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ÖZET 
 

D vitamini, kemik sağlığındaki önemli rolünün yanı sıra diyabet, kanser ve kardiyovasküler hastalıklar 
gibi pek çok hastalık ile bağlantısı olan ve günümüzde hormon olarak kabul edilen bir moleküldür. D 
vitamini düzeyinin değerlendirilmesinde, uzun bir yarı ömre sahip olduğundan 25-hidroksivitamin D 
[25(OH)D] tercih edilmektedir. Ancak D vitamini metabolitlerinin çeşitli hastalıklardaki patofizyolojik 
rolünü değerlendirmek için tüm metabolomun incelenmesi gerekmektedir. Bunun için total 25 (OH) D 
düzeylerinin yanı sıra serbest/biyoyararlanılabilir formlar, D vitamini bağlayıcı protein (DBP), 
parathormon ve  1, 25 (OH) 2 D3, 3-epi-25 (OH) D, 24,25 (OH) 2 D3 gibi diğer belirteçleri içeren 
metabolomik bir panele gereksinim vardır. Gelecekte D vitamini metabolomiğinin kapsamlı bir şekilde 
incelenmesi için kütle spektrometreleri potansiyel vaat etmektedir. 

Anahtar sözcükler: D vitamini, 25(OH)D, 1,25(OH)2D3, 3-epi-25(OH)D, 24,25(OH)2D3 
vitamin D, 25(OH)D, 1,25(OH)2D3, 3-epi-25(OH)D, 24,25(OH)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., 1α,25 (OH)2 D3 , 
3-epi-25 (OH) D, 24,25 (OH)2 D3, 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. 

Key words: Vitamine D, 25(OH)D, 1,25(OH)2D3, 3-epi-25(OH)D, 24,25(OH)2D3 
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GİRİŞ 

D Vitamini 

D vitamini, yağda çözünen vitaminler gru-
bunda incelenen ve hormon benzeri görev-
leri olan geniş bir sekosteroid sınıfını tanım-
lamaktadır. D vitamini etkisi gösteren bile-
şikler arasında biyokimyasal açıdan önem-
lileri kolekalsiferol (vitamin D3) ve ergokalsi-
ferol (vitamin D2)dür. Her iki form kimyasal 
olarak benzer olsalar da, biyolojik kökenleri 
farklıdır; kolekalsiferol güneş ışınlarının etki-
siyle deride endojen olarak sentezlenirken, 
ergokalsiferol bitkisel kaynaklı olup en çok 
maya ve mantarlarda bulunan ergosterolün 
morötesi ışınlara maruz kalmasıyla oluşur.  D 
vitamini, kalsiyum, fosfor ve parathormon 
metabolizması, vücudun büyüme ve geliş-
mesi ve bağışıklıktaki önemli rolleriyle bilinir, 
ancak diyabet, kanser, nörodejeneratif hasta-
lıklar, otoimmunite, depresyon ve kardiyo-
vasküler hastalıklar gibi daha geniş bir 
yelpazede yoğun bir şekilde incelenmektedir 
(1). Bu derleme, D vitamini metabolitlerinin 
klinik önemi ve ölçüm teknikleri ile ilgili son 
gelişmeleri sunmayı amaçlamaktadır.  

D Vitamini Metabolizması 

D vitamini sentezinde ilk basamak, 290-315 
nm aralığındaki UVB güneş ışınlarının etki-
siyle, ciltte bulunan 7-dehidrokolesterolün 
(Provitamin D) Previtamin D3 ve vitamin D3’e 
(kolekalsiferol) dönüşmesidir. Deride oluşan 
veya besinlerle intestinal olarak alınan D 
vitamini (kolekalsiferol veya ergokalsiferol), 
karaciğerde 25-hidroksilaz (CYP2R1) enzimi 
ile 25-hidroksikolekalsiferole [25(OH)D3, kal-
sidiol] dönüşür, 25(OH)D3 de böbreklerde ve 

bir çok dokuda bulunan 1α-hidroksilaz 
(CYP27B1) ile aktif vitamin D metaboliti olan 
1,25-dihidroksikolekalsiferole [1,25(OH)2D3, 
kalsitriol] dönüşür. Böbrekteki 1,25(OH)2D 
üretimi, serum fosfor, kalsiyum, parat-
hormon (PTH) ve fibroblast büyüme faktörü 
23 (FGF-23) konsantrasyonları dahil olmak 
üzere birçok faktörden etkilenir. D vitamini 
metabolizması, geniş dinamik konsantrasyon 
aralığında bir dizi farklı metabolit üretir. 
İnsanda yapılan çalışmalarda dolaşımda 
50’den fazla metabolit tanımlanmıştır (2). 
Gerçek sayının, epimerizasyon ve laktonizas-
yon gibi çeşitli biyokimyasal süreçler nede-
niyle daha yüksek olduğu düşünülmektedir 
(3). D vitamini metabolitlerinin büyük meta-
bolomik bir ağın parçaları olarak önemli 
roller üstlendiği düşünülmektedir (Tablo 1). 
D vitamini bileşikleri dolaşımda yaklaşık %85 
oranında D vitamini bağlayıcı proteine (DBP) 
ve daha az oranda (%14.6) albümine bağla-
nırlar (1, 4). D vitamini bağlayıcı protein 
(DBP) dolaşımdaki D vitamininin ana taşıyı-
cısıdır ve hedef dokularda vitamin D konsan-
trasyonunu ve biyoyararlanımını düzenle-
mede önemli bir rol oynar. Son çalışmalar, D 
vitamini bağlayıcı proteinin (DBP) konsan-
trasyonunun ve genotipinin kandaki 25 
(OH)D'nin biyoyararlanımını belirleyen önemli 
faktörler olduğunu belirtmektedir. Serumda 
D vitamininin yaklaşık % 0.4-3’ü serbest 
olarak bulunur. Özellikle gebelerde, hemo-
diyaliz hastalarında, kronik böbrek hastalı-
ğında, karaciğer yetmezliğinde, mesane ve 
pankreas kanserlerinde, serumda serbest 
25(OH)D ölçümünün, toplam 25(OH)D ölçü-
münden daha iyi tanısal bilgi sağladığı gös-
terilmiştir.  

 
Tablo 1. Önemli D Vitamini Metabolitleri 

Table 1. The Important Metabolites of Vitamin D 

ÖNEMLİ D VİTAMİNİ METABOLİTLERİ 
25(OH)D (25-hidroksivitamin D) 
1,25(OH)2D (1,25-dihidroksivitamin D) 
24,25(OH)2D (24,25-dihidroksivitamin D) 
1,24,25(OH)3D (1,24,25-trihidroksivitamin D) 
3-EPİ-25(OH)D (3-epi-25-hidroksivitamin D) 
25(OH)D-26,23-LAKTON (25-hidroksivitamin D-26,23-lakton) 
1,25(OH)2D-23,26-LAKTON (1,25-dihidroksivitamin D-23,26-lakton) 
25(OH)DS (Vitamin D-3β-sulfat) 
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Klinik Açıdan D Vitamini 

Serumda uzun bir yarı ömrü (yaklaşık 20 
gün) olan ve rutin analizler ile kolay tanım-
lanabilen total 25(OH)D [25(OH)D3 ve 25 
(OH)D2 toplamı], D vitamini durumunun en 
geçerli belirleyicisi olarak tüm dünyada kabul 
edilmiştir. Diğer metabolitler genellikle çok 
daha düşük konsantrasyonlarda bulunan ve 
patofizyolojik rolleri halen yoğun bir şekilde 
araştırılan türlerdir. Bununla birlikte, 25(OH) 
D'nin optimum eşik konsantrasyonu halen 
tartışılmaktadır. Dünya genelinde D vitamini 
eksikliği küresel bir salgın olarak kabul 
edilmekte ve çok yaygın görülmektedir. 25 
(OH)D3 düzeylerinde eksiklik <20 ng/mL, 
yetersizlik 21-29 ng/mL, yeterli düzey ise 
>30 ng/mL olarak tanımlanmaktadır. Ülke-
mizde ise sık gözlenen D vitamini eksikli-
ğinin oranı, yetersizliğinden daha fazladır. 
American Ulusal Tıp Enstitüsü (IOM) kemik 
sağlığı için 50 nmol/L’nin (20 ng/mL) üzerin-
deki düzeyleri önermektedir (5).  

Tüm popülasyonlarda gözlenen D vitamini 
yetersizliği nedeniyle, D vitamini takviyesi ve 
hangi formun daha etkili olduğu güncel bir 
karmaşa yaratmıştır. Bireyler arasında D 
vitamini desteğine verilen yanıtlar da farklılık 
gösterebildiğinden bazen tedaviye rağmen 
dirençli D vitamini yetersizliği gözlenebilir 
(6). Vitamin D2'nin vitamin D3'ten biyolojik 
olarak daha az aktif olduğu çeşitli çalışma-
larda bildirilmiştir. Vitamin D2 takviyesi 
Avrupa'da daha az kullanılmasına rağmen, 
Avrupa dışında tercih edilmektedir. Her iki 
form da dolaşımda hidroksillenmiş olarak; 
25(OH)D2 ve 25(OH)D3 şeklinde bulunabilir. 
İki formun biyoeşdeğer olup olmadığı uzun 
yıllardır tartışılmaktadır. Bir çok çalışma, vita-
min D2’nin serumdaki total 25(OH)D konsan-
trasyonunu vitamin D3 ile aynı düzeyde yük-
seltmediğini göstermiştir, fakat bu bulgu 
bazı araştırmacılar tarafından desteklenme-
miştir (7). Bazı çalışmalar, D2 vitamini deste-
ğinden sonra serum 25(OH)D3'ün düştüğünü 
göstermiştir ancak, bu çalışmaların istatis-
tiksel gücü; spesifik popülasyon gruplarında 
yapılması ve sadece total 25(OH)D ölçülmesi 
nedeniyle yetersiz bulunmuştur (7).  Günde 
1000-1600 IU D2 veya D3 vitamininin uygu-
landığı çeşitli çalışmaları değerlendiren bir 

meta-analizde, total 25(OH)D düzeylerinde 
anlamlı bir fark görülmediği bildirilmiştir (8). 
7 ayrı çalışmayı içeren bir başka meta-ana-
lizde ise vitamin D3 takviyesinin D2’ye göre 
25(OH)D düzeylerini daha fazla yükselttiği 
belirtilmektedir. Ancak bu çalışmaların büyük 
bir kısmında bolus vitamin uygulaması 
yapılmıştır (7).  

D Vitamini Metabolitleri 

25(OH)D3 ve 1,25(OH)2D3 daha fazla metabo-
lize olarak, böbrekte 24-hidroksilaz (CYP24A1) 
enzimi ile 24,25-dihidroksi vitamin D3 
[24,25(OH)2D3] ve 1,24,25-trihidroksivitamin 
D3 [1α,24,25(OH)3D3]’e dönüşmektedir. 24-
hidroksilaz genindeki mutasyonlar, kısmi 
veya total aktivite kaybı sonucunda hiperkal-
semik durumlara yol açabilir (6). 24,25(OH)2 

D3 metabolitinin embriyogenez, kıkırdak 
gelişimi ve kırık onarımında rol oynadığı 
bilinmekle birlikte, fizyolojik rolü halen 
araştırılmaktadır.  

Günümüzde 24,25(OH)2D ve 1,24,25(OH)3D 
gibi metabolitlerin ölçümünün, D vitamininin 
sıklıkla tartışılan iki formu (D2 ve D3) konu-
sundaki gerçeklere çok büyük bir katkı 
sağlayacağı üzerinde durulmaktadır. Ayrıca, 
dolaşımdaki 25(OH)D3 konsantrasyonu ile 
osteoporoz ve kırık riski gibi klinik sonuçlar 
arasındaki ilişki, tüm popülasyonlarda her 
zaman aynı oranda gözlenemeyebilir. Bu ne-
denle serum 24,25(OH)2D3’in yanı sıra 
24,25(OH)2D3/25(OH)D3 oranının, vitamin D 
katabolizmasının potansiyel belirteçleri ve D 
vitamini desteğine yanıtın öngörücüsü olarak 
kullanılabileceği bildirilmektedir (6). 

25(OH)D3 ve 1,25(OH)2D3'ün C3 epimerleri-
nin tanımlanmasıyla, insan vücudunda D 
vitamini durumunun göstergesi olarak meta-
bolitlerin kullanımı konusu yoğun bir şekilde 
araştırılmaktadır. Bu epimerlerin bebeklerde 
ve yenidoğanlarda toplam 25(OH)D3 konsan-
trasyonunun yaklaşık %21'ini oluşturduğu, 
erişkinlerde ise daha düşük konsantrasyon-
larda (yaklaşık %6) bulunduğu bildirilmekte-
dir (9). 3-epi-25(OH)D3 metaboliti, endojen 
olarak üretilir ve dolaşımdaki konsantras-
yonu D vitamini desteğini takiben artar; 
ancak bu metabolitin fizyolojik önemi henüz 
anlaşılamamıştır.  
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Literatürde de optimal D vitamini durumu-
nun belirlenmesinde serum 25(OH)D düzey-
lerinin yanı sıra metabolitlerin ölçülmesi 
sıklıkla önerilmektedir. Güncel bir çalışmada, 
tek ve yüksek doz D3 vitamini (100.000 IU) 
uygulamasının serum 25(OH)D3 ve metabolit-
leri 24,25(OH)2D3, 3-epi(OH)D3, 1,25(OH)2D3’ün 
konsantrasyonlarında önemli bir artışa yol 
açtığı gösterilmiştir (6). Bu çalışmada, D 
vitamini tedavisine yanıtın izlenmesinde 
heterojen olduğu için sadece serum 25(OH)D 
düzeylerinin kullanımının yeterli olmadığı 
öne sürülmektedir. 

D Vitamini Metabolitlerinin Ölçüm 
Yöntemleri 

Günümüzde rutin analizlerin büyük çoğun-
luğu immunoassay ile gerçekleştirilmektedir 
(10). Sıvı kromatografisi-ardışık kütle spek-
trometresi (LC-MS/MS) tekniği analitik özgül-
lüğü ve duyarlılığı nedeniyle ana metabolit 
olan 25-hidroksivitamin D [25(OH)D] analizi 
için altın standart yöntem olarak kabul edil-
mektedir (11). Ancak bu yöntemin deteksiyon 
limitleri bile, genellikle serum/plazmada 
düşük fizyolojik konsantrasyonlarda bulunan 
metabolitleri ölçmekte yetersiz kalmaktadır. 
D vitamini metabolitlerinin ölçümleri, analit-
lerin lipofilik doğası, taşıyıcı proteine (DBP) 
sıkı bağlanması, düşük iyonizasyon verimi 
gibi birçok nedenden dolayı zorluklar içer-
mektedir (1, 12). Ayrıca izomerik ve izobarik 
bileşenlerden gelen interferanslar çok zorla-
yıcıdır. D vitamini metabolitlerinin hastalık-
lardaki patolojik etkilerini ve işlevlerini tam 
anlamıyla incelemek için özellikle 25-hidrok-
sivitamin D dışında, az bulunan türlerin de 
konsantrasyonlarının belirlenmesi gereklidir. 
Bu nedenle literatürde D vitamini metabolit-
lerini geniş bir aralıkta, tek veya çoklu olarak 
ölçebilen kütle spektrometrik yeni yöntemler 
sıklıkla yer almaya başlamıştır (13).  

25 (OH)D  

25(OH)D ölçümünde ilk kullanılan yöntem 
1971’de bildirilen vitamin D bağlayıcı protein 
(DBP)’in bağlayıcı olarak kullanıldığı kompe-
titif protein bağlama yöntemidir. Yöntemin 
avantajı DBP’nin 25(OH)D2 ile 25(OH)D3’ü eşit 

olarak tanımasıdır. Yöntemin dezavantajları 
ise ölçümün 24, 25(OH)2D; 25, 26(OH)2D; 
23-lactone gibi diğer polar vitamin D meta-
bolitlerini de kapsaması ve 10 gün gibi uzun 
inkübasyon süresinin olmasıdır (14). Ancak 
sonradan yarışmalı protein bağlama yöntemi 
geliştirilerek inkübasyon süresi 1 saate düşü-
rülmüştür. 

Yüksek performanslı sıvı kromatografisi 
(HPLC) yöntemi 1977’de geliştirilmiştir. Bu 
yöntemde UV dedektör kullanılmaktadır. İn-
terferans veren lipidlerin ve vitamin D meta-
bolitlerinin uzaklaştırılması, 25(OH)D2 ve 
25(OH)D3’ün ikisinin ölçülebilmesi yöntemin 
en önemli özellikleridir (14, 15).  

RIA yöntemi 1985’de geliştirilmiştir. Bu yön-
tem için örnek saflaştırması gerekli değildir. 
Bu yöntemin uygulaması kolay ve sonuçları 
HPLC ile uyumludur. Yarışmalı protein bağ-
lama ölçümdeki gibi 25(OH)D2 ile 25(OH)D3’ü 
eşit oranda tanımakta ve diğer polar vitamin 
D metabolitlerini de kapsamaktadır. Bu 
nedenle 25(OH)D ölçümleri %10-20 daha 
yüksek bulunmaktadır (14). ELISA yöntemi 
de, RIA ve kompetitif protein bağlama ölçü-
mündeki gibi polar vitamin D metabolitlerini 
[24, 25(OH)2D; 25, 26(OH)2D; 23-lactone] 
ölçen bir yöntemdir .  

Kemiluminesan immun ölçümler ise 
25(OH)D2 ve 25(OH)D3 için eşit oranda 
spesifiktir. İmmun ölçümlerin kullanıldığı 
otomatize laboratuvar yöntemlerinde duyar-
lılık ve ölçüm aralığı ile ilgili sınırlamalar, 
metabolitlerle çapraz reaksiyon gözlenmesi, 
maliyet gibi sorunlar sık gözlenmektedir 
(16). Bu yöntemlerde organik çözücüsüz 
ekstraksiyon kullanılması ve 25(OH)D'nin 
antikor yapısı bozulmadan bağlayıcı protein-
den ayrımın yapılabilmesi avantajdır. Ancak 
tüm bu aşamalar serum örneklerindeki mat-
riks etkisine oldukça duyarlıdır (17). Kroma-
tografik yöntemler ise immun analizlere göre 
matriks etkilerine daha az duyarlıdır. 

LC-MS/MS yöntemi duyarlılık ve özgüllük 
açısından immunassay yönteme alternatif 
olarak önerilmektedir. LC-MS/MS ile 25(OH)D 
ölçümünde dikkat edilmesi gereken faktörler 
bulunmaktadır. LC-MS/MS ile serum 25(OH)D 



TSH, FT4 ve FT3 Testlerinin Ölçümü 

Türk Klinik Biyokimya Derg 2018; 16(2) 131 

kantitasyonu için birçok klinik laboratuvar 
kendi geliştirdiği (in-house) yöntemleri kul-
lanmaktadır. Reaktiflerin laboratuvarlarda 
hazırlandığı in-house yöntemlerde; kalib-
rasyon ve kalite kontrol için liyofilize mater-
yaller, kararlı izotop işaretli internal standart 
bileşikler, örnek hazırlama materyalleri, mo-
bil fazlar kullanılmakta ve hem 25(OH)D3 
hem de 25(OH)D2 analizi yapılabilmektedir. 
Ancak in-house yöntemlerde örnek hazırlığı, 
kromatografi kolonunun seçimi, kromato-
grafik ayrım, iyonizasyon ve kütle spektro-
metrik deteksiyon için gereken tüm basa-
maklar optimize edilerek validasyon yapıl-
malıdır.  

LC-MS/MS yönteminde atmosferik basınçlı 
kimyasal iyonizasyon (APCI) ve Elektrosprey 
iyonizasyon (ESI) kaynakları kullanılmaktadır. 
Bunların dışında atmosferik basınçlı foto iyo-
nizasyon (APPI) tekniği de kullanılmaktadır. 
ESI ile yapılan 25(OH)D ölçümlerde APCI’ya 
göre daha fazla varyasyon gözlenmiştir (18). 
Bazı laboratuvarlarda 25(OH)D kantitasyonu 
için tek geçişli basit kütle spektrometrik 
yöntemler kullanılmakta olup, daha duyarlı 
ölçüm sağlayan çoklu reaksiyon izleme 
(MRM) ve ürün iyon (product ion) oranları 
kullanılmamaktadır (19). Bu da kütle spek-
trometrik ölçümlerde sorun yaratmaktadır.  

LC-MS/MS yönteminde önemli başka konu, 
ekstraksiyon kayıplarının ve iyon baskılanma-
sının etkilerini gidermek için gerekli olan 
internal standardın kullanımıdır. İnternal 
standart için izotop işaretli ve ölçülecek ana-
lite kimyasal olarak benzeyen bileşikler se-
çilir. Döteryumlu standartlar, 13-C işaretli 
internal standartlara göre daha düşük mali-
yetlidir ve daha yaygın olarak kullanılmakta-
dır. Çoğu laboratuvar 3 veya 6-döteryum 
içeren internal standartlar kullanarak 
25(OH)D3 ve 25(OH)D2 ölçümünü yapmak-
tadır (19). LC-MS/MS yönteminde kalibratör 
matriksi olarak analit içermeyen serum ör-
neklerinin kullanımı idealdir. Ancak bunu 
elde etmek zordur. Kalibratör olarak, kömür 
ile muamele edilen insan serumu, sığır 
serumu albumini, etanolik kalibratörler ya da 
ticari olarak bulunan insan serumu bazlı 
kalibratörler kullanılmaktadır (20).  

25(OH)D'nin LC-MS/MS ile analizi için bazı 
türevlendirme teknikleri geliştirilmiştir. 
Türevlendirme, D vitamini metabolitlerinin 
zayıf iyonizasyon verimliliğini artırır, daha 
yüksek duyarlılık ve daha spesifik bir detek-
siyon sağlar. Dezavantajı ise numune hazır-
lama aşamasının daha zahmetli olmasıdır. 

1,25(OH)2D  

Serum/plazma 1,25(OH)2D düzeyleri; kronik 
granülomatöz bozukluklarla ilişkili hiperkal-
semik sendromlar ve renal hastalıkların yanı 
sıra 25(OH)D metabolizmasının doğuştan ve 
edinilmiş hastalıklarının tanısında gereklidir. 
Tüm steroid hormonlar gibi 1,25(OH)2D’nin 
de kantitatif analizi oldukça zordur. Dola-
şımda çok düşük konsantrasyonlarda bulu-
nur (20.16-70.56 pg/mL), oldukça lipofilik ve 
nispeten kararsızdır (21). Günümüzde 
1,25(OH)2D analizlerinde RIA, ELISA, HPLC-
UV ve LC-MS/MS kullanılmaktadır. RIA yöntemi 
26, 23-lactone; 1,24,25(OH)3D3; 1,25, 
26(OH)3D3 gibi vitamin D metabolitleri ile 
interferans vermektedir. Ayrıca LC-MS/MS’e 
göre % 25 daha yüksek sonuçlar elde edil-
mektedir. HPLC-UV yönteminin ise düşük 
düzeydeki 1,25-Dihidroksi vitamin D2 ve D3 
için duyarlılığı iyi değildir (21). 1,25(OH)2D 
için kullanılan bazı immünoanalizlerin 
25(OH)D3-26,23-laktonla çapraz reaksiyonu 
nedeniyle 1,25(OH)2D konsantrasyonlarını ol-
duğundan fazla ölçtüğü bilinmektedir. 
25(OH)D3-26,23-laktonun moleküler ağırlığı 
1,25(OH)2D3'den farklıdır. Bu nedenle 
1,25(OH)D3’ün LC-MS/MS ile analizinde 
interferansa sebep olmaz.  

1,25(OH)2D'nin LC-MS/MS ile kantitasyonu, 
serumdaki düşük konsantrasyonları ve inter-
ferans veren maddelerin varlığı nedeniyle 
genellikle zordur. Casetta ve ark. serum 
1,25(OH)2D’nin kantitasyonu için geliştirdik-
leri yöntemde online ekstraksiyon ve  analitik 
kolon kullanarak izobarik interferanslardan 
uzak bir ölçümü başarabilmiştir. Bu çalış-
mada fizyolojik konsantrasyon düzeylerinde, 
%5-15'lik varyasyon katsayıları (CV) ile 36 
pmol/L ‘lik düşük kantitasyon limiti (LLOQ) 
elde edilmiştir (22). İyonizasyon verimliliğini 
geliştirmek için kullanılan Diels-Alder, kuar-
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terner aminli Cookson reaktifleri gibi çeşitli 
türevlendirme ajanları ile daha düşük (10 
pmol/L) LLOQ değerlerine ulaşılmıştır. Kanıt-
lanmış ve ticari olarak piyasaya sürülmüş 
diğer türevlendirme ajanları, 4-fenil-1,2,4-
triazol-3-5-dion (PTAD) reaktifi ve Amplifex 
diene (AB SCIEX)’dir (23-25). Ölçüm duyarlı-
lığını artırmak için örneklerin immünaffinite 
ile saflaştırıldığı, interferans ve matriks 
etkilerinin ortadan kaldırıldığı yöntemlerde, 
LLOQ değerleri 1,25(OH)2D3 için 8.2 pmol/L,  
1,25(OH)2D2 için 9.1 pmol/L olarak bulun-
muştur (26). Bir çalışma kapsamında renal 
transplantasyon alıcılarında LC-MS/MS kulla-
narak yaptığımız ölçümlerde immunoaffinite 
mikrokolonları içeren bir kit (ImmuTube LC-
MS/MS Ekstraksiyon Kiti-KM1000; Immun-
diagnostik AG, Besheim, Almanya) ile plazma 
1,25(OH)2D3 düzeyleri belirlenmiştir. Bu ana-
liz, ultra hızlı sıvı kromatografisi ile kombine 
edilmiş, ESI pozitif modda triple quadrupol 
tandem kütle spektrometresinde (LC-20 AD 
UFLC XR, LCMS8040 Shimadzu Corp., Kyoto, 
Japonya) çoklu reaksiyon izleme yöntemi 
(MRM) kullanılarak optimize edilmiş ve ana-
litik validasyon çalışmaları sonrasında elde 
edilen sonuçlar ile klinik çalışma gerçekleş-
tirilmiştir. Analiz süresi 6 dakika olan bu 
yöntemin LLOQ değeri 5.68 pg/mL olarak 
belirlenmiştir (27). 

3-Epi-25(OH)D3  

Son zamanlarda 25(OH)D3'ün 1,25(OH)2D3 ve 
24,25(OH)2D3 gibi C-3 epimerizasyon yolu ile 
metabolize olduğu gösterilmiştir (28). Halen 
3-epi-25(OH)D’nin biyolojik önemi aydınlatı-
lamamıştır. C3-epimeri, özellikle 1 yaşından 
küçük bebeklerin serumlarında tespit edil-
miştir (29). Hepatik immatüritenin epimer 
üretiminde rol oynayabileceği öne sürül-
müştür ancak erişkinlerde de 0.25-59.3 nmol 
/ L arasında değişen 3-epi-25(OH)D konsan-
trasyonları bulunmuştur (30). 

LC-MS/MS yöntemi ile tespit edilen total 
25(OH)D'nin % 9 - 61'i oranında 3-epi-
25(OH)D bulunmaktadır. 3-epi-25(OH)D me-
tabolitinin kimyasal yapısı 3 numaralı kar-
bona bağlı OH grubunun konumu dışında 
25(OH)D ile aynıdır. Her iki formu da kütle 

spektrometresinde MRM modunda aynı kütle 
geçişlerine sahiptir. Bu nedenle C3 epime-
rinin yeterli ayrılamaması 25(OH)D3'ün daha 
yüksek ölçülmesine yol açar (19). C3-epime-
rizasyon yolunun fizyolojik rolü henüz açık-
lanmamış olsada 3-epi(OH)D'nin rutin ölçü-
mü gelecekte önemli hale gelebilir. Günü-
müzde, 25(OH)D ölçümlerinde protein bağ-
lama teknikleri kullanılarak olası C3-epimeri 
katkısı ortadan kaldırılmaya çalışılmaktadır. 

24,25(OH)2D3  

24,25(OH)2D3; 25(OH)2D’den sonra dolaşım-
da en bol bulunan D vitamini metabolitidir. 
Bir sitokrom p450 enzimi olan 24-hidroksilaz 
(CYP24A1) ile 25(OH)D3' ün 24. karbondaki 
hidroksilasyonu sonucunda oluşur. 25(OH)D3' 
ün inaktif kataboliti olarak kabul edilir. Far-
makolojik olarak uygulandığında, hayvanlar-
da kemik hacminde ve mekanik güçte artışa 
neden olduğu gösterilmiştir. İnsan serumun-
daki konsantrasyonları 0.7-24 nmol/L arasın-
dadır (19). Serum 24,25(OH)2D düzeyleri se-
rum 25(OH)2D3 düzeyleri ile korelasyon gös-
terebilir. Son çalışmalarda 24,25(OH)2D3’ün; 
vitamin D3 tedavisine yanıtın değerlendiril-
mesinde yeni bir belirteç olabileceği düşü-
nülmektedir. Ancak bu metabolitin kütle 
spektrometresinde ESI ve APCI iyonizasyon 
kaynakları ile ölçümü, düşük serum konsan-
trasyonları ve iyonizasyon verimsizliği nede-
niyle zordur (23).  

D Vitamini Analizinin Standardizasyonu 

Klinik biyokimyada amaç, hedef analit kon-
santrasyonlarına yakın değerleri gelişmiş 
yöntemler kullanarak tanısal testler ile elde 
etmektir. 25(OH)D ölçümlerinde yaşanan 
önemli standardizasyon ve harmonizasyon 
sorunları D vitamini eksikliği tanısında mev-
cut olan karmaşayı artırmaktadır. Bu nedenle 
D vitamini ölçümlerinin kalitesini artırmak 
için 2010 yılında ABD Ulusal Sağlık Enstitüsü 
tarafından bir program başlatılmıştır. D Vita-
mini Standardizasyon Programının (VDSP) 
amacı Amerikan Hastalık ve Önleme Merke-
zinin çalışmalarını koordine etmek ve dünya 
çapında sağlık araştırmalarında D vitamini 
düzeylerinin laboratuvar değerlendirmesini 
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standardize etmektir (31). Ölçüm yöntemleri 
arasındaki farklılıklar ve kalibratörlerde stan-
dardizasyon eksikliği gibi analitik değişken-
lerin yanı sıra biyolojik ve mevsimsel değiş-
kenlerin de var olması 25(OH)D ölçüm belir-
sizliğine katkıda bulunmaktadır. D vitamini 
kullanımı birçok hastalık için umut verici olsa 
da eksiklik ve yetmezlik düzeyleri, cinsiyet ve 
mevsimsel açıdan farklılığı henüz mevcut 
olmayan bir eşik değerine (cut-off) göre 
değerlendirilmektedir. Çalışmalarda tek bir 
eşik değeri kullanıldığından çeşitli ölçüm 
yöntemlerine göre farklılıkların olabileceği 
göz önünde bulundurulmalı ve mümkünse 
tüm yöntemler için standardizasyon çalış-
maları yapılmalıdır. 

SONUÇ 

D vitamini metabolitlerinin hastalıklardaki 
etki ve fonksiyonlarını bilebilmek için bu 

metabolitlerin konsantrasyonlarının LC-
MS/MS gibi gelişmiş yöntemlerle belirlenmesi 
gereklidir. Kişilerin D vitamini durumları 
hakkında doğru klinik yorum yapabilmek için 
total 25 (OH) D düzeylerinin yanı sıra ser-
best/biyoyararlanılabilir formlar, D vitamini 
bağlayıcı protein (DBP), parathormon ve 
1,25(OH)2D3, 3-epi-25(OH)D, 24,25(OH)2D3 
gibi çeşitli metabolitleri içeren metabolomik 
bir panele gereksinim vardır. Gelecekte yapı-
lacak metabolomik çalışmalar, kolekalsiferol 
veya ergokalsiferol ile yapılan tedavi etkinlik-
lerinin değerlendirilmesine daha derin bir 
bakış açısı kazandıracaktır. İdeal olarak, 
gerçek bir altın standart yöntem; düşük ve 
yüksek konsantrasyonlardaki tüm D vitamini 
metabolitlerini kapsayacak nitelikte, evrensel 
ve standart bir analitik yöntem olmalıdır. 
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