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OZET

D vitamini, kemik sagligindaki énemli roliiniin yani sira diyabet, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi pek ¢ok hastalik ile baglantisi olan ve giliniimiizde hormon olarak kabul edilen bir molekiildiir. D
vitamini diizeyinin degerlendirilmesinde, uzun bir yar1 6mre sahip oldugundan 25-hidroksivitamin D
[25(0OH)D] tercih edilmektedir. Ancak D vitamini metabolitlerinin cesitli hastaliklardaki patofizyolojik
rolunii degerlendirmek icin tiim metabolomun incelenmesi gerekmektedir. Bunun icin total 25 (OH) D
duzeylerinin yani sira serbest/biyoyararlanilabilir formlar, D vitamini baglayici protein (DBP),
parathormon ve 1, 25 (OH) 2 D3, 3-epi-25 (OH) D, 24,25 (OH) 2 D3 gibi dider belirtecleri iceren
metabolomik bir panele gereksinim vardir. Gelecekte D vitamini metabolomiginin kapsamli bir sekilde
incelenmesi icin kiitle spektrometreleri potansiyel vaat etmektedir.

Anahtar sozciikler: D vitamini, 25(OH)D, 1,25(0OH)2D3, 3-epi-25(OH)D, 24,25(0H)2D3
vitamin D, 25(OH)D, 1,25(0H)2D3, 3-epi-25(OH)D, 24,25(0OH)2D3

ABSTRACT

Vitamin D is a molecule, now seen as a hormone, it plays an important role in bone health, it is also
associated with many diseases, such as diabetes, cancer and cardiovascular problems. 25-
hydroxyvitamin D [25(OH)D] is used to estimate vitamin D status because its long half-life. However, to
understand the pathophysiological role of vitamin D metabolites on various diseases, we need to
evaluate all relevant metabolome. For this reason, a metabolomic panel is required to evaluate the
vitamin D status that measurement of 25 (OH) D and other vitamin D biomarkers, e.g., 10,25 (OH), D5,
3-epi-25 (OH) D, 24,25 (OH), D5 vitamin D binding protein (DBP), free/bioavailable 25 (OH) D and
parathyroid hormone. Mass spectrometers are promising for comprehensive analysis of vitamin D
metabolites in the future.
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GIRIS
D Vitamini

D vitamini, yagda coOziinen vitaminler gru-
bunda incelenen ve hormon benzeri gorev-
leri olan genis bir sekosteroid sinifin1 tanim-
lamaktadir. D vitamini etkisi gosteren bile-
sikler arasinda biyokimyasal agidan 6nem-
lileri kolekalsiferol (vitamin D;) ve ergokalsi-
ferol (vitamin D,)diir. Her iki form kimyasal
olarak benzer olsalar da, biyolojik kokenleri
farklidir; kolekalsiferol giines isinlarin etki-
siyle deride endojen olarak sentezlenirken,
ergokalsiferol bitkisel kaynakli olup en c¢ok
maya ve mantarlarda bulunan ergosterolin
moroétesi 1sinlara maruz kalmasiyla olusur. D
vitamini, Kkalsiyum, fosfor ve parathormon
metabolizmasi, viicudun biliyiime ve gelis-
mesi ve badisikliktaki 6nemli rolleriyle bilinir,
ancak diyabet, kanser, ndrodejeneratif hasta-
liklar, otoimmunite, depresyon ve kardiyo-
vaskiiler hastaliklar gibi daha genis bir
yelpazede yodun bir sekilde incelenmektedir
(1). Bu derleme, D vitamini metabolitlerinin
Klinik 6nemi ve olcim teknikleri ile ilgili son
gelismeleri sunmay1 amaclamaktadir.

D Vitamini Metabolizmasi

D vitamini sentezinde ilk basamak, 290-315
nm arahdindaki UVB giines ismlarinin etki-
siyle, ciltte bulunan 7-dehidrokolesterolin
(Provitamin D) Previtamin D5 ve vitamin Ds'e
(kolekalsiferol) doniismesidir. Deride olusan
veya besinlerle intestinal olarak alinan D
vitamini (kolekalsiferol veya ergokalsiferol),
karacigerde 25-hidroksilaz (CYP2R1) enzimi
ile 25-hidroksikolekalsiferole [25(OH)D;, kal-
sidiol] donusur, 25(OH)D; de bobreklerde ve

bir ¢cok dokuda bulunan 1la-hidroksilaz
(CYP27B1) ile aktif vitamin D metaboliti olan
1,25-dihidroksikolekalsiferole [1,25(0OH),D,
kalsitriol] donusur. Bobrekteki 1,25(OH),D
uretimi, serum fosfor, kalsiyum, parat-
hormon (PTH) ve fibroblast biiyiime faktorii
23 (FGF-23) konsantrasyonlar1 dahil olmak
uzere bircok faktdrden etkilenir. D vitamini
metabolizmasi, genis dinamik konsantrasyon
aralidinda bir dizi farkli metabolit {retir.
insanda yapilan calismalarda dolasimda
50'den fazla metabolit tanimlanmistir (2).
Gercek saymin, epimerizasyon ve laktonizas-
yon gibi cesitli biyokimyasal strecler nede-
niyle daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir
(3). D vitamini metabolitlerinin bliyik meta-
bolomik bir adin parcalari olarak Onemli
roller Ustlendigi diistinilmektedir (Tablo 1).
D vitamini bilesikleri dolasimda yaklasik %85
oraninda D vitamini baglayici proteine (DBP)
ve daha az oranda (%14.6) albiimine bagla-
nirlar (1, 4). D vitamini baglayici protein
(DBP) dolasimdaki D vitamininin ana tasiyi-
cisidir ve hedef dokularda vitamin D konsan-
trasyonunu ve biyoyararlanimini diizenle-
mede 6nemli bir rol oynar. Son calismalar, D
vitamini baglayici proteinin (DBP) konsan-
trasyonunun ve genotipinin kandaki 25
(OH)D'nin biyoyararlanimini belirleyen 6nemli
faktorler oldugunu belirtmektedir. Serumda
D vitamininin yaklasik % 0.4-3'i serbest
olarak bulunur. Ozellikle gebelerde, hemo-
diyaliz hastalarinda, Kkronik bobrek hastali-
dinda, karaciger yetmezlidinde, mesane ve
pankreas Kkanserlerinde, serumda serbest
25(0OH)D ol¢iiminiin, toplam 25(OH)D Olgui-
miinden daha iyi tanisal bilgi sagladidi gos-
terilmistir.

Tablo 1. Onemli D Vitamini Metabolitleri
Table 1. The Important Metabolites of Vitamin D

ONEMLI D VITAMINI METABOLITLERI

25(0OH)D (25-hidroksivitamin D)

1,25(0H)2D (1,25-dihidroksivitamin D)

24,25(0H)2D (24,25-dihidroksivitamin D)

1,24,25(0H)3D (1,24,25-trihidroksivitamin D)

3-EPIi-25(OH)D (3-epi-25-hidroksivitamin D)

25(0OH)D-26,23-LAKTON (25-hidroksivitamin D-26,23-lakton)

1,25(0H)2D-23,26-LAKTON (1,25-dihidroksivitamin D-23,26-lakton)

25(OH)DS (Vitamin D-3p-sulfat)
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Klinik Acidan D Vitamini

Serumda uzun bir yart dmru (yaklasik 20
gun) olan ve rutin analizler ile Kolay tanim-
lanabilen total 25(OH)D [25(OH)D; ve 25
(OH)D, toplami], D vitamini durumunun en
gecerli belirleyicisi olarak tum dinyada kabul
edilmistir. Diger metabolitler genellikle cok
daha diisuk konsantrasyonlarda bulunan ve
patofizyolojik rolleri halen yogun bir sekilde
arastirilan tiirlerdir. Bununla birlikte, 25(OH)
D'nin optimum esik konsantrasyonu halen
tartisiimaktadir. Dunya genelinde D vitamini
eksikligi kiiresel bir salgin olarak kabul
edilmekte ve cok yaydgin gorulmektedir. 25
(OH)D; diizeylerinde eksiklik <20 ng/mL,
yetersizlik 21-29 ng/mL, yeterli diizey ise
>30 ng/mL olarak tanimlanmaktadir. Ulke-
mizde ise sik gdzlenen D vitamini eksikli-
dinin orani, yetersizliginden daha fazladir.
American Ulusal Tip Enstitiisi (IOM) kemik
sadhdi icin 50 nmol/L'nin (20 ng/mL) uzerin-
deki diizeyleri bnermektedir (5).

Tum popiilasyonlarda go6zlenen D vitamini
yetersizligi nedeniyle, D vitamini takviyesi ve
hangi formun daha etkili oldugu giincel bir
karmasa yaratmistir. Bireyler arasinda D
vitamini destegdine verilen yanitlar da farklhlik
gosterebildiginden bazen tedaviye ragmen
direncli D vitamini yetersizligi go6zlenebilir
(6). Vitamin D,'nin vitamin Ds'ten biyolojik
olarak daha az aktif oldugu cesitli calisma-
larda bildirilmistir. Vitamin D, takviyesi
Avrupa'da daha az kullanilmasina ragmen,
Avrupa disinda tercih edilmektedir. Her iki
form da dolasimda hidroksillenmis olarak;
25(0OH)D, ve 25(OH)D; seklinde bulunabilir.
iki formun biyoesdeder olup olmadigi uzun
yillardir tartisiimaktadir. Bir cok calisma, vita-
min D,’'nin serumdaki total 25(OH)D konsan-
trasyonunu vitamin D; ile ayni diizeyde yuk-
seltmedidini gostermistir, fakat bu bulgu
bazi arastirmacilar tarafindan desteklenme-
mistir (7). Bazi calismalar, D, vitamini deste-
dinden sonra serum 25(OH)D;'Uin dustiigiini
goOstermistir ancak, bu calismalarin istatis-
tiksel gticu; spesifik poptilasyon gruplarinda
yapilmasi ve sadece total 25(OH)D ol¢lilmesi
nedeniyle yetersiz bulunmustur (7). Giinde
1000-1600 IU D, veya D5 vitamininin uygu-
landidi cesitli calismalar1 degderlendiren bir
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meta-analizde, total 25(OH)D duzeylerinde
anlaml bir fark goriilmedigi bildirilmistir (8).
7 ayrn calismayi iceren bir baska meta-ana-
lizde ise vitamin D5 takviyesinin D,’ye gore
25(OH)D diizeylerini daha fazla yiikselttigi
belirtiimektedir. Ancak bu ¢alismalarin buytk
bir kisminda bolus vitamin uygulamasi
yapimistir (7).

D Vitamini Metabolitleri

25(0OH)D; ve 1,25(0OH),D5 daha fazla metabo-
lize olarak, bobrekte 24-hidroksilaz (CYP24A1)
enzimi ile 24,25-dihidroksi vitamin Dj;
[24,25(0H),Ds] ve 1,24,25-trihidroksivitamin
D; [10,24,25(0H);D;]'e doniismektedir. 24-
hidroksilaz genindeki mutasyonlar, kismi
veya total aktivite kaybi1 sonucunda hiperkal-
semik durumlara yol acabilir (6). 24,25(0OH),
D; metabolitinin embriyogenez, Kkikirdak
gelisimi ve kirikk onariminda rol oynadidi
bilinmekle birlikte, fizyolojik rolii halen
arastiriimaktadir.

Giliniimiizde 24,25(0OH),D ve 1,24,25(OH);D
gibi metabolitlerin 6lciimiiniin, D vitamininin
siklikla tartisilan iki formu (D, ve Ds) konu-
sundaki gerceklere cok buyik bir Katki
sadlayacadi lizerinde durulmaktadir. Ayrica,
dolasimdaki 25(OH)D5; konsantrasyonu ile
osteoporoz ve Kirik riski gibi klinik sonuclar
arasindaki iliski, tiim popiulasyonlarda her
zaman ayni oranda gdzlenemeyebilir. Bu ne-
denle serum 24,25(0H),Dsin yani sira
24,25(0OH),D5/25(OH)D5 oraninin, vitamin D
katabolizmasinin potansiyel belirtecleri ve D
vitamini destegine yanitin 6ngdriiciisii olarak
kullanilabilecedi bildirilmektedir (6).

25(0OH)D5 ve 1,25(0OH),Dslin C3 epimerleri-
nin tanmimlanmasiyla, insan vicudunda D
vitamini durumunun gostergesi olarak meta-
bolitlerin kullanimi konusu yogun bir sekilde
arastirlmaktadir. Bu epimerlerin bebeklerde
ve yenidodanlarda toplam 25(OH)D; konsan-
trasyonunun yaklasik %21'ini olusturdugu,
eriskinlerde ise daha dusiik konsantrasyon-
larda (yaklasik %6) bulundugu bildirilmekte-
dir (9). 3-epi-25(0OH)D; metaboliti, endojen
olarak uretilir ve dolasimdaki konsantras-
yonu D vitamini destegini takiben artar;
ancak bu metabolitin fizyolojik dnemi hentiz
anlasilamamustir.
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Literatiirde de optimal D vitamini durumu-
nun belirlenmesinde serum 25(OH)D diizey-
lerinin yam1 sira metabolitlerin Olglilmesi
siklikla Onerilmektedir. Giincel bir calismada,
tek ve yiuiksek doz D; vitamini (100.000 1U)
uygulamasinin serum 25(OH)D; ve metabolit-
leri 24,25(0OH),Ds, 3-epi(OH)Ds, 1,25(0OH),D;'lin
konsantrasyonlarinda 6nemli bir artisa yol
actid@i gosterilmistir (6). Bu calismada, D
vitamini tedavisine yanitin izlenmesinde
heterojen oldugu icin sadece serum 25(OH)D
diizeylerinin Kkullaniminin yeterli olmadidi
one siirtilmektedir.

D Vitamini Metabolitlerinin Olciim
Yontemleri

Giliniimiizde rutin analizlerin biiyilk cogun-
lugu immunoassay ile gerceklestiriimektedir
(10). Sivi kromatografisi-ardisik kiitle spek-
trometresi (LC-MS/MS) teknigi analitik 6zgiil-
ligii ve duyarlihdgl nedeniyle ana metabolit
olan 25-hidroksivitamin D [25(OH)D] analizi
icin altin standart yontem olarak kabul edil-
mektedir (11). Ancak bu yoOntemin deteksiyon
limitleri bile, genellikle serum/plazmada
disuk fizyolojik konsantrasyonlarda bulunan
metabolitleri 6lgmekte yetersiz kalmaktadir.
D vitamini metabolitlerinin 6l¢timleri, analit-
lerin lipofilik dogasi, tasiyici proteine (DBP)
siki baglanmasi, dusiik iyonizasyon verimi
gibi bircok nedenden dolay1 zorluklar icer-
mektedir (1, 12). Ayrica izomerik ve izobarik
bilesenlerden gelen interferanslar cok zorla-
yicidir. D vitamini metabolitlerinin hastalik-
lardaki patolojik etkilerini ve islevlerini tam
anlamiyla incelemek icin dzellikle 25-hidrok-
sivitamin D disinda, az bulunan tirlerin de
Konsantrasyonlarmin belirlenmesi gereklidir.
Bu nedenle literaturde D vitamini metabolit-
lerini genis bir aralikta, tek veya coklu olarak
Olcebilen Kkitle spektrometrik yeni yontemler
siklikla yer almaya baslamistir (13).

25 (OH)D

25(0OH)D oOlciimiinde ilk Kkullanilan yontem
1971'de bildirilen vitamin D baglayici protein
(DBP)'in baglayici olarak kullanildigi kompe-
titif protein baglama yOntemidir. Yontemin
avantaji DBP'nin 25(OH)D, ile 25(OH)D;'u esit

olarak tanimasidir. Yontemin dezavantajlar
ise oOlcimiin 24, 25(0H),D; 25, 26(0OH),D;
23-lactone gibi diger polar vitamin D meta-
bolitlerini de kapsamasi ve 10 guin gibi uzun
inkiibasyon sturesinin olmasidir (14). Ancak
sonradan yarismali protein baglama yontemi
gelistirilerek inkibasyon siiresi 1 saate diisu-
rulmustiir.

Yiiksek performanshi sivi  kromatografisi
(HPLC) yontemi 1977'de gelistirilmistir. Bu
yontemde UV dedektér kullanilmaktadir. in-
terferans veren lipidlerin ve vitamin D meta-
bolitlerinin uzaklastirllmasi, 25(OH)D, ve
25(0OH)D5'un ikisinin Olcilebilmesi yontemin
en onemli Ozellikleridir (14, 15).

RIA yontemi 1985'de gelistirilmistir. Bu yon-
tem icin Ornek saflastirmasi gerekli degildir.
Bu yontemin uygulamasi kolay ve sonuclari
HPLC ile uyumludur. Yarismali protein bag-
lama olcimdeki gibi 25(OH)D, ile 25(0OH)D5'li
esit oranda tanimakta ve diger polar vitamin
D metabolitlerini de kapsamaktadir. Bu
nedenle 25(OH)D Olgumleri %10-20 daha
yiiksek bulunmaktadir (14). ELISA yontemi
de, RIA ve kompetitif protein badlama Olgi-
miundeki gibi polar vitamin D metabolitlerini
[24, 25(0H),D; 25, 26(OH),D; 23-lactone]
olcen bir yontemdir .

Kemiluminesan immun  Olciimler ise
25(0OH)D, ve 25(OH)D; icin esit oranda
spesifiktir. Immun Slgiimlerin  kullanildig
otomatize laboratuvar yontemlerinde duyar-
Ik ve Olcim arahd ile ilgili siirlamalar,
metabolitlerle capraz reaksiyon godzlenmesi,
maliyet gibi sorunlar sik goézlenmektedir
(16). Bu yontemlerde organik c¢oOzuctisiiz
ekstraksiyon Kkullaniimasi ve 25(OH)D'nin
antikor yapisi bozulmadan baglayici protein-
den ayrimin yapilabilmesi avantajdir. Ancak
tim bu asamalar serum Orneklerindeki mat-
riks etkisine olduk¢a duyarhdir (17). Kroma-
tografik yontemler ise immun analizlere gore
matriks etkilerine daha az duyarhdir.

LC-MS/MS yoOntemi duyarlihlk ve oOzgulluk
acisindan immunassay yonteme alternatif
olarak onerilmektedir. LC-MS/MS ile 25(OH)D
olciimunde dikkat edilmesi gereken faktorler
bulunmaktadir. LC-MS/MS ile serum 25(OH)D
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kantitasyonu icin bircok Klinik laboratuvar
kendi gelistirdigi (in-house) yontemleri kul-
lanmaktadir. Reaktiflerin laboratuvarlarda
hazirlandidi in-house yontemlerde; Kkalib-
rasyon ve kalite kontrol icin liyofilize mater-
yaller, kararh izotop isaretli internal standart
bilesikler, drnek hazirlama materyalleri, mo-
bil fazlar Kullaniimakta ve hem 25(OH)D;
hem de 25(OH)D, analizi yapilabilmektedir.
Ancak in-house yontemlerde 6rnek hazirlids,
Kromatografi Kkolonunun segimi, kromato-
grafik ayrim, iyonizasyon ve Kkiitle spektro-
metrik deteksiyon icin gereken tiim basa-
maklar optimize edilerek validasyon yapil-
malidir.

LC-MS/MS yonteminde atmosferik basingl
Kimyasal iyonizasyon (APCI) ve Elektrosprey
iyonizasyon (ESI) kaynaklar1 kullanilmaktadir.
Bunlarin disinda atmosferik basinch foto iyo-
nizasyon (APPI) teknigi de kullanilmaktadir.
ESI ile yapilan 25(OH)D Olgiimlerde APCl'ya
dgldre daha fazla varyasyon gozlenmistir (18).
Bazi laboratuvarlarda 25(OH)D kantitasyonu
icin tek gecisli basit kiitle spektrometrik
yontemler Kkullanilmakta olup, daha duyarh
oOlcim saglayan coklu reaksiyon izleme
(MRM) ve uritin iyon (product ion) oranlari
Kullaniimamaktadir (19). Bu da Kiitle spek-
trometrik Ol¢iimlerde sorun yaratmaktadir.

LC-MS/MS yonteminde 6nemli baska konu,
ekstraksiyon kayiplarinin ve iyon baskilanma-
sinin etkilerini gidermek icin gerekli olan
internal standardin  kullanimidir.  internal
standart icin izotop isaretli ve Olgiilecek ana-
lite Kimyasal olarak benzeyen bilesikler se-
cilir. Doteryumlu standartlar, 13-C isaretli
internal standartlara gére daha disuk mali-
yetlidir ve daha yaygin olarak kullanilmakta-
dir. Cogu laboratuvar 3 veya 6-doteryum
iceren  internal standartlar  Kullanarak
25(0OH)D5 ve 25(OH)D, oOlciimiinii yapmak-
tadir (19). LC-MS/MS yonteminde kalibratoér
matriksi olarak analit icermeyen serum Or-
neklerinin Kkullanimi idealdir. Ancak bunu
elde etmek zordur. Kalibratér olarak, komiuir
ile muamele edilen insan serumu, sigir
serumu albumini, etanolik kalibratorler ya da
ticari olarak bulunan insan serumu bazl
kalibratorler kullanilmaktadir (20).
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25(0OH)D'nin LC-MS/MS ile analizi icin bazi
tlirevlendirme teknikleri gelistirilmistir.
Turevlendirme, D vitamini metabolitlerinin
zaylf iyonizasyon verimliligini artirir, daha
yiiksek duyarlilik ve daha spesifik bir detek-
siyon sagdlar. Dezavantaji ise numune hazir-
lama asamasinin daha zahmetli olmasidir.

1,25(0H),D

Serum/plazma 1,25(OH),D duzeyleri; kronik
granulomatoéz bozukluklarla iliskili hiperkal-
semik sendromlar ve renal hastaliklarin yani
sira 25(0OH)D metabolizmasinin dogustan ve
edinilmis hastaliklarinin tanisinda gereklidir.
Tim steroid hormonlar gibi 1,25(OH),D'nin
de Kkantitatif analizi olduk¢a zordur. Dola-
simda cok dusuk konsantrasyonlarda bulu-
nur (20.16-70.56 pg/mL), oldukca lipofilik ve
nispeten Kkararsizdir (21). Ginumiizde
1,25(0H),D analizlerinde RIA, ELISA, HPLC-
UV ve LC-MS/MS Kkullanilmaktadir. RIA yontemi
26, 23-lactone; 1,24,25(0OH);D;; 1,25,
26(0OH);D5 gibi vitamin D metabolitleri ile
interferans vermektedir. Ayrica LC-MS/MS'e
godre % 25 daha yliksek sonuclar elde edil-
mektedir. HPLC-UV yo6nteminin ise dusuk
diizeydeki 1,25-Dihidroksi vitamin D, ve Ds
icin duyarlihg: iyi degildir (21). 1,25(OH),D
icin kullanilan bazi immiunoanalizlerin
25(0OH)Ds-26,23-laktonla capraz reaksiyonu
nedeniyle 1,25(OH),D konsantrasyonlarini ol-

dugundan fazla olgtugii  bilinmektedir.
25(0H)D;-26,23-laktonun molekiiler agirhidi
1,25(0H),Ds'den  farkhdir. Bu nedenle
1,25(OH)Ds'iin  LC-MS/MS ile analizinde

interferansa sebep olmaz.

1,25(0OH),D'nin LC-MS/MS ile Kkantitasyonu,
serumdaki dusuk konsantrasyonlari ve inter-
ferans veren maddelerin varlidi nedeniyle
genellikle zordur. Casetta ve ark. serum
1,25(0OH),D'nin kantitasyonu icin gelistirdik-
leri ydontemde online ekstraksiyon ve analitik
kolon Kkullanarak izobarik interferanslardan
uzak bir Olcumii basarabilmistir. Bu calis-
mada fizyolojik konsantrasyon duzeylerinde,
%5-15'lik varyasyon katsayilari (CV) ile 36
pmol/L ‘lik disik kantitasyon limiti (LLOQ)
elde edilmistir (22). iyonizasyon verimliligini
gelistirmek icin kullanilan Diels-Alder, kuar-
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terner aminli Cookson reaktifleri gibi cesitli
tirevlendirme ajanlan ile daha disuk (10
pmol/L) LLOQ degerlerine ulasilmistir. Kanit-
lanmis ve ticari olarak piyasaya surulmiis
diger tiirevlendirme ajanlar, 4-fenil-1,2,4-
triazol-3-5-dion (PTAD) reaktifi ve Amplifex
diene (AB SCIEX)'dir (23-25). Olciim duyarli-
h@ini artirmak igin 6rneklerin immiinaffinite
ile saflastirildigl, interferans ve matriks
etkilerinin ortadan kaldinldigi yontemlerde,
LLOQ degerleri 1,25(0OH),D5 icin 8.2 pmol/L,
1,25(0OH),D, icin 9.1 pmol/L olarak bulun-
mustur (26). Bir calisma kapsaminda renal
transplantasyon alicilarinda LC-MS/MS Kkulla-
narak yaptigimiz olciimlerde immunoaffinite
mikrokolonlari iceren bir kit (ImmuTube LC-
MS/MS Ekstraksiyon Kiti-KM1000; Immun-
diagnostik AG, Besheim, Almanya) ile plazma
1,25(0OH),D; duzeyleri belirlenmistir. Bu ana-
liz, ultra hizli sivi kromatografisi ile kombine
edilmis, ESI pozitif modda triple quadrupol
tandem Kkiitle spektrometresinde (LC-20 AD
UFLC XR, LCMS8040 Shimadzu Corp., Kyoto,
Japonya) coklu reaksiyon izleme yontemi
(MRM) kullanilarak optimize edilmis ve ana-
litik validasyon calismalari sonrasinda elde
edilen sonugclar ile klinik calisma gercekles-
tirilmistir. Analiz siiresi 6 dakika olan bu
yontemin LLOQ dederi 5.68 pg/mL olarak
belirlenmistir (27).

3-Epi-25(0OH)D,

Son zamanlarda 25(OH)Ds'un 1,25(0OH),D5 ve
24,25(0OH),D; gibi C-3 epimerizasyon yolu ile
metabolize oldugu gosterilmistir (28). Halen
3-epi-25(OH)D'nin biyolojik onemi aydinlati-
lamamistir. C3-epimeri, 6zellikle 1 yasindan
kiiciik bebeklerin serumlarinda tespit edil-
mistir (29). Hepatik immatiritenin epimer
tiretiminde rol oynayabilecedi ©One siiriil-
mustur ancak eriskinlerde de 0.25-59.3 nmol
/ L arasinda degisen 3-epi-25(OH)D konsan-
trasyonlar1 bulunmustur (30).

LC-MS/MS yontemi ile tespit edilen total
25(0OH)D'nin % 9 - 61'i oraninda 3-epi-
25(0OH)D bulunmaktadir. 3-epi-25(OH)D me-
tabolitinin kimyasal yapisi 3 numaral Kkar-
bona baghh OH grubunun konumu disinda
25(OH)D ile aynidir. Her iki formu da Kkiitle

spektrometresinde MRM modunda ayni kiitle
dgecislerine sahiptir. Bu nedenle C3 epime-
rinin yeterli ayrilamamasi 25(OH)D;'iin daha
yiiksek olclilmesine yol acar (19). C3-epime-
rizasyon yolunun fizyolojik roli heniiz acik-
lanmamis olsada 3-epi(OH)D'nin rutin OIcii-
miu gelecekte 6nemli hale gelebilir. Giinu-
miizde, 25(0OH)D Olciimlerinde protein bag-
lama teknikleri kullanilarak olasi C3-epimeri
Katkisi ortadan kaldirilmaya calisiimaktadir.

24,25(0H),D,

24,25(0OH),D5; 25(0OH),D’den sonra dolasim-
da en bol bulunan D vitamini metabolitidir.
Bir sitokrom p450 enzimi olan 24-hidroksilaz
(CYP24A1) ile 25(OH)D5' un 24. karbondaki
hidroksilasyonu sonucunda olusur. 25(OH)D5'
un inaktif kataboliti olarak kabul edilir. Far-
makolojik olarak uygulandiginda, hayvanlar-
da kemik hacminde ve mekanik glicte artisa
neden oldugu gosterilmistir. insan serumun-
daki konsantrasyonlari 0.7-24 nmol/L arasin-
dadir (19). Serum 24,25(0H),D duizeyleri se-
rum 25(OH),D; diizeyleri ile korelasyon gos-
terebilir. Son calismalarda 24,25(0OH),D5'lin;
vitamin D5 tedavisine yanitin degerlendiril-
mesinde yeni bir belirte¢ olabilecedi duisii-
nulmektedir. Ancak bu metabolitin Kutle
spektrometresinde ESI ve APCI iyonizasyon
kaynaklari ile 6lciimii, diisiik serum konsan-
trasyonlari ve iyonizasyon verimsizligi nede-
niyle zordur (23).

D Vitamini Analizinin Standardizasyonu

Klinik biyokimyada amag, hedef analit kon-
santrasyonlarina yakin degderleri gelismis
yontemler kullanarak tanisal testler ile elde
etmektir. 25(OH)D Olclimlerinde yasanan
onemli standardizasyon ve harmonizasyon
sorunlar1 D vitamini eksikligi tanisinda mev-
cut olan karmasayi artirmaktadir. Bu nedenle
D vitamini Olgumlerinin kalitesini artirmak
icin 2010 yilinda ABD Ulusal Saglik Enstitiist
tarafindan bir program baslatilmistir. D Vita-
mini Standardizasyon Programinin (VDSP)
amaci Amerikan Hastalik ve Onleme Merke-
zinin calismalarimi koordine etmek ve diinya
capinda saglik arastirmalarinda D vitamini
diizeylerinin laboratuvar degderlendirmesini
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standardize etmektir (31). Olciim yéntemleri
arasindaki farkhliklar ve kalibratorlerde stan-
dardizasyon eksikligi gibi analitik degisken-
lerin yani sira biyolojik ve mevsimsel dedis-
kenlerin de var olmasi 25(OH)D ol¢ciim belir-
sizligine katkida bulunmaktadir. D vitamini
Kullanimi bir¢ok hastalik i¢in umut verici olsa
da eksiklik ve yetmezIlik duzeyleri, cinsiyet ve
mevsimsel acidan farklili@i heniiz mevcut
olmayan bir esik degerine (cut-off) gore
degderlendirilmektedir. Calismalarda tek bir
esik degeri kullanildigindan cesitli olciim
yontemlerine gore farkliliklarin olabilecegi
g6z Onilinde bulundurulmali ve mumkiinse
tiim yontemler icin standardizasyon calis-
malari yapilmaldir.

SONUC

D vitamini metabolitlerinin hastaliklardaki
etki ve fonksiyonlarini bilebilmek icin bu
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