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OZET

Amac: D vitamininin belirlenmesinde genellikle 25(OH)D'nin plazma Kkonsantrasyonunun ol¢imi
kullanilmaktadir. Ancak 25(OH)D'nin 6l¢limiinde analitik ve standardizasyon problemleri halen devam
etmektedir. Calismanin amaci; saglikli géniillilerden olusan 50 bireyin High Performance Liquid
Chromatography ve Immunoassay yontemleri ile ol¢iilen D vitamini diizeylerinin karsilastirilmasidir.

Gerec ve Yontem: Calismaya 50 tane saglikli gonillii alinmistir. Katilimcilarin plazma 6rneklerinden D
vitamini duzeyleri calisiimistir. D vitamini Chromsystems’in High Performance Liquid Chromatography
kiti kullanilarak Agilent 1100 cihazinda ve Roche Diagnostics E170 cihazinda elektrokemiliiminesans
yontem ile calisilmistir. Sonuclar istatistiksel olarak dederlendirilmistir.

Bulgular: High Performance Liquid Chromatography yontemi icin median deder 16.50 ug/l,
Immunoassay yontemi icin median deger 13.48 ug/l bulundu. Spearman Kkorelasyon testine gore
yontemler arasinda ileri diizeyde pozitif yonlii bir korelasyon saptandi (p<0.001, r:0.78). Immunoassay
yontemi icin yapilan tekrarlanabilirlik calismasinda calisma ici dediskenlik katsayis1 3.6 ve giinler arasi
degdiskenlik katsayisi 3.7 bulundu. Test stabilitelerini karsilastirdigimiz numune sonuglarinda, saklama
kosuluna ve zamana gore baslangi¢ dederinden sapmalar olabilecegi goriildii.

Sonuc: Elektrokemiluminesans yonteminin, laboratuar is akisi ve verimliligini arttiracagini, otomatize
metodlara kesinlik, kolaylik gibi faydalar saglayacagini diisiinmekteyiz. Test stabilitesi agisindan ise
numunenin saklanmadan, ayni giin igerisinde ¢alisiimasinin uygun olacagdi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: D vitamini, immunoassay, yontem Kkarsilastirma

ABSTRACT

Objective: However, the analytical and standardization problems have continued, vitamin D status is
usually assessed by measuring the plasma concentration of 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D]. The aim of
this study was to compared vitamin D levels of 50 healthy volunteers measured by High Performance
Liquid Chromatography and Immunoassay methods.
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Material and Methods: 50 healthy volunteers were involved. Vitamin D was determined both in Agilent
1100 which is used High Performance Liquid Chromatography kits and Roche Diagnostics E170 in
plasma specimens. The results were evaluated statistically.

Results: The median value was 16.50 ug/l for High Performance Liquid Chromatography assay and
13.48 ug/l for immunoassay method. A positive correlation was found between methods by Spearman’s
correlation test (p<0.001, r:0.78). The within-run and between run coefficient of variations for
immunoassay method were 3.6 and 3.7 respectively. When we compared the test stabilities of
specimens according to the storage condition and time, we found deviations from the initial value.

Conclusion: We conclude that the electrochemiluminescence assay provides the benefits such as
improving laboratory workflow and efficiency, being precise, providing dgreater convenience. We

determined that the samples were assayed in the same day.

Key words: Vitamin D, immunoassay, method comparison

GIRIS

D vitamininin bagirsaktan kalsiyum ve inor-
ganik fosfor emiliminde diizenleyici, kemik
yapimini uyaricit bir vitamin olup eksikliginin
osteoporoz icin risk faktorii oldugu bilinmek-
tedir (1). Son bilgiler D vitamini eksikliginin
kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi bircok yaygin ve ciddi hastalik igin risk
faktorii oldugunu gostermektedir (2). D
vitamininin etkileri ve hastaliklarla iliskisi
ortaya konuldukca D vitamini oOl¢iimlerinin
onemi artmis ve sik kullanilmaya baslanmis-
tir. Bu durum dogru, giivenilir ve hizli sonug
veren yontemlere ihtiyaci ortaya koymustur.

D vitamininin deride sentezlenen Kkolekal-
siferol (vitamin D;) ve besinlerle alinan ergo-
kalsiferol (vitamin D,) olmak {izere iki
kaynadi vardir (2). Bununla birlikte, vitamin
D,nin etkisi vitamin D;lin etkisinin ucte
birinden azdir ve vitamin D,'nin etki suresi
vitamin Ds'ten kisadir (3). D, ve D5 vitamini-
nin her ikisi de ayni yolla metabolize oldugu
icin ortak bir isimle, D vitamini olarak ad-
landirihr (2). D vitamininin bu iki formu
kanda D vitamini baglayan protein (DBP) ile
kompleks olusturarak tasmir. D vitamini
dolasimda 6nce karacigerde 25-hidroksivita-
min D [25(OH)D]'ye hidroksillenir. Kiside
vitamin D diizeyi hakkinda bilgi sahibi olmak
icin serum veya plazma 25(OH)D duzeyine
bakilmalidir. Clinka 25(OH)D yar1 émra 2-3
hafta olan major sirkulatuar formdur. Hem
vitamin D alimimi ve hem de endojen yapi-
mini1 gostermektedir (2). Ayrica insan viicu-
dunda D vitamininin temel depo formudur.
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Biyolojik aktif form olan 1,25-dihidroksivi-
tamin D [1,25(0OH),D] ise viicut vitamin D
duzeyinin belirlenmesi icin uygun degildir.
Cunkiui yart omrii 4-6 saat kadar kisa ve
sirkulatuar dizeyleri 25(0OH)D’den 1000 kat
disiiktir (4). Ancak 25(OH)D Olgiimiinde
analitik ve standardizasyon problemleri halen
devam etmektedir (3).

Giinumuzde D vitamini olcimleri; immuno-
assay, High Performance Liquid Chroma-
tography (HPLC) ve kiitle spektrometresi (MS)
yontemleri ile yapilabilmektedir. Immunoas-
say yontemlerde kullanilan antikorlarin hangi
D vitamini turevini tanidigi 6nem kazan-
maktadir. HPLC metodlari D vitamini turevleri
ve formlarmi ayirarak belirleyebilmesine
ragmen rutin kullanimlant kompleks oOrnek
hazirlama gerekKlilikleri yuziinden kisitlanmis-
tir (5). Calismamizin amaci, rutin kullanima
uygun, otomatize bir immunoassay yontem
ile HPLC Olciim yonteminin performansla-
rinin saglikh Kisilerin 6rneklerinde karsilas-
tirlmasidir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma yas ortalamasi 48.3+10.23 (29-
69) yil olan, saglikli, génullii 25 erkek ve 25
kadindan alman kan Ornekleri ile yapildi.
Kalsiyum, fosfor ve D vitamini metabolizma
bozuklugu olan veya kalsiyum, D vitamini
preparati kullanan bireyler calismaya alin-
madi.

Her Kkatilmcidan sabah, 8-12 saatlik aclik
sonrasi vendz kan oOrnekleri EDTA'l tiliplere
alindi. Ornekler 4000 rpm'de 3 dakika
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santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazma

ornekleri calisma giinune kadar -80°C'de
saklandi.
D vitamini Olcimleri Chromsystems Kiti

kullanilarak Agilent 1100 HPLC cihazinda ve
Roche Diagnostics (RD) kiti kullanilarak E170
cihazinda yapildi.

HPLC yontemi ile D vitamini ol¢iimii

Agilent 1100 HPLC cihazinda D vitamini
olciimu icin, mobil faz olarak asetonitril
karisimi iceren bir solusyon Kullanildi. Stabil
bir D vitamini derivesi internal standart
olarak kullanildi. Kolonun akis hizi 40-50 bar
basincta dakikada 0.7 ml idi. Kolon sicakhidi
25°C idi. Dakikada 0.7 ml akis hizinda 25-
OH-vitamin D; pikinin retansiyon zamani 4.2
dakika, internal standardin retansiyon
zamani 7.1 dakikaydi. Olciim 265 nm dalga
boyunda UV dedektér yardimi ile yapildi.
Ekstraksiyon sonrasi elde edilen eluentten 25
wl Olgiim igin kullanildi.

Metod 250 ug/l'ye Kkadar lineerdir. Olgiim
limiti yaklasik 1.4 wg/l'dir. Metodun ¢ farkl
seviye Ornek icin intra-assay degiskenlik
katsayilart (CV) %3.0 (24.9 ug/l), %0.9 (58.9
na/l), %1.9 (89.9 ug/l)’dur. Metodun iki seviye
ornek icin inter-assay CV'leri %3.3 (25.2 ug/l)
ve %2.3 (90.4 ug/l) olarak bulunmustur.
Yontemin kis mevsimi icin referans aralidi
10-60 pg/I'dir.

Elektrokemiluminesans yontemi ile D

vitamini ol¢iimii

RD D vitamini Kiti yarismali immunoassay
prensibine dayanmaktadir. Yontemde; DBP'nin
Rutenyum ile isaretli ve isaretsiz formlari
vitamin D, ve vitamin Dse baglanmak icin
yarisirlar.

Elektrokemiluminesans yontem ile yapilan
olciimun alt sinirt 3 pg/l, élcim arahgr 3-70
ng/l'dir. Metodun iki farkli seviye Ornek icin
intra-assay ve inter-assay CV’leri sirasiyla
%3.9, %6.5 (28.3 ug/l) ve %2.2, %3.4 (69.6
pg/l) olarak bulunmustur. D vitamini igin
eksiklik duzeyi =20 ug/l, yetersizlik diizeyi
<30 ug/l ve yeterlilik diizeyi =30 pg/l olarak
tanimlanmustir.

BULGULAK

Calisma grubumuzun median degeri HPLC
yontemi ile 16.50 pg/l, immunoassay (IA)
yontemi ile 13.48 ug/l olarak bulundu (Tablo
1).

Tablo 1. Calisma grubumuzun HPLC ve Immunoassay
yontemleriyle calisilan plazma D vitamini

verileri
HPLC(ug/l) 1A(ug/l)
Ortalama 16.64 14.11
SD 5.83 5.05
Median 16.50 13.48
%25-75 17.73-19.63 10.52-16.04
Minimum 7.75 5.59
Maksimum 33.80 28.61

Spearman korelasyon testine gore yontemler
arasinda ileri duzeyde pozitif yonlii bir kore-
lasyon saptandi (p<0.001, r:0.78). Immuno-
assay yontemi icin yapilan tekrarlanabilirlik
calismasinda D vitamini 24.97 ug/l derisi-
minde olan plazma porsiyonlara ayrilarak
ayni calisma icinde arka arkaya 10 kez
calisildi ve calisma ici CV %3.6 bulundu.
Giinler arasi tekrarlanabilirlik calismasi icin
ise Ornekler -80°C’'de 3 ay sureyle saklandi.
Siirenin sonunda c¢dOzulen numuneler oda
1sisina geldikten sonra calisildi ve ginler
arasi CV degderi %3.7 bulundu (Tablo 2).

Tablo 2. Calisma ici ve giinler arasi kesinlik deney-
lerinden elde edilen veriler

SD %CV
Calisma ici kesinlik 0.92 3.6
Gunler arasi kesinlik 1.43 3.7

Calismamizda numune stabilitelerini deger-
lendirebilmek amaciyla plazma havuzlari
olusturuldu; farkl isilarda (oda 1sisi, +4°C, -
20°C ve -80°C) farkh siirelerde (OGrnekleme
gunu, 1 gun sonra, 7. giin, 15.giin ve 30.
gun) saklanarak HPLC ve IA ile ayrn ayr
olciim yapildi. HPLC olcimlerinde kullanilan
ornek havuzunun Ornekleme gunt elde
edilen diizeyi 25.5 pg/l, 1A yontemi icin
kullanilan 6rnek havuzunun dederi ise 9.72
ng/l idi. HPLC yontemi ile elde edilen veriler
Sekil 1 ve 2'de, IA yontemi ile elde edilen
veriler Sekil 3 ve 4'de verilmistir.
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TARTISMA

D vitamini o6l¢iimiinde; rutin Kullanima uygun
otomatize bir yontem olan IA ile numune
hazirlamasi zaman alici ve kompleks HPLC
olcim yontemleri bu calismada Kkarsilasti-
rilmistir. Sonuclarimiza gore, yontemler ara-
sinda ileri duzeyde pozitif yonlii bir kore-
lasyon saptanmistir. Bunun yaninda, saklama
Kosuluna ve zamana gOre numune
stabiliteleri de degerlendirilmistir.

25(0OH)D'nin yaklasik %85I DBPye, %10u
albumine baglanir, %0.0311 ise serbest halde
bulunur (6). Bu nedenle kromatografik ay-
rimlar 25(OH)D’yi badh proteinlerden ayir-
mak icin bir ekstraksiyon basamagi icerir. Bu
da cesitli ko-presipitasyonlarin olusmasina
yol acabilir (7). Diger yandan, ekstraksiyon
icermeyen immunoassay metodlar Kkismen
25(0OH)D'nin lipofilik 6zelligine bagl olarak
matriks etkisine duyarh olabilir (5). Serumda
diusuk seviyelerdeki (nanomolar) D vitamini
metabolitleri g6z 6nune alinirsa yukaridaki
faktorler, rutin 25(OH)D Olgumiindeki temel
analitik hatalar1 olusturmaktadir (5).

D vitamini Olcum yodntemlerinden HPLC
1977'de gelistirilmistir. Bu yO6ntemde UV
absorsiyon yolu ile olciim yapilmaktadir.
interferans veren lipidleri ve vitamin D
metabolitlerini ayristirmasi, genis bir Olcim
aralidina sahip olmasi, 25(OH)D, ve
25(OH)Ds'ii ayr1 ayri1 Olcebilmesi en 6nemli
avantajlaridir. Ancak HPLC yontemini uygula-
yabilmek icin iyi bir donanima gereksinim
vardir (8,9). Sahillioglu ve ark'nin yaptigi
yontem gecerli kilma calismasinda (10),
tandem Kiitle spektrometre yontemi altin
standart yontem olarak kabul edilmis ve bu
yontemle en uyumlu sonuglar HPLC yontemi
ile elde edilmistir. Ancak ©n islemlerinin
uzunlugu, érnek hacminin fazla olmasi gibi
nedenlerle, bu metodlarin rutinde, Kklinik
laboratuvarlarda kullanimlarinin  elverissiz
oldugu kabul edilmistir (11).

Immunoassay yontemi ise, daha az Ornek
hacmi ile calistidi ve 6n islem gerektirmedigi
icin HPLC'ye kiyasla daha hizhidir. Calisma-
mizda Kullanilan Roche Diagnostics 25(OH)D
Kitinin toplam sonu¢ verme siresi 27
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dakikadir. Leino ve arkmin 25(OH)D olcii-
miinde elektrokemiluminesans Roche
Elecsys ile radyoimmunoassay (RIA), HPLC ve
sivi kromatografisi- kutle spektrometresi (LC-
MS/MS) performanslarinin  karsilastirildidi
calismalarinda, 25(OH)D sonuglarimi RIA ve
LC-MS/MS ile uyumlu bulmuslardir (1).

Biz de calismamizda elektrokemiluminesans
Roche E170 immunoassay yontemi ile HPLC
yonteminin performanslarini  karsilastirdidi-
mizda; her iki yOntem ile elde edilen
sonuclarin uyumlu oldugunu tespit ettik.
Calismamizda ayrica numune stabilitelerini
de karsilastirdik. Buna gore, 25(OH)D deger-
lerinin her iki yontemle de saklama kosullari
ve saklama zamanina gore degistigini tespit
ettik. Sonuclarimiza gore 25(OH)D Olciim-
lerinin numunenin alindiqi giin igerisinde
calisilmasi gerektidi, bekleme siiresi ve sak-
lama 1sisina gore artis ve azalma olabilecegdi
belirlendi.

25(0H)D'nin immunoassay yOntemleri ile
olciimu uygunluk, hiz, turnaround time ve
maliyet gibi nedenlerden dolay: tercih edil-
mektedir. Bununla birlikte, rutin immuno-
assay Olcum yontemlerinin kullandiklari
antikorlar nedeniyle D,’yi baglamadigi bunun
da D vitamini takviyesi olarak ergokalsiferol
alan hastalarda hatali Ol¢iimlere yol actigi
bildirilmektedir. Bu durumda performansi
daha iyi Olcum yontemlerinin yani sira
tedavide ergokalsiferol yerine kolekalsiferol
Kullanimi da bu sorunu giderebilecektir (11).

Sonug¢ olarak, Roche Diagnostics E170
25(0OH)D immunoassay yontemi, D vitamini
olcimu icin hizli, glivenilir bir yOdntem
oldugundan rutin kullanima uygundur. Ancak
numune stabilitesi acisindan taze 6rneklerde,
ayni gun igerisinde calisiimasinin uygun
olacagini dusiinmekteyiz.

Tesekkiir: Kitleri temin ederek calismamiza
katkida bulunan Roche Diagnostics Tiirkiye
firmasina tesekkur ederiz.
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