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OZET

AMAC: Vitamin D diizeyinin belirlenmesinde 25-OH Vitamin D 6l¢iilmesi
klinik bir belirleyici olarak kabul edilmistir. Bu nedenle 25-OH Vitamin D’nin dogru
Olciilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu calismada, HPLC yontemi i¢in yontem
degerlendirme calismasi yapilmis, HPLC yontemi gecerli kilinmis ve bu yontem
ELISA ve RIA yontemleri ile karsilastirilmistir.

GEREC ve YONTEMLER: 25-OH Vitamin D &l¢iimiinde yontem gegerli
kilma calismas1 yapildiktan sonra HPLC referans yontem olarak kabul edilmistir.
Daha sonra HPLC yontemi ELISA ve RIA yontemleri ile karsilastirilmistir.

BULGULAR: 25-OH Vitamin D i¢in HPLC ydntemiyle 2 seviyede giin i¢1
ve glinler arast tekrarlanabilirlik calismast yapildi. Giin i¢i tekrarlanabilirlik
calismasinda %CV degerleri 5.93 ve 2.37, giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasinda
ise 7.00 ve 2.60 bulunmustur. Geri kazanim c¢aligmasi sonucu ortalama %95 (%93-
96) bulunmustur. HPLC yonteminin ELISA yontemi ile karsilastirilmasi sonucunda r
degeri 0.36, p degeri ise 0.022, RIA yontemi ile karsilastirilmasi sonucunda ise r
degeri 0.22, p degeri ise 0.174 bulunmustur.

SONUC: HPLC yonteminin referans yontem kabul edildigi ¢alismada RIA
yonteminin sonuclarinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1r ve klinik ¢aligmalarda
dogrulugunun yeterli olmadigi, ELISA yonteminin ise istatistiksel olarak anlamli ve orta
derecede uyumlu oldugu belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: 25-OH Vitamin D, HPLC, ELISA, RIA,

Yontem karsilastirma
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ABSTRACT

Objective: 25-OH Vitamin D measurement is the most common and valuable
method when identifying Vitamin D status. On this account precise measurement of
25 OH Vitamin D is highly important. In this study, method evaluation process has
been done for HPLC method, the method has been made valid and it is compared
with ELISA and RIA methods respectively.

Material and Methods: After doing method validation study for 25-OH
Vitamin D, HPLC is regarded as reference method. Then HPLC is compared with
ELISA and RIA methods respectively.

Results: Repeatability study has been done in 2 levels, interassay and
intraassay %CV values, for 25-OH Vitamin D. for interassay repeatability process,
levels of %CV are found as 5.93 and 2.37. For intraassay repeatability process, levels
of %CV are found as 7.00 and 2.60. Result of recovery assay is found as mean of
%95 (%93-96). When comparing HPLC to ELISA, R value is found 0.36 and p value
is found 0.022; when comparing HPLC to RIA, R value is found 0.22 and p value is
found 0.174.

Conclusions: In this study which regards HPLC method as reference, it is
found that RIA method is statistically differs significant from HPLC method and
lacks precision in clinic studies while ELISA method is statistically insignificant
from HPLC method but half precise.

Keywords: 25-OH Vitamin D, HPLC, ELISA, RIA, Method Comparison



SIMGELER VE KISALTMALAR

Ca: Kalsiyum

CBP: Kalsiyum baglayici protein

CEDIA: Cloned enzyme donor immunoassay

CV: Coefficient of variation

CYP27A1: Cytochrome P450, family 27, subfamily A, polypeptide 1
DNA: Deoksi riboniikleik asit

EIA: Enzyme immunoassay

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EMIT: Enzyme —multiplied immunoassay technique
GC: Gaz Kromatografisi

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
HT: Hipertansiyon

LC: Likit Kromatografisi

P: Fosfat

PTH: Parathormon

RIA: Radioimmunoassay

RNA: Riboniikleik asit

RXR: Retinoid X reseptor

TLC: ince Tabaka Kromatografisi

UV: Ultraviyole

VDBP: Vitamin D baglayici proteine

VDR: Vitamin D reseptor

VDRE: Vitamin D yanit eleman
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1.GIRIS VE AMAC

Ortalama yasam siiresinin uzamasi ile birlikte ileri yas popiilasyonu ve bununla
beraber ortaya ¢ikan saglik sorunlar1 onem kazanmaktadir. Uzayan yasam siiresi
sebebiyle Osteoporoz diinyanin bir¢ok yerinde major halk sagligi problemlerinden
biri olarak kabul edilmektedir (1). D vitamini eksikliginin Osteoporoz i¢in bir risk
faktdrii oldugu bilinmektedir. ileri yasta oldugu gibi ¢ocukluk ¢agi déneminde de
Vitamin D’nin rolii 6nemlidir. Rikets, ¢ocukluk caginda goriilen biiyiimekte olan
organizmanin, kalsifikasyona hazir iskelet sistemindeki mineralizasyonun gecikmesi
sonucu ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur. Besinlere D vitamini eklenmesi ve
sosyo-ekonomik kosullarin diizelmesiyle ekzojen rikets goriilme sikligi belirgin
Olciide azalmistir (2).

Bu bilgiler 1s1ginda Vitamin D’nin yasamin her déneminde onemli role sahip
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle Vitamin D’nin dogru 6lgiimii hem hastaliklarin
tanisinda, hem de tedavi ve takipte biiylik 6nem arz etmektedir.

Bu amagla laboratuarlarda yeni bir yOontem kurulacagi zaman yOntem
degerlendirme ¢alismasi yapilir. Yontem degerlendirme ¢alismasindaki temel amag,
kurulacak yontemin sebep olacagi analitik hatalarm oranmi belirlemek ve bunlarin
izin verilebilen hata oraniyla karsilastrmaktir. Bir yontemi uygularken ortaya
cikabilecek hatalar rastgele hata (RE), sistematik hata (SE) ve toplam hata (TE)’dur.
Bu hatalar1 saptamak icin birtakim deney protokolleri vardwr. Bu protokeller
uygulanarak hata miktar1 belirlenir. Rastgele hata ic¢in; tekrarlanabilirlik deneyleri,
sistematik hata i¢in; interferans, geri kazanim ve yontem karsilastirma deneyleri
yapilarak hata diizeyi tespit edilir. Bu deneysel caligmalar sonucunda saptanan hata
diizeyi, o derisimde izin verilebilen hata diizeyinden kiiclik bulundugu takdirde yeni
yontemin performansinin yeterli olduguna karar verilir (3, 4).

Calismamizda HPLC yontemiyle 25-OH Vitamin D i¢in yontem degerlendirme
ve gecgerli kilma c¢alismas1 yapilmis ve HPLC yontemi ELISA ve RIA yontemleriyle

karsilagtirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. D Vitamini

Kalsiyum, fosfor ve kemik metabolizmasmnin en Onemli fizyolojik
diizenleyicilerinden olan D vitamini, serum kalsiyum diizeyinin diizenlenmesinde
PTH (Parathormon) ile sinerjik etki gostermekte ve kemik mineralizasyonuna
katkida bulunmaktadir. D vitamininin biyolojik etkileri, steroid hormonlara benzer
sekilde olugsmaktadir (5).

Bir 6n hormon olan D vitamininin, kolekalsiferol (vitamin D3) ve ergokalsiferol
(vitamin D2) olmak tizere iki kaynagi vardir. Bu iki bilesik arasindaki tek fark
ergosteroliin yan zincirindedir, bu yan zincir doymamis (21. ve 22. karbonlar
arasinda) olup fazladan metil grubu icerir (5, 6) (Sekil 1). Vitamin D2 ve D3 un her
ikisi de benzer yolla metabolize olduklarindan dolay: ortak bir isimle, D vitamini

olarak adlandrilirlar (7).

cHy

HO HO

Sekil 1. Kolekalsiferol ve ergokalsiferol (8).

2.1.1.Vitamin D kaynaklan

Vitamin D diyetle alinabildigi gibi viicutta da sentezlenebilmektedir. Bitkilerde
ergokalsiferol, hayvan dokularinda ise kolekalsiferol vitamin D kaynaklaridir (12).

Genel olarak sardalya, uskumru, somon ve ton balig1 gibi yagh balik iirlinleri,



yumurta sarisi, siit, yesil sogan, brokoli, maydanoz ve su teresi D vitamini yoniinden
zengindir (9).

Vitamin D diyetle alinmasi disinda, deride kolesterol metabolizmasinda bir ara
iirlin olan 7-dehidrokolesteroliin giines 15181 tarafindan fotoliziyle de olusur (10, 11).
Normal kosullar altinda insan viicudundaki D vitamininin %90-95’1 giines 1smlarinin
etkisiyle sentezlenir. Ozellikle besinlere katilmadik¢a diyetle alinan vitamin D’nin
biiyiik bir 6nemi yoktur.Bu sebeple gilines 15181 temel kaynaktir ve giines 1s1gindan

yeterince faydalanilirsa ilave D vitamini almaya gerek yoktur (9, 12).

2.1.2.Vitamin D biyosentezi

D vitamininin biyosentezi temel olarak 3 yerde gerceklesmektedir. Deride
baslayan D vitamini sentezi daha sonra karaciger ve bobrekte hidroksilasyon
reaksiyonlariyla devam eder ve aktif vitamin D olusur (8, 11).

D2 vitamini (Ergokalsiferol), mayada bulunan ergosteroliin UV 1s1g1na maruz
tutulmasiyla olusturulan ticari bir iiriindiir. D2 vitamini yapisal olarak D3’e benzer,
sterol halkasma bagli zincirde ufak degisiklikler vardir ve D2 genelde besinsel
destekleyici olarak siit ve tereyagi gibi besin maddelerine eklenir (8, 10).

D3 vitamininin sentezinde ise oncelikle 290-310 nm dalga boyundaki 1smnlarin
etkisiyle epidermiste 7-dehidrokolesteroliin (proD3 vitamini) non-enzimatik fotolizi
sonucu previtamin D3 sentezlenir (4). Giinese bir slire maruz kalindiktan sonra
previtamin D3 uzunca bir siire termal izomerizasyona ugrar ve vitamin D3
sentezlenir (Sekil 2). Deride previtamin D3 olustuktan sonra ya vitamin D3 olusur
yada inaktif metabolitlere doniisiir. Bu durum gereksiz vitamin D sentezini 6nleyerek
organizmay1 intokiskasyondan koruyan fizyolojik bir kontrol mekanizmasidir (12,

13)
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Ergosteroliin 7-dehidrokolesterolden farki ergosteroliin fazladan bir ¢ift baginin

ve metil grubunun bulunmasidir (5, 6) (Sekil 3).

H:C CH; HC . CH;

H:C H:C
CHs CH;

HLC HLC

HO HO

Sekil 3. 7-dehidrokolesterol ve . ergosterol (8).

Vitamin D deride sentezlendikten sonra hidroksilasyon i¢in karacigere
tasinmalidir. Vitamin D’nin tiim formlar1 %85-88 oraninda transkalsiferin adi da
verilen vitamin D baglayic1 proteine (VDBP), %12-15 oraninda da albumine
baglanmakta ve genel dolasima katilarak karacigere gelmektedir (5, 9, 13). VDBP a-
globiilin yapisinda olup karacigerde sentezlenir (9). VDBP, D vitamini
metabolitlerine kars1 yiliksek afiniteye sahiptir, dyleki normal durumlarda yaklasik
olarak 250H-D ve 24,25(0OH);-D’nin %0.03’1 ve 1,25(OH),-D’nin %0.4’1 serbesttir
(8, 13). Ayrica D vitamini gastrointestinal sistemden etkin bir sekilde emilmektedir.
Emilim sonras1 Vitamin D dogrudan silomikronlara baglanir ve baslangicta lenfatik
yolla tagmnir. Buda ayni1 sekilde VDBP ile karacigere tasinir (6, 8, 9, 12).

7-dehidrokolesterol ve ergosterolden sentezlenen kolekalsiferol (vitamin D3) ve
ergokalsiferol (vitamin D2) biyolojik olarak aktif degillerdir. Biyolojik aktivitelerini
gosterebilmeleri igin metabolik olarak degisiklige ugrarlar. Once karacigerde sonra
bobrekte hidroksilasyon reaksiyonu ile aktif vitamin D sekline ¢evrilirler (8, 11). Bu
aktivasyon olaymin ilk basamaginda kolekasiferol ve ergokalsiferoliin 25. karbonu
karacigerde 0Ozel bir hidroksilaz tarafindan 25-hidroksikolekalsiferol (kalsidiol)
yapmak iizere hidroksillenir (5, 6, 11, 15). 25-hidroksilasyonun %90’1 karacigerde
(CYP27A1, CYP2Cl11) gerceklesirken %]10’u fibroblast, bobrek, duodenum ve
kemik gibi diger dokularda (CYPA1) gerceklesir (9).

Karacigerde olusan 25-OH D etkili bir bilesik degil, zayif bir agonistir. Tam bir
biyolojik etkinlik i¢in, halka yapismin (A halkasmin) 1. karbonu bir hidroksilasyona



daha ugratilarak  1,25-dihidroksikolekalsiferol ~ (1,25(OH),D3)’e  doniismesi
gerekir.Bu reaksiyon bobrekte proksimal tiip hiicrelerinin mitokondrilerinde bulunan
ve kompleks bir monooksijenaz sistemi olan 1-a hidroksilaz (CYP27B1) ile
katalizlenmektedir (5, 6, 11).Bu basamak aktif hormon tiretilmesi i¢in hiz kisitlayict

basamaktir (15).
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Sekil 4. 1,25 (OH), Vitamin D sentezi (8).




Bobreklerde 1,25(OH)2D3’iin yani sira D vitamininin diger bazi hidroksilasyon
irtinleri de olusmaktadir. Bobreklerde bulunan 24-hidroksilaz ile 25-
hidroksikolekalsiferol 24,25-dihidroksikolekalsiferole, 1,25(OH)2D3 ise 1,24,25
trihidroksikolekalsiferole doniistiiriilmektedir (5).

25(0OH)D3 dolagimdaki D vitamininin biiyiik kismini olusturur ve karacigerde
depo edilen inaktif formdur (9, 12). Kas ve yag dokusunda depolanmis olan vitamin
D ile bir denge halindedir (4). 1,25(OH),D3 etki yoniinden 25(OH)D3’ten 100 kat
daha gicli iken, 25(OH)D3 konsantrasyonu 1,25(OH),D3 konsantrasyonunun
yaklasik olarak 1000 katidir (6, 8, 16). 1,25(OH),D3’iin fonksiyonu serum kalsiyum
ve fosfor konsantrasyonlarmi, kemik hiicre farklilasmasmi ve proliferasyonunu
diizenlemektir (17).

25(OH)D3, viicudun vitamin D havuzu hakkinda en iyi bilgiyi veren
parametredir ve 15-20 giinliik bir yar1 6mre sahiptir (7, 17) (Tablo 1). 25(OH)D3’{lin
bir kismi ise 24-hidroksilaz aktivitesi ile 24,25 dihidroksivitamin D’ye doniiserek

inaktive olur (8).

Tablo 1. Vitamin D ve plazma metabolitleri (8).

R Serbest Yarilanma
Bilesik Konsantrasyon Form(%) Omrii

Vitamin D (ng/mL) <0.2-20 . 1-2 oiin

(nmol/L) <0.5 - 52 &
25-OH Vit. D (ng/mL) 10— 65

(nmol/L) 25162 0.03 2-3 hafta
1,25-OH Vit D (pg/mL) 15 -60 i

(pmol/L) 36— 144 04 4-6 saat

2.1.3.Vitamin D sentez ve metabolizmasinin diizenlenmesi

Diger steroid hormonlarda oldugu gibi 1,25(OH),D3 de feed-back mekanizmalar
ile sik1 bir sekilde diizenlenmektedir (5, 6) (Sekil 5).

1,25(OH),D3 iiretimini diizenleyen temel faktorler; serum kalsiyum ve fosfor
diizeyi, , PTH ve 1,25(OH),D3 diizeyidir. Bunlarin yaninda hiicre i¢i kalsiyum ve
fosfor diizeyleri ile de ilgilidir. Diisikk serum Ca ve P diizeyleri 1,25(OH),D3
sentezini artirirken, serum P diizeyi yiikseldiginde 1,25(OH),D3 sentezi durmakta,

24,25(0OH),D3 sentezi artmaktadir. 1,25(OH),D3 miktar: yiiksekse negatif feed-back




ile kendi sentezini durdurmaktadir. Kan Ca diizeyi diistiglinde ise PTH iiretimi
artarak bobrekte 1,25(OH),D3 {iretimi arttirilmaktadir (Sekil 6). 1,25(OH),D3

sentezini arttiran ve azaltan etkenler Tablo 2’de gosterilmektedir.

SHESSSAREESE:

Sekil 5. Vitamin D metabolizmasi ve etkileri (11).

Tablo 2. 1,25(OH)2D iin Sentezini Arttiran ve Azaltan Etkenler (18)

Arttiran faktorler Azaltan faktorler
Parathormon Kan Ca ytiksekligi
Kalsitonin Kan P yiiksekligi
Biiyiime hormonu Kan 1,25(0OH)2D3 yiiksekligi
Ostrojen Stronsiyum
Gebelik Aliiminyum
Laktasyon Kadmiyum
Proksimal tiibiilde Ca ve P diistikligi Kursun




Aktif D vitamini olan 1,25(OH),D3 sentezlenmesinde temel kontrol noktasi
bobreklerdeki 1-a hidroksilaz enziminin aktivitesidir (5). 1-a hidroksilaz , D vitamini
diizeyi ile PTH ve kalsitonin ile kontrol edilen kalsiyum/fosfor orani tarafindan
diizenlenir (8). Enzimatik aktivitenin artisina yol agcan hipokalsemi gibi durumlarda
serum 1,25(OH),D3 diizeyi artmaktadir (Sekil 6). Bu etki, hipokalsemiye yanit
olarak ortaya ¢ikan PTH’a ihtiya¢ duyar. Ayrica hipofosfatemide de 1-a hidroksilaz
etkinligi uyarilsa da bu etki hipokalseminin sagladigindan daha distiktiir (5, 6, 11).

= Kan Ca yiikselir 4
Plarma Ca azalinca

Barsakian Ca emilimi artar kemikten Ca mobilizasvonu ariar
i

T PTH sekresyonu artar

L

Sekil 6. Hipokalsemi ve vit D sentezi (18).

1,25(0OH);D; artar

D vitamini alimi arttikga 25 hidroksilasyon hizi azalmaktadir. Yiiksek dozda D
vitamini alindiginda 25(OH)D3 sentezindeki bu hiz regiilasyonu yeterli olmamakta
ve D vitamini toksisisitesi meydana gelebilmektedir (12).

Serum Ca, P, PTH diizeyleri normal oldugunda 25(OH)D3 ve 1,25(0OH),D3, 24-
a hidroksilaz enzimi ile biyolojik olarak inaktif formlara metabolize olmaktadir (12).

1,25(0OH),D3 kendi iiretiminin 6nemli bir diizenleyicisidir. Yiksek 1,25(OH),D3
diizeyleri renal 1-a hidroksilazi inhibe ederek 24-a hidroksilazi uyarir. Bu enzim

etkin olmadigi diistiniilen 24,25(OH),D3 olusumuna yol agar (5, 6).

2.1.4.Vitamin D’nin biyolojik etkileri

D vitamininin viicuttaki etkisi temel olarak kemik, barsak ve bobrekte goriiliir.
1,25(0OH),D3 kemik dokusunda, kemik mineralizasyonunun olusmasit ve

devamlilig1 icin gereken serum Ca ve P diizeylerini diizenlemektir (8). Kemik



mineralizasyonuyla ilgili fonksiyonlarini ince barsaklardan Ca emilimini arttirarak,
bobrekten Ca kaybini azaltarak, gerek duyuldugunda kemik rezorbsiyonunu uyararak
saglar (5 ,11, 19). Vitamin D yoklugunda Ca emilimi %10-15 dolaymdayken, D
vitamini etkisiyle bu oran %30-80’e ¢ikar (7).

Vitamin D’nin hem osteoklast hem de osteoblastik serinin farklilasmasinda rolii
oldugu bilinmektedir (7). D vitamininin osteoblastlar1 uyarict etkisi vardir. Ayrica
IL-6 sekresyonunu baskilayarak osteoklast aktivitesini yavaslatir (17). Kan Ca
diizeyi yiikselip, 1,25(0OH), D3 sentezi azaldiginda 24,25(OH), D3 artar ve buda
kemikte hidroksiapatit kristallerinin ¢dkmesini yani kalsifikasyonunu saglayarak
plazma Ca homeostazinda ve kalsifikasyonun olusmasinda rol oynar (18).

1,25(0OH),D3 kemik dokusunda Ca baglayic1 bir protein olan osteokalsinin
iiretimini de uyarmaktadir. Osteokalsin, Ca iyonunu kemik matriksine baglayan bir
protein oldugundan ve hidroksiapatit olusumunu etkili olarak kisitladigindan dolay1
kemigin asir1 mineralizasyonunu 6nleyebilmektedir (5, 20).

1,25(0OH);D3 duodenumda Ca, ileumda ise P absorbsiyonda rol oynar (8).
Barsaklarda, aktif tasima mekanizmalariyla Ca ve P’un emilimini uyarmaktadir. Ca’a
eslik eden P, bagimsiz bir aktif tasmim olayiyla emilime ugramaktadir. Ca ve P’un
barsak mukozasinda tasinimi; mikrovilluslarindan yakalama, mukoza hiicre zarindan
tasinma, bazal lateral =zar iizerinden hiicre dis1 siviya akist gerektirir.
1,25(0OH),D3’iin bu basamaklardan bir veya daha fazlasini uyardigi agik ise de kesin
mekanizma heniiz belirlenememistir (18).

1,25(0H),D3, barsak mukoza hiicresinde sentezlenen CBP (kalsiyum baglayici
protein)’nin sentezini arttirr (15). Ayrica CBP’nin Ca’un vena portaya gecisini
diizenledigi de kabul edilmektedir (18).

1,25(0OH),D3, kemik dokusunda mineral ve matriks mobilizasyonuna yol
acmaktadrr. Invivo cahigmalar, 1,25(OH),D3 tarafindan kemikten Ca
mobilizasyonunda PTH gerekliligini ortaya koymustur (5, 11).

Bobreklerde kalsitriol, Ca ve P’un renal atilimlarini kisitlayic1 bir etki
gostermektedir (5). Kanda 1,25(OH),D3 artinca bdbrek tubiilii hiicrelerinden P
reabsorbsiyonu artar (18). 1,25(OH);D3’nin 1iyonize Ca’u yiikselterek PTH
sekresyonunu azalttig1 bunun yaninda kan diizeyi yiiksek oldugunda PTH geni

iizerine dogrudan etki ederek PTH yapimini azaltabilecegide gosterilmistir (8,18).
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2.1.5.Vitamin D’nin etki mekanizmasi

Aktif D vitaminine ait reseptorler viicutta ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir.
Bunlardan bazilar1 hipofiz, ovaryum, derinin stratum bazale tabakasi, kil folikiilleri,
mide, pankreas, timiis, meme, bobrek, paratiroid bezleri, periferik 16kositler, normal
ve tiimor hiicre serileri, miyokard diiz kasi1 ve iskelet myoblastlaridir (5, 6, 12, 15, 21,
22). D vitamininin aktif formu olan 1,25(OH),D3’{in ¢cogu biyolojik etkisi, yiiksek
afiniteli Vitamin D reseptdor (VDR) varligimi1 gerektirir. Vitamin D, hiicresel
reseptoriine baglandiktan sonra, bu biyolojik etkilere aracilik edecek genlerin
transkripsiyonlarini regiile eder. VDR’ler niikleer reseptor siiper ailesine iiyedir ve
ligandla aktive olan bir transkripsiyon faktorii gibi gorev yaparlar (23).

1,25(0OH),D3 hedef hiicreye girdikten sonra ilk olarak sitozolik reseptoriine
baglanarak reseptor aktivasyonunu gerceklestirir (5). Bu reseptoriin ligand baglayici
bolgesi 1,25(0OH),D3’ii yiiksek afiniteyle diisiik kapasitede baglar. Bu baglanma
doyurulabilir, geri doniisimlii ve O6zgiildiir (6). Ligand ile baglanma sonucunda
VDR’de yapisal degisiklik meydana gelir ve retinoid X reseptdr (RXR) ile baglanip
heterodimer olusturur. Sonu¢ olarak, niikleusta “‘1,25(OH),D3-VDR-RXR™’
birimlerinden olusan bir kompleks meydana gelir ve bu kompleks daha sonra niikleus
kromatinine baglanir. Reseptor, diger steroid reseptorleri i¢in de karakteristik olan
cinko parmak motifine benzer bir DNA baglanma bolgesi igerir. 1,25(OH),D3-
reseptor kompleksi, DNA tiizerindeki AGGTCANNNAGGTCA dizisine sahip bir
Vitamin D yanit elemanina ( responsive element, VDRE) baglanir. VDRE, liganda
bagl olarak 1,25(OH),D3 reseptorii PTH geninin promotor bolgesinde bulunur ve
transkripsiyonu bastiric1 diizenleme uygular (4, 6, 23).

Cekirdege transloke olan hormon-reseptor kompleksi, ¢ekirdekte kompleks
kromatine baglanarak 1,25(OH),D3’lin gen transkripsiyonu, 6zgiil mRNA’larin
olusumu ve RNA polimeraz aktivitesinin artmasina yol agar (5, 6). Buna bagl olarak
barsaklarda Ca-ATPaz ve spesifik kalsiyum baglayic1 protein (CBP, kalbindin)
sentezi hizlanmaktadir. Ayrica, aktif vitamin D’nin ince barsaklardan fosfor
emilimini arttirdig1 bilinmektedir (4, 5, 6). Yani hormon-reseptor kompleksi aktif D
vitamininin etkisine aracilik eden proteinleri sifreleyen genleri aktive eder. Ornegin,

barsak mukoza hiicrelerinde, kalsiyum tasiyan proteinleri sifreleyen genlerin
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transkripsiyonunu aktive eder. Bu proteinler barsak liimeninden hiicrenin {izerinden
gecerek emilen Ca ve P’u tastyabilir ve bunun sonunda dolagima ge¢mesine olanak
saglar(14). 1,25(0OH),D3’lin kemik ve bobrekler {izerindeki etki mekanizmasinin

barsaklardakine benzer oldugu diistintilmektedir (5).

. o
‘ WDOR
—
HOw O
Ligand binding

VDR

1 Heterocdimerization

CHLS)

l DA binding

. AMNA Pol 11
|

e —

i Transactivation

/’ﬁﬁmr\

Sekil 7. Vitamin D’nin VDR aracili etki mekanizmasi (22).

2.1.6.Vitamin D katabolizmasi

D vitamininin hem karacigerde hem de bobrekte katabolize olma yolu 24-
hidroksilasyondur. 24,25-dihidroksivitamin D daha polardir. Hizli olarak bobrekten
atilr. 1,25-dihidroksivitamin D ise 24-hidroksilasyonla “‘calcitroik asid’’e doniisiir

ve safra yolu ile atilir (9).
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2.1.7.Vitamin D eksikligi

D vitamini yeterliligi, Ca ve PTH arasindaki hassas denge nedeniyle PTH
ylikselmesine sebep olmayacak 25-OH Vitamin D diizeyi saptanarak
degerlendirilmektedir. Eriskinlerde yapilan ¢aligmalarda 25-OH Vitamin D diizeyi 15
ng/mlI’nin altina indiginde PTH diizeyinin yiikseldigi gosterilmistir, dolayisiyla 15
ng/ml degeri erigkinlerde 25-OH Vitamin D i¢in ‘esik deger’ kabul edilmektedir. 25-
OH Vitamin D diizeyi 11 ng/dI’nin altina indiginde 1,25 (OH)2 Vitamin D diizeyi
artmakta ve bu artisin etkisiyle kemiklerden Ca mobilizasyonu saglanarak
kompanzasyon saglanmakta, ancak serum Ca diizeyi normale donerken kemik
mineralizasyonu bozulmaktadir (7). 25-OH Vitamin D eksikligi ¢cocuklarda rasitizm,
yetigkinde osteomalaziye yol acan kemik demineralizasyonuna sebep olur. Diinyada
I milyar kiside D vitamini eksikligi yada yetersizligi oldugu diisiiniilmektedir (24-
36).

Organizmadaki Vitamin D’nin biiylik bir kism1 giines 15181 tarafindan fotolizle
olustugundan kuzey bolgelerinde yasayanlar, koyu tenli kisiler, geleneksel kapali
giyinen toplumlar, kapali alanlarda bulunanlarda Vitamin D eksikligi daha sik
goriiliir. Ayrica 70 yas isti eriskinler, vitamin D metabolizmasini etkileyen ilag
kullananlar ve obezlerde risk daha fazladir. Obezlerde vitamin D adipoz dokuda

depolanmakta ve bu nedenle sistemik olarak kullanilmamaktadir (37).

2.1.8.Vitamin D toksisitesi

25-OH Vitamin D diizeyi 150 ng/mlI’nin {istiinde oldugunda Vitamin D
intoksikasyonu goriilmektedir. Fakat bu durum ¢ok nadir olarak gozlenir. D Vitamini
infantlarda giinde 40.000IU 1-4 ay, eriskinlerde ise giinde 100.000 IU birka¢ ay
kullanilirsa intoksikasyon goriilebilmektedir (8).

Bu hastalarda intoksikasyona bagli olarak istahsizlik, kusma, bas agrisi, aritmi,
HT, poliiiri, hiperkalsemi, hiperfosfatemi, hiperkalsiiiri, damar kalsifikasyonu,

nefrokalsinoz ve bobrek yetmezligi gelisebilmektedir (8, 38, 39).
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2.2.HPLC

Kromatografi, bir 6rnek karigimindaki ¢oziinmiis yapilarin iki fazda (sabit ve
hareketli) farkli dagilimlarina dayanan fiziksel bir ayirma yontemidir. Kromatografik
ayirmm yonteminde hareketli faz, 6rnegi sabit (hareketsiz) fazi iceren yatak, diizlem
yada kolon boyunca tagimaktadir. Hareketli faz, sabit fazin i¢inden gectikce
coziinmiis molekiiller iki faz arasinda dagilirlar. Sabit faza daha az ilgisi olan
¢Ozlinmiis yapilar, daha c¢ok ilgisi olanlara oranla, hareketli fazda daha uzun siire
kalirlar. Diisiik afiniteli ¢6ziinmiis molekiiller daha hizli1 go¢ ederek, sabit faza daha
cok 1ilgisi olan ¢ozlinmiis molekiillerden ayrilirlar. Daha sonra, hareketli fazin
fiziksel veya kimyasal 6zelliklerinin degistirilmesi ile, sabit faza kuvvetli bir sekilde
baglanmis olan ¢6ziinmiis molekiiller de yerlerinden ayrilirlar (8).

Kromatografinin 2 temel formu diizlem ve kolon kromatografisidir (Sekil 8).
Diizlem kromatografisinde sabit faz bir kagit tabaka iizerindedir veya cam veya
plastik bir tabaka iizerine baglidir. Kolon kromatografisinde ise iizeri sabit fazla
kaplanmis veya kimyasal olarak baglanmis olan destek partikiilleri bir tiip i¢inde
paketlenmistir veya sabit faz kolonun/tiipin i¢ ylizeyine kaplanmstir. Teknik,
hareketli fazin gaz yada sivi olusuna gore gaz kromatografisi (GC) ve sivi
kromatografisi (LC) olarak adlandirilir. LC’deki sabit faz kii¢iik capli partikiillerden
olustugunda, teknik yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) dir (8).

Kromatografi

Diizlem Kolon

S ——

Ince Tabaka

Kadm {TLC) Gaz (GC) S (LC)

Sekil 8. Kromatografi tiirleri (8).

Kromatografik yontemle ayirma islemini grafikle aciklayacak olursak,

a- e ve A gibi iki farkli molekiilden olusan karisim kromatografik sisteme verilir.
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b- Abilesigi sabit fazda kalma egiliminde iken e bilesigi daha ¢ok hareketli fazi
tercih eder.

c- Mobil fazda bulunan 6rnek molekiiller dagilma katsayilarma gore sabit fazdaki
acik uclara baglanma egilimi gostereceklerdir.

d- Islem defalarca tekrarlandiginda iki bilesik sonunda birbirinden ayrilir. ® bilesigi
mobil fazi tercih ettiginden kolon igersinden daha hizli gececektir. A bilesigi ise

sabit faza daha fazla egilim i¢inde oldugundan kolonu ge¢ terk edecektir .
(a)
*he Mobil Faz
epe
) Sabit Faz

i

Sekil 9. Grafiksel olarak ayirma islemi (40).

Temel bir s1v1 kromatograf su elemanlardan olugsmalidir (Sekil 10).

1. Cozlinmiis molekiillerin ayrilmasi i¢in kromatografik kolon

2. Hareketli fazin saklandig1 ¢oziicii tanki

3. Hareketli s1v1 fazi sisteme vermek i¢in bir veya daha fazla pompa

4. Ornegin bir miktarmi kolona vermek icin enjektdr

5. Kolondan ¢ikiglar1 esnasinda ayrilmis analitleri saptamak i¢in sistem iizerinde
dedektor

6. Sistemi kontrol eden, verileri isleyen bilgisayar
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Pompa

Tiolon

]

Ilobil Faz

Dredleldin

Bz Tzlemca

Sekil 10. HPLC sisteminin basit sematik gosterimi (41).

2.2.1.Kolonlar

HPLC kolonlarinin ¢ogu i¢cinden gegcen mobil faza kars1 korozyona dayanikli,
HPLC basincina dayanabilen krom-nikel-molibden karisimi paslanmaz celikten
yapilmiglardir. Bu kolonlarm i¢ ¢aplart 0.3 mm’den 5 mm’ye; uzunluklar
500mm’den 250 mm’ye kadar degismektedir (8). Kolon u¢ baglantilary, giriste
kolonun enjektore baglanmasinda, cikista ise dedektore baglanmasinda kullanilir
(Sekil 10).

Kolonlar kii¢lik, homojen, gozenekli partikiillerle doldurulur. Bu partikiillerin
ylizeyleri sabit fazla kaplanmistir. Bu yap1 sayesinde kolonlar madde gecisini
zorlastiracak bir yap1 kazanirlar (Sekil 11). Kolondan gegen maddeler kolon i¢yapist
materyalinin 6zelligine baglh olarak tutulma ve alikonmalara maruz kalarak istenilen

ayirma gergeklestirilmis olur (42).
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Sekil 11. Kolon i¢ yapisi.

HPLC sistemlerinde analitik kolonun disinda enjektor ile analitik kolon arasina
yerlestirilen bir koruma kolonu bulunur. Analitik kolonun proteinleri geriye
dontistimsiiz olarak absorbe ederek, ¢oziimleme giicii ve kolon dmriiniin kisalmasini
onlemek amaciyla yerlestirilir. Analitik kolondaki sabit fazla ayn1 yada benzer dolgu
maddesiyle doldurulur. Onceden belirlenmis ayirim sayisina ulasinca koruma kolonu
degistirilir.

Analitik kolonlar ¢ok ¢esitli sabit fazlarla doldurulurlar. Bu maddeler; bagli,
polimerik, siral ve kisitli gegiren paketler gibi dolgulardan olusurlar. Uygun dolgu
maddesi secilerek cok sayida ayrim islemi gerceklestirilmektedir (8).

2.2.2.Coziicii tanka

Hareketli faz (mobil faz) olarak kullanilan ¢oziiciiler, ¢oziicii tankinda
tutulmaktadir (Sekil 10). Bu tanklar, i¢lerine pompalara yollanacak besleyici hatlarin
yerlestirildigi cam siselerdir.

2.2.3.Pompalar

Pompa, ¢oziicii tankindan hareketli faz1 ¢cekerek (aspire ederek), bu ¢oziicliyli
kromatografik sisteme dagitir. Farkli pompa tiirleri kullaniliyor olsa da bir pompada
temel olarak iki 6zellik bulunmalidir. Birincisi yiiksek basinglara dayanikli saglam
bir yapida olmasi; digeri ise buna ilaveten kullanici tarafindan secilen yiiksek akis
dogrulugu ve akis hizi hassasiyeti saglamasidir (42). Akis hizi pompa baslik boyutu
ve sekline bagimli olarak 0.01 mL/dk’dan 20mL/dk’ya kadar olabilir (8).

2.2.4.Enjektor

Ornegin bir kismu s1vi kromatografina enjektor araciligi ile verilir (Sekil 10).

2.2.5.Detektor

Detektorlerin ana komponenti kromatografik kolondan ¢ikan eliiatin gectigi akis
hiicresidir. Akis hiicresinden gecen ¢0ziinmiis analitler saptanarak elektronik sinyal

alinir. Bu amagla bir¢cok detektor gelistirilmistir (Tablo 3). En yaygin kullanilanlar;
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fotometrik, florometrik ve elektrokimyasal detektorlerdir. Ideal bir detektdr mobil

fazdaki degisimi fark edebilmeli, bunu elektrik sinyaline doniistiirebilmeli ve

baselinedan farkli sapmay1 hesaplamali ve gostermelidir.

Tablo 3. HPLC’de kullanilan Detektorlere Ornekler (8).

Detektor Tiirii Calisma ilkesi Uygulavma Sa.ptz.ufla
araligi limiti
UV fotometre UV 15181min Secici <1n
(sabit dalga boylu) absorbansimi dlger ¢ g
UV fotometre UV sismm
(degisken dalga YE " Secici <1 ng
absorbansini dlger
boylu)
Diyod dizini Isigmn absorbansmt [ g s <lng
Olcer
Florometre Floresans dlger Cok secici pg —ng
Refraktometre Reﬁa.ktl.f fndeks Evrensel 1 pg
degisimi dlger
Yiikseltgenmis/
. indirgenmis analiti .. B
Elektrokimyasal elektrokimyasal Secici pg —ng
Olcer
2.2.6.Bilgisayar

Bilgisayar teknolojisinin kromatografi cihazlarinda uygulanmasiyla; maliyet-

etkili, kolay kullanimli, analitik performansi artmis otomatik sistemler ortaya

cikmustir. Bu sistemlerin hem sistem kontrolii, hem de veri isleme fonksiyonlari

vardr (Sekil 12).

Yardimci
ekipman

Sekil 12. Sivi kromatograflarda bilgisayarlarin fonksiyonlari (8).

Enjektdr —

Detektérler —

islemci
kontrolii = Sicakhk
Saptama

Olgtim —  Akis huzlan

Hesaplama

-
Zaman programi

Grafik

| fonksiyonlan

Zamanlama

~_~

Analiz raporlama
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2.3.ELISA

Antijen-antikor reaksiyonlarint gdsterebilmek i¢in enzim kullanilan tiim
tekniklere genel olarak enzim immunotest (enzyme immunoassay, EIA) denir.
Belirteg olarak en sik kullanilan enzimler alkalen fosfataz, yaban turpu
“‘horseradish’’ peroksidaz, glukoz-6 dehidrogenaz ve beta galaktozidazdir. ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), EMIT (Enzyme —multiplied immunoassay
technique) ve CEDIA (Cloned enzyme donor immunoassay) EIA’ya 6rnek verilebilir
(8).

EIA olarak isimlendirilen yontemler, isaretli immunokimyasal dlciimler olarak
adlandirilan grubun tiyeleridir ve bu gruba bagl 6l¢ciim yontemleri genel olarak
homojen ve heterojen olarak isimlendirilen iki alt gruba ayrilirlar. Serbest
isaretleyicinin bagl isaretleyiciden ayrilmasini gerektiren immunokimyasal dl¢iimler
heterojen, gerektirmeyenler ise homojen olarak adlandirilir. Homojen olgtimlerde,
serbest ve isaretli antikorun (veya antijenin) birbirinden ayrilmasina gerek yoktur. Bu
tip 0lglimlerde antijene bagh isaretleyicinin aktivitesi direkt olarak baglanan antikor
miktar1 ile degisiklik gosterir. Bu degisikligin diizeyi, 6l¢lilmek istenen antijen (veya
antikor) diizeyi ile orantilidir. EMIT ve CEDIA homojen EIA’ya 6rnektir (Sekil 13
ve 14). Heterojen Olglimlerde ise serbest ve isaretli antikorun (veya antijenin)
birbirinden ayrilmas1 gerekir. Bu ayrim adsorbsiyon, ¢oktliirme yada kati faz
kullanilarak yapilabilir. Kat1 faz ayriminda, ¢6ziinmeyen bir matrikse kovalent olarak
baglanmis veya adsorbe edilmis antikor veya baglayici proteinler kullanilir. Plastik
tiiplerin i¢ ylizeyi veya mikrotitrasyon kuyucuklar1 ve seliilloz veya magnetik lateks
bilya veya partikiilleri gibi ¢dziinmez maddelerin dis ylizeyini i¢eren birkag farkl tip
kat1 faz kullanilmaktadir. ELISA heterojen EIA’ya 6rnektir (8).

+ g
Ab+ EA + ED-Ag — AblAg + (EAED-AQ),
Algif enzim
No A
Ab Ag-ED + EA

Erzim aktivitesi yok

Sekil 13. CEDIA (EA: Enzim alicis1, ED: Enzim vericisi) (8).
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+ ﬂlﬂ
Ag—Enzim + Ab =— AR AD + AQ — EnzZim
AKEf erzim
Ho Ag

AbAg - Enzim
Erzim akiivitesi yok

Sekil 14. EMIT (8).

Immunokimyasal Slgiimler genel olarak reaksiyonun tipine gdre yarismali ve
yarigmasiz olarak ikiye ayrilirlar. Yarigmali immunokimyasal 6l¢timlerde isaretsiz
antijen (klinik 6rnek) ve isaretli antijen ayn1 anda ortama eklenir ve antikora (sabit
faz) baglanabilmek i¢in yarisirlar. Bu kosullarda antikorun isaretli antijene baglanma
olasiligi, isaretsiz antijen konsantrasyonuyla ters orantilidir. Yarigmali ELISA
yonteminde bu asamadan sonra antikora baglanmayan antijenleri uzaklastirmak i¢in
yikama yapilir. Daha sonra ortama isaretli antijendeki enzimle reaksiyona girecek
substrat eklenir. Enzim substratla reaksiyona girerek renk olusturur ve
spektrofotometrede  absorbans okunur. Standart grafiginden yararlamilarak
absorbansa karsilik gelen isaretsiz antijen miktar1 belirlenir. Isaretsiz antijen miktar1
absorbans miktartyla ters orantilidir (Sekil 15). Yarismasiz immunokimyasal
olciimlerde de ilk asama antikorun kati faz yiizeyine adsorbsiyonudur. Ikinci
asamada Ornekteki antijenin kat1 faz antikoruyla reaksiyona girmesi saglanir. Daha
sonra diger proteinleri uzaklastirmak i¢cin yikama yapilir ve isaretli antikor eklenir.
Ikinci antikor, bagli antijendeki ikinci ve farkli bir epitop ile reaksiyona girer. Bagl
olmayan isaretli antikorlar yikama ile uzaklastirildiktan sonra bagl isaretleyici
saptanir. Elde edilen aktivite Ornekteki isaretsiz antijen konsantrasyonuyla dogru

orantilidir (Sekil 16).
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Sekil 15. Yarismali ELISA (43).

)Kuyucuklarin antijenle
kaplanmas:

2)Yrikama
3)Antikorun eklenmesi o o
4;Y1kama Enzimle igaretli ikincil antikor
5)Enzimle igaretli ikincil o
antkorun eklenmesi Aot
6)Yikama

o080

OOO' )

Kromojen

7)Kromojenin eklenmesi .:.
$)Renk degisikliginin dliilmesi 0g®

Sekil 16. Yarismasiz ELISA (Sandvig yontemi) (44).
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ELISA’da bir enzimle konjuge edilmis antikor (veya antijen), substrati ile
reaksiyona girerek renkli bir liriin olusturur (Sekil 15 ve 16). ELISA testleri antijeni
veya antikoru (smifa 6zgiil antikor da olabilir) 6l¢cmek i¢in kullanilabilir (45-56).

ELISA’da reaksiyon kompenentlerinden biri kat1 faz yiizeyine baglanir. Bu kat1
faz, mikrotitrasyon kuyucugu olabilir. Bu baglama nonspesifik adsorbsiyon,
kimyasal veya immiinokimyasal baglama olabilir ve serbest isaretli reaktifi bagh
olandan aymrma islemini kolaylastirir. Tipik olarak ELISA teknigi kullaniminda,
Olgiilecek antijeni iceren kalibratdr veya bir 6rnek, kat1 faz antikoruyla baglanmasi
icin bir siire inkiibe edilir.Kat1 faz yikandiktan sonra, bagl antikordan farkli enzim
isaretli antikor eklenir ve Ab-Ag-Ab-enzim sandvi¢c kompleksi olusur. Ortamda
bulunan bagli olmayan fazla antikor yikama ile uzaklastirilir ve 6zgiil kromojenik
enzim substrati eklenir. Bagli enzim substratla reaksiyona girerek renk degisikligine
neden olur. Uriin miktar1 rnekteki antijen miktarryla dogru orantihidir (8, 46-49). Bu
metod yarismact olmayan (non-kompetitif) ELISA sandvi¢ teknigi olarak

isimlendirilir. Diger baz1 ELISA protokolleri Tablo-4’de gosterilmistir.
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Tablo 4. ELISA protokolleri (49).

ELISA . Kullanimlan Gerekli kimyasallar Yorumlar
protokolii
Indirekt Antikor aramada | Antijen saf ve yar1 saf; Onceden varolan
Antikor igeren test spesifik antikorlarm
solusyonu; immiinize kullammina gerek
orneklerde Ig’i baglayan duyulmaz; relatif
enzim konjugati olarak fazla miktarda
antijen gerektirir.
Direkt Antikor aramada, | Antijen saf ve yar1 saf; Sadece 2 basamaktan
kompetetif ¢Oziliniir antijeni | antijen igeren test olusan hizli test;
(yarigmaci) saptamada solusyonu; spesifik antijen | antijenik ¢apraz
i¢cin enzim-antikor reaksiyonu 6lgmede
konjugati cok kullanish
Antikor- Antikor aramada, | Antikor yakalama (capture) | En hassas antijen testi;
sandvig ¢Ozlnir antijeni | (saf veya yari saf spesifik relatif olarak fazla
yoOntemi saptamada antikor); antijen iceren test | miktarlarda saf veya
solusyonu, antijen i¢in yar1 saf antikor
spesifik enzim-antikor gerektirir (antikor
konjugati yakalama)
Cift antikor- Antikor arama Antikor yakalama (capture) | Saflastirilmis antijen
sandvig (Immiinize 6rneklerde Ig gerektirmez. Bes
yontemi icin spesifik); antijen igeren | basamakl, relatif
test solusyonu, antijen i¢cin | olarak uzun bir testtir.
spesifik enzim-antikor
konjugati
Direkt Antijen ekspresse | Ilgili antijeni ekspresse Fazla miktarda
hiicresel eden hiicrelerin eden hiicreler; hiicresel taramalarda hassas bir
yontem aranmasinda, antijen i¢in spesifik enzim- | testtir; heterojen karisik
hiicresel antijen antikor konjugati. hiicre gruplarinda
ekspresyonunun hassas degildir.
Olgiilmesi
Indirekt Hiicresel Immiinizasyonda kullanilan | Diisiik miktarlarda
hiicresel antijenlere karg1 | hiicreler; antikor i¢eren test | ekspresse edilen
yontem olusan solusyonlari; immiinize hiicresel antijenler i¢in
antikorlarm orneklerde Ig baglayan spesifik antikorlar1
aranmasinda enzim konjugati saptayamayabilir
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2.4.RIA

Radioimmumoassay (RIA) 1959-1960 yillarmda Solomon Aaron Berson ve
Rosalyn Sussman Yalow tarafindan gelistirilmistir ve bu bulus 1977 yilinda
Yalow’a Nobel 6diilii kazandirmistir (55).

RIA’da, radyoaktif isaretli antijen (yada antikoru) kullanilarak duyarl ve 6zgiin
Olgim  yapilmaktadir.  Analitik olarak, isaretli antijen (yada antikor)
konsantrasyonunu saptamak i¢in antijen-antikor reaksiyonunda, radyoaktif isaretli ve
isaretsiz antijen (yada antikor) arasindaki yarisma kullanilmaktadir (8). Ilk

251, BT ve trityum (CH) gibi radyoaktif

gelistirildigi yillarda isaretleyici olarak
isaretleyiciler kullanilmstir. Co ve I gibi isaretleyici kombinasyonlari, es
zamanl Olgiimlerde kullanilmistir (6rnegin, By, vit, folat) (56). Giiniimiizde ise en
sik '*°T kullanilmaktadur.

RIA’da  Olgiilmek istenen molekiiliin antikoru genellikle tiipe bagli halde
bulunur. Olgiilmek istenen molekiiliin miktarin1 belirlemek igin, oncelikle tiipe
isaretsiz (8lciilmek istenen molekiil) ve radyoaktif isaretli antijen eklenir. Isaretli
antijen(Ag*) ve isaretsiz antijen (Ag), antikora(Ab) baglanmak icin yarigirlar. Bu
yarisma sonucunda tiipe bagli bulunan antikorlarm bir kismi isaretli antijenle

baglanirken bir kismida isaretsiz antijenle baglanir. Ortamda isaretsiz antijen miktar1

ne kadar ¢oksa antikora baglanma oranida o kadar fazla olur.

Ab+Ag+ Ag¥ 2>2>2>2>2>>> AbAg+ AbAg* + Ag+ Ag*

Baglanma tamamlandiktan sonra yikama yapilarak antikora baglanmamis
antijenler ortamdan uzaklastirilir. Tiipte sadece Ab-Ag ve Ab-Ag* kompleksleri
kalir. Ab-Ag* kompleksinin yaymis oldugu 1sinlar sayilarak standart egri yardimiyla
isaretsiz antijen miktar1 belirlenir (Sekil 17). Elde edilen sayim, isaretsiz antijen

miktari ile ters orantilidir (57).
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Sekil 17. RIA’da reaksiyon sekli (57).
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3. GEREC ve YONTEMLER

Gereg¢

Bu ¢alisma Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Merkez Laboratuvari ve Turhan Ozden Laboratuvari’nda yiiriitiildii. Calismamiza 40
sagliklt goniillii dahil edildi. Goniilliillerden Kasim 2011 - Aralik 2011 tarihleri
arasinda  Ornekler toplandi. Goniillilere c¢alisma hakkinda bilgi  verilip
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu imzalatilmis, ¢ahisma i¢in Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (02.11.2011/307).

Orneklerin ahnmasi ve 6n islemler

Goniilliillerden EDTA’l1 (Etilendiamintetraasetikasit) tiiplere aliman kanlar
ayn1 giin icerisinde 4000 rpm’de 5 dk. santriflij edilerek plazmalar ayrildi. Plazmalar
2 mI’lik eppendorf tiiplerine alinarak galisma giiniine kadar -80°C’de saklandu.

Yontem

HPLC:

Plazma 25-OH Vitamin D diizeyleri Shimadzu marka HPLC cihazinda
ImmuChrom marka kitler kullanilarak belirlendi. Analiz kit prospektiisiinde yer alan
prosediire uygun olarak yapildi. Oncelikle 6rneklerden 400 ul 1,5 ml’lik eppendorf
tiiplerine konulup, iistiine 400 pl IS (internal standart) eklendi. Karisim 30 saniye
vortexlendikten sonra iizerine 500 ul PREC (¢oktiirme reaktifi) ¢ozeltisi eklendi. 2
dk vortekslenip 2-8°C’de 15 dakika bekletildi. 15 dakika sonunda ¢ozelti 10.000
rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Ayrilan siipernatandan 50 pl alinarak HPLC sistemine
verildi.

Kolon materyali: ImmuChrom column (IC3401rp)

Kolon boyutu: 125mm x 4 mm

Akis hizi: 1.0 ml/dk

UV dalga boyu: 264 nm

Enjeksiyon hacmi: 50 pl

Calisma zamani: 15 dk

Sicaklik: 30°C
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ELISA:
Plazma 25-OH Vitamin D diizeyleri DYNEX marka ELISA cihazinda
EUROIMMUN 25-OH Vitamin D ELISA kitiyle ¢alisildi (Lot No: E110506AL).

Reaktiflerin hazirlanmasi

Biotin sample buffer ile 1/100 oraninda (1 cc biotin — 99 cc sample buffer)
sulandirildi. Wash buffer distile su ile 1/10 oraninda (100 cc wash buffer — 900 cc
distile su) sulandirildi.

Caliyma prensibi

Ornekler, kalibratorler ve kontroller hazirlanan biotin soliisyonu ile 1/51 (5 pl
ornek—250 pl biotin soliisyonu) oraninda diliie edildi. Hazirlanan diliie kontrol,
kalibratér ve drnekler sirastyla plakta bulunan kuyucuklara konuldu. 18-25°C’de 2
saat inkiibe edildi. Hazirlanan wash soliisyonu ile her bir kuyucuga 300 pl
birakilarak 3 kez yikama yapildi. Tim kuyucuklara 100 pl enzim konjugati
(streptavidin-peroksidaz) konularak 18-25°C’de 1 saat inkiibe edildi. Hazirlanan
wash soliisyonu ile her bir kuyucuga 300 pl birakilarak 3 kez yikama yapildi. Tim
kuyucuklara 100 pl kromojen / substrat soliisyonu konularak 18-25°C’de 15 dk.
bekletildi. Bu asamada yikama islemi yapilmadi. Tim kuyucuklara 100 pl stop

soliisyonu konularak 450 nm’de cihazda okutma yapild1.

RIA

Plazma 25-OH Vitamin D diizeyleri Berthold LB2111 marka RIA cihazinda
DIA Source marka 25-OH Vitamin D RIA kitiyle ¢alisildi (Lot No: 113106/E).

Reaktiflerin hazirlanmasi

Kalibratorler (0-6) ve kontroller (1-2) 0.5 ml distile su ile sulandirildi. Wash
soliisyonu distile su ile 1/70 oraninda (10 ml wash soliisyonu — 690 ml distile su)
diliie edildi. Ag — I'** 25-OH Vitamin D 6 ml tracer buffer ile sulandirildu.

Caliyma prensibi

1.Extraction adimi: 6 kalibrator, 2 kontrol ve 40 ornek cifti i¢in 12x75 mm
ebatlarindaki tiipler hazirlandi. Tiiplere 100 pl kalibratér, kontrol ve Ornekler
eklendi. Hemen arkasindan her tiipe 500 pl asetonitril ekledi. Asetonitril ekledikten

sonra 7 sn vorteksle karistirilip oda 1sisinda 1150 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.
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2.Inkiibasyon adimi: Santrifiijden sonra elde edilen siipernatandan 100 pl
almarak kitle beraber verilen isaretli tiiplere eklendi. Pipet uglarinin doymus
olmasma dikkat edildi. Her tiipe 400 pl inkiibasyon buffer ve 50 pl tracer
eklendikten sonra 2 saat oda 1sisinda 300 rpm’de karistirildi. 2 saatin sonunda
tiiplerdeki igerik aspire edildi. 2 kere tiiplere 2 ml. Wash solusyonu eklenerek
aspirasyon islemi tekrarlandi. Tekrar wash solusyonu eklendi. Kopilik olusmamasina
dikkat edildi. Wash solusyonu eklendikten sonra 2 dk. beklendi ve tiiplerde sivi

kalmayacak sekilde aspire edildi. Gamma sayacinda 60 saniyede okutuldu.

Istatistiksel Analiz

Verilerin aritmetik ortalama, standart sapma ve %CV degerleri bulundu.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile yapildi ve
p>0.05 oldugu gozlendi. Regresyon analizi yapildi. Grafikler ve formiiller regresyon
formiiliinden hesaplandi. Korelasyon i¢in Pearson korelasyon analizi yOntemi
uygulandi. Bland Altman yOntemi testlerin uyumlulugu noktasinda karsilastirma
metodu olarak uygulandi. Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinde
“SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 17,0 programi
kullanildi. Bu testler i¢in p degerinin 0,05’den kiigiik olmas1 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma, yontem performansimi degerlendirme ve yontem karsilastirma olarak
iki bolime ayrildi. Bu amagla HPLC yontemi i¢in yontem performansi
degerlendirilip, ELISA ve RIA yOntemi ile karsilastirildi.

Yontem performansinin degerlendirme ¢alismast i¢cin 1ilk asamada
dogrusallik calismas1 yapildi. Uretici firma tarafindan saglanan ve i¢inde 480 ng/ml
250H Vitamin D igeren standart ¢ozeltisi kullanildi. 480 ng/ml’lik ¢ozeltiden 240,
120, 60, 30, 15, 7.5 ve 3.75 ng/ml’lik ¢6zeltiler hazirlandi. Her ornek cift caligildl ve
sonuglarin ortalamasi alinarak dogrusallik denklemi olusturuldu. Dogrusal aralik
3.75-480 ng/ml arasinda bulundu ve denklemi y = -3.113 + 1.058x (R*= 0.982)
olarak hesaplandi. Ayrica ayni islem klinik olarak 6nemli olan 3.75-60 ng/ml aralig1
icin de uygulandi. 3.75-60 ng/ml aralig1 icin dogrusallik denklemi y = -1.427 +
1.107x (R2=0.891) bulundu (S$ekil 18.A ve B).
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BEKLENEN BEKLENEN

Sekil 18. A. 25-OH Vitamin D i¢in 3.75-480 ng/ml i¢in linearite grafigi
B. 25-OH Vitamin D i¢in 3.75- 60 ng/ml i¢in linearite grafigi

Kesinlik (tekrarlanabilirlik) ¢alismasi i¢cin dnce giin ici , daha sonra da gilinler
aras1 tekrarlanabilirlik caligmast yapilip degerlendirildi. Giin ici tekrarlanabilirlik
calismasi i¢in 2 seviyede kontrol serumlar1 (level 1: 11.8-24.8 ng/ml, level 2: 41.2-
68.6 ng/ml) kullanildi. Kontrol serumlar1 20 6rnek kabma ayrildi ve ardi ardina
calisildi. Giinler aras1 tekrarlanabilirlik caligmasi i¢in 2 seviyede kontrol serumlar1 20

6rnek kabmna ayrildi ve -20°C°de saklandi. 20 giin boyunca her giin 2 seviyede

29



kontrol serumlari

caligildi.

HPLC yonteminin giin

i¢i

ve glnler

arasi

tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonucu bulunan aritmetik ortalama, standart sapma ve

%CV (degiskenlik katsayis1) degerleri Tablo 5 ve 6’da gosterilmistir.

Tablo 5. Giin i¢i tekrarlanabilirlik deneyinde elde edilen 25-OH Vitamin D degerleri

Minimum

Maksimum

Aritmetik

Ornek deger deger | ortalama Sstzngqa: %CV

(ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) P
Level 1 20 17.62 21.96 19.57 1.16 5.93
Level 2 20 58.05 62.77 60.55 1.43 2.37

Tablo 6. Glinler arasi tekrarlanabilirlik deneyinde elde edilen 25-OH Vitamin D

degerleri
) Minimum | Maksimum | Aritmetik Standart
Ornek deger deger ortalama Sapma %CV
(ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) P
Level 1 20 17.25 22.42 20.02 1.40 7.00
Level 2 20 57.06 62.97 60.68 1.58 2.60

Geri kazanim (recovery) calismasi i¢in 4.76 ng/ml 25-OH Vitamin D iceren
serum havuzundan 4 Ornek hazirlandi. Bu orneklere degisik derisimlerde 25-OH
Vitamin D eklendi. Her bir 6rnek 2 kez calisildiktan sonra ortalamalar1 alindi.
Eklenen 25-OH Vitamin derisimleri matris yapismnin bozulmamasi i¢in Ornek
hacminin %10’unu ge¢meyecek sekilde hazirlandi. Serum havuzundan 1900 pl, 25-
OH Vitamin D derisiminden 100 pl almarak toplam hacim 2 ml’ye tamamlandi. 20,
30 ve 60 ng/ml’lik derisimler kullanildi. Ilk &rnege 25-OH Vitamin D derisimi
eklenmeyerek baseline kabul edildi. 25-OH Vitamin D derisimleri 1/20 oraninda
eklendigi icin beklenen geri elde degerleri 1, 1.5 ve 3 ng/ml olarak hesaplandi. Geri

kazanim c¢alismasi sonuglar1 Tablo 7°de gdsterilmektedir.
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Tablo 7. Geri kazanim ¢alismas1 sonuglar1 (ng/ml)

1. tip (baseline) 2. tip 3. tip 4, tap
Eklenen - 1 1.5 3
Okunan 476 5.72 6.15 7.61
Geri elde - 0.96 1.39 2.85
% geri elde - 96 93 95

HPLC yonteminin performansi degerlendirildikten sonra ELISA ve RIA

yontemleriyle karsilastirildi. 3 yontemle elde edilen 25-OH Vitamin D sonuglari

istatistiksel olarak degerlendirildi. HPLC, ELISA ve RIA yoOntemleriyle calisilan

orneklere ait veriler Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8. HPLC, ELISA ve RIA yontemleriyle caligilan 6rneklere ait veriler

) Minimum Maksimum Aritmetik Standart
Ornek deger deger ortalama Sapma
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) P
HPLC 40 2.34 38.49 14.98 7.10
ELISA 40 8.28 54.26 25.84 9.41
RIA 40 3.71 34.73 15.36 8.27

25-OH Vitamin D sonuclarinin HPLC yontemi ile ELISA yontemi arasindaki
dagilimi Sekil 19.A’da gosterildigi gibidir. Iki ydntem arasinda yapilan regresyon
analizi sonucu R*=0.131, a=7.941, b = 0.273 bulundu. Egrinin denklemi ise y =

0.273x + 7.941 olarak hesaplandi. p = 0.022 olarak bulundu. 25-OH Vitamin D

sonuclarinm HPLC yontemi ile ELISA yOntemi arasindaki iliskisi Bland Altman
grafigi ile Sekil 19.B’de gosterilmektedir (Mean= (HPLC+ELISA)/2 , Difference=

ELISA — HPLCO).

31



60,00
o
- o
epel 40,00
o
+1.96 SD
40,00 w
% o
<
o B 20,00 o 8
r w o
W 55 o [ Oo
o
=1 2 0 g ] o
[ U"&
o o ©
5 ° %0 o
20,00 o ° o -
00 ©
10,00 R
. o 196 SD
]
oo T T T T T &
oo 10,00 20,00 30,00 4000 w 1000 2000 3000 4000
HPLC MEAN

Sekil 19. A. 25-OH Vitamin D sonuglarmm HPLC ve ELISA yontemleri arasindaki
dagilimi. B. 25-OH Vitamin D sonug¢larinin HPLC ve ELISA yontemleri arasindaki
Bland Altman grafigi. (A.O: 10.86 ng/ml, SD: 9.52).

25-OH Vitamin D sonuglarinin HPLC yOntemi ile RIA yontemi arasindaki
dagilim Sekil 20.A’da goriilmektedir. Iki yontem arasinda yapilan regresyon analizi
sonucur=0.219, R%?= 0.048, a=12.095, b = 0.188 bulundu. Egrinin denklemi ise y
= 0.188x + 12.095 olarak hesaplandi. p = 0.174 olarak bulundu. 25-OH Vitamin D
sonuclarinmm HPLC yontemi ile RIA yontemi arasindaki iligki Bland Altman grafigi
sekil 20.B’de gosterilmektedir (Mean= (HPLC+RIA)/2 , Difference= RIA — HPLC).
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Sekil 20. A. 25-OH Vitamin D sonucglarinin HPLC ve RIA yontemleri arasindaki
dagilimi. B. 25-OH Vitamin D sonuglarinin HPLC ve RIA yontemleri arasindaki
Bland Altman grafigi. (A.O: 0.38 ng/ml, SD: 9.95).
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5. TARTISMA

Glinlimiizde ortalama yasam siiresinin uzamasi ve geriatrik yas grubunun
artmastyla beraber yaslilarda goriilen kronik hastaliklarda biiyiik bir artig
gozlenmektedir. Osteoporoz en sik goriilen kemik metabolizmasi hastalig1r olmakla
beraber ayn1 zamanda yasli popiilasyonda en sik karsilasilan problemlerden birisidir.
25-OH Vitamin D diizeyinin belirlenmesi osteoporoz prognozunda 6nemli bir yere
sahiptir. Bu ylizden 25-OH Vitamin D diizeyinin tayininde bir standardizasyon
geregi dogmustur. Bu amacgla 25-OH Vitamin D 6l¢liimii icin bir¢ok metod
gelistirilmistir.

25-OH Vitamin D 0lglimiinde ilk kullanilan ydntem 1971 yilinda
bildirilmistir ve bu yontem Vitamin D baglayici proteinin baglayici oldugu
kompetitif baglama yontemidir (58). 25(OH)D; ile 25(OH)D5’ii esit olarak tanimasi
avantaj olsa da diger polar D vitamini metabolitlerini de 6lgmesi ve 10 giin gibi bir
inkiibasyon siiresinin olmasi1 dezavantajlaridir. Ancak, Silisik asit kromatografisinin
kullanildig1 kompetitif protein baglama yontemi ile bu siire 1 saate diisiirilmiistiir
(58, 59).

HPLC yontemi 1977 yilinda gelistirilmistir. Bu yontemde UV absorbsiyon
yoluyla 6l¢iim yapilmaktadir. interferans veren lipidleri ve Vitamin D metabolitlerini
uzaklastirmasi, 25(OH)D, ile 25(OH)Dj5’ii oOlgebilmesi en biliyiik avantajlaridir.
Ancak HPLC yonteminin uygulanmasi iyi bir donanim ve deneyim gerektirmektedir
(58, 59).

1985°te RIA yontemi gelistirilmistir ve bu yontem icin 6rnek saflastirmasina
gerek olmamaktadir. RIA yOntemi, kompetitif protein baglama ydntemi gibi
25(OH)D, ile 25(OH)Ds’i esit olarak tanimakta ve diger polar D vitamini
metabolitlerini Ol¢gebilmektedir. Bu nedenle RIA yontemi ile calisilan 25-OH
Vitamin D 6l¢timleri %10-20 fazla bulunmaktadir (58, 59, 60).

ELISA yontemi kompetitif protein baglama ve RIA yontemi gibi diger polar
D vitamini metabolitlerini 6lgmektedir (58). Kemiluminesans yontemi ise 25(OH)D,
ile 25(OH)Ds’e esit miktarda 6zgiindiir fakat bu yontemin maliyeti ¢ok yiiksektir
(58).

Stv1 Kromatografi Tandem Kiitle Spektroskopisi (LC/MS/MS) 25(OH)D; ile
25(OH)Ds’ti  kantitatif olarak Olcen bir yontemdir. Ayrica duyarliligi  ve
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Ozgiilliigiiniin yiiksek olmasi sebebiyle Vitamin D 6l¢iimiinde referans yontem olarak
gosterilmektedir (61).

HPLC yontemi i¢in yapmis oldugumuz yontem gecerli kilma caligmasinda
25-OH Vitamin D i¢in dogrusallik araligmi 3.75-480 ng/ml arasinda bulduk. Bunun
yaninda klinik olarak degerli olan 3.75-60 ng/ml arali1 icinde dogrusal bir egri elde
ettik. Sahillioglu ve arkadaslar1 LC/MS/MS ile yapmis olduklar1 yontem gecerli
kilma caligmasinda dogrusallik araligini 1.8-480 ng/ml araliginda bulmus olup, klinik
olarak degerli olan 1.8-15 ng/ml araliginda da dogrusal bir egri elde etmislerdir (62).
Amy K. ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada dogrusal aralik 1.0-100.0 ng/ml
olarak bulunmustur (63). Zoe ve arkadaglarmin yapmis oldugu calismada ise
dogrusal aralik 1.6 -102.5 ng/ml olarak bulunmustur (64). Yontemimizin dogrusallik
¢alismasinda 3.75-480 ng/ml aralig1 i¢in r degeri 0.991, determinasyon katsayisi (R?)
0,982, 3.75-60 ng/ml aralig1 icin ise r degeri 0.944 ve R* degeri 0,891 bulundu.
Sahillioglu ve arkadaslarinin yaptig1 calismada 1.8-480 ng/ml aralig1 icin R* degerini
0.9991 ve 1.8-15 ng/ml aralig1 i¢inse 0.9997 bulunmustur (62). Michael V. ve
arkadaslar1 ise R* degerini 0.9996 olarak bulmuslardir (65). Dogrusallik ¢alismasi
sonucu buldugumuz r ve R? degerleri yontemimizin sonuglarinin kabul edilebilir
siirlarda ve uygulanabilir oldugunu gostermistir.

Yontemimizin geri kazanim ¢alismasinda degerimizi ortalama %95 olarak
bulundu (%93-96). Geri kazanim deneyini Sahillioglu ve arkadaslar1 %94-96
arasinda (62), Zoe ve arkadaslar1 %91-%110 arasinda (64), Amy K. ve arkadaslar1
%86-%92 arasinda (63) bulurken, Naoko T ve arkadaslar1 ise %103.8 olarak
bulmuslardir (66). Lensmeyer ve arkadaslari ise HPLC yontemi ile yaptiklar1 geri
kazanim deneyi sonucunun ortalamasim  %95.1 olarak bulmuslardir (67).
Yontemimizin geri kazanim ¢alismasinda elde edilen degerler diger caligmalardaki
degerlerle paralellik gostermektedir ve kabul edilebilir sinirlarda yer almaktadir.

Yontemimizin kesinlik (tekrarlanabilirlik) calismasinda 2 farkli derigimde
ornek calisildi. Bunlara karsihik gelen %CV degerleri swasiyla giin-igi
tekrarlanabilirlik ¢aligmasi i¢in 5.93 ve 2.37, giinler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
icin ise 7.00 ve 2.60 olarak bulundu. Lensmeyer ve arkadaslar1 yaptiklar1 giin-i¢i
kesinlik caligmasi sonucunda 11.54, 14.26, 24.56, 45.03 ve 82.22 ng/ml derisimleri
icin CV degerlerini sirasiyla %8,5, %3.9, %5.0, %2.6 ve %3.3 olarak bulmuslardir
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(67). Sahillioglu ve arkadaslarinin yaptig1 kesinlik calismasinda 6.5, 24.45 ve 43.42
ng/ml derisimleri i¢in giin-ici CV degerleri swrasiyla %5.3, % 5.5 ve %S5.6
bulunurken, giinler-aras1 CV degerleri sirastyla %3.2, %4.6, %2.8 bulunmustur (62).
Amy K. ve arkadaslar1 giin-ici CV degerlerini %6.0-%8.0 bulurken, giinler-aras1 CV
degerlerini ise %7.7 ve %9.8 olarak bulmuslardir (63). Michael V. ve arkadaglar1 ise
gilin-ici CV degerlerini 5.8 ve 26.5 ng/ml derigimleri i¢in sirasiyla %12 ve %7.8
bulmuslardir (65). Naoko T. Ve arkadaslar1 caligmalarinda giin-ici CV degerini
%35.7, giinler-aras1 CV degerini ise %2.5 bulmuslardir (66). Zoe ve arkadaglar1 ise
yapmis olduklar1 kesinlik ¢alismasinda giin-ici CV degerlerini 6.4, 14 ve 30 ng/ml
degerleri icin swrasiyla %6.2, %3.5 ve %S5.2 olarak bulurken, giinler-arasi1 CV
degerlerini ise 22 ve 35 ng/ml derigimleri i¢in sirasiyla %5.1 ve %5.6 bulmuslardir
(64). Yontemimizin giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 sonucu elde
edilen degerler diger ¢alismalardaki degerlerle paralellik gostermektedir ve kabul
edilebilir siirlarda yer almaktadir.

RIA yontemini HPLC yontemiyle karsilastirdigimizda y-kestirim degerini
12.095, egimini ise 0.188 bulundu (y = 0.188x + 12.095). Calismamizda r degeri
0.219, R2 degeri ise 0.048 bulundu. Lensmeyer ve arkadaslar1 yaptiklari caligmada y-
kestirim degerini -5.86, egimi ise 0.709 (y =0.709x — 5.86) bulmuslardir. Ayni
calismada r degeri 0.7509, R? ise 0.5639 bulunmustur (67). Jafri L ve arkadaslarmimn
yaptig1 ¢alismada ise regresyon analizi sonucunda y- kesisim degeri -1.13 ve egimi
1.01 (y =1.01x — 1.13) bulunmustur. Ayrica bu cahismada R* degeri 0.9 olarak
bulunmustur (68). Sahillioglu ve arkadaslari RIA yontemini LC/MS/MS ile
karsilagtirdiginda y- kestirim degerini 6.25, egim degerini 0.59 (y =0.59x + 6.25)
bulmuslardir (62). Michael V. ve arkadaslarmin yaptig1 calismada ise y- kestirim
degeri -4.0, egim degeri 1.25 (y =1.25x — 4) bulunmustur (65). RIA yonteminin R
degeri diisiik oldugu icin bu yontemin sonuglarinin HPLC yonteminin sonuglari ile
uyumlu olmadig1 goriildii. Her ne kadar Lensmayer ve arkadaslar1 R* degerini 0.56
bulmus ise de bu degerler iki yontem arasindaki uyumun ¢ok kuvvetli olmadigini
gostermekle beraber bizim calismamizdaki kisiye ve kite bagli sorunlardan
kaynaklanan bir sikint1 olabilecegini diistindiirmektedir. Ama yontemin ekstraksiyon
basamagi gerektirmesinin de HPLC ile uyumu azalttigim1 sdyleyebiliriz. LC/MS/MS

ile yapilan galismalarda R* degerinin yitksek olmasi kullanilan kit kalitesinden
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kaynaklanabilir. Ayrica LC/MS/MS ile yapilan g¢aligmalarda karsilagtirilan RIA
yonteminde kullanilan kitin ekstraksiyon basamagmin olmamasi da uyumu arttirmis
olabilir.

ELISA yontemini HPLC yontemiyle karsilastirdigimizda y-kestirim degerini
7.941, egimini ise 0.273 bulundu (y = 0.273x + 7.941). Calismamizda r degeri 0.361,
R2 degeri ise 0.131 bulundu. Li Bo ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada y-kestirim
degerini -4.4, egimi ise 1.1 bulmuslardir (y = 1.1x — 4.4)(69). ELISA yonteminin R2
degeri 0.131, p degeri 0.022 bulunmus olup, HPLC yontemi ile orta derecede
korelasyon saptanmistir ve p degeri anlamli oldugu i¢in sonuglarin korele oldugunu
sOyleyebiliriz. ELISA yontemiyle c¢alisilan Orneklerin = sonuglarinin - HPLC
yonteminin sonuglarimdan yaklasik olarak 2 kat yiiksek bulunmasi, korelasyon

anlamli olsa da yontemin kendi kontrollerinin ¢alisilmasini zorunlu kilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Rutin kullanimda klinik laboratuvarlarda HPLC yonteminin 25-OH Vitamin D
Olciimiinde test performansi incelenerek en 1yi yontem oldugu kabul edilmistir.

ELISA yontemi tarama amagli, imkanlarin yetersiz oldugu yerlerde kullanilabilir.
Daha genis Ornek grubuyla yapilacak c¢alismalarda daha dogru ve giivenilir
degerlendirme yapmak ELISA yOnteminin kullanmilabilirligini 6lgmek bakimindan
yararl olacaktir.

Yaptigimiz calismada, RIA yontemi sonuglarinin HPLC yontemi sonuglar1 ile
uyumlu olmadig1 ve istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi i¢in ile tarama amach

yada tanisal olarak kullanilamayacag: diistiniilmektedir.
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