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ÖZET

Amaç:  Vitamin D, hücre büyümesinde, ba¤›fl›kl›k sisteminde ve metabolizmada çeflitli ifllevlere

sahiptir. Vitamin D eksikli¤i, rikets ile iliflkili olup bunun yan›nda immun sistem hastal›klar›, kanser,

kalp krizi (MI), diyabet ve bulafl›c› hastal›klar›n riskini artt›rmaktad›r. Bu çal›flman›n amac›, analiz

edilmek üzere al›nan plazma örne¤ine ait saklama flartlar›n›n s›v› kromatografi-ard›fl›k kütle

spektrometresi (LC-MS/MS) ile tayin edilen vitamin D testi üzerine etkilerini araflt›rmakt›r.

Gereç ve Yöntem:  Ankara Numune E¤itim ve Araflt›rma Hastanesi (A.N.E.A.H) polikliniklerine baflvuran

hastalardan rastgele al›nan kan örnekleri K2-EDTA içeren tüplere (n=35)  konulup 30 dakika içerisinde

santrifüj edildikten sonra plazmalar› üç porsiyona ayr›ld›.  Çal›flma için üç grup oluflturuldu. Grup 1 oda

s›cakl›¤›nda saklanan 35 örnek, grup 2 buzdolab›nda 2-8°C’de saklanan 35 örnek ve grup 3, -80°C’de

dondurulmufl halde saklanan 35 örnek olarak ayr›l›p vitamin D analizleri bir gün sonra s›v› kromatografi-

tandem kütle spektrometresi ile Ankalab Laboratuvar›nda gerçeklefltirildi. 

Bulgular: Statistical Package for the Social Sciences (SPPS) versiyon 15 ile Wilcoxon testi kullan›larak

yap›lan istatistiksel analizde Grup 3’e ait vitamin D de¤erleri Grup 1 ve 2 ye k›yasla anlaml› olarak

yüksek bulunurken (her ikisi için p<0.001) Grup 1 ve 2’ nin Vitamin D de¤erleri aras›nda istatistiksel

bir fark gözlenmemifltir (p=0.051). 

Sonuç: Buna göre s›v› kromatografi-ard›fl›k kütle spektrometresi ile gerçeklefltirilen vitamin D analiz-

lerinde ayn› gün içerisinde çal›flma yap›lmayacaksa plazma örneklerinin analizin gerçeklefltirilece¤i

zamana dek dondurulmas› elde edilen sonuçlar aç›s›ndan daha anlaml› olacakt›r. 

Anahtar Sözcükler:  Vitamin D; ard›fl›k kütle spektrometresi
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ABSTRACT

Objective:  Vitamin D has several functions in cell growth, immunity, and metabolism. Vitamin D

deficiency has been associated with rickets. In deficient states, there is a higher risk for autoimmune

diseases, cancers, myocardial infarction, diabetes, and infectious diseases. The aim of the present

study was to investigate the effect of storage conditions for vitamin D analysis by liquid-
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).

Materials and Methods: Blood samples (n=35) were randomly obtained on K2-EDTA containing tubes

from the subjects referred to Ankara Numune Training and Education hospital polyclinics. Plasma was

obtained by centrifugation and three aliqouts were stored. According to the study design, three

different groups were constituted.  Group 1 consisted of  plasma samples stored at room temperature

(n=35), Group 2 consisted of  plasma samples stored at 2-8°C (n=35) and group 3 consisted of

plasma samples stored at -80°C (n=35). Vitamin D analysis was performed by liquid-chromatography

tandem mass spectrometry at Ankalab Laboratory on the next day. 

Results:  Statistical analysis was performed by Wilcoxon test with SPSS v15. Group 3 vitamin D results

were significantly higher than both Group 1 and 2 (for both p<0.001). There was no statistically

difference between Group 1 and 2 vitamin D results (p=0.051).

Conclusion:  According to these results, if the plasma samples are not to be analyzed on the same

day,  vitamin D analysis by  liquid-chromatography tandem mass spectrometry will be more reliable by

freezing plasma samples immediately after centrifugation.

Key Words:  Vitamin D; tandem mass spectrometry

Akgöl E. ve ark.

alt›ndaki serum vitamin D de¤erleri eksiklik,

32 ng/mL’nin alt›ndaki vitamin D de¤erleri

ise yetersizlik olarak bildirilmektedir (4).

Vitamin D ölçümlerinin do¤ru olarak yap›l-

mas› klinik aç›dan önem tafl›maktad›r.

‹nsan serumunda 25-OH vitamin D3’ün

dayan›kl›l›¤›na iliflkin laboratuvar flartlar›nda

yap›lm›fl çok az say›da çal›flma bulunmakta

olup genellikle don-çöz iflleminin etkisini

inceleyen çal›flmalar mevcuttur (5).

Vitamin D analizlerinde s›v› kromatografi

ard›fl›k kütle spektrometresi yöntemi kesin

sonuçlar veren bir teknik olup bu yöntem ile

yap›lan ölçümlerde s›cakl›k gibi analiz öncesi

bir de¤iflkenin analiz sonuçlar›na etkisi net

olarak bilinmemektedir. Bu çal›flman›n amac›

klinik laboratuvarlarda s›cakl›k de¤iflkeninin

LC-MS/MS yöntemi ile 25-OH vitamin D3

analiz sonuçlar›na etkisini araflt›rmakt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Kullan›lan Malzemeler ve Çözeltiler

Metanol (HPLC Grade, Merck, Katalog No:

26301108-914 Almanya), Asetonitril (gas

chromatography SupraSolv® Merck Katalog

No: 1000172500, Almanya), 25-OH vitamin

G‹R‹fi

Vitamin D, kalsiyum ve fosfor metabolizmas›

ile iliflkili olan lipid yap›da bir vitamindir (1).

Vitamin D’nin iki ana flekli hayvani kaynak-

lardan gelen kolekalsiferol (vitamin D3) ve

bitkisel kaynaklardan gelen ergokalsiferol

(vitamin D 2) dür. Kolekalsiferol, temel olarak

deride, morötesi [Ultraviyole (UV)] ›fl›¤›n etkisi

ile (295-315 nm) dalga boyunda üretilir. 

Vitamin D, dolafl›mda ba¤lay›c› proteine ba¤-

lan›r ve 25-hidroksi flekline dönüfltürüldü¤ü

karaci¤ere tafl›n›r. 25-OH vitamin D 3’nin %85’i

vitamin D ba¤lay›c› proteine, %15’i albumine

ba¤l› olup %0.03’ü serbest flekildedir. Temel

vitamin D formundan farkl› olarak 25-OH

vitamin D, depo flekli olup besinlere ba¤l›

durumun de¤erlendirilmesinde bir belirteç

olarak kabul edilmektedir (2).

Vitamin D eksikli¤i yetiflkinlerde osteoporoz

ve osteomalazi, çocuklarda rikets ile iliflkili-

dir (1). Yak›n zamanda yap›lan çal›flmalar,

vitamin D’nin tip 1 diyabet, kan bas›nc›

yüksekli¤i ve baz› kanserlerin önlenmesin-

deki rolünü ortaya koymufltur (2). 

Genel toplum kesiminin %30-50’sinde vitamin

D eksikli¤i tespit edilmifltir (3). 12 ng/mL 
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fiekil 1.  Bir hasta serumunda elde edilen kromato-

gramlar (Solda 25-OH Vitamin D 3, sa¤da 25-

OH Vitamin D2).

ve 300°C s›cakl›¤›nda çal›flan "atmospheric

pressure chemical ionisation" (APCI) kaynakl›

bir pozitif durum kullan›ld›. Sprey gaz bas›n-

c›=60, Kurutucu gaz bas›nc›=0, "Declustering

Potential" (DP)=40, "Collision Energy" (CE)=50,

"Collision Cell Exit Potential" (CXP)=4,

"Nebulizer Current" (NC)=5, "Collisionally

Activated Dissociation" (CAD)=5, "Curtain

Gas"=10, "Dwell time"=400 ms olarak ayar-

land›. Analizi yap›lacak maddelerin tesbiti

için "multiple reaction monitoring" (MRM)

durumu kullan›ld› ve pikler elde edildi

(fiekil 1).

Her madde için bir MRM geçifli ve iç stan-

dart izlendi. 25-OH vitamin D3 için m/z

383.4/211,1; 25-OH vitamin D 2 için 395.4/

209.1; [2H6]- 25-OH vitamin D3 için 407.2/

389.4 MRM durumu kullan›ld›. Ay›rma

islemi için Shimadzu Prominence SIL LC-20

(Japonya) marka kromatografi ünitesi ve 

LC-MS/MS ile Vitamin D Ölçümünde Stabilite

D3 (≥98.0% (HPLC) Sig ma Katalog No: H4014,

Almanya), [2H6]- 25-OH vitamin D3 (Medical

Isotopes Katalog No: D21706, A.B.D), 25-OH

vitamin D2 (≥98.0% (HPLC)  Sigma Katalog

No: 17937, Almanya), Formik Asit (98-100%

Suprapur® Merck Katalog No: 1116701000,

Almanya), Phenomenex Luna C8 50 x 2.1

mm (5 µm) kolon (HPLC Brand Katalog No:

00A-4040-B0 A.B.D).

Vakalar›n Seçimi

Bu çal›flmaya, 2011 Ekim-2011 Aral›k tarih-

leri aras›nda Ankara Numune E¤itim ve

Araflt›rma Hastanesinin çeflitli poliklinikle-

rine baflvuran hastalardan rastgele 35 hasta

dahil edilmifltir. Bu hastalardan K2-EDTA

içeren 3 ayr› tüpe kan al›nd›. Çal›flma için 3

ayr› grup belirlendi. 

Grup 1: Oda s›cakl›¤›nda bekletilmifl

örnekler (n=35)

Grup 2: Buzdolab›nda 2-8°C’de bekletilen

örnekler (n=35) 

Grup 3: -80°C’de dondurulmufl örnekler

(n=35)

Örnek haz›rlanmas›

Kan örnekleri al›nd›ktan hemen sonra alümin-

yum folyo ile sar›l›p 4000 devirde 10 dakika

santrifüj ifllemi sonras› plazma örnekleri

ayr›ld›. Bu ay›rma ifllemi 30 dakika içerisin-

de tamamlanm›fl olup gruplarda belirtilen

flartlara uygun olarak analiz zaman›na kadar

(bir gün sonra) saklama ifllemi gerçeklefl-

tirildi. Etik kurul onay›, Ankara Numune

E¤itim ve Araflt›rma Hastanesi Etik Kuru-

lundan 14.09.2011 baflvuru tarih ve 236-

2011 s›ra numaras› ile al›nd›.

S›v› kromatografisi-ard›fl›k kütle

spektrometresi

25-OH vitamin D3 analizi, Ankalab Labora-

tuvarlar›nda Sahillio¤lu ve ark. bildirdi¤i yön-

teme göre yap›lm›flt›r (6). K›saca, ABSCIEX

marka API 3200 üçlükuadrupol kütle spek-

trometresi (A.B.D) cihaz›nda 5kV voltaj›nda 
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BULGULAR  

Üç gruba ait 25-OH vitamin D3 sonuçlar›n›n

ortalamalar› ve standart sapmalar› Tablo 1’

de verilmifltir.

Grup 1: Oda s›cakl›¤›nda bekletilmifl

örnekler (n=35)

Grup 2: Buzdolab›nda 2-8°C’ de bekletilen

örnekler (n=35) 

Grup 3 :– 80°C’ de dondurulmufl örnekler

(n=35)

Gruplara ait ölçülen de¤erler grafik halinde

fiekil-2’ de verilmifltir.

SPPS v 15 ile Wilcoxon testi kullan›larak

yap›lan istatistiksel analizde Grup 3’e ait

vitamin D de¤erleri Grup 1 ve 2 ye k›yasla

anlaml› olarak yüksek bulunurken (her ikisi

için p<0.001) Grup 1 ve 2’ye ait Vitamin D

de¤erleri aras›nda istatistiksel bir fark göz-

lenmemifltir (p=0.051) (fiekil 3).

fiekil 2.  Gruplar aras›nda 25-OH vitamin D3 de¤erlerinin

çubuk grafi¤i.

Tablo 1.  Gruplara ait ortalama 25- OH vitamin D3
sonuçlar›.

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Ortalama 10.1(±2.15) 6.87(±2.89) 28.6(±3.16)

(±SD) (µg/L)

% Fark 64.6 75.9 0

% Fark D e¤eri -80°C’de saklanan örnekler baz al›narak

hesaplanm›flt›r.

2.1 mm ve 50 mm uzunlu¤unda 5 µm

çap›nda Phenomenex Luna marka C8 ters

faz kolonu kullan›ld›. Hareketli faz için iki

farkl› y›kama çözeltisi kullan›ld›. Hareketli

faz A olarak su ve hareketli faz B olarak ise

içerisine %1 oran›nda formik asit eklenmifl

asetonitril kullan›ld›. Ak›fl h›z› 300 µL/dakika

ve her numune için 50 µL örnek sisteme

verildi. Analizi yap›lmak istenen maddeleri

kolondan y›kamak için metanol aflamal›

de¤iflimi kullan›ld›. ‹lk 3 dakika hareketli

faz›n %70’i A’dan %30’u B’den gidecek

flekilde ayarland›. Bu ak›fl flemas›, 25-

hidroksi metabolitlerinin kolonda tutulmas›

için yap›ld›. 1 dakika içerisinde hareketli faz

A’ n›n deriflimi %95’e ç›kart›ld› ve 1 dakika

boyunca bu deriflim sabit tutuldu. Sonraki

2 dakikada ise tekrardan hareketli faz›n

%70’i A’dan %30’u B’den gidecek sekilde

ayarland›. Her örnek için toplam çal›flma

zaman› 4 dakika idi. Örnekleri haz›rlamak

için ilk olarak ependorflara 200 µL serum

(kalibratör, kontrol ve hasta serumu) ve 75

µL iç standart konulur. Daha sonra üzer-

lerine 1000 µL asetonitril (ACN) ilave edildi

ve numuneler 30 saniye kar›flt›r›ld›ktan sonra

+4°C’de 10 dakika bekletildi. Bekleme iflle-

minin ard›ndan tüpler 13000 devirde 5

dakika çevrildi. Tüplerin üzerinde kalan s›v›

k›s›m borosilikat tüplere aktar›ld› ve azot

gaz› alt›nda uçuruldu. Daha sonra örnekler

100 µL %50’lik ACN ile çözüldü ve numu-

neler 15 saniye kar›flt›r›ld›. Tüpteki örnek-

lerin tamam› "insert"lere aktar›ld› ve bu "vial"

lere konularak cihaza analiz için verildi. 

S›v› kromatografisi-ard›fl›k kütle spektromet-

risi ile 25-OH vitamin D 3 ölçümünde do¤ru-

sall›k 240 ng/mL için %100, 7.5 ng/mL için

%94 olarak, gün-içi kesinlik %5, günler aras›

kesinlik %6,7 ng/mL; geri elde %94-98

civar›nda olup hemoliz ve lipemi giriflimine

rastlanmam›flt›r.

Çal›flman›n sonuçlar› Statistical Package for

the Social Sciences (SPSS) v 13 program›n-

da kutu grafi¤i ile gösterilmifltir.

Akgöl E. ve ark.
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Grup 3

fiekil 3.  Gruplar aras›nda vitamin D 3 düzeylerine iliflkin

box-plot grafi¤i.

TARTIfiMA

‹nsan kan›nda 25-OH vitamin D3’ün analiz

öncesindeki aflamada dayan›kl›l›¤› ile ilgili

bilgi bulmak zordur. T›bbi laboratuvar örnek

al›m önergeleri, örne¤in dondurulmas›, suni

›fl›ktan ve tekrarlayan don-çöz ifllemlerinden

uzak tutulmas›n› istemektedirler. Öte yandan

besin endüstrisi, vitamin D3’ün ya¤ ve süt

gibi do¤al kaynaklardaki dayan›kl›l›¤›n›n çok

yüksek oldu¤unu bildirmektedirler. Wielders

ve ark. 8 farkl› kan örne¤ini 6°C’de ve oda

s›cakl›¤›nda ›fl›ktan koruyarak bekletmifller,

oda s›cakl›¤›nda suni ›fl›¤a maruz b›rakm›fl-

lar ve 4 kez don-çöz ifllemi gerçeklefltirerek

antikor temelli yöntem ile analiz yapan ticari

kit (Roche Cobas E601 25-OH vitamin D3)

ile 25-OH vitamin D 3 düzeylerini ölçmüfller-

dir (7).

Bu çal›flmada vitamin D3 ölçümü için al›nan

serum örne¤inin 4°C de 7 güne kadar sakla-

nabilece¤ini ve 4 kez don-çöz ifllemine kadar

düzeylerinin de¤iflmeyece¤ini rapor etmifller-

dir. Bu antikor temelli yöntem ile yap›lan

çal›flma sonucu oda s›cakl›¤›nda D vitamini

dayan›kl›l›¤›n› "kaya gibi sa¤lam" ifadesiyle

editöre mektup fleklinde bildirmifllerdir (7).

Remijn ve ark. yapt›¤› bir çal›flma da ise tek

bir bireyden 200 mL kan al›nm›fl, serum

ayr›l›p -20°C de saklanm›fl, 5 kez don-çöz

ifllemi yap›lm›fl, suni ve UV ›fl›¤a maruz b›ra-

k›lm›fl, dolapta ve oda s›cakl›¤›nda bekle-

tilmifl ve total 25-OH vitamin D düzeyleri

(25-OH vitamin D 3 ve D2) kütle spektromet-

resi ile analiz edilmifltir. Oda s›cakl›¤›nda ve

buzdolab›nda ›fl›ktan korunarak saklanan

örneklerin vitamin D düzeylerinin de¤iflme-

di¤i, do¤rudan günefl ›fl›¤›na maruz b›rakma-

n›n ise de¤erleri düflürdü¤ünü bildirmifller-

dir (8).

Bizim çal›flmam›zda da grup 1 ve 2’deki

numuneler oda s›cakl›¤›nda ve buzdolab›n-

da saklanm›fl ve 2-8°C’de örneklerin muha-

faza edilmesinin oda s›cakl›¤›nda saklama

kofluluna göre istatistiksel olarak bir farkl›l›k

ortaya koymad›¤› anlafl›lm›flt›r (p=0.051).

Ba¤lay›c› yöntem ile vitamin D3 düzeylerini

ölçüldü¤ü di¤er bir çal›flmada 11 kez don-

çöz ifllemi yap›lm›fl olup ölçüm sonuçlar›n-

da ciddi bir de¤iflim olmad›¤› rapor edilmifl-

tir (5).

Drammeh ve ark. yapt›¤› di¤er bir çal›flmada

ise 35 adet tam kan örne¤i, serum örne¤i

ayr›lmadan 3 gün 32°C’de ve kan al›nd›ktan

2 saat içinde serumu ayr›lacak flekilde

saklanm›flt›r. Bu örneklerden biyokimyasal

parametreler çal›fl›lm›flt›r. Vitamin D düzey-

leri, "Radyoimmunanaliz (RIA)" ile tayin edil-

mifltir. Serumun ayr›l›p 7 gün dondurulma-

mas› vitamin D de¤erlerinde %7 oran›nda

art›fla yol açm›flt›r (9).

Bu çal›flmada örnek al›m›n› takiben örne¤i -

80°C’de dondurmak düzeylerin korunmas›

için gerekli olarak bulunmufltur.

Vitamin D ile ilgili uzman görüflleri, örnek

al›nmas›n› takiben özütleme ifllemi gerçek-

lefltirilmedi¤i takdirde vitamin D’nin tam

kan halinde proteinlere ba¤l› kald›¤›n› ve

dayan›kl›l›¤›n› korudu¤u yönündedir (10).

Vitamin D, 9-10 numaral› karbonlarla göste-

rilen bir sekosteroid vitamin yap›s›ndad›r.

Vitamin D 2 formu, bitki sterolü olan ergoste-

rolden köken alan 28 karbonlu bir molekül

yap›s›na sahip olup Vitamin D3 kolesterolden

oluflan 27 karbonlu yap›dad›r. Vitamin D2,

ekstra metil grubu ve 22. ve 23. karbon 

LC-MS/MS ile Vitamin D Ölçümünde Stabilite
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aras›nda çift ba¤ içermesi ile yap›sal olarak

Vitamin D 3‘ten ayr›l›r. Vitamin D kimyasal

yap›s›n›n merkezinde cis-triene yap›s› yer

al›r. Vitamin D’ye ait bu eflsiz yap› molekü-

lün; UV ›fl›nlar›, s›cakl›k art›fl› ve serbest

radikaller gibi çeflitli d›fl etkenler ile oksidas-

yona duyarl› hale gelmesine yol açmaktad›r

(11). 25. karbona ait yan zincirlerde hidrok-

silasyon ve halka yap›s›ndaki 1. karbondaki

de¤iflim sonucu Vitamin D’nin aktivasyonu

gerçekleflirken 23, 24, 26 numaral› karbon

atomlar›nda oluflan bir seri oksidatif reaksi-

yonlar sonucunda, Vitamin D metabolik

aktivitesini kaybedip farkl› sterol türevlerine

dönüflmektedir. Bu çal›flmada Grup 1 ve 2

deki düflük olarak ölçülen sonuçlar›n nedeni

bu moleküler yap›n›n bozulmas› olabilir (12).

Örneklerin -80°C d›fl›nda, oda s›cakl›¤› veya

2-8°C‘de saklanmas›, steroid yap›n›n halka-

sal özelli¤inin de¤iflerek farkl› sterol türev-

lerine dönüflmesi ve analizi yap›lmak iste-

nen maddenin kütlesinin de¤iflmesi sonucu

LC-MS/MS sisteminde saptanamamas› ile

sonuçlanabilir.

Bu çal›flmada bulunan sonuca göre vitamin

D analizlerinde dayan›kl›l›¤›n sa¤lanmas› için

al›nan numunenin uygun ifllemlerden sonra

dondurulmas› gereklidir.

D vitamini analizinde ideal ölçüm flartlar›n

sa¤lanmas› için analizin her safhas›nda ölçüm

sonuçlar›n› etkileyen de¤iflkenlerin saptan-

mas› ve daha ayr›nt›l› çal›flmalar yap›lmas›

gerekmektedir.

Teflekkür

Bu çal›flma Ankara Ankalab Laboratuvar›n-

da gerçeklefltirilmifltir.
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