkli olmadig1 kanitlandi (t= 3.485, p=0.0007).
25(0OH)D sonuglarinin referans yontem ve Kemilumine-
sans yontemi arasindaki dagilim Sekil 4’de gosterildigi gi-
bidir. Bu iki yontem i¢in yapilan regresyon analizi sonucu;
R?=0.814, a=5.532, b=10.716 bulundu. Egrinin denklemi
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Sekil 1. A. 25(OH)D3 vitamini i¢in 1.8-480 ng/ml i¢in linearite grafigi. B. 25(OH)D3 vitamini i¢in 1.8-15 ng/ml i¢in linearite grafigi
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Tablo 1. Caligma ici kesinlik deneyinde, standart igin elde edilen 25-OH-Vitamin D, degerleri ve calisma i¢i kesinlik deneyi sonuglari

Diizey Ortalama(ng/ml) SD %CV
1 6.2 1.118 5.3
24.45 1.366 55
43.42 2.458 5.6

Tablo 2. Giinler aras: kesinlik deneyinden elde edilen veriler

Diizey Ortalama(ng/ml) SD %CV
1 6.4 1.203 3.2
25.53 1192 4.6
3 45.35 1.220 2.8

Tablo 3. 6.95 ng/mL derisiminde yapilan geri elde caligmasi

1.tip (baseline) 2.tip 3.tip 4. tip

Eklenen 0 12 24 48
Okunan 6.95 18.3 30.7 52.7
Geri elde - 11.35 23.75 45.75
% Geri elde %94 %98 %95

Tablo 4. HPLC, RIA, Kemiluminesans ve LC/MS/MS yontemleriyle galisilan serum 6rneklerine ait veriler

LC/MS/MS HPLC RIA Kemiluminesans
AO (ng/ml) 19.12 21.23 19.27 2213
SD (ng/ml) 10.11 10.01 8.464 11.40
Minimum (ng/ml) 3.29 5.5 4.38 4.47
Maksimum (ng/ml) 40.34 44 38.29 45.9
Sample siz 100
e
Variab Variable
= le X Y
§ & Lowest value 30700 5.5000
£ o Highest value 114,00 90,0000
8 i 00
3 40| Arithmetic mean 27,960 29,4601
I 5
200 Median 21,685 29,4000
0
Ok n . . . . L Standard deviation 23946 18,5175
0O 20 40 60 8 100 120 4
LC/MS/MS (ng/ml) Standard error of the = 2,3946 1,8517
mean

Regression Equation
y =4,3822 +1,0124 x R’=0.965

Intercept A 4,3822
95% CI 1,5837 to 6,8241
Slope B 1,0124
95% CI 0,8088 to 1,2245
Cusum test for li ~ Significant deviation
nearity from linearity
(P<0.05)
80F 200F
2 O 2 +1.96SD
E 40[ +1.96SD % 1001 o 5 148
o 35,5 o 527 oo
5 2 N 3 s e YEL 0 & Mean
- o &go ) Mean | o] SR B
9 0"M—15 Q [ a8, 00t . 17,8
o o » B s @ K oy
3 -20f © 07 2% 196D g S0 & e -1.96SD
= 4of . 325 % ~100p . 792
S e0| £ 1500 ;
R T 206
0 20 40 60 80 100 120 0O 20 40 60 8 100 120
Ortalama ((HPLC+ LCMSMS)/2) Ortalama ((HPLC+LCMSMS)/2)

Sekil 2. A. Vitamin D sonuglarinin referans yontem ve HPLC yontemi arasindaki dagilimi. B. Vitamin D sonuglarinin dagiliminin sayisal
degerleri. C. Vitamin D sonuglarinin referans yéontem ve HPLC yontemi arasindaki Bland Altman grafigi D. Referans yontem ve HPLC yon-
temi arasindaki Vitamin D sonuglarinin % ortalama ile hesaplanmis Blant Altman grafigi.
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120F Sample size 100
Variabl ~ Variabl
100+ eX eY
Lowest value 3,0700  4,3800
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Slope B 0,5933
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Sekil 3. A. Vitamin D sonuglarinin referans yontem ve RIA yontemi arasindaki dagilimi. B. Vitamin D sonuglarinin dagiliminin sayisal
degerleri. C. Vitamin D sonuglarinin referans yontem ve RIA yontemi arasindaki Bland Altman grafigi D. Referans yontem ve RIA yontemi
arasindaki Vitamin D sonuglarinin % ortalama ile hesaplanmis Blant Altman grafigi.

ise y = a + bx denkleminde yerine koydugumuzda ise y =
5.532 + 0.716x (R*= 0.814) olarak bulundu. Kemilumine-
sans yontemi ile LC/MS/MS sonuglarinin istatistiksel ola-
rak farkli olmadigi kanitlandi (t= 2.545, p= 0.0125).

Tartisma

Son 30 yildir kalsiyum homeostazisinin degerlendi-
rilmesinde 25(OH)D metabolitlerinin 6lgiilmesi dnem
kazanmistir. Fakat daha giincel olarak vitamin D me-
tabolitlerinin Olgiilmesi endokrin olmayan bazi fonk-
siyonlarin tanimlanmasinda da kullanilmaktadir [4,5].
Bu nedenle vitamin D durumunun belirlenmesinde hem
endojen hem de eksojen vitamin D metabolitlerinin esit
sekilde dlglilmesi gerekmektedir.

25(0OH)D olgiimiinde ilk kullanilan 6lgtim 1971°de bil-
dirilen vitamin D baglayici protein (DBP)’in baglayici
oldugu kompetitif protein baglama yontemidir [6]. Yon-
temin avantaji DBP’nin 25(OH)D, ile 25(OH)D,’ii esit
olarak tanimasidir. Yontemin kisithlig1r ise dlgiimde
24,25(0H),D, 25,26(0OH),D, 23 lactone gibi diger polar
vitamin D metabolitlerini de kapsamas1 ve 10 giin gibi
uzun inkiibasyon siiresinin olmasidir. Ancak Silisik asit
kromotografisinin kullanildig1 yarigmali protein bagla-
ma yontemi gelistirilerek inkiibasyon siiresi 1 saate dii-
siriilmiistiir [6-8].

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yon-
temi 1977°de gelistirilmistir. Bu yontemde UV absorb-
siyon yolu ile élgiim yapilmaktadir. Interferans veren
lipidleri ve vitamin D metabolitlerini uzaklastirilmasi,
25(OH)D, ve 25(0OH)D;’i 6lgebilmesi en 6nemli avantaj-
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laridir. Ancak bu yontem iyi bir donanim ve deneyim
gerektirmektedir [6,8].

RIA (Diasorin) yontemi 1985’de gelistirilmistir. Bu yon-
tem i¢in ornek saflagtirmast gerekli olmamaktadir. Bu
yontemin uygulamasi kolay ve sonuglart HPLC 6lgiimii
ile uyumludur. yarigmali protein baglama olgiimdeki
gibi 25(OH)D, ile 25(OH)D,’ii esit oranda tanimakta ve
diger polar vitamin D metabolitlerini de kapsamaktadir.
Bu nedenden dolay1 25(OH)D ol¢iimleri %10-20 fazla
bulunmaktadir. RIA (IDS) ydntemi ise 25(OH)D,’e
%100, 25(0OH) D,’ye %75 spesifiktir [6, 8, 9].

ELISA yontemi RIA ve Kompetitif protein baglama ol-
ctimdeki gibi diger polar vitamin D metabolitlerini de kap-
samaktadir (24,25(OH),D, 25,26(0H),D, 23 lactone) [6].
Kemiluminesans yontemi 25(OH)D, ve 25(OH)D; igin esit
oranda 6zglindiir, ancak bu yontemin maliyeti yiiksektir [6].
Sivi Kromatografi Tandem Kiitle Spektroskopisi (LC-MS/
MS) 25(OH)D, ve 25(OH)D,’ii nicel olarak 6lgen bir yon-
temdir.

25(OH)D o6l¢limii icin immunolojik tekniklerin ve kro-
motografik yontemlerin kullanildig1 laboratuvar yon-
temleri son zamanlarda tekrar gézden gecirilmekte-
dir. Birgok yazar 25(0OH)D o6l¢iimiinde uluslararasi bir
standartlastirma gerekliligini savunmakta ve bunun
icin RIA yonteminin klinik degerledirme icin gerekli-
ligini bildirmektedir [10]. Oysa LC/MS/MS yontemi
radyoaktif materyallerin kullanilmadig1 bir yontemdir
ve son derece gercek sonuglar vermektedir. Giliniimiiz-
de MS yontemi daha ¢ok arastirma amagli ¢aligmalar-
da kullanilmaktadir ve rutin laboratuvarlarda yaygin
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Sekil 2. A. Vitamin D sonuglarinin referans yontem ve HPLC yontemi arasindaki dagilimi. B. Vitamin D sonuglarinin dagiliminin sayisal
degerleri. C. Vitamin D sonuglarinin referans yontem ve HPLC yontemi arasindaki Bland Altman grafigi D. Referans yontem ve HPLC yon-
temi arasindaki Vitamin D sonuglarinin % ortalama ile hesaplanmis Blant Altman grafigi.

olmayan bir yontemdir. GC-MS (Gas chromatography
mass spectroscopy) plazmadaki vitamin D metabolit-
lerinin analizinde arastirma amac¢h kullanilmaktadir
fakat analizin karmagiklig1 bu yontemin giindelik kulla-
nima gegmesini engellemistir [11]. LC-MS/MS ile ilgili
son degerlendirmeler bu yontemi bilindik immunassay
yonteme alternatif bir teknik olarak 6nermektedir ve bu
yontemin duyarlilik ve 6zgiinliigiiniin bir ¢ok analit i¢gin
yiiksek oldugunu belirtmektedir. Bu nedenle 25(OH)D,
Ol¢lilmesinde referans yontem olarak gosterilmektedir
[12]. Buradan yola ¢ikarak tarafimizca vitamin D, ve
vitamin D;in 25-hidroksi metabolitlerinin rutin ola-
rak ol¢iilmesinde alternatif bir yontem gelistirildi. Bu
yontemde kiiclik miktarlarda numune (100 pL) yeterli
olmaktadir. Ayrica numune hazirlik asamasi kolay ve
otomatik olabilmektedir. Bu yontemle 24 saatte 210 has-
ta calisilabilmekteyken Zoe Maunsel ve arkadaglarinin
yontemiyle 180 numune ¢alisilabilmektedir ve ayrica
bu yontemden daha pratik olarak uygulanabilmektedir
[13]. Biz yontemimizi tam olarak gegerli kildik ve rutin
tanisal kullanima soktuk. Bu yontemle 100 saglikli go-
niilliiniin 25(OH) D, ve 25(OH) D, degerlerini olgtiik ve
rutinde kullanimlar1 olan RIA, HPLC ve Kemiliimine-
sans yontemleriyle karsilastirdik.

LC/MS/MS i¢in yapmis oldugumuz yontem gegerli kil-
ma ¢alismasinda 25(OH)D, i¢in dogrusal araligi 1.8-480
ng/ml arasinda bulduk. Ayrica klinik tanida 6nemli olan
1.8-15 ng/ml derisim aralig1 i¢cin de dogrusal bir egri elde
ettik. Zoe M. ve arkadaglarinin yapmis oldugu yontem
gegerli kilma galismasinda ise dogrusal aralik 1.6-102.5
ng/ml olarak bulunmustur [13]. Amy K. ve arkadaslari-
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nin yapmi§ oldugu yontem gecerli kilma c¢alismasinda
ise dogrusal aralik 1.0-100.0 ng/ml olarak bulunmustur
[14]. Yontemimizin dogrusallik ¢alismasinda determi-
nasyon katsayisi (R?) 0.9991 olarak bulunurken, Michael
V. ve arkadaslarinin dogrusallik ¢aligmasinda bu deger
0.9996 olarak bulunmustur [15].

Geri kazanim deneyinde ise biz degeri %94-%98 ara-
sinda bulduk. Zoe M. Ve arkadaglarinin yapmis oldugu
geri kazanim deneyinde ise bu deger %91-%110 olarak
bulunmustur [13]. Amy K. ve arkadaslarinin yapmis
oldugu geri kazanim deneyinde ise %86-%92 arasinda
bulunmustur [14]. Tsugawa N. ve arkadaslarinin calis-
malarinda ise % 103.8 olarak bulunmustur [16].
Yontemimizin kesinlik ¢alismasinda ise 6.5, 24.45 ve
43.42 (ng/ml) derisimleri i¢in giin i¢ci CV degerleri sira-
styla %5.3, %5.5 ve %5.6 olarak bulunurken, giinler ara-
st CV degerleri sirastyla %3,2, %4.6 ve %2.8 olarak bu-
lundu. Zoe M. Ve arkadaslarinin yapmis oldugu kesinlik
caligmasinda giin i¢i CV degerleri 6.4, 14 ve 30 (ng/ml)
derisimleri i¢in sirasiyla %6.2, %3.5 ve %5.2 olarak bu-
lunurken, giinler arast CV degerleri 22 ve 35 (ng/ml) de-
risimleri i¢in sirastyla %5.1 ve %5.6 olarak bulunmustur
[13]. Amy K. ve arkadaglarinin yapmis oldugu kesinlik
caligmasinda giin i¢ci CV degerleri %6.0-%8.0 olarak
bulunurken, giinler aras1 CV degerleri %7.7-%9.8 olarak
bulunmustur [14]. Michael V. ve arkadaslarinin yapmis
oldugu kesinlik calismasinda ise giin ici CV degerleri
5.8 ng/ml derisimi i¢in %12, 26.5 ng/ml derigimi igin %
7.8 olarak bulunmustur [15]. Tsugawa N. ve arkadaslari-
nin ¢aligmalarinda ise giin i¢i CV degeri % 5.7, giinler
arast CV degeri ise % 2.5 olarak bulunmustur [16].
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Dort yontemle elde edilen 25(OH)D, 6lgiim sonuglari,
istatistiksel olarak degerlendirildi. Her dort 6lglim siste-
minden elde edilen degerler Pearson korelasyon analizi
ile degerlendirildi ve dort yontem arasinda anlamli bir
fark saptandi (p<0.05). Referans yontem LC/MS/MS
yontemi ile diger yontemleri karsilagtirdigimizda HPLC
yonteminin sonuglarinin LC/MS/MS ile benzer oldugu
tesbit edilirken diger yontemler olan RIA ve kemilumi-
nesans ile farkli oldugu tesbit edildi.

Bizim ¢aligmamizda HPLC yontemini LC/MS/MS refe-
rans yontemi ile karsilastirdigimizda y-kestirim degerini
4.38, egim degerini 1.012 (%95 giiven aralig1 0.80-1.22)
olarak bulduk. Gary L. ve arkadaslarinin yapmis oldugu
yontem karsilagtirmasinda ise y-kestirim degeri -4.82,
egim degeri ise 1.01 olarak bulunmustur [17]. Her iki yon-
temle sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmekte-
dir. Gary L. ve arkadaslar1 ise vitamin D metabolitlerinin
dogru ol¢iilmesinde LC/MS/MS ve HPLC yontemlerinin
tercih edilmesi gerektigini savunmaktadir [17].

RIA yontemini LC/MS/MS referans yontemi ile karsilas-
tirdigimizda y-kestirim degerini 6.25, egim degerini 0.59
(%95 giiven aralig1 0.51-0.67) olarak bulduk. Amy K. ve
arkadaslarinin yapmis oldugu yontem karsilastirmasinda
ise referans yontem olarak RIA alinmis ve LC/MS/MS ile
karsilastirildiginda  y-kestirim degeri -1.74, egim degeri
ise 0.97 (%95 giiven araligi 0.88-1.05) olarak bulunmustur
[14]. Alan H. Terry ve arkadaslarinin yaptigi calismada
ise referans yontem olarak yine RIA alinmig ve LC/MS/
MS ile karsilagtirildiginda y-kestirim degeri -8.96, egim
degeri ise 0.76 olarak bulunmustur [18]. Michael V. ve ar-
kadaglariin yaptig1 ¢aligmada ise referans yontem olarak
yine LC/MS/MS alinmis ve RIA ile karsilastirildiginda
y-kestirim degeri -4.0, egim degeri ise 1.25 olarak bulun-
mustur [15]. Bizim sonuglarimiz ve bu ¢alismalarin so-
nuglart RIA’nin dlgiimlerinin LC/MS/MS’ten daha fazla
oldugunu gostermektedir. Bu da RIA’nin vitamin D’nin
diger metabolitleri ile capraz reaksiyon verdigini goster-
mektedir ve RIA total vitamin D’yi 6lgerken LC/MS/MS
yalnizca 25(OH)D;,’li 6lgmektedir.

Kemiluminesans yontemini LC/MS/MS referans yon-
temi ile karsilastirdigimizda y-kestirim degerini 5.53,
egim degerini 0.71 (%95 giiven aralig1 0.55-0.88) olarak
bulduk. Alan H. Terry ve arkadaslarinin yaptig1 calis-
mada ise referans yontem olarak kemiluminesans alin-
mis ve LC/MS/MS ile karsilagtirildiginda  y-kestirim
degeri -2.97, egim degeri ise 1.22 olarak bulunmustur
[18]. Bu iki sonu¢ da kemiluminesans yonteminin LC/
MS/MS yonteminden yiiksek sonuglar verdigini goster-
mektedir. Bu da kemiluminesans yontemin total 25(OH)
D’yi 6lgmesinden kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak LC/MS/MS’te bizim gelistirdigimiz yon-
tem hem pratik hem de vitamin D metabolitlerini ayr1
ayr1 dogru bir sekilde ve uygun bir maliyette Slcebil-
mektedir. Bu nedenle bu yontemin rutin laboratuvar-
larda kullaniminin yayginlastirilmast yalniz vitamin
D igin degil diger analitlerin de bu yontemle dogru bir
sekilde olgiilebilmesinden dolay1 6nerilmektedir. Fakat
bu yontemle yapilan 6lgiimler iyi bir deneyim gerektir-
diginden laboratuvar yoneticilerinin bu konudaki yeterli
egitimi saglamalar1 gerekmektedir.
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