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Streszczenie
Wzrost zainteresowania oznaczeniami stężenia witaminy D przyczynił się do opracowania w ostatnich latach nowych testów immuno-
chemicznych (manualnych oraz do automatycznych analizatorów). Do laboratoriów diagnostycznych wprowadza się również techniki 
dotychczas niestosowane w rutynowych oznaczeniach witaminy D, takie jak HPLC (wysokosprawna chromatografia cieczowa) oraz 
LC-MS/MS (tandemowa spektrometria mas sprzężona z wysokosprawną chromatografią cieczową). W związku z różnorodnością testów 
i metod pojawia się pytanie o ich wiarygodność. W niniejszej pracy przeglądowej opisano występujące w krwiobiegu metabolity witaminy 
D, przedstawiono zalety i wady stosowanych metod oznaczania ich stężenia oraz omówiono czynniki mające wpływ na wiarygodność 
wyników tych oznaczeń. (Endokrynol Pol 2013; 64 (zeszyt edukacyjny II): 22–30)

Słowa kluczowe: witamina D, kalcydiol, kalcytriol, testy immunochemiczne, LC-MS/MS

Abstract
Increased interest in vitamin D measurements in clinical studies has contributed to the development in recent years of several new im-
munochemical assays (manual and for automatic analyzers). New methods, including HPLC (high performance liquid chromatography), 
and LC-MS/MS (liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry) have also been introduced into routine diagnostic 
laboratories. Because of the variety of assays and methods used, the question arises which one is the most accurate for the measurement 
of vitamin D metabolites concentration. In this review, we summarise the advantages and disadvantages of these methods, describe 
the complexity of vitamin D metabolites pattern in the circulation, and discuss the problem of accurate measuring its concentration.  
(Endokrynol Pol 2013; 64 (education supplement II) 22–30)
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Wstęp

Duże zainteresowanie witaminą D wynikające z waż-
nej, plejotropowej roli, którą odgrywa w organizmie 
oraz znaczenie skutków jakie niesie jej niedobór 
spowodowały znaczny wzrost zapotrzebowania 
na oznaczanie stężeń jej metabolitów [1–4]. Uważa 
się, że status witaminy D w organizmie człowieka 
najlepiej odzwierciedla stężenie jej 25-monohydrok-
sylowanych izoform (25(OH)D, kalcydiol), które są 

najczęściej mierzonymi metabolitami witamy D, 
jakkolwiek w ograniczonym zakresie są oznaczane 
również 1,25-dihydroksylowane formy witaminy 
D (1,25(OH)2D, kalcytriol) [5, 6]. We krwi obwodo-
wej występuje ponad 40 metabolitów witaminy D, 
a stosowane do oznaczania ich stężeń metody i testy 
odznaczają się różną wiarygodnością otrzymywa-
nych wyników co ma duże znaczenie dla praktyki 
klinicznej. Te zagadnienia szczegółowo omówiono 
w niniejszym artykule. 
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Różnorodność metabolitów witaminy D 
w krwiobiegu

Witamina D występuję w dwóch formach chemicznych 
— D2 i D3, które różnią się obecnością podwójnego 
wiązania pomiędzy atomami węgla 22 i 23 oraz grupy 
metylowej połączonej z atomem węgla 24 (ryc. 1).  
Formą powszechną u ludzi jest powstająca głównie 
podczas syntezy skórnej z udziałem słonecznego pro-
mieniowania UV witamina D3, która stanowi około 
90% całej puli witaminy D w organizmie [7, 8]. Podczas 
ekspozycji na słońce w lecie promieniowanie UVB 
umożliwia wytworzenie około 1,000–2,000 IU witaminy 
D3 dziennie [8]. Witamina D3 może być również dostar-
czona do organizmu z dietą pochodzenia zwierzęcego 
(bogatym jej źródłem są naturalnie odżywiające się 
tłuste ryby morskie) [9]. Witamina D2 jest dostarczana 
do organizmu w produktach pochodzenia roślinnego. 
Do jej syntezy zdolne są również grzyby i drożdże [10, 
11]. Obie formy D2 i D3 mogą być podawane pacjentom 
z niedoborem witaminy D. U ludzi przyjmujących su-
plementację w postaci witaminy D2 stosunek ilościowy 
D3 do D2 może znacznie odbiegać od przeciętnie wy-
stępującego w populacji.

Witamina D produkowana lub dostarczana do orga-
nizmu jest transportowana w krwiobiegu do wątroby 
w formie związanej, głównie ze specyficznym biał-
kiem wiążącym witaminę D (VDBP, vitamin D binding 
protein), natomiast jej nadmiar jest magazynowany 
przede wszystkim w tkance tłuszczowej i mięśniach. 

Magazynowanie w tkance tłuszczowej znacznie wy-
dłuża okres półtrwania witaminy D3 nawet do dwóch 
miesięcy w porównaniu z okresem półtrwania we krwi 
obwodowej, który wynosi około 2–3 dni (tab. I). Przed 
jeszcze szybszym metabolizmem i wydaleniem z obiegu 
zabezpiecza witaminę D wiązanie z VDBP. Ze względu 
na niższe powinowactwo witaminy D2 do VDBP okres 
jej półtrwania we krwi jest krótszy niż witaminy D3 

[12]. Obie formy D2 i D3 ulegają hydroksylacji, najpierw 
w wątrobie do metabolitów 25-monohydroksylowa-
nych 25(OH)D2 i 25(OH)D3 (kalcydiol), a następnie 
w nerce (1α-hydroksylacja) do najbardziej aktywnego 
biologicznie kalcytriolu, czyli metabolitów: 1,25(OH)2D2 
i 1,25(OH)2D3 (ryc. 2) [6, 7, 13].

Synteza kalcytriolu jest kontrolowana w nerkach 
w mechanizmie ujemnego sprzężenia zwrotnego, 
a jego wysokie stężenie hamuje syntezę parahormonu 
(PTH) na poziomie genetycznym. Na skutek działania 
kalcytriolu następuje wzrost reabsorpcji fosforanów 
prowadzący do uwolnienia FGF-23 (czynnik wzrostu 
fibroblastów 23). Wzrastające stężenie tego czynnika 
hamuje aktywność 1α-hydroksylazy — enzymu od-
powiedzialnego za syntezę 1,25(OH)2D i aktywuje 
24-hydroksylazę — enzym odpowiedzialny za syntezę 
24,25-dihydroksy-witaminy D (24,25(OH)2D) — meta-
bolitu powstającego w pierwszym etapie inaktywacji 
i usunięcia witaminy D z obiegu (ryc. 2). Na kolejnym 
etapie jest produkowany rozpuszczalny w wodzie kwas 
kalcytrolowy, który jest wydalany z żółcią. Uważa się, że 
24,25(OH)2D jest nieaktywnym metabolitem witaminy 
D, jakkolwiek ostatnie doniesienia wskazują, że może 
on pełnić ważną funkcję w dojrzewaniu i wzroście 
chrząstki [14, 15]. Poza metabolitami witaminy D hy-
droksylowanymi w pozycji 1, 24 i 25 we krwi obserwuje 
się również metabolity hydroksylowane przy węglu  
23 oraz 26 [13]. 

Zróżnicowanie strukturalne metabolitów witaminy 
D występujących we krwi zwiększa się dodatkowo na 
skutek dwóch naturalnych procesów — epimeryzacji 
i laktonizacji. Epimeryzacja 25(OH)D, 1,25(OH)2D 
i innych metabolitów witaminy D polega na enzyma-
tycznej konwersji wokół asymetrycznego atomu węgla 
C-3 przy udziale swoistych epimeraz zlokalizowanych 
we frakcji cytozolowej wątroby lub lokalnie w komór-
kach (np. w keratynocytach i makrofagach). W wyni-
ku epimeryzacji naturalnie syntetyzowane epimery 
C-3b-hydroksy witaminy D ulegają przekształceniu 
do odpowiednich C-3α-hydroksy epimerów (epimery-
-C3). Epimeryzacja nie zmienia ciężaru cząsteczkowego 
oraz sekwencji występujących w związku atomów, ale 
zmienia ich konfigurację przestrzenną, wpływając na 
aktywność chemiczną i biologiczną metabolitów wita-
miny D [16, 17]. Zarówno α, jak i b epimery witaminy 
D mogą być dalej hydroksylowane w nerce [18]. Inną 

Rycina 1. Struktura chemiczna witaminy D3 (cholekalcyferol) i D2 
(ergokalcyferol) z zaznaczonymi atomami węgla podlegającymi 
hydroksylacji. Atom węgla C-3 stanowi potencjalne centrum 
epimeryzacji
Figure 1. Chemical structure of vitamin D3 (cholecalciferol) 
and vitamin D2 (ergocalciferol) with marked carbon atoms 
undergoing hydroxylation. Carbon atom C-3 is a potential centre 
for epimerisation



24

Pomiar stężeń metabolitów witaminy D	 Zbigniew Bartoszewicz et al.

SZ
K

O
LE

N
IE

 
PO

D
Y

PL
O

M
O

W
E

strukturalną modyfikacją witaminy D jest laktonizacja 
z utworzeniem dodatkowego pierścienia pomiędzy ato-
mem węgla 23 i 26 [19, 20]. Powstałe laktony działają jako 
częściowi agoniści receptora witaminy D (VDR, vitamin D 
receptor) i mogą wpływać na jego aktywność [21].

Ze względu na wysoką hydrofobowość metabolity 
witaminy D są słabo rozpuszczalne w środowisku 
wodnym i podobnie jak hormony steroidowe i hor-
mony tarczycy są transportowane we krwi w for-
mie związanej, głównie ze specyficznym białkiem 

transportującym VDBP i niespecyficznie z albuminą 
(tab. I). Wolne metabolity 25(OH)D3 i 1,25(OH)2D3 
stanowią odpowiednio około 0,03–0,4% i 0,4–2% 
ich całkowitej puli. Stężenie niezwiązanej witaminy 
1,25(OH)2D dobrze koreluje z jej aktywnością biolo-
giczną co wskazuje, że hipoteza wolnych hormonów 
może być stosowana również do witaminy D [12]. 
Dotychczas nie opracowano bezpośrednich metod 
diagnostycznych pozwalających na pomiar stężenia 
wolnych frakcji 25(OH)D i 1,25(OH)2D. 

Rycina 2. Synteza i metabolizm witaminy D
Figure 2. Synthesis and metabolism of vitamin D

Tabela I. Charakterystyka witaminy D3 i jej metabolitów 
Table I. Characteristics of vitamin D3 and its metabolites

Parametr D3 25(OH)D3 1,25(OH)2D3

Stężenie w osoczu 0,4–2,8 ng/ml 8–56 ng/ml

(zimą do 24 ng/ml)

16–65 pg/ml

Czas półtrwania 36–78 godz. 15–25 dni 3,5–21 godz

Powinowactwo do VDBP Ka = 500–700 uM-1 Ka = 40 uM-1

Powinowactwo do albuminy Ka = 0.6 uM-1 Ka = 0,054 uM-1

% związany z VDBP 85–99% 60–85%

% związany z albuminą 13–15% 38%

Frakcja wolna (%) 0,03–0,4% 2–0,4%

Powinowactwo do VDR Ka = 0,6 uM-1 Ka = 104–105 uM-1
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Wiązanie ze składnikami krwi nadaje metabolitom 
witaminy D w surowicy i osoczu wysoką trwałość [22]. 
Dlatego próbki przeznaczone do analiz stężenia 25(OH)
D można przetrzymywać przez wiele dni w tempera-
turze pokojowej, są niepodatne na działanie światła 
i wielokrotne rozmrażanie [23]. Po wyizolowaniu z krwi 
i oddysocjowaniu od VDBP trwałość metabolitów wita-
miny D znacznie spada i jest zależna od światła i tem-
peratury [24, 25]. Dlatego używane w wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej (HPLC) oraz w chromatografii 
cieczowej sprzężonej z tandemowym spekrometrem 
mas (LC-MS/MS) wzorce witaminy D oraz próbki wy-
ekstrahowne z surowicy muszą być przetrzymywane 
w niskiej temperaturze –70oC w zaciemnionych naczy-
niach plastikowych lub szklanych.

Kliniczna użyteczność pomiarów stężenia 
metabolitów witaminy D

Zapewnienie optymalnego stężenia witaminy D 
w organizmie jest niezbędne dla naszego zdrowia [1, 
7, 26]. Witamina D działa wielokierunkowo [1, 27]. Jej 
aktywny metabolit 1,25(OH)2D bierze bezpośredni 
udział w absorpcji wapnia i fosforanów, zapewniając 
prawidłową mineralizację kości. Wiele badań wskazuje, 
że spadek 25(OH)D we krwi poniżej 20 ng/ml wiąże się 
ze wzrostem ryzyka chorób układu krążenia, niektó-
rych nowotworów oraz chorób autoimmunologicznych 
[28, 29]. Ostatnie prace zwracają również uwagę na 
nieklasyczny mechanizm działania witaminy D wska-
zujący na jej udział w regulacji wrodzonej i nabytej od-
porności [30–32]. Witamina D stymuluje różnicowanie 
się prekursorów monocytów do bardziej dojrzałych 
makrofagów fagocytujących i poprzez wiązanie z TLR2 
(toll-like receptor), głównym receptorem rozpoznającym 
patogeny, pobudza ekspresję białek antybakteryjnych 
między innymi katelicydyny. Przeciwbakteryjny i prze-
ciwwirusowy efekt działania witaminy D obserwowano 
w wielu chorobach, takich jak: gruźlica, stwardnienie 

rozsiane, choroba Crohna, cukrzyca typu 1, zakażenia 
bakteryjne wątroby, malaria i dur brzuszny [31].

Przedstawione przykłady jednoznacznie wskazują jak 
ważne jest utrzymanie optymalnego poziomu witaminy 
D, który możemy uzyskać poprzez ekspozycję na słońce, 
prawidłową dietę oraz suplementację preparatami farma-
ceutycznymi [33, 34]. Stężenie witaminy D w organizmie 
jest zależne od wielu czynników związanych z nawykami 
żywieniowymi, warunkami klimatycznymi determi-
nującymi syntezę skórną, czynnikami genetycznymi 
(pigmentacja skóry), zwyczajami kulturowymi zezwalają-
cymi na odsłonięcie ciała na działanie słońca (szczególnie 
ważne u kobiet) [35, 36]. Zgodnie z międzynarodowymi 
i polskimi rekomendacjami optymalne stężenie wita-
miny 25(OH)D w surowicy powinno wynosić powyżej  
30 ng/ml dla dorosłych i 20 ng/ml dla dzieci (tab. II) [6, 11, 
33, 34]. Badania populacyjne prowadzone w wielu krajach 
wykazały jednak, że mamy do czynienia z globalnym 
niedoborem witaminy D, który dotyczy również populacji 
polskiej [33, 34]. 

Oznaczenie metabolitów witaminy D
25(OH)D. Intensywność hydroksylacji witaminy 

D przy węglu 25 w wątrobie jest limitowane przez 
zdolność wątroby i tkanki tłuszczowej do gromadzenia 
tego hormonu. Mechanizm ten jednak ma ograniczoną 
efektywność. Z tego powodu oznaczanie całkowitego 
stężenia 25-monohydroksylowanych izoform 25(OH)D3 
i 25(OH)D2 ma największe znaczenie kliniczne, gdyż 
pozwala na wykrycie zarówno niedoboru witaminy D, 
jak i przedawkowania wynikającego z nieprawidłowej 
suplementacji [3, 26, 37, 40]. 

1,25(OH)2D jest aktywnym biologicznie hormonem, 
o krótkim okresie półtrwania we krwi. Zależność jego 
syntezy od prawidłowej funkcji nerek oraz niskie stęże-
nie w osoczu (ponad 1000 niższe niż 25(OH)D) sprawia, 
że oznacza się go rzadko, a konieczność stosowania 
czułych metod stanowi duże wyzwanie dla współcze-
snej diagnostyki [12]. Dodatkowo parametr ten nie jest 

Tabela II. Wartości odcięcia używane najczęściej dla oceny statusu witaminy D [3, 11, 34]
Table II. Frequently used cut-points for vitamin D status [3, 11, 34]

Klasyfikacja 25(OH)D ng/ml* 25(OH)D nmol/l*

Poziom toksyczny > 100 > 250

Poziom optymalny 30–80 dorośli

20–60 dzieci

75–200 dorośli

50–150 dzieci

Niedobór 20–30 dorośli

10–20 dzieci

50–75 dorośli

25–50 dzieci

Deficyt 10–20 25–50

Głęboki deficyt < 10 < 25

*przeliczanie jednostek stężenia 25(OH)D: nmol/l x 0.40 = ng/ml (ng/ml = ug/l); ng/ml x 2.50 = nmol/l
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przydatny do monitorowania niedoboru witaminy D, 
ponieważ nawet przy jej głębokim niedoborze stężenie 
1,25(OH)2D może pozostawać w granicach wyników 
prawidłowych. Monitorowanie stężenia 1,25(OH)2D 
jest użyteczne w rzadkich przypadkach niewydolności 
nerek i wątroby, podejrzeniu oporności na witaminę D 
oraz we wrodzonych i nabytych chorobach związanych 
z metabolizmem 1,25(OH)2D [37].

D3 i D2. Stężenie witaminy D3 i D2, jest bezpośred-
nio zależne od diety i suplementacji, duży wpływ na 
stężenie witaminy D3 ma również synteza skórna [12]. 
Zmienność stężenia tego parametru we krwi powoduje, 
że nie jest on użytecznym markerem statusu witaminy 
D w organizmie. Ostatnio próbuje się oznaczać stężenie 
witaminy D3 w tkankach, szczególnie w tkance tłusz-
czowej [38]. Wyższe stężenie D3 obserwuje się w tkance 
tłuszczowej pacjentów otyłych w porównaniu z osoba-
mi z prawidłowym BMI, jakkolwiek oznaczenie to nie 
ma znaczenia praktycznego [39]. 

24,25(OH)2D jakkolwiek uznawana jest za metabolit 
nieaktywny, odgrywa ważną rolę przy dojrzewaniu 
i wzrastaniu chrząstek. Może być też markerem wzra-
stającej fosfatemii, choć znacznie czulszym parametrem 
jest w tym przypadku poziom fosfatonin (np. FGF23). 

Kliniczne zastosowanie oznaczeń metabolitów 
witaminy D
Chociaż brak jest konkretnych wytycznych w odnie-
sieniu do tego kiedy i u kogo należy oznaczać metabo-
lity witaminy D, ich udział w prewencji wielu chorób 
uzasadnia badanie ich poziomu w organizmie. Pomiar 
stężenia metabolitów witaminy D jest użyteczny w na-
stępujących sytuacjach klinicznych [1–6, 32, 41–43]: 

Osteoporoza. Witamina D jest jedynym znanym 
hormonem wpływającym na ekspresję kalbidyny, która 
jest odpowiedzialna za aktywne wchłanianie wapnia 
ze światła jelita cienkiego. Niedobór witaminy D wiąże 
się ze zmniejszeniem siły mięśni i wzrostem ryzyka 
upadków ze złamaniami kości.

Zaburzenia wchłaniania. Choroby związane z za-
burzeniami wchłaniania, takie jak choroba Crohna, ce-
liakia czy skrobiawica jelit obejmują proksymalną część 
jelita cienkiego. Choroby te prowadzą do upośledzenia 
wchłaniania wapnia oraz chylomikronów z zawartą 
w nich witaminą D. 

Ciąża. Metabolizm kobiety w ciąży jest bezpośred-
nio podporządkowany rozwojowi płodu. Łożyskowe 
wydzielanie PTHrP (białka podobnego do PTH) wpły-
wa na zmianę naturalnego kierunku transportu jonów 
wapniowych od matki do dziecka na przeciwny. Wzrost 
zapotrzebowania na wapń zwiększa absorpcje tego 
jonu z przewodu pokarmowego. Ten wyrównawczy 
proces wymaga prawidłowego zaopatrzenia w wi-
taminę D, ponadto niezależnie od wpływu innych 

czynników prawidłowe stężenie witaminy D zmniejsza 
ryzyko występowania cukrzycy ciążowej oraz rzucawki 
porodowej [44–46].

Zaburzenia równowagi wapniowo fosforanowej. 
Stężenie 25(OH)D powinno być oznaczane u pacjentów 
z pierwotną nadczynnością przytarczyc. Uważa się, że 
optymalne zbilansowanie metabolizmu witaminy D 
zmniejsza ryzyko wystąpienia zespołu głodnych kości, 
obniża poziom parathormonu i zmniejsza resorpcję 
kości. Wskazaniem do pomiaru stężenia 1,25(OH)2D 
(kalcytriolu) jest głównie diagnostyka różnicowa hiper-
kalcemii ze względu na zdolność niektórych ziarninia-
ków do 1α-hydroksylacji witaminy D.

Niewydolność nerek. Niewydolność nerek pro-
wadzi do obniżenia stężenia 1,25(OH)2D na skutek 
zmniejszonej 1α-hydroksylacji. Uzasadnionym, ale 
kosztownym badaniem jest analiza stopnia zaburzeń 
hydroksylacji witaminy D w przewlekłej chorobie 
nerek.

Krzywice. Określenie statusu witaminy D jest 
przydatne w diagnostyce różnicowej krzywic (niedo-
bór witaminy D, oporność receptora na witaminę D, 
krzywice hipofosfatemiczne w przebiegu nadmiernej 
sekrecji fosfatonin).

Monitorowanie suplementacji witaminy D, szcze-
gólnie przy stosowaniu witaminy D2. Niższe powino-
wactwo do białek nośnikowych (VDBP) i wynikający 
z tego faktu krótszy okres półtrwania sugerują niższą 
w porównaniu z 25(OH)D3 aktywność biologiczną tej 
izoformy. Monitorowanie suplementacji może okazać 
się kluczowe u pacjentów z zaburzeniami wchłaniania 
jelitowego, ciężką niewydolnością nerek lub narażo-
nych na zwiększone ryzyko niedoboru witaminy D 
(np. u bardzo młodych lub starszych osób).

Inne choroby. Niskie stężenie witaminy 25(OH)D 
może być związane z występowaniem chorób serco-
wo-naczyniowych, nadciśnieniem tętniczym, zespo-
łem metabolicznym, wysokim stężeniem cukru we 
krwi i innymi chorobami przewlekłymi. Optymalne 
stężenie witaminy D poprawia rokowania u chorych 
w stanie krytycznym. Postulowany wpływ witaminy 
D na poprawę odporności immunologicznej oraz 
zmniejszenie ryzyka rozwoju chorób nowotworo-
wych opiera się na badaniach statystycznych. Brak 
jest uzasadnienia dla oznaczania witaminy D w celu 
określenia ryzyka występowania jakichkolwiek no-
wotworów. 

Przegląd metod stosowanych do oznaczania 
stężenia metabolitów witaminy D

Spośród wielu metod stosowanych do oznaczania 
metabolitów witaminy D w osoczu lub surowicy 
najbardziej rozpowszechnione są metody immuno-
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chemiczne. Jednak ze względu na niesatysfakcjo-
nujące wyniki kontroli jakości dla oznaczeń immu-
nochemicznych uzyskiwane w międzynarodowych 
programach kontroli międzylaboratoryjnej coraz 
częściej do rutynowej diagnostyki laboratoryjnej są 
wprowadzane nowe metody, takie jak wysokospraw-
na chromatografia cieczowa (HPLC), chromatografia 
gazowa sprzężona ze spektrometrią mas (GC-MS) 
oraz chromatografia cieczowa sprzężona ze spektro-
metrią mas (LC-MS/MS) [47–55].

Metody immunochemiczne

Pomiar stężenia 25(OH)D. Do pomiarów stosuje 
się różne warianty testów immunochemicznych: testy 
bezpośrednie oraz testy ze wstępną ekstrakcją. We 
wszystkich z nich napotykamy na trudności meto-
dyczne. Po pierwsze używane w testach przeciwciała 
wykazują różne powinowactwo do dwu różniących 
się budową chemiczną form 25-monohydroksy wi-
taminy D: 25(OH)D3 oraz 25(OH)D2 (ryc. 1, tab. III). 
W konsekwencji wynik oznaczenia całkowitego stę-
żenia 25(OH)D pacjenta jest uzależniony od stosunku 
ilościowego 25(OH)D3 do 25(OH)D2 oraz rodzaju 
przeciwciała użytego do konstrukcji testu [49–51]. 
W niektórych testach zamiast przeciwciała stosuje 
się VDBP, które również z różnym powinowactwem 
rozpoznaje metabolity witaminy D [56]. Przedstawio-
ne powyżej fakty powodują, że napotyka się duże 
trudności z porównaniem wyników uzyskiwanych 
za pomocą różnych testów immunochemicznych. 
Dotyczy to przede wszystkim wyników pomiarów 
całkowitego stężenia 25(OH)D u osób przyjmujących 
suplementację witaminą D2 lub D3 oraz będących na 
diecie zawierającej relatywnie wysokie stężenia wita-
miny D2 (np. dieta wegeteriańska).

Kolejnym problemem jest zdolność przeciwciał 
stosowanych w testach immunochemicznych do roz-
poznania izoform epimeru C-3 witaminy 25(OH)D. 
Ma to małe znaczenie dla populacji osób dorosłych, 
w której epimery C-3 występują w niskich stężeniach. 
Zgodnie z badaniami Lensmeyera i wsp. [57] stężenia 
3-epi-25(OH)D3 w 92% próbek surowicy osób doro-
słych testowanych metodą LC-MS/MS było równe 
lub niższe od 3,0 ng/ml, jakkolwiek w niektórych 
próbkach udział tej izoformy stanowił do 25% całko-
witego stężenia 25(OH)D. U osób dorosłych stężenie 
3-epi-25(OH)D3 nie koreluje z wiekiem [58], a wyższe 
stężenia epimeru są najczęściej obserwowane przy 
wzrastającym stężeniu 25(OH)D3 [57]. Epimeryzacja 
przy węglu C-3 może jednak stanowić istotny problem 
diagnostyczny podczas pomiarów stężenia 25(OH)
D u niemowląt oraz matek w trzecim trymestrze 
ciąży [58, 59]. Stężenie 3-epi-25(OH)D u niemowląt 

mierzone metodą LC-MS/MS waha się od 5 ng/ml do 
93 ng/ml i stanowi 8,7–61,1% całkowitego stężenia 
25(OH)D [59]. 

Oddzielnym problemem są stosowane w testach 
immunochemicznych odczynniki do blokowania re-
akcji krzyżowych z hormonami steroidowymi. Przy 
oznaczeniach immunochemicznych trudno również 
uniknąć reakcji krzyżowych ze związkami strukturalnie 
podobnymi do 25(OH)D, takimi jak witamina D2, D3, 
1,25(OH)2D2, 1,25(OH)2D3, 24,25(OH)2D oraz ich epime-
ry C-3 i laktony, które mogą u niektórych pacjentów 
prowadzić do wyników fałszywych. Przedstawione 
powyżej problemy wskazują na to, jak trudno jest 
wiarygodnie oznaczyć witaminę 25(OH)D metodami 
immunochemicznymi oraz precyzyjnie ustalić granice 
jej deficytu. 

W konsekwencji znaczące dysproporcje w wyni-
kach stężeń 25(OH)D uzyskanych różnymi testami 
immunochemicznymi mogą mieć wpływ na podej-
mowanie odmiennych decyzji dotyczących leczenia 
danego pacjenta [52, 53]. Przykładowo z grupy 492 
pacjentów, których stężenie 25(OH)D zmierzono te-
stem firmy Diasorin Liaision, 52% zakwalifikowano 
jako pacjentów z deficytem witaminy D, podczas 
gdy test RIA firmy IDS wykazywał deficyt witaminy 
D jedynie u 36% tych osób [52]. Znaczne różnice 
w wynikach 25(OH)D w tych samych próbkach 
badanych z użyciem testów immunochemicznych 
pochodzących od różnych producentów zaobserwo-
wano też w międzynarodowych programach kontroli 
jakości [51, 55, 56]. Wyniki programu dotyczącego 
wiarygodności metod stosowanych do oznaczeń 
25(OH)D prowadzonego w Europie od ponad 20 lat 
przez dr. Cartera (DEQAS, Vitamin D External Quality 
Assessment Scheme) wykazują, że jakość metod immu-
nochemicznych ulega stałej poprawie. W ostatnich 10 
latach odchylenie standardowe od wartości średniej 
dla wszystkich wyników uzyskanych metodami 
immunochemicznymi przez laboratoria biorące 
udział w programie zmalało z 35% do 20% [51, 54, 
56]. Zawsze jednak wyniki stężeń 25(OH)D należy 
interpretować w powiązaniu z innymi wynikami 
laboratoryjnymi (stężeniem wapnia zjonizowanego, 
wydalaniem wapnia, stężeniem fosforanów i PTH) 
oraz stanem klinicznym pacjenta. 

Pomiar stężenia 1,25(OH)2D. Stężenie 1,25(OH)2D 
we krwi jest około trzy rzędy wielkości niższe w po-
równaniu z 25(OH)2D, co stanowi utrudnienie w pro-
cedurach pomiarowych. Jednak w niektórych przy-
padkach klinicznych pomiar stężenia tego aktywnego 
metabolitu witaminy D może być użyteczny. Znacznym 
utrudnieniem jest brak testów przeznaczonych do 
automatycznych analizatorów. Pracochłonne zestawy 
manualne bazują na wstępnej izolacji 1,25(OH)2D z su-
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rowicy na kolumnach powinowactwa z selektywnymi, 
monoklonalnymi przeciwciałami i następnie pomiarze 
stężenia 1,25(OH)2D w wyeluowanym materiale za 
pomocą testów immunochemicznych. Przeciwciała 
używane w tych testach w różnym stopniu rozpoznają 
izoformy 1,25(OH)2D2 i 1,25(OH)2D3 oraz mogą reago-
wać krzyżowo z innymi metabolitami witaminy D co 
wpływa na końcowy wynik pomiaru podobnie jak 
ma to miejsce przy opisywanych wcześniej pomiarach 
stężenia 25(OH)D. 

LC-MS/MS 

Ze względu na wysoki stopień komplikacji aparatury 
i wymagany od personelu wyższy poziom kompetencji 
technicznej, LC-MS/MS był dotychczas traktowany 
w laboratoriach diagnostycznych głównie jako metoda 
referencyjna. Znaczący postęp w automatyzacji pracy 
oraz coraz szersze stosowanie tej techniki w innych 
dziedzinach analityki, zwiększyły dostępność wy-
kwalifikowanego personelu, co wpłynęło na wzrost 
zainteresowania LC-MS/MS jako alternatywy dla me-

tod immunochemicznych w rutynowej diagnostyce 
medycznej [38, 48, 50, 53, 57–62].

Opis metody. Podobnie jak dla innych metod specy-
ficzność metody LC-MS/MS opiera się na różnicy mas 
cząsteczkowych analitu i matrycy. Dodatkowo próbki 
poddawane są rozdziałowi chromatograficznemu 
przed analizą MS. W celu zapewnienia najlepszej moż-
liwej precyzji używa się standardów wewnętrznych 
znakowanych stabilnymi izotopami. W rutynowych 
oznaczeniach ilościowych najczęściej używanym ze-
stawem są chromatografy cieczowe (HPLC lub UPLC) 
sprzężone ze spektrometrem mas typu potrójnego 
kwadrupola [62]. 

Bardzo ważny dla czułości metody analitycznej 
jest wybór właściwej metody jonizacji. Spektrometry 
mas analizują jony w wysokiej próżni stąd krytyczne 
znaczenie ma proces odparowania faz ruchomych 
i jonizacji analitu. W technice LC-MS/MS używane są 
trzy główne tryby jonizacji. Najbardziej popularny jest 
tryb elektrorozpraszania (ESI, electrospray ionization). 
Wśród jego zalet można wymienić łatwość obsługi, sze-
roki zakres dynamiczny metody (do czterech rzędów 

Tabela III. Reakcje krzyżowe (%) metabolitów witaminy D2 i D3 w testach immunochemicznych używanych do diagnostycznych 
pomiarów stężenia 25(OH)D. Nie uwzględniono reakcji krzyżowych dla 1,25(OH)2D2 i 1,25(OH)2D3, ponieważ ich stężenie jest 
nieistotne w stosunku do innych metabolitów witaminy D
Table III. Cross-reactions (%) of vitamin D2 and D3 metabolites in diagnostic immunoassays used for 25(OH)D measurement. 
Data from manufacturer’s instructions. The cross-reactions with 1,25(OH)2D2 and 1,25(OH)2D3 were not considered, because 
of their irrelevant concentration compared to other vitamin D metabolites
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25(OH)D3 98 100 100 100 97,4 105 100 100 100 100 100

25(OH)D2 81 < 10 75 100 106,2 83 95 < 0,3 67,8 100

C3-epi-25(OH)D3 93 0 1 2,7 < 0,2

24,25(OH)2D3 121 < 20 > 100 112 > 100 > 100 < 0,8 > 100 100

25,26(OH)2D3 >100

D3 5 < 1 < 0,01 1,1% 0,3 0,3 < 0,2 < 0,3 < 0,03 <1

D2 6 < 1 < 0,03 1,4% 0,5 0,1 < 0,2 < 0,3 < 0,03 0,3 <1
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wielkości) oraz możliwość jonizacji analitów o dużych 
masach cząsteczkowych (białka i peptydy). Analizując 
substancje niepolarne, takie jak na przykład witamina 
D, lepsze efekty uzyskuje się, stosując tryby jonizacji 
chemicznej lub fotojonizacji (APCI, Atmospheric Pres-
sure Chemical Ionization, APPI, Atmospheric Pressure 
Photo Ionization). Ze względu na to, że jonizacja w tych 
dwóch trybach odbywa się w fazie gazowej ogranicza 
to stosowanie tych metod do relatywnie małych czą-
steczek (< 1 KDa). 

Najczęściej stosowany w analizie ilościowej jest 
tryb monitorowania wybranych reakcji (MRM, Multi 
Reaction Monitoring). W tym trybie przez zadany czas 
(rzędu kilkunastu milisekund) pierwszy kwadrupol 
przepuszcza tylko jony o stosunku ładunku do masy 
odpowiadającym analizowanej substancji (jony ma-
cierzyste). W komorze kolizyjnej (historycznie drugi 
kwadrupol — aktualnie częściej wykorzystywane są 
układy innego typu) w wyniku zderzeń z gazem obo-
jętnym (argon) jony macierzyste ulegają kontrolowanej 
fragmentacji. Ostatni kwadrupol przepuszcza tylko 
jony fragmentacyjne (potomne) charakterystyczne dla 
analizowanego analitu. Monitorowanie dwóch par jon 
macierzysty–jon potomny (nazywanych transmisjami) 
jest uważane za wystarczającą weryfikację tożsamości 
analitu w oznaczeniach ilościowych. Tryb MRM cha-
rakteryzuje się bardzo wysoką czułością i powtarzal-
nością, pozwalając jednocześnie na osiągnięcie lepszej 
specyficzności niż detektory spektrofotometryczne 
i fluorometryczne.

Oznaczanie stężenia 25(OH)D. Oznaczanie wita-
miny D we krwi za pomocą LC-MS/MS pozwala nie 
tylko na specyficzne oznaczenie 25(OH)D, ale również 
na identyfikację mniej aktywnych biologicznie meta-
bolitów jak 3-epi-25(OH)D3 i wyznaczenie stosunków 
ilościowych pomiędzy różnymi metabolitami w poje-
dynczej analizie. Dzięki wysokiej specyficzności możli-
we jest uniknięcie problemów związanych z reakcjami 
krzyżowymi przeciwciał używanymi w metodach 
immunochemicznych. Stosowanie standardów znako-
wanych stabilnymi izotopami pozwala na uniknięcie 
błędów wynikających z nierównego odzysku analitu 
i standardu charakterystycznych dla klasycznych 
metod HPLC [60–62].

Oznaczanie stężenia innych metabolitów wita-
miny D. Mimo że technika LC-MS/MS pozwala na 
uzyskanie wystarczającej czułości wymaganej do 
oznaczania 1,25(OH)2D, takie oznaczenia nie są jesz-
cze rutynowo wykonywane. Ostatnio opracowano 
metodę oznaczania 1,25(OH)2D techniką LC-MS/MS 
po uprzedniej wstępnej izolacji tego metabolitu z su-
rowicy na kolumnach powinowactwa z selektywnymi 
przeciwciałami [38, 63]. Podejmowane są prace nad 
oznaczaniem witaminy D2 i D3 w tkankach, w szczegól-

ności w tkance tłuszczowej, jednak nie są to rutynowe 
badania diagnostyczne.

HPLC i GC-MS 

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) oraz 
chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią 
mas (GC-MS) są technikami często używanymi do 
oznaczeń stężenia metabolitów witaminy D w wielu 
materiałach, ale raczej w projektach naukowych niż 
w rutynowej diagnostyce medycznej. Wysokosprawna 
chromatografia cieczowa zwykle wymaga czasochłon-
nej, wstępnej izolacji witaminy D poprzez ekstrakcję 
rozpuszczalnikami organicznymi oraz dalszego oczysz-
czenia z zastosowaniem ekstrakcji z fazy stałej (SPE, 
solid phase extraction). W ostatnich latach wiele wysiłku 
włożono w automatyzację wstępnych procesów oczysz-
czania witaminy D i zmniejszenie pracochłonności 
tych etapów [64], jednak trzeba pamiętać, że mogą one 
wpływać na uzyskanie fałszywych wyników ze wzglę-
du na różny odzysk poszczególnych izoform witaminy 
D i używanych wzorców [62]. Aby prawidłowo określić 
stężenie metabolitów witaminy  D techniką HPLC, 
konieczny jest ich rozdział na kolumnach chromatogra-
ficznych od innych strukturalnie podobnych związków. 
Nie zawsze jest to możliwe, szczególnie w przypadku 
rozdzielania α i b epimerów C-3 [65, 66]. 

Chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią 
mas jest bardzo czułą techniką, wymaga jednak dodat-
kowego etapu w celu przekształcenia metabolitów wita-
miny D w lotne pochodne. Na tym etapie są stosowane 
szkodliwe odczynniki, a zależna od struktury chemicznej 
związku reakcja nie zawsze zachodzi z tą samą wydaj-
nością dla wszystkich badanych metabolitów witaminy 
D [67]. Podstawowym problemem, nie do końca roz-
wiązanym w przypadku stosowania obu technik HPLC 
i GC-MS, jest wiarygodność standaryzacji tych metod. 

Podsumowanie

Całkowite stężenie 25(OH)D jest najczęściej mierzonym 
i najbardziej użytecznym w praktyce klinicznej para-
metrem oceny zaopatrzenia w witaminę D. Zawodność 
obecnie stosowanych do pomiarów stężeń 25(OH)D 
metod immunochemicznych spowodowała, że metoda 
LC-MS/MS coraz częściej znajduje zastosowanie do 
pomiarów metabolitów witaminy D w rutynowej dia-
gnostyce medycznej. Powszechne stosowanie międzyna-
rodowych programów kontroli jakości i wewnętrznych 
systemów zapewnienia jakości wpłynęły na polepszenie 
wiarygodności otrzymywanych wyników stężeń me-
tabolitów witaminy D, ale ważne jest, aby pracownicy 
laboratoriów i środowisko medyczne zdawało sobie 
sprawę z ograniczeń stosowanych metod. 
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