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25-OH Vitamin D diizeyi 6l¢iimiinde radyoopak madde interferansinin

deneysel arastiriimasi
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Amac: D vitamini eksikligi insanlarin kapali alanlarda yasama egiliminden dolayi toplumda siklikla gériilmektedir. Eksikligin
tespiti icin son zamanlarda immunassay yontemler terk edilerek referans metod olan LC-MS/MS Odlgiim teknigi
kullaniimaktadir. Fakat bu yontemde serum matriks etkisi nedeniyle meydana gelen interferans yanlis sonuglara neden
olabilmektedir. Bu galismada kontrastli gorintiileme tekniklerinde kullanilan radyoopak maddelerin 250H vitamin D
(25[OH]D) 6l¢timi sirasinda olusabilecek interferans etkisinin arastirimasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Calismada 100 uL 25[OHID kontrol sollisyonu lizerine 50 uL yedi farkli radyoopak madde eklenerek LC-
MS/MS yontemi ile 25[OH]D 6lciimi yapildi. Yapilan interferans calismasi ile elde edilen hedef degerden sapma miktarlari
(bias) kaydedildi.

Bulgular: 7 farkli radyoopak madde (RM1-RM7) %5.14 - %81.08 arasinda degisen oranlarda hedef degerden sapmaya
neden oldu. %81.08 ile en fazla sapma gadodiamid (287 mg/mL) iceren RM6 ticari Uriininde meydana geldi. Gadobutrol,
604.72 mg/mL (RM1) ioheksol, 755 mg/mL (RM2), gadodiamid, 287 mg/mL (RMS) icerikli radyoopak maddeler sirasiyla
%5.11, %11.08, %10.21 oranlarinda daha disik sapmaya neden oldu.

Sonug: 25[0H]D konsantrasyonu dogru dlcliimezse osteomalazinin atlanmasina ve buna bagl komplikasyonlara neden
olabilir. Radyoopak madde interferansina maruz kalmamak icin kan alma islemi kontrastli goriinttileme oncesi yapiimalidir.
Bunu saglamanin miimkin olmadi§i durumlarda hatali yiiksek sonuglarla karsilasmamak icin hastanelerde gadobutrol,
604.72 mg/mL (RM1) ioheksol, 755 mg/mL (RM2), gadodiamid, 287 mg/mL (RM5) etken madde iceren radyoopak
maddelerinin kullanimi tercih edilmelidir. Hastanelere radyoopak madde temin ederken interferans galismalarina gore iriin
kabdlintin yapiimasi laboratuvar hata oranlarini azaltmada katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Radyoopak madde, 25-OH vitamin D, interferans, LC-MS/MS

Abstract

Background: Vitamin D deficiency is frequently seen in society because of the tendency of people to live in closed areas.
Recently, immunoassay methods have been abandoned and LC-MS/MS measurement technique is used in order to
determine Vitamin D deficiency. However, interference caused by the serum matrix effect in LC-MS/MS method may cause
incorrect results. The aim of this study was to investigate the interference due to radiopaque substances used in contrast
imaging techniques during 25-OH vitamin D (25[OH]D) measurement.

Material and Methods: 50 uL of seven different was added to 100 uL of 25[OH]D control solution. 25[OH]D concentrations
from every mixture were measured by LC-MS/MS method. The amounts of deviation (bias) were calculated.

Results: Every radiopaque substance (RM1-RM7) caused different deviation from the target values (5.14% to 81.08%). The
reason of the highest deviation (81.08%) was from the RM6 commercial product containing gadodiamide (287 mg / mL).
Radiopaque substances containing gadobutrol, 604.72 mg / mL (RM1) iohexol, 755 mg / mL (RM2), gadodiamide, 287 mg /
mL (RM5) showed lower deviation (5.11%, 11.08%, 10.21%)

Conclusions: If the concentration of 25[OH]D is not measured correctly, it may cause chronic complications associated with
osteomalacia . In order to avoid to the interferences, the phlebotomy should be performed before radiocontrast imaging. In
hospitals, the radiopaque materials containing gadobutrol, 604.72 mg/mL (RM1) ioheksol, 755 mg/mL (RM2), gadodiamid,
287 mg/mL (RM5) can be preferred to reduce the risk of the similar interference. While providing radiopague substances to
hospitals from the drug companies, it could be suggestion to investigate the interferences for these like drugs
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Gonel A

Girig

Radyoopak maddeler, hem invaziv olan hem de invaziv
olmayan tani ve tedavi ydntemlerinde rutin olarak kulla-
nilmaktadir. Diger butun ilaglar gibi kullanim sirasinda yan
etki olusturabilmektedir. Radyoopak maddelerin vicutta
eritrosit hasari, endotelyal hasar, tromboemboli, kan-
beyin bariyerinde bozulma, vazodilatasyon, akciger 6de-
mi, aritmi gibi istenmeyen klinik etkiler olusturdugu bilin-
mesine ragmen, biyokimyasal olgim yontemleri tzerind-
kie etkileri bilinmemektedir (1-3). Yiksek osmolarite ve X
Isinlarini absorbe edebilme dzelligine sahip molekl yapi-
lari nedeniyle kitle spektrometri gibi komplike 6lgim
cihazlarinda analitik hatalara neden olabilirler. Kanda
bulunan bazi molekillerin LC-MS/MS metodunda iyoni-
zasyon asamasini etkilemesiyle ortaya gikabilen matriks
etkisi ile bir cok analitin hatali dlgimine neden oldugu
farkli calismalarda gosterilmistir (4, 5). Tani ve tedavi
takibinde kullanilan testlerin hatali élglimi tedavi protokol-
lerini degistirerek morbidite ve mortalite riskini arttiraca-
gindan bu tir etkilerin ekarte edilmesi gerekir (6). Geg-
miste hatall dlglimlere bagl tedaviden yoksun kalmis ve
komplikasyona maruz hasta sayisini tahmin etmek mim-
kiin degildir. Gorlntlileme tekniklerinde sik¢a kullanilan
radyoopak maddelerin son birkag yilda rutin kullanima
girmis LC-MS/MS cihazlarinda analit sonuglarini nasil
etkiledigi daha once gosteriimemistir.  Bu c¢alismanin
amacl, 25[OH]D vitamini duzeyinin 6lglimiinde kullanilan
ve referans metod olarak kabul edilen LC-MS/MS cihazla-
rinda yedi farkli radyoopak maddenin matriks etkisinin
deneysel olarak arastiriimasidir.

Materyal ve Metod

Materyal: Calismada D vitamini 6lglimi igin Trimaris
marka kalibrator  (Lot:BBL2E1) kontrol soliisyonu
(Lot:BBL2E2) kullanildi. interferans calismasi igin Omni-
paque (ioheksol, 755 mg/mL, 100 mL intravendz enjeksi-
yonluk, GE healthcare), Emaray (gadopentetik asit dimeg-
lumin tuzu, 469.01 mg/mL, 15 mL IV enjeksiyonluk ¢tzel-
ti), Gadotu (gadodiamid, 287 mg/mL, 15 mL IV enjeksi-
yonluk c¢ozelti), Optiray (ioversol, 741 mg/mL, 100mL
intravendz enjeksiyonluk), Kopaq (ioheksol, 755 mg/mL,
100 mL intraventz enjeksiyonluk), Gadovist (gadobutrol,
604.72 mg/mL, 15 mL IV enjeksiyonluk cozelti),
Gadodiem (gadodiamid, 287 mg/mL, 15 mL IV enjeksi-
yonluk gozelti) radyografi opak maddeleri kullanildi. HPLC
nin bitdn solvent ve reaktifleri JASEM firmasindan temin
edildi.

Olgiim Cihazlari: Shimadzu Nexera X2 ultra yiiksek
performans likit kromatografi (UHPLC), Shimadzu 8045
kiitle spektrometri ( triple quadrupole mass spectrometer,
MS/MS, Shimadzu, Japan). Cihaz verileri Shimadzu
Software ile hesaplandi (Sekil1).
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Ornek Hazirlama: 100 mikrolitre (uL) kontrol soltisyonu
santrifuj tpune alindi. Uzerine 200 uL internal standart ve
50 uL distile su eklenip 5 saniye vortexle karistirildi. Elde
edilen karisim 10.000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant viale alinip schimadzu 8045 LC-MS/MS
cihazinda dlgiildii. interferans calismasi icin plazma tize-
rine 50 uL radyoopak madde eklendi ve vortekslenerek
olctim yapildi. Her 6l¢ctim birer dakikalik aralarla ardigik 3
tekrar ile yapildi ve alan degerleri ve konsantrasyon de-
gerleri Shimadzu Software ile hesaplandi. Ayni iglem 7
farkli radyoopak madde igin ayri ayri yapildi. Her karisim
icin Ug Olgiimun alan ve konsantrasyon degerleri ortala-
malari hesaplandi. Kontrol materyaline vollim genisleme-
sine bagli olusacak interferansi ekarte etmek icin 50 uL
distile su eklenerek elde edilen sonuglar hedef deger
olarak kabul edildi. Ticari firmalarin telif hakki nedeniyle
radyoopak maddelerin ticari isimleri yerine RM1'den
RM7’e kadar isim kodlamasi yapildi. Calismada insan
veya hayvan kaynakli herhangi bir kan veya doku ornegi
kullanilmadigi igin etik kurul onayi gerekmemektedir.
Bias: Radyoopak madde (RM1-7) eklendikten hemen
sonra yapilan 6lgimde meydana gelen yizde sapma
miktari

V(KM+RM)-V(KM+distile su)

V(KM+distile su) x 100

bias =

Bulgular

Radyoopak maddelerin eklenmesiyle elde edilen sonuclar
ile 50 uL distile su eklenerek elde edilen hedef deger
arasindaki farklar her radyoopak madde icin hesaplana-
rak sapma miktarlari ve yizdeleri (bias) kaydedildi. Tim
olglimlerde retansiyon zamanlari birbirine yakin ve bekle-
nen zamanlarda elde edildi ve zaman kaymasi olugsmadi.
internal standart kullanilarak yapilan élgiimlerde konsant-
rasyon asagidaki formile gdre hesaplanmistir. 7 farkli
Radyoopak maddeden kaynakli hedef degerden sapma
yuzdeleri %5,14 -81,08 arasinda degisiklik gdstermistir.
En az sapma miktari %5,14 ile gadabutrol (604.72
mg/mL) adli radyoopak maddede gergeklesmistir. Ayni
miktar ioheksol (755 mg/mL) i¢eren 2 farkli ticari Griinden
RM3 eklenen materyalde RM2'ye gére 2,97 kat fazla
sapma meydana gelmistir. Gadopentetik asit dimeglumin
tuzu (RM4, 469.01 mg/mL) ile yapilan ¢alismada sapma
%33.74 oraninda gerceklesmistir. Ayni miktar gadodiamid
(287 mg/mL) igeren iki ticari Uriinle (RM5, RM6) yapilan
calismada bariz iki farkli sonug elde edilmistir. RM5 ile
yapilan calismada %10.21 oraninda RM6 ile yapilan
calismada bunun 7.94 kati kadar %81.08 oraninda yan-lis
yiiksek sonug elde edilmistir. ioversol (741 mg/mL) igerikli
RM7 adli madde yapilan galismada %43.15 oraninda
yanlis yliksek sonug elde edilmistir.

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2018;15(3):182-185.

183



Gonel A

Radyoopak maddenin D vitamini (izerine etkisi

Tablo.1 Radyoopak madde eklendikten sonra yapilan élglimde meydana gelen sapma miktarlari ve kullanilan etken maddeler
KM: Kontrol materyali, RM1-7: Yedi farkli ticari radyoopak madde kodu

Retansiyon Zamani  Konsantrasyon  Sapma miktari BIAS(%) Etken madde
(sn) (ng/ml) (ng/ml)
KM + distile su
(hedef deger) 3434 32,68
KM +RM1 3,106 34,36 1,68 514 gadobutrol, 604.72 mg/mL
KM + RM2 3,128 36,30 3,62 11,08 ioheksol, 755 mg/mL,
KM+ RM3 3,26 43,46 10,77 32,96 ioheksol, 755 mg/mL
gadopentetik asit
KM+ RM4 3,308 43,71 11,03 33,74 dimeglumin tuzu, 469.01 mg/mL
KM+ RM5 3,367 36,02 3,34 10,21 gadodiamid, 287 mg/mL
KM+ RM6 3,64 59,18 26,50 81,08 gadodiamid, 287 mg/mL
KM+ RM7 3,129 46,79 14,11 43,15 ioversol, 741 mg/mL
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Sekil 1. 25[OH]D kromatogrami

Tartisma

D vitamini eksikligi tani ve tedavisi icin, depo form olan
25[0OH]D seviyesinin dogru tespit edilmesi ve minimum
interferansin gorGlduga yontemlerin kullanilimasi gerek-
mektedir. immunoassay metod rutinde siklikla kullanil-
masina ragmen endojen ve ekzojen kaynakli antikorlarla
yarismali inhibisyona girmesinden dolay hatali élglimlerle
karsilagilabilmektedir (7-9). Bu nedenle dogru sonucun
elde edilmesi icin referans metod kullaniimasi hata oran-
larinin ve buna bagl morbiditenin azaltiimasina katki
saglayabilir. 25[OH]D vitamini Odlgiminde LC-MS/MS
teknigi Joint Comittee for Traceability in Laboratory Medi-
cine (JCTLM) tarafindan “referans metod” olarak kabul
edilmisgtir (10). LC-MS/MS referans yontem olmasina
ragmen, drnek matriksteki endojen (karbonhidrat, lipidler,
fosfolipitler, proteinler, safra tuzlari vb.) ve ekzojen bile-
senler (ilag ve yardimci maddeleri, laboratuvar esyalarin-
dan suzilebilir bilesenler, analit dengeleyiciler, numune
hazirlama reaktifleri) olgim sirasinda matrix etkisi ile
interferansa neden olmaktadir (11). Sayisiz ksenobiyoti-
gin hangi testi ne kadar etkiledigine dair yeterli veri bu-
lunmamaktadir. Bu molekiller LC-MS/MS tekniginde
kandaki yogunluguna gore analitin iyonizasyonunu boza-
rak interferansa neden olur (12). Matriks etkisi adi verilen
bu interferans ilk defa Tang ve Kebarle tarafindan tanim-

lanmistir ve analitin iyonizasyon verimlili§i degistiginde
ortaya ¢ikmaktadir. Matrikste bulunan diger organik baz-
larin konsantrasyonlari arttikga analitlerin elektrosprey
tepkileri etkilenmektedir (13). Analitin iyonize olmasi elekt-
rosprey iyon kaynadina giren matrikse baglidir. Bonfiglio
ve arkadaslarl bir bilesigin kimyasal dogasinin matriks
etki derecesi (zerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu
bildirmigtir. Ayni kiitle spektrometrik kosullarda dort bilesi-
gin farkli polaritelerini igeren bir arastirmada, en polarin
en blylk iyon bastirma oranina sahip oldugu ve en az
polarin iyon bastirma tarafindan daha az etkilendigi tespit
edilmistir (14). Gérlntileme tekniklerinde sik¢a kullanilan
radyoopak maddelerin kanda kalma sirelerine gore ol-
¢tm yontemlerini nasil etkiledigi bilinmemektedir. Hasta-
nelerde klinisyen hastalari uyarmadikga ayni gun cekimi
yapilan gérintileme tetkiklerinden sonra alinan kan 6r-
neklerindeki radyoopak maddelerin yanhs yliksek veya
yanlis dlslik sonuglara neden olmasi kuvvetle muhtemel-
dir. Yaptigimiz deneysel interferans ¢alisma ile hastane-
lerde sikga kullanilan 7 farkli ticari markaya sahip radyo-
opak maddenin 25[OH]D sonuglarini nasil etkiledigini
arastirdik. %5.14'den %81.08'e kadar farkli oranlarda
yanlis yiksek sonuglarla karsilastik. En fazla yanlis yik-
sek sonuca neden olan etken madde %81.08 ile gadodi-
amid (RM6, 287 mg/mL) oldu. Gadodiamid (RM6, 287
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mg/mL), 32.68 ng/ml olan hedef degeri 59.18 ng/ml ola-
rak hatal yiksek dlcime neden olmugtur. Ayni oranda
etken madde igeren RM5 kodlu driinle yapilan galismada
daha distik oranda (%10.21) yanlis yliksek sonug elde
edilmistir. Ayni etken maddeyi iceren iki farkli ticari Grlin-
den RM6 da meydana gelen sapma yiizdesi RM5'in 7.94
kati kadar olmasi ticari drtnlerde kullanilan yardimci
maddelerin konsantrasyon farkliligina bagli olabilir. iover-
sol (741 mg/mL) iceren RM7 maddesiyle %43.15, gado-
pentetik asit dimeglumin tuzu (469.01 mg/mL) iceren RM4
maddesinde %33.74 oraninda hatall yiiksek sonug elde
edilmistir.  Ayni miktar ioheksol (755 mg/mL) iceren 2
farkll ticari Grlinden RM3 eklenen materyalde RM2'ye
gore 2.97 kat fazla sapma meydana gelmistir. En az ana-
litik hatanin RM1, RM2 ve RM5 ticari Grlnlerinde meyda-
na gelmesi rutin kullanimda tercih nedeni olabilir. Hatall
yiksek sonuclarin elde edilmesi élglim sirasinda iyoni-
zasyonun belirgin sekilde degistigini gdstermektedir.
lyonizasyon etkilenmesine ragmen yakalama (retension)
zamanlarinda kayma gozlemlenmemistir. Fakat analit ve
radyoopak madde birlikteligi ile iyonizasyon verimliliginin
degisimine bagli interferans gergeklesmistir. King ve
arkadaslari matriks etkisinin gaz fazina gegis safhasinda
analitik iyonlar ve ugucu olmayan matriks moleklleri
arasindaki yarigma sonucu oldugunu deneysel olarak
gosterdiler. Analitin iyonizasyonunda bilinmeyen bir me-
kanizma ile ugucu olmayan molekiillerin miidahalesinin
oldugu sonucuna vardilar (15).

D vitamini eksikliginin dogru tespit edilmesi kemik rezop-
siyonunun arttigi durumun yol agacagi komplikasyonlarin
onlenmesi agisindan 6nemlidir. Tespit edildiginde yerine
koyma tedavisinin yapilmasi osteomalaziyi onleyecektir.
Calismamizda kullandigimiz radyoopak maddeler yanlis
tani ve tedaviye neden olabilecek riskli bir durumu ortaya
cikarmaktadir. Hastanelerde kan alma islemi yapiimadan
once radyoopak madde uygulamasi yapilip yapiimadigi
sorgulanmadigindan 25[OH]D dlizeyinin hatali ylksek
olgllmesi klinisyeni yanlis yonlendirilebilir. D vitamini
replasmani alan bir hastanin kontrol kaninda hatali yiik-
sek olglim ile hatall intoksikasyon tanisi, replasman te-
davisinin sonlandiriimasina yol acabilir. Eksiklik oldugu
halde normal sonug da verilebilir. Asemptomatik kanser
metastazi olan hiperkalsemik bir hastada D vitamini dii-
zeylerinin yanlis yiksek verilmesi klinisyeni metaztaz 6n
tanisindan uzaklastirp D vitamini hipervitaminozuna
yonlendirecektir. Bdyle bir durumda hatali hipervitaminoz
tanisi alan ve kanser yayiimi olan hastanin mudahalesi
gecikebilir.

Sonug

LC-MS/MS  yénteminin kullanildigi  dlgimlerde kanda
endojen ve ekzojen kaynakli maddelerin interferansina
karsi dikkatli olunmalidir. Bu galisma ile hastanelerde
gorintileme tekniklerinde sikga kullanilan yedi farkli

Radyoopak maddenin D vitamini (izerine etkisi

radyoopak maddenin D vitamini sonuglarini interfere
edebilecegi gosterilmistir. Bu tir interferanslari énlemek
icin kontrastl gorintilemeden hemen sonra 25[0OH]D
Olcimd yapiimamaldir. Bu tir hatalara maruz kalma
ihtimaline kars! kontrastli ¢ekimlerde daha az interferan-
sin goriildigi gadobutrol, 604.72 mg/mL (RM1) ioheksol,
755 mg/mL (RM2), gadodiamid, 287 mg/mL (RM5) icerikli
radyoopak maddeler tercih edilebilir. Hastanelere radyoo-
pak Urln temininin interferans galismalarina gére yapil-
masi farkinda olunmadan karsilagilan laboratuvar hatala-
rinin nlenmesine katki saglayacaktir.
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