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OZET

Amacg: Vitamin D, hiicre buyumesinde, badisiklik sisteminde ve metabolizmada cesitli islevlere
sahiptir. Vitamin D eksikligi, rikets ile iliskili olup bunun yaninda immun sistem hastaliklari, kanser,
kalp krizi (MI), diyabet ve bulasici hastaliklarin riskini arttirmaktadir. Bu calismanin amaci, analiz
edilmek 1tizere alinan plazma Ornegdine ait saklama sartlarinin sivi kromatografi-ardisik Kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) ile tayin edilen vitamin D testi lizerine etkilerini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi (A.N.E.A.H) polikliniklerine basvuran
hastalardan rastgele alinan kan Ornekleri K2-EDTA iceren tiiplere (n=35) konulup 30 dakika icerisinde
santrifiij edildikten sonra plazmalarn g porsiyona ayrildi. Calisma icin ti¢ grup olusturuldu. Grup 1 oda
sicakliginda saklanan 35 Ornek, grup 2 buzdolabinda 2-8°C’de saklanan 35 Ornek ve grup 3, -80°C’de
dondurulmus halde saklanan 35 6rnek olarak ayrilip vitamin D analizleri bir giin sonra sivi kromatografi-
tandem Kiitle spektrometresi ile Ankalab Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Bulgular: Statistical Package for the Social Sciences (SPPS) versiyon 15 ile Wilcoxon testi kullanilarak
yapilan istatistiksel analizde Grup 3’e ait vitamin D degderleri Grup 1 ve 2 ye kiyasla anlamh olarak
yiiksek bulunurken (her ikisi icin p<0.001) Grup 1 ve 2’ nin Vitamin D degerleri arasinda istatistiksel
bir fark gdézlenmemistir (p=0.051).

Sonuc: Buna gore sivi kromatografi-ardisik Kiitle spektrometresi ile gerceklestirilen vitamin D analiz-
lerinde ayni giin icerisinde calisma yapilmayacaksa plazma Orneklerinin analizin gerceklestirilecedi
zamana dek dondurulmasi elde edilen sonuclar acisindan daha anlamh olacaktir.

Anahtar Sozciikler: Vitamin D; ardisik kiitle spektrometresi
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ABSTRACT

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

GiRig

Vitamin D, kalsiyum ve fosfor metabolizmasi
ile iliskili olan lipid yapida bir vitamindir (1).
Vitamin D’nin iki ana sekli hayvani kaynak-
lardan gelen kolekalsiferol (vitamin Ds) ve
bitkisel kaynaklardan gelen ergokalsiferol
(vitamin D) diir. Kolekalsiferol, temel olarak
deride, morétesi (Ultraviyole (UV)) 1s1din etKisi
ile (295-315 nm) dalga boyunda tretilir.

Vitamin D, dolasimda baglayici proteine bag-
lanir ve 25-hidroksi sekline dontistiiraldugt
karacigere tasinir. 25-OH vitamin D 3'nin %85’
vitamin D baglayici proteine, %15’i albumine
bagl olup %0.03'l1 serbest sekildedir. Temel
vitamin D formundan farkh olarak 25-OH
vitamin D, depo sekli olup besinlere bagh
durumun degderlendirilmesinde bir belirteg
olarak kabul edilmektedir (2).

Vitamin D eksikligi yetiskinlerde osteoporoz
ve osteomalazi, ¢cocuklarda rikets ile iligkili-
dir (1). Yakin zamanda yapilan calismalar,
vitamin D’nin tip 1 diyabet, kan basinci
yuksekligi ve bazi kanserlerin édnlenmesin-
deki rolunti ortaya koymustur (2).

Genel toplum kesiminin %30-50’sinde vitamin
D eksikligi tespit edilmistir (3). 12 ng/mL
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altindaki serum vitamin D degerleri eksiklik,
32 ng/mL’nin altindaki vitamin D degerleri
ise yetersizlik olarak bildirilmektedir (4).
Vitamin D oOl¢iimlerinin dogru olarak yapil
masi klinik agidan dnem tasimaktadir.

insan serumunda 25-OH vitamin Ds'iin
dayanikliligina iliskin laboratuvar sartlarinda
yapimis ¢ok az sayida c¢alisma bulunmakta
olup genellikle don-¢6z isleminin etKisini
inceleyen calismalar mevcuttur (5).

Vitamin D analizlerinde sivi kromatografi
ardisik kiitle spektrometresi yontemi Kkesin
sonuglar veren bir teknik olup bu yontem ile
yapilan ol¢iimlerde sicaklik gibi analiz dncesi
bir degiskenin analiz sonuc¢larina etkisi net
olarak bilinmemektedir. Bu calismanin amaci
Klinik laboratuvarlarda sicaklik degiskeninin
LC-MS/MS yéntemi ile 25-OH vitamin D:z
analiz sonugclarina etkisini arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Kullamlan Malzemeler ve Cozeltiler

Metanol (HPLC Grade, Merck, Katalog No:
26301108-914 Almanya), Asetonitril (gas

chromatography SupraSolv® Merck Katalog
No: 1000172500, Almanya), 25-OH vitamin
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D3 (=98.0% (HPLC) Sigma Katalog No: H4014,
Almanya), (2H6)- 25-OH vitamin D 3 (Medical
Isotopes Katalog No: D21706, A.B.D), 25-OH
vitamin D2 (298.0% (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 pm) Kolon (HPLC Brand Katalog No:
00A-4040-BO A.B.D).

Vakalann Secimi

Bu calismaya, 2011 Ekim-2011 Aralik tarih-
leri arasinda Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesinin c¢esitli poliklinikle-
rine basvuran hastalardan rastgele 35 hasta
dahil edilmistir. Bu hastalardan Ky-EDTA
iceren 3 ayn tiipe kan alindi. Calisma icin 3
ayr grup belirlendi.

Grup 1: Oda sicakliginda bekletilmis
Ornekler (n=35)

Grup 2: Buzdolabinda 2-8°C’de bekletilen
ornekler (n=35)

Grup 3: -80°C’de dondurulmus Ornekler
(n=35)

Omek haziHanmasi

Kan ornekleri alindiktan hemen sonra altimin-
yum folyo ile sarilip 4000 devirde 10 dakika
santrifilj islemi sonrasi plazma Ornekleri
ayrildi. Bu ayirma islemi 30 dakika icerisin-
de tamamlanmis olup gruplarda belirtilen
sartlara uygun olarak analiz zamanina kadar
(bir giin sonra) saklama islemi gercekles-
tirildi. Etik Kkurul onayi, Ankara Numune
Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kuru-
lundan 14.09.2011 basvuru tarih ve 236-
2011 sira numarasi ile alindi.

Siv1 kromatografisi-ardisik kiitle
spektrometresi

25-OH vitamin Dz analizi, Ankalab Labora-
tuvarlarinda Sahillioglu ve ark. bildirdigi yon-
teme goOre yapilmistir (6). Kisaca, ABSCIEX
marka APl 3200 uclukuadrupol kiitle spek-
trometresi (A.B.D) cihazinda 5kV voltajinda

LC-MS/MS ile Vitamin D Olgtimiinde Stabilite

ve 300°C sicakhiginda calisan "atmospheric
pressure chemical ionisation" (APCI) kaynakl
bir pozitif durum kullanildi. Sprey gaz basin-
c1=60, Kurutucu gaz basinci=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-
landi. Analizi yapillacak maddelerin tesbiti
icin "'multiple reaction monitoring" (MRM)
durumu Kkullanildi ve pikler elde edildi
(Sekil 1).

Her madde icin bir MRM gecisi ve i¢ stan-
dart izlendi. 25-OH vitamin D3 icin m/z
383.4/211,1; 25-OH vitamin D 5 icin 395.4/
209.1; (2H6)- 25-OH vitamin D3 icin 407.2/
389.4 MRM durumu kullanildi.
islemi icin Shimadzu Prominence SIL LC-20
(Japonya) marka kromatografi tlinitesi ve

Ayirma
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Bir hasta serumunda elde edilen kromato-
gramlar (Solda 25-OH Vitamin D 3, sagda 25-
OH Vitamin Dp).

Sekil 1.
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2.1 mm ve 50 mm uzunlugunda 5 pm
capinda Phenomenex Luna marka C8 ters
faz Kolonu Kkullanildi. Hareketli faz icin iki
farkli yikama c¢o6zeltisi kullanildi. Hareketli
faz A olarak su ve hareketli faz B olarak ise
icerisine %1 oraninda formik asit eklenmis
asetonitril kullanildi. Akis hizi 300 pL/dakika
ve her numune icin 50 pL 6rnek sisteme
verildi. Analizi yapilmak istenen maddeleri
kolondan yikamak icin metanol asamali
degisimi kullanildi. ilk 3 dakika hareketli
fazin %70’i A’dan %30’'u B’den gidecek
sekilde ayarlandi. Bu akis semasi, 25-
hidroksi metabolitlerinin kolonda tutulmasi
icin yapildi. 1 dakika icerisinde hareketli faz
A’ nin derisimi %95’e cikartildi ve 1 dakika
boyunca bu derisim sabit tutuldu. Sonraki
2 dakikada ise tekrardan hareketli fazin
%70’i A’dan %30’u B’den gidecek sekilde
ayarlandi. Her Ornek icin toplam calisma
zamam 4 dakika idi. Ornekleri hazirlamak
icin ilk olarak ependorflara 200 pL serum
(kalibrator, kontrol ve hasta serumu) ve 75
pL i¢ standart konulur. Daha sonra uzer-
lerine 1000 pL asetonitril (ACN) ilave edildi
ve numuneler 30 saniye Karistinldiktan sonra
+4°C’de 10 dakika bekletildi. Bekleme isle-
minin ardindan tupler 13000 devirde 5
dakika c¢evrildi. Tuplerin tlizerinde kalan sivi
kisim borosilikat tiiplere aktarildi ve azot
gazi altinda uguruldu. Daha sonra Ornekler
100 pL %50’lik ACN ile ¢6zuldii ve numu-
neler 15 saniye kanstirildi. Tiipteki Ornek-
lerin tamam ‘insert'lere aktarildi ve bu "vial'
lere konularak cihaza analiz i¢in verildi.

Sivi kromatografisi-ardisik kiitle spektromet-
risi ile 25-OH vitamin D 3 6l¢timiinde dogru-
sallik 240 ng/mL igin %100, 7.5 ng/mL igin
%94 olarak, gun-igi kesinlik %5, gunler arasi
kesinlik %6,7 ng/mL; geri elde %94-98
civarinda olup hemoliz ve lipemi girisimine
rastlanmamuistir.

Calismanin sonugclan Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) v 13 programin-
da Kkutu grafigi ile gosterilmistir.
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BULGULAR

Ug¢ gruba ait 25-OH vitamin D3 sonuglarinin
ortalamalar ve standart sapmalan Tablo 1’
de verilmistir.

Tablo 1. Gruplara ait ortalama 25- OH vitamin D3

sonuglari.
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ortalama 10.1(£2.15) 6.87(x2.89) 28.6(+3.16)
(+SD) (pg/L)
% Fark 64.6 75.9 0

% Fark D egeri -80°C’de saklanan ornekler baz alinarak
hesaplanmustir.

Grup 1: Oda sicakliginda bekletilmis
Ornekler (n=35)

Grup 2: Buzdolabinda 2-8°C’ de bekletilen
ornekler (n=35)

Grup 3 :— 80°C’ de dondurulmus 6rnekler
(n=35)

Gruplara ait Olculen degerler grafik halinde
Sekil-2’ de verilmistir.

25-OH vitamin D3 (ng/L)

30.00
25.00
20.00°
15.00 & 25-OH vitamin D3 (ng/L)
10.00

5'00- '

0.00+ T i

Grupl Grup2 Grup3

Sekil 2. Gruplar arasinda 25-OH vitamin D3 degerlerinin
cubuk grafigi.

SPPS v 15 ile Wilcoxon testi Kkullanilarak
yapilan istatistiksel analizde Grup 3’e ait
vitamin D degerleri Grup 1 ve 2 ye Kiyasla
anlamli olarak yuksek bulunurken (her ikKisi
icin p<0.001) Grup 1 ve 2’ye ait Vitamin D
dederleri arasinda istatistiksel bir fark goz-
lenmemistir (p=0.051) (Sekil 3).
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Sekil 3. Gruplar arasinda vitamin D 3 diizeylerine iliskin
box-plot grafidi.

TARTISMA

Insan kaninda 25-OH vitamin Dz’iin analiz
oncesindeki asamada dayanikhhd: ile ilgili
bilgi bulmak zordur. Tibbi laboratuvar érnek
alim Onergeleri, 6rnegin dondurulmasi, suni
1siktan ve tekrarlayan don-¢6z islemlerinden
uzak tutulmasini istemektedirler. Ote yandan
besin endiistrisi, vitamin Dz'lin yag ve siit
gibi dogal kaynaklardaki dayaniklih@inin ¢cok
yuksek oldugunu bildirmektedirler. Wielders
ve ark. 8 farkli kan 6rnegini 6°C’de ve oda
sicakhiginda 1siktan koruyarak bekletmisler,
oda sicakliginda suni 1s1da maruz birakmis-
lar ve 4 kez don-¢6z islemi gerceklestirerek
antikor temelli yontem ile analiz yapan ticari
kit (Roche Cobas E601 25-OH vitamin Dz)
ile 25-OH vitamin D 5 dtizeylerini 6lgmiisler-
dir (7).

Bu calismada vitamin D 3 6l¢iimi i¢in alinan
serum Ornegdinin 4°C de 7 gline kadar sakla-
nabilecegini ve 4 kez don-¢6z islemine kadar
duiizeylerinin degismeyecedini rapor etmigler-
dir. Bu antikor temelli yontem ile yapilan
calisma sonucu oda sicakhidginda D vitamini
dayanikliligin1 "kaya gibi sadlam' ifadesiyle
editére mektup seklinde bildirmislerdir (7).

Remijn ve ark. yaptidi bir calisma da ise tek
bir bireyden 200 mL kan alinmis, serum
ayrilip -20°C de saklanmis, 5 kez don-¢6z
islemi yapilmisg, suni ve UV 1s1da maruz bira-
Kilmis, dolapta ve oda sicakliginda bekle-

LC-MS/MS ile Vitamin D Olgiimiinde Stabilite

tilmis ve total 25-OH vitamin D duzeyleri
(25-OH vitamin D 3 ve D») kiitle spektromet-
resi ile analiz edilmistir. Oda sicakhginda ve
buzdolabinda i1siktan Kkorunarak saklanan
orneklerin vitamin D diizeylerinin degisme-
digi, dogrudan gunes 1sigina maruz birakma-
nin ise degerleri dusurdiigini bildirmisler-
dir (8).

Bizim calismamizda da grup 1 ve 2’deki
numuneler oda sicakliginda ve buzdolabin-
da saklanmis ve 2-8°C’de 6rneklerin muha-
faza edilmesinin oda sicakliinda saklama
kosuluna gore istatistiksel olarak bir farklilik
ortaya koymadidi anlasilmistir (p=0.051).

Baglayic1 yontem ile vitamin Dz dtlizeylerini
olculdiugu diger bir calismada 11 kez don-
¢6z islemi yapilmis olup 6l¢iim sonuglarin-
da ciddi bir degisim olmadidi rapor edilmis-
tir (5).

Drammeh ve ark. yaptidi diger bir calismada
ise 35 adet tam Kkan Ornegdi, serum Ornegdi
ayrilmadan 3 giin 32°C’de ve kan alindiktan
2 saat icinde serumu ayrilacak sekilde
saklanmigtir. Bu Orneklerden biyokimyasal
parametreler calisiimistir. Vitamin D duzey-
leri, "Radyoimmunanaliz (RIA)" ile tayin edil-
migstir. Serumun ayrilip 7 giin dondurulma-
mas1 vitamin D degerlerinde %7 oraninda
artisa yol agcmustir (9).

Bu calismada O6rnek alimini takiben 6rnegi -
80°C’de dondurmak duizeylerin korunmasi
icin gerekli olarak bulunmustur.

Vitamin D ile ilgili uzman gorusleri, 6rnek
alinmasini takiben 6ziitleme islemi gercek-
lestirilmedigi takdirde vitamin D’nin tam
Kan halinde proteinlere bagh kaldigini ve
dayanikhihigin1 korudugu yonundedir (10).

Vitamin D, 9-10 numarali karbonlarla géste-
rilen bir sekosteroid vitamin yapisindadir.
Vitamin D, formu, bitki sterolli olan ergoste-
rolden koken alan 28 karbonlu bir molekiil
yapisina sahip olup Vitamin Dz Kkolesterolden
olusan 27 karbonlu yapidadir. Vitamin Dy,
ekstra metil grubu ve 22. ve 23. karbon
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arasinda cift bag icermesi ile yapisal olarak
Vitamin D z’ten aynlir. Vitamin D kimyasal
yapisinin merkezinde cis-triene yapisi yer
alir. Vitamin D’ye ait bu essiz yap1 molekii-
Itn; UV isinlar, sicaklik artisi ve serbest
radikaller gibi ¢esitli dis etkenler ile oksidas-
yona duyarl hale gelmesine yol agmaktadir
(11). 25. karbona ait yan zincirlerde hidrok-
silasyon ve halka yapisindaki 1. karbondaki

dedisim sonucu Vitamin D’nin aktivasyonu
gerceklesirken 23, 24, 26 numarali karbon
atomlarinda olusan bir seri oksidatif reaksi-

yonlar sonucunda, Vitamin D metabolik
aktivitesini kaybedip farkl sterol tiirevlerine
donusmektedir. Bu calismada Grup 1 ve 2
deki diisiik olarak Ol¢iilen sonuclarin nedeni
bu molekiiler yapmin bozulmasi olabilir (12).

Orneklerin -80°C disinda, oda sicakligi veya
2-8°C’de saklanmasi, steroid yapinin halka-
sal Ozelliginin degiserek farkli sterol turev-
lerine dénuismesi ve analizi yapilmak iste-
nen maddenin kiitlesinin dedismesi sonucu
LC-MS/MS sisteminde saptanamamasi ile
sonuglanabilir.

Bu calismada bulunan sonuca gore vitamin
D analizlerinde dayaniklihdgin saglanmasi icin
aliman numunenin uygun islemlerden sonra
dondurulmasi gereklidir.

D vitamini analizinde ideal Sl¢cum sartlarin
sadlanmasi icin analizin her safhasinda 6l¢tim
sonuglarini etkileyen dediskenlerin saptan-
mas1 ve daha ayrintili calismalar yapilmasi
gerekmektedir.

Tesekkiir

Bu calisma Ankara Ankalab Laboratuvarin-
da gerceKklestirilmistir.

KAYNAKLAR

1. Kushnir M, Ray J, Rockwood A, Roberts W, Sonia L,
JoDell E. Whittington et al. Rapid Analysis of 25-
Hydroxyvitamin D, and Dz by Liquid Chromato-
graphy-Tandem Mass Spectrometry and Association
of Vitamin D and Parathyroid Hormone Concentra-
tions in Healthy Adults. Am J Clin Pathol 2010; 134
(1):148-56.

72

10.

11.

12.

Hollis BW. Measuring 25-hydroxyvitamin D in a
clinical environment: challenges and needs. AmJ
Clin Nutr 2008; 88(2): 507-10.

Hekimsoy Z, Ding¢ G, Kafesgiler S, Onur E, Gliveng Y,
Pala T, et al. Vitamin D status among adults in the
Aegean region of Turkey. BMC Public Health2010;
10: 782.

Christina V. Oleson MD, Payal H, Wuermser L.
Influence of Season, Ethnicity, and Chronicity on
Vitamin D Deficiency in Traumatic Spinal Cord Injury.
J Spinal Cord Med 2009; 33(3): 202-13.

Lissner D, Mason RS, Posen S. Stability of vitamin D
metabolites in human blood serum and plasma. Clin
Chem 1981; 27(5): 773-4.

Sahillioglu B, Serdar M, Erkal N, Erden G, Bakir F,
Yildinmkaya MM et al. 25-OH-Vitamin D Hormon igin
Tandem Kiitle Spektrometrede Yontem Gegerli Kilma
Calismast ve Bu Yontemin Farkh YoOntemlerle
Karsilastirilmasi. Turk J Biochem 2011; 36 (1): 73-9.

Jos P, M. Wielders, Ferdinand A. Wijnberg. Preanaly-
tical Stability of 25(OH)-Vitamin Dz in Human Blood
or Serum at Room Temperature: Solid as a Rock.
Clinical Chemistry 2009; 55(8): 1584-5.

Remijn J, Lucas S, Bertil Wildeboer Jeroen DE. van
Suijlen Henk, Adriaansen J. Serum 25-OH Vitamin D
and D 3 are Stable under Exaggerated Conditions.
Clinical Chemistry 2008; 54(11): 1931-2.

Drammeh BS, Schleicher RL, Pfeiffer CM, Jain RB,
Zhang M, Nguyen PH. Effects of Delayed Sample
Processing and Freezing on Serum Concentrations of
Selected Nutritional Indicators. Clinical Chemistry
2008; 54(11): 1883-91.

Rosemary L. Schleicher, John Eisman, Roger Bouillon,
Ravinder J. Singh, Michael F. Holick Clinical Applications
for Vitamin D Assays: What Is Known and What Is
Wished for. Clinical Chemistry 2011; 57(9): 1227-32

Armas LAG, Hollis BW, Heaney RP. Vitamin D , is much
less effective than vitamin D3 in humans. J Clin
Endocrinol Metab 2004; (89): 53 87-91.

Bouillon R, Okamura WH, Norman AW. Structure-
function relationships in the vitamin endocrine system.
Endocrine Rev 1995; (16): 200-57.

Yazzgsma adresi:

Dr. Evren Akgol

Birecik Devlet Hastanesi, Birecik/Sanliurfa
Tel : +90 232 243 43 43

Fax : +902322431530

GSM :050576567 75

E-posta: akgolevren@yahoo.com

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi 2013; 11(2): 67-72



