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Анотація. В огляді здійснено критичний аналіз існуючих методів ідентифікації активних 
метаболітів вітаміну D, серед яких рідинна хроматографія, мас-спектрометрія та імунохімічні 
методи, в тому числі ELISA. Значну увагу приділено розвитку нових методів, основаних на 
біосенсорних технологіях. Здійснено стислий аналіз сучасного стану досліджень спрямованих 
на вивчення ефективності використання вітаміну D та його метаболітів для повноцінного за-
безпечення ними організму. 
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АPPLICATION OF NEW TECHNOLOGIES FOR IDENTIFYING OF ACTIVE 
METABOLITES OF VITAMIN D (REVIEW)

Oksana S. Goister,  Vladimir Kriwenchuk 

Abstract. In the review the critical analysis of existing methods of identification active metabolites 
vitamin D, among which liquid chromatography, mass spectrometry, and also immunochemical 
methods, including ELISA is made. The considerable attention is given development of new methods, 
on basis biosensors technologies. The short analysis of a current state of researches directed on studying 
of efficiency of use of vitamin D and it metabolites for high-grade maintenance of an organism is 
carried out with them. 

Keywords: metabolites vitamin D, 25ОНD3, analytical methods, biosensor controls, automation, 
DEQAS

ПРИМЕНЕНИЕ СОВРЕМЕННЫХ ТЕХНОЛОГИЙ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНЫХ 
МЕТАБОЛИТОВ ВИТАМИНА D (ОБЗОР)

О. С. Гойстер,  В. Е. Кривенчук 

Аннотация. В обзоре сделан критический анализ существующих методов идентифика-
ции активных метаболитов витамина D, среди которых жидкостная хроматография, масс-
спектрометрия, а также иммунохимические методы, в том числе ELISA. Значительное вни-
мание уделено развитию новых методов, основаных на биосенсорных технологиях. Осу-
ществлен краткий анализ современного состояния исследований направленных на изучение 
эффективности использования витамина D и его метаболитов для полноценного обеспечения 
ими организма. 

Ключевые слова: метаболиты витамина D, 25ОНD3, аналитические методы, биосенсоры,  
автоматизация,  DEQAS

Вступ
Широкий спектр сучасних дослідницьких 

робіт демонструє вплив активних метаболітів 
вітаміну D в організмі людини на численні 
фізіологічні процеси. У зв’язку з цим у всьому 
світі зростає увага до питань забезпеченості 
ними організму на протязі життя. Традиційна 
характеристика вітаміну D як гормона  регу-
лятора мінерального обміну в останні роки 
була доповнена новими даними. Так відомо, 
що рівень забезпеченості вітаміном D високо-
асоційований з ризиком розвитку інфекційних, 
алергічних, хронічних запальних, серцево-су-
динних, та аутоімунних захворювань. Відно-
шення між раком та вітаміном D залишаються 
дискусійними. Багато з механізмів, запропо-

нованих для вітаміну D і профілактики раку, 
вивчалися лише в контексті однієї тканини або 
одного типу раку і, таким чином, наступні до-
слідження необхідно провести, для того, щоб 
визначити, чи можуть ці механізми бути уза-
гальненими.  

Відкриття метаболічних шляхів, якими ві-
тамін D перетворюється в біологічно активні 
форми і з’ясування механізму їх дії також до-
зволило суттєво переглянути погляди на фі-
зіологічне значення цього вітаміну. Активні 
метаболіти вітаміну D проявляють свою дію на 
рівні органів-мішеней через специфічні рецеп-
тори вітаміну D, які, взаємодіючи у ядрі з від-
повідною послідовністю ДНК, контролюють 
транскрипцію відповідних генів. Так 25OHD3 
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(25-гідроксивітамін D3, 25-гідроксихолекаль-
циферол) являє собою основну форму вітамі-
ну, що циркулює в крові людини і зв`язаний 
з транспортним білком та є критерієм оцінки 
D-вітамінного статусу організму. 1,25(OH)2D3 
(1,25-дигідроксихолекальциферол) через  різні 
механізми регулює специфічний та неспеци-
фічний імунітет, проявляє антипухлинні ефекти.

На основі клінічних досліджень, на сьо-
годнішній день встановлено, що дефіцит 
вітаміну D – це стан, при якому рівень кон-
центрації 25OHD3 в сироватці крові складає  
50-80 нмоль/л (20-32 нг/мл) [1]. І поширеність 
його нестачі  досягає епідемічного рівня. Зо-
крема,  відомо, що за останні десять років се-
редній рівень концентрації 25OHD3 в сироватці 
крові у людей знизився більше, як на 20 % [2].  
Так, у мігрантів-матерів та їх новонародже-
них дітей дефіцит вітаміну D складає 48,4% 
і 76,2 %, порівняно з етнічним населенням 
Італії – 18 % і 38%, відповідно [3]. Стосовно 
мігрантів-підлітків, то дефіцит вітаміну D був 
вищим у африканських, азійських і мароккан-
ських дітей (54,5 %), ніж у нідерландського 
або іншого Західного етносу (17,6%) [4]. При-
чинами встановлених фактів були, в основно-
му, низький дохід сім’ї та невідповідні умови 
проживання. Проведені в Україні дослідження 
також встановили високу частоту дефіциту ві-
таміну D. Зокрема, показано, що лише 4,6 % 
жителів України мають рівень 25ОНD3 у меж-
ах норми, у 13,6 % відзначено недостатність, 
а в 81,8 % – дефіцит вітаміну D. Факторами 
ризику розвитку дефіциту вітаміну D серед 
населення України, на думку Поворознюк 
В. В. [5], є жіноча стать, ожиріння (ІМТ понад  
35 кг/м2), дефіцит маси тіла (ІМТ менше ніж 
18,5 кг/м2), зимова пора року та проживання не 
в Південному регіоні країни.

Для визначення вітаміну D в сучасних ла-
бораторіях найчастіше використовують такі 
методи, як  рідинна хроматографія, у поєд-
нанні з тандемною мас-спектрометрією, ви-
сокоефективна рідинна хроматографія, радіо-
імунологічне обстеження, хемілюмінесцент-
не імунологічне визначення та твердофазний 
імуноферментний аналіз. І ці методи постійно 
вдосконалюються, щоб відповідати вимогам 
системи зовнішньої якісної оцінки вітаміну D 
(DEQAS, vitamin D External Quality Assurance 

Scheme), яка гарантує аналітичну надійність 
його визначення.

Слід відмітити, що метод який оптимально 
відповідає клінічним потребам сьогодення ще 
не розроблений. Тому великі перспективи має 
розвиток методів визначення біологічно ак-
тивних форм вітаміну D на основі сенсорних 
технологій. Скринінг, оснований на біосен-
сорних технологіях, має багато переваг. Біо-
сенсори дозволяють швидко, без застосування 
мітки, створити кількісну та якісну інформацію 
проаналізованих зразків. Вони забезпечують 
можливість повторного використання поверхні 
перетворювача сенсора для багатьох аналітич-
них циклів і дозволяють мультикомплексний 
показ десятків різних біовзаємодій [6,7].

Метою даного огляду  було здійснити аналіз 
сучасних методик визначення активних мета-
болітів вітаміну D та створити теоретичне під-
ґрунтя для розробки дієвої вітчизняної системи 
їхнього моніторингу шляхом вдосконалення 
існуючих імуноензимних методик та викорис-
товуючи сучасні біосенсорні технології. Також 
сконцентрувати увагу дослідників  на більш 
глибокому і різнобічному вивченні такої гло-
бальної практичної проблеми як залежність 
розвитку багатьох хворіб від рівня забезпече-
ності організму вітаміном D. 

Короткий аналіз сучасного стану дослі-
джень по вивченню ефективності вітаміну 
D при різних клінічних ситуаціях

Порушення D-вітамінного статусу вважа-
ють важливим елементом в патогенезі бага-
тьох хворіб. За останні роки були опублікова-
ні результати близько 500 звітів про змішані 
(рандомізовані) дослідження і проведено біля 
сотні узагальнюючих аналізів (метааналізів), 
присвячених вивченню ефективності вітаміну 
D при різних клінічних ситуаціях. 

Перш за все вітамін D є надзвичайно важ-
ливим для здоров’я скелетно-м’язевої системи 
організму. Avenel A. et.al. [8] на основі прове-
дених рандомізованих досліджень показали, 
що додаткове вживання вітаміну D і кальцію 
попереджують переломи бедра, або інші типи 
переломів, зумовлені остеопорозом, у людей 
похилого віку. Аналіз сучасних даних про 
вплив статусу цього вітаміну на постхірур-
гічні результати, дозволив Iglar P. J. et.al. [9]  
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зробити висновок про те, що гіповітаміноз D 
пов’язаний з несприятливими результатами 
після різноманітних операцій. 

Епідеміологічні дослідження свідчать, що 
дефіцит вітаміну D збільшує ризик захворю-
вання грипом і гострими інфекціями дихаль-
них шляхів. Експериментальні дані свідчать, 
що вітамін D приймає участь у противірусній 
відповіді. Припускають, що противірусна (ві-
руліцидна) активність вітаміну D опосередко-
вана його здатністю індукувати експресію ан-
тимікробних пептидів – HBD-2 і кателіцидину 
(LL‑37) [10]. Ginde А.А. et.al. [11] встановили 
виражений обернено пропорційний зв’язок між 
рівнем концентрації 25OHD3 в сироватці крові 
і захворюваністю гострими респіраторними та 
кишковими захворюваннями.

В результаті багатоцентрового рандомізо-
ваного дослідження, призначення високих доз 
вітаміну D хворим з туберкульозом легень сут-
тєво не впливає на клінічний перебіг захворю-
вання, але сприяє зменшенню тривалості баци-
ловиділення у пацієнтів з поліморфізмом TaqI 
гену VDR [12]. Високий ризик захворювання 
туберкульозом, пов’язаний з недостатньою ін-
дуцибельною експресією мРНК кателіцидину 
(LL37), спостерігається у афроамериканців з 
низькою концентраціею 25OHD3  [13].

За минулі три десятиліття накопичено вели-
чезну кількість фактів, що свідчать про важли-
ве значення вітаміну D для імунної відповіді. 
Підтвердженням його значимості в імунній 
регуляції є дані про кореляцію низьких рівнів 
вітаміну D з підвищеною сприйнятливістю до 
різних інфекцій, а також з розвитком аутоі-
мунної і алергічної патології. Так, призначен-
ня вітаміну D хворим з бронхіальною астмою 
знижує ризик розвитку приступів і підвищує 
чутливість до терапії глюкокортикостероїдни-
ми препаратами у випадку важкого перебігу 
захворювання [14 ; 15].

У більшості хворих з хронічними запальни-
ми захворюваннями кишківника спостерігаєть-
ся дефіцит 1,25(OH)2D3. Так, дефіцит вітаміну 
D3 реєструється у 70 % пацієнтів із хворобою 
Крона. У пацюків з нокаутним геном Vdr помі-
чено надлишковий ріст бактеріальних колоній 
в просвіті кишківника. Вплив коменсальної і 
патогенної мікрофлори кишківника стимулює 
експресію VDR. У дослідженнях було показа-

но, що ректальне застосування 1,25(OH)2-20-
циклопропіл-вітаміну D3 (BXL-62) супрово-
джувалося швидким виздоровленням пацюків 
з експериментальним колітом, викликаним дек-
страном сульфату натрiю [16; 17].

Накопичені до теперішнього часу дані свід-
чать про важливі ефекти вітаміну D на функці-
онування серцево-судинної системи. Доведено, 
що низька концентрація 25OHD є незалежним 
чинником ризику розвитку таких серцево-су-
динних порушень, як ішемічна хвороба сер-
ця, інфаркт міокарда, серцева недостатність, 
інсульт, гіпертензія [18; 19; 20; 21]. Важливе 
значення має оцінка статусу вітаміну D у ді-
тей, із вродженими вадами серця. Подвійне 
рабдомізоване дослідження, здійснене McNally 
J.D. et.al. [22], підкреслює необхідність щоден-
ного доопераційного доповнення вітаміну D у 
більших дозах, порівняно з тими, хто отримує 
звичайне споживання цього вітаміну. 

Нестачу 25OHD відмічено під час хроніч-
ної хвороби нирок у дітей (CKD, chronic kidney 
disease). Із 506 дітей Kumar J. et.al. [23] у 28% 
спостерігали нестачу вітаміну D. На їхню дум-
ку, дефицит 25OHD пов’язаний з факторами 
ризику, які потенційно піддаються змінам. Зо-
крема такими як, вживання молочних продуктів, 
харчове використання доповнення вітаміну D, 
і протеїнурія. Відмічено також, що  дефіцит 
25OHD є фактором ризику для вторинного гі-
перпаратироїдизму і низького вмісту 1,25(OH)2D 
в сироватці крові  дітей з CKD [24]. 	

Як відомо, вітамін D3 впливає практично 
на всі механізми неспецифічного захисту, а 
також на імунну систему організму в цілому. 
Враховуючи високу імуномодулюючу ефектив-
ність вітаміну D3, вважають, що його статус є 
головним фактором, який шляхом стимуляції 
імунної системи може ефективно знижувати 
інтенсивність протікання аутоімунних захво-
рювань, таких як склероз, артрит, діабет, скле-
родермія, а також виявляти позитивний ефект 
при трансплантації органів [25; 26; 27]. Так, в 
роботі K. Hosoda, et al.[28] було показано зна-
чне зниження рівня 25OHD3 у сироватці крові 
пацієнтів з хронічним аутоімунним і хронічним 
Helicobacter pylori-асоційованим гастритом. 
Labudzynskyi D.O. et.al. [29] було показано зни-
ження у 2,5 рази вмісту 25OHD3 у сироватці 
крові гепатоцитів за цукрового діабету.
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Дослідження позаскелетних ефектів вітамі-
ну D дозволило виявити його здатність впли-
вати на генному та молекулярному рівні на 
синтез ряду факторів, що беруть участь у про-
ліферації та диференціюванні різних клітин і 
в регуляції їх апоптозу. Порушення регуляції 
вітаміном D експресії вищевказаних чинни-
ків збільшує ймовірність злоякісного росту 
різної локалізації [30]. Bikle D. [31] на основі 
рандомізованих клінічних дослідженнях по-
казав обернено пропорційну кореляцію вмісту 
25OHD в сироватці крові з розвитком раку. При 
цьому більшість досліджень були зосереджені 
на розвитку раку прямої кишки, грудей та раку 
простати. Було показано також, що вітамін D 
потенціює антипроліферативну активність у 
складі комбінованої протипухлинної терапії 
цитостатиками раку шкіри, меланоми, раку 
легень і товстого кишківника.  [32].

Поза аспектом погіршення фізичного стану 
здоров’я, дефіцит вітаміну D, на думку вче-
них [33], відіграє важливу роль в порушеннях, 
пов’язаних з психічним здоров’ям, особливо, 
депресією. Нещодавні дослідження підтвер-
дили асоціацію між погіршенням пізнаваль-
них здібностей, недоумством (слабоумием), та 
дефіцитом вітаміну D у людей похилого віку 
[34; 35].

Дані, наведені в цьому розділі дають по-
няття про статус вітаміну D у короткотривалий 
період і в хворого населення.  Небагато відо-
мостей є стосовно впливу доповнення вітаміну 
D на якість життя в цілому, як у хворих, так і 
здорових людей. Ефект такого впливу вперше 
вивчали Hoffman M.R. et.al. [36]. Аналіз літера-
турних даних показав, що доповнення вітаміну 
D покращує якість життя у хворого населення 
на короткий період часу.  Але доказів сприят-
ливого впливу довготривалого його доповне-
ння з перспективою впливу на якість життя 
ще недостатньо.  Тому суттєвим залишається 
питання, яка ж  оптимальна кількість вітаміну 
D необхідна для постійного підтримання здо-
рового стану організму на протязі життя.

Оцінка статусу вітаміну D в контексті 
сучасних досліджень

Одним з найважливіших питань сучасної ла-
бораторної і клінічної практики є необхідність 
визначити найкращий спосіб проаналізувати 

статус вітаміну D. Але його аналіз ускладнений 
структурною подібністю метаболітів, гідро-
фобною природою та тепловою  залежністю 
від ультрафіолетового світла [37]. Фактично, 
є більше ніж 40 ідентифікованих метаболітів 
вітаміну D (D2/D3) [38]. Серед яких, метою 
клінічних досліджень є 25ОНD3 [39].

Відомо, що близько 99 % 25OHD, утворе-
них в печінці з вітаміну D,  транспортуються 
у зв’язаному стані, головним чином з вітамін 
D-зв’язуючим білком (VDBP) або з альбуміном 
(ALB). У нирках із 25OHD утворюється біо-
логічно активна форма 1,25ОНD. У цієї актив-
ної форми період півжиття складає лише 4-6 
годин, тоді як  у 25OHD – біля 2-3 тижнів [40].  
Тому  саме 25OHD  переважно використовують 
в якості біомаркера, який вказує на статус ві-
таміну D [41; 42].

Біодоступний 25OHD визначений як цир-
кулюючий 25OHD не зв’язаний с VDBP. Біо-
доступна фракція складається з направленого 
альбуміном 25OHD і вільної форми. Вільний 
25OHD визначений як циркулюючий 25OHD 
незв’язаний ні з VDBP, ні ALB. 25OHD має 
увійти в цільові клітини, щоб засвоїтися або 
проявити біологічну дію. Вільний 25OHD 
може увійти в клітини пасивно - і це розпо-
всюджений механізм. Згідно “гіпотезі вільного 
гормону”, зв’язані фракції 25OHD можуть бути 
недоступними, для того, щоб увійти в клітини 
[43]. Однак, зв’язані 25OHD (і особливо VDBP-
25OHD) можуть бути ізольовані кубуліном на 
поверхні клітин перше, ніж бути засвоєними 
мегаліном. Цей мегалін-кубуліновий комплекс 
переважає в трубчастому епітелії нирки, а та-
кож добре виражений  в інших клітинах, зо-
крема в остеобластах. Таким чином, активна 
фракція вітаміну D може бути зв’язаною, та 
незв’язаною і вплив кожного шляху  необхід-
но краще зрозуміти, як з точки зору фізіоло-
гії, так і наслідків для здоров’я [44]. На думку 
Powe C.E. et.al. [45], визначення біодоступного 
25OHD у здорових людей для оцінки статусу 
вітаміну D, також було б цікавим, приймаючи 
до уваги міжетнічну мінливість в концентра-
ціях VDBP, який існує в трьох головних ізо-
формах (Gc1F, Gc2, і Gc1S). Як відзначає Braun 
A. et.al [ 46] у пацієнтів, які знаходяться в кри-
тичному стані, і в них встановлені коливання 
концентрацій, як альбуміну, так і VDBP, вільна 
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25OHD фракція була б більш релевантною. 
Однак, в даний час, вимірювання в лабораторії 
вільного 25OHD не являється звичайною прак-
тикою. Більше того, оптимальні рівні вільного 
25OHD для певних клінічних ефектів залиша-
ються невідомими. 

Значні труднощі для повноцінного аналізу 
статусу вітаміну D  в сучасній лабораторній і 
клінічній практиці створює не стандартизова-
ність вимірювання 25OHD. Так як неможливо 
уніфікувати всі старі дані, ідентифікація та 
калібрування невеликої кількості попередніх 
досліджень, відповідно керівних принципів 
сучасних методів стандартизації, на думку 
Sempos C.T., et.al. [47], є необхідною, так як 
відіграє важливу роль в регуляції безпечного 
діапазону вживання вітаміну D від 600IU/в 
день. Це дозволить досягти 25OHD3 рівня від  
20  нг /мл  (50  нмоль /л) ,  з г ідно  RDA 
(Recommended Dietary Allowance) [48]. 

Актуальні методи визначення активних 
метаболітів витаміну D

На сьогоднішній день вони включають:  рі-
динну хроматографію, у поєднанні з тандем-
ною мас-спектрометрією (LC/MS/MS, liquid 
chromatography-mass tandem spectrometry), рі-
динну хроматографію високого тиску (HPLC, 
include high-pressure liquid chromatography), 
радіоімунологічні (RIA, radioimmunoassay) 
та імуноензимні дослідження (EIA, enzyme 
immunoassays) та імунохемілюмінесценцію 
(CLIA, chemiluminescent immunoassays). 

Всі ці методи показують низьку узгодже-
ність міжлабораторних випробувань.

Так, Snellman et.al. [49], використовуючи ко-
мерційно доступні методи, показали, що рівні 
25ОНD були (порівняно з LC/MS/MS) найви-
щими  для HPLC-APCI-MS (high-pressure liquid 
chromatography-atmospheric pressure chemical 
ionization-mass spectrometry; 85 нмоль/л), про-
міжними для RIA (70 нмоль/л) і найнижчими 
для CLIA (60 нмоль/л). Відповідно, найкраща 
кореляція була встановлена для HPLC-APCI-
MS (r = 0,7), проміжна для  RIA (r = 0,5) і най-
нижча для CLIA (r = 0,4). Проведення цих до-
сліджень було акредитовано DEQAS, організа-
цією, яка намагається  гарантувати аналітичну 
надійність методів визначення 25OHD.

Як відомо, консультативна група DEQAS 
була організована у 1997 і включає досвідче-
них вчених з великим досвідом тестування ві-
таміну D. DEQAS контролює розробку мето-
дик по визначенню 25OHD з 1989 і включає в 
себе близько 700 учасників з майже 40 країн. 
Для того, щоб отримати свідоцтво від  DEQAS 
необхідно дослідити розробленим методом се-
рію зразків сироватки крові людини, наданих 
цією організацією. Такі дослідження покликані  
усунути  міжлабораторну невідповідність, що 
дозволить стандартизувати всі 25OHD дослі-
дження і запропонувати, так званий “золотий 
стандарт” визначення. 

Для того, щоб подолати проблему між-
лабораторної невідповідності вимірювань 
важливим кроком стала розробка програми 
стандартизації вітаміну D (VDSP, Vitamin D 
Standardization Program) у 2011 році. Виконан-
ня цієї програми забезпечується співробітни-
цтвом між американским Офісом харчових 
добавок (ODS, Office of Dietary Supplements) 
Національного Інституту здоров’я (NIH, 
National Institute of Health), Центром по контр-
олю і профілактиці захворювань (CDC, Centre 
for Disease Control and Prevention), Національ-
ним центром екомедицини (NCEH, National 
Centre for Environmental Health), Національ-
ного Інституту стандартів і Технологій (NIST, 
National Institute of Standards and Technology), 
та бельгійскою Лабораторією аналітичної хі-
мії,  факультетом фармацевтичних наук, Гент-
ського Університету. NIST, у співробітництві з 
ODS, розробив довідкову процедуру вимірю-
вання (RMP, Reference Method Procedure) та 
стандартні довідкові матеріали (SRM, Refer-
ence Method Procedure) для метаболітів вітамі-
ну D в сироватці крові людини [50]. 

Сьогодні є багато комерційно доступних 
наборів для визначення 25OHD, які викорис-
товуються для визначення статусу вітаміну 
D. Постійно зростаючі запити на вимірюван-
ня 25OHD3, як основного критерію оцінки 
D-вітамінного статусу організму, пришвидши-
ли розробку та впровадження різних автомати-
зованих та напівавтоматизованих методів.  Зо-
крема,   LC/MS/MS, визнаний вищеназваними 
організаціями як довідковий метод, дозволяє 
розрізняти обидві форми 25ОНD та визнача-
ти інші метаболіти. Цей підхід широко вико-
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ристовується сучасними дослідними лабора-
торіями, кожна з яких вдосконалює методику, 
починаючи з етапу типової підготовки зразків 
до аналітичної фази мас-спектрометричного 
визначення. Звичайно, кінцевим етапом є до-
слідження таких параметрів, як селективність, 
чутливість, стабільність, відтворюваність та 
матричні ефекти  [51; 52; 53; 54]. Грунтовний 
огляд, представлений на широкий загал Vol-
mer D.A. et.al. [55] концентрує увагу, зокрема 
на розвитку методології мас-спектрометрії за 
останніх 12 років. В даний час, на його думку 
методика LC-MS/MS є найбільш багатообіця-
ючою для аналізу метаболітів вітаміну D.

Dietmar Enko et. al. [56] провели дослі-
дження, які полягати в тому, щоб порівняти 
(згідно NIST-SRM) виконання методу LC-
MS/MS (ClinMass® LC-MS/MS Complete Kit 
(RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, Mu-
nich, Germany)) з такими методами як ELISA  
(ORGENTEC 25OHD3/D2, Diagnostika GmbH, 
Mainz, Germany) та CLIA (Immunodiagnos-
tic Systems (IDS)-iSYS, Boldon, United King-
dom). Було встановлено, що порівняно з ме-
тодом, який був використаний як довідковий  
(LC-MS/MS),  інші методи дозволяють визна-
чати 25ОНD3/D2 з відхиленням 16.3 % та 1.5  %, 
відповідно. Діпазон концентрацій становив 
5-250 нг/мл. У своїх попередніх дослідженнях  
Dietmar Enko et. al. [ 57] продемонстрували висо-
ку кореляцію між HPLC та методом LC-MS/MS  
(r = 0.96). На думку авторів, саме висока спе-
цифічність антитіл забезпечує високу відтво-
рюваність аналізів. Тоді як, низька їх специ-
фічність та поперечна реактивність з іншими 
метаболітами 25ОНD можуть бути можливи-
ми причинами отримання суперечливих да-
них. Зокрема, припускають, що 3-eпi-25OHD3 
(C3-epimer) є одним з метаболітів вітаміну 
D, котрий перешкоджає визначенню 25ОНD3 
[58].  Дослідження сироватки крові грудних 
дітей показали, що 3-eпi-25ОНD3 може стано-
вити 9-61.1 %  всього 25ОНD3 [ 59].

Зважаючи на проблему, NIST у співробіт-
ництві з NIH-ODS, для того щоб покращити 
порівнюваність лабораторних вимірювань 
25ОНD, розробили програму гарантії якості 
метаболітів вітаміну D (VitDQAP, Vitamin D 
Metabolites Quality Assurance Program). Також 
NIST/NIH сумісно підтримали метрологію 

VitDQAP через SRM 972 Вітаміну D в сиро-
ватці крові людини, яка була першим гаранто-
ваним довідковим матеріалом для метаболітів 
вітаміну D і стала доступною для продажу в 
2009 році. Попит на SRM 972 був неочікувано 
великим, тому поставки були вичерпані вже 
через рік. Його заміна, а саме SRM 972a був 
випущений на початку 2013 року. Обидва до-
відкових матеріали включають в себе чотири 
рівні вимірювань: 25ОНD, 25OHD3, 25OHD3 
та  3-eпi-25OHD3, які відображають зіткнення 
аналітичними лабораторіями з характерними 
проблемами при вимірюванні вітаміну D [60; 
61]. Про міжлабораторні результати порівнян-
ня для SRM 972, 972a та 2972 VitDQAP пові-
домляють, зокрема Bedner M. et.al.  [62], ви-
користовуючи такі методи детекції, як CLIA,  
EIA,  RIA, LC-MS, LC-MS/MS та LC з ультра-
фіолетовим виявленням (LCUV, LC with ultra-
violet absorbance detection).  

Під час інтенсивної терапії Rousseau et.al. 
[63]  визначали 25-OH D3/D2 методом LC–
MS/MS за допомогою стандартного набо-
ру фірми AB SCIEX QTRAP® (AB SCIEX, 
Framingham, MA, USA). Також рівень 25OHD 
в сироватці крові людей визначали за допо-
могою трьох різних імунологічних обстежень. 
Два імунологічних обстеження були осно-
вані на хемілюмінесценції (CLIA) (Liaison®, 
DiaSorin, Stillwater, MN, USA and iSYS®, IDS, 
Boldon, UK), в той час як третє було флу-
оресцентним імунологічним обстеженням 
(FIA) (Vidas®, bioMérieux, Марси-л’Этуаль, 
Франція). Вільний 25OHD вираховували 
на основі кожного з чотирьох випробувань 
25OHD, використовуючи раніше розробле-
ну формулу [64] :free 25OH-D = total 25OH-
D / (1 + (6 × 103 × ALB) + (7 × 108 × VDBP)). 
Авторами було показано, що метод LC–MS/
MS є кращим варіантом для визначення 
25OHD у пацієнтів, які знаходяться в критич-
ному стані. Це пов’язано з тим, що процедура  
LC–MS/MS включає фазу депротеєїнізації і 
матричні  ефекти, які супроводжували інші 
імунологічні обстеження та пов’язані із зміною 
концентрацій VDBP та ALB, – мінімізовані. 

Для вирішення методологічних проблем, 
пов’язаних із використанням сироватки крові 
при ви визначенні 25OHD  Jones G. [24] пропо-
нує відновлену оптимізовану сироватку 25-OH-
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Dis, як корисний біомаркер, який має великі 
перспективи для моніторингу дефіциту вітаміну 
D імунологічними методами у хворих з хроніч-
ним захворюванням нирок (CKD). 

Mena-Bravo et.al. [65] розробили кількісний 
аналітичний метод на основі автоматизованої 
платформи з фазою твердої екстракції (SPE, 
solid phase extraction) SPE–LC–MS/MS для ви-
значення вітаміну D і семи найважливіших ме-
таболітів, які використовують в клінічних і хар-
чових областях. Крім вітамінів D2 і D3, метод 
призначений для визначення таких метаболітів, 
як 25ОНD2, 25ОНD3, 1,25(ОН)2D2, 1,25(ОН)2D3, 
24,25(ОН)2D3 в сироватці крові людей. Ме-
таболіт 25ОНD3, зокрема, виявляли з чутли-
вістю 1,2 пкг/мл та в діапазоні концентрацій  
1,2 пкг/мл – 250 нг/мл, а 25ОНD2: 0,25 нг/мл – 
250 нг/мл. Розроблений метод був ратифікований 
шляхом дослідження  сироваток, наданих DEQAS.

Одночасне визначення  вітаміна D2, вітаміна 
D3, 25OHD2 та 25OHD3 у біологічних зразках 
шляхом оптимізації методу  LC-MS/MS здійсни-
ли Adamec J. et.al. [66].  Детекцію здійснювали 
за допомогою потрійного тандемного масспек-
трометра (QQQ-MS/MS), оснащеного джерелом 
фотоіонізації атмосферного тиску. Різні форми 
вітаміну D розділяли   використовуючи рідкий 
ацетон на спеціальних колонках. Чутливість ви-
значення батьківських аналітів  (D2 і D3) стано-
вила 20 нг/мл, а для гідроксильованих ( 25OHD2 
та 25OHD3) – 10 нг/мл. У біологічних зразках 
діапазон визначення досягав 200 нг/мл. 

Розроблений Simpson C.A. et.al. [67]   автома-
тичний аналізатор на основі хемілюмінесценції  
(IDS-iSYS, Immunodiagnostic Systems Ltd.) для 
визначення 25ОНD був недавно узгоджений до 
RMP. Були проаналізовані 119 сироваток крові 
різних типів захворювань. Із восьми типів лише 
два, а саме гіпокальцемія і рак молочної залози, 
показали відсутність асоціації між стандарти-
зованими даними та нестандартизованими.  На 
думку авторів, це пов’язано з невеликим розмі-
ром вибірки для кожної з цих хворіб. 

Сучасні українські випробувальні лабораторії 
залежать від поставок тест-систем із-за кордону. 
Так, лабораторія “Синево” (Україна) для ви-
значення концентрації 25ОНD3 використовує   
імунохемілюмінесцентний метод (CLIA). Ціна 
одного аналізу з використанням тест-системи  
Architect i2000, ABBOT Diagnostics (США) ста-
новить 830 грн.  [68].

Для імуноферментного визначення 25ОНD3 
також використовують розроблені та запатен-
товані за кордоном стандарти та тест-системи  
(наприклад Immunodiagnostic Systems Ltd.), які 
без проблем можна  замовити через Інтернет у 
фірм постачальників.  Діапазон концентрацій, 
що може бути  виявлений такими системами 
(Vitamin D3 (human) ELISA kit), становить 20 
– 800 мкг/л. При цьому, для визначення концен-
трації специфічних антитіл найчастіше викорис-
товується широко відома біотин-авідинова сис-
тема. Згідно принципу методу під час інкубації в 
комірках плати невідома кількість 25ОНD3 зраз-
ка конкурує з відомою кількістю кон’югату біо-
тину з 25ОНD3 за місця зв’язування на монокло-
нальних антитілах. Для виявлення зв’язування, 
використовують кон’югований з пероксидазою 
авідин, який забезпечує кольорову реакцію за-
вдяки внесенню в комірки тетраметилбензидину 
(ТМВ, tetramethylbenzidine). При цьому інтен-
сивність забарвлення є обернено пропорційною 
концентрації досліджуваного зразка. Межа ви-
явлення складає 1,6 нг/мл.

Для розробки вітчизняної імунохімічної тест-
системи визначення вмісту 25ОНD3 на сьогод-
нішній день отримані поліклональні антитіла 
[69]. Для імунізації використовували кон’югат  
25ОНD3 з гемоціаніном, для імобілізації в комір-
ках плати -  кон’югат  25ОНD3 з овальбуміном. 
В результаті проведення непрямого імуноензим-
ного аналізу ELISA було встановлено, що 50%-й 
рівень інтенсивності забарвлення досягається 
за розведення антисироваток 1:5000. Отримані 
дані дозволяють зробити висновок про перспек-
тивність їхнього використання для визначення 
вмісту 25ОНD3 у сироватці крові шляхом по-
ставлення конкурентного імуноензимного ана-
лізу  ELISA і конкурентного імунобіосенсорного 
визначення.

Новітні перспективні розробки на основі 
біосенсорних технологій для визначення ві-
таміну D

Визнання плейотропної ролі вітаміну D та 
висока поширеність його гіповітамінозу сти-
мулюють розробку швидких і якісних методів 
визначення. На сьогоднішній день найбільш 
вдалою спробою високочутливого біосенсор-
ного визначення активного метаболіту вітаміну 
D є запропонований Carlucci et.al. [70] елек-
трохімічний сенсор. Для виконання електро-
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хімічного аналізу використовували potentiostat 
μ-Autolab type III Metrohm (Herisau, Швейца-
рія). Вкрита шаром золота поверхня друкова-
них електродів ( SPE, screen printed electrodes), 
була функціоналізована за допомогою само-
асоційованого моношару (САМ)  меркаптопро-
піонової кислоти (MПК). Карбоксильні групи 
МПК активували сумішшю EDC/NHS (N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimide/N-
hydroxysuccinimide; 1:1), депонованій на по-
верхні електрода.  Вольтаметрична детекція 
вітаміну D забезпечувалася властивостями мо-
лекули ферроціану у  складі 25OHD3-FMTAD 
(4-ferrocenylmethyl-1,2,4-triazoline-3,5-dione). 
Електрохімічні вимірювання  виконували у 
0,01 М ЗФР  pH 7,4, використовуючи VDBP, що 
забезпечувало  реакцію молекулярного комплек-
су (аддукту) 25OHD3–FMTAD на протязі 30 хви-
лин з моноклональними антитілами (mono-АТ 
та VDBP куплені в Gentaur, Brussels, Belgium). 
Відповідним чином були перевірені такі важли-
ві характеристики біосенсора, як стабільність 
зв’язування (утворення комплексу 25OHD3 з 
mono–AT) та можливість регенерації змінного 
електрода (0.5 М. NaCl pH 2,5). Була показана 
добра відтворюваність аналізів, принаймні для 
10 циклів регенерації.  25OHD3 був визначений 
в діапазоні концентрацій 20-200 нг/мл з межею 
виявлення 10 нг/мл, що цілком задовільняє по-
треби клінічної практики в розробці  високочут-
ливих  методів детекції метаболіту.

Також Carlucci et.al. здійснена спроба роз-
робки імуносенсора на основі поверхневого 
плазмонного резонансу (ППР) (SPR, Surface 
Plasmon Resonance) для визначення 25OHD3 з 
використанням різних підходів. ППР вимірю-
вання проводили за допомогою Autolab Springle 
SPR of EcoChemie (Utrecht, Нідерланди). Були 
здіснені: 1) пряме визначення 25OHD3; 2) мо-
дифікація поверхні сенсора золотими нано-
частинками (AuNPs) у випадку прямого визна-
чення метаболіту; 3) непряме (конкурентне) 
визначення вітаміну D з використанням вітамін 
D зв’язуючого білка (VDBP). Імобілізація на 
поверхні чіпа моноклональних антитіл в кон-
центрації 50 мкг/мл дозволила зареєструвати 
25OHD3 з межею виявлення 2 мкг/мл. Таким 
чином була підтверджена сама можливість пря-
мого визначення 25OHD3 методом ППР. На-
ступне закріплення золотих дисків на поверхні 

трансдуктора (чіпа) збільшує чутливість визна-
чення до 1 мкг/мл. Але значна зміна сигналу  
під час фази асоціації 25OHD3 та швидке змен-
шення при його дисоціації, свідчать про відсут-
ність стійкого сигналу сенсора на зв’язування 
метаболіту з поверхнею. На думку авторів, це 
пов’язано зі стеричними обмеженнями: дуже 
великий розмір AuNPs порівняно з невеликим 
розміром 25OHD3 заважає зв’язуванню вітаміну 
D з антитілом. Конкурентний імуносенсорний 
аналіз, як альтернатива прямому визначенню, 
дозволяє реєструвати  25OHD3 з межею вияв-
лення 45 нг/мл.

На жаль, жоден з використаних для розробки 
ППР імуносенсора підходів не дає можливості 
задовільнити потреби клінічної практики (від 
20 нг/мл), внаслідок недостатньої чутливості 
визначення метаболіту. У зв’язку з цим, Car-
lucci et.al. надалі для аналізу вмісту 25OHD3 в 
реальних зразках сироватки крові пропонують 
застосовувати електрохімічний імуносенсор.

На нашу думку, складнощі, пов’язані з роз-
робкою біосенсорів напряму пов’язані з видом 
аналіту (антитіла, ферменти, нуклеїнові кис-
лоти, клітини, окремі організми та їх тканини; 
штучні полімери) та методами їх імобілізації 
на поверхні трансдуктора (електродах, поверх-
нях оптичних, пєзоелектирних, магнітних та 
ін.). Розвиток нових підходів для вирішення 
проблеми вдосконалення біосенсорних систем 
дозволить прискорити їхню розробку для висо-
кочутливого визначення  вітаміну D.

Заключення
Вітамін D відіграє важливі ролі по всьому 

тілу і зв’язаний з багатьма хронічними хво-
робами і психічним здоров’ям. Дефіцит або 
недостатність вітаміну D набуває значимості 
предиктора розвитку широкого спектру пато-
логічних станів, а також сприяє збільшенню 
показників як загальної смертності, так і ле-
тальності від серцево-судинної патології, он-
копатології та захворювань органів дихання. 
Володіння точною інформацією про дефіцит 
вітаміну D і, пов’язаних з ним факторів ризи-
ку, дозволить підвищити ефективність заходів 
по охороні здоров’я населення, як в Україні, 
так і в цілому світі. 

Високоякісну оцінку вмісту 25OHD3, як 
основного індикатора вмісту вітаміну D в орга-
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нізмі людини, можна виконати, використовую-
чи універсальний і стандартизований аналітич-
ний метод, доступний клінічним лабораторіям, 
який забезпечить надійні та точні кількісні 
результати з достатньо високою пропускною 
здатністю. Це висуває на перший план відсут-
ність шкідливого впливу біологічної матриці 
та джерела іонізації,  спрощення очищення (де-
риватизації), відсутність впливу C3-епімеру та 
інших перехресно реагуючих метаболітів і точ-
ність міжлабораторного порівняння.  

Тому сьогодні різними лабораторіями у 
всьому світі продовжується стандартизація різ-
них методів визначення вітаміну D. В останні 
роки LC–MS/MS  розглядають як метод «зо-
лотого стандарту» для детекції його актив-
них метаболітів, завдяки високій чутливості 
і специфічності. Оптимізація методу шляхом 
автоматизації типової підготовки відіграє важ-
ливу роль в посиленні чутливості, скорочен-
ні матричних ефектів та мінімізації помилок 
оператора.   Незважаючи на “моду”, у невели-
ких лабораторіях застосування LC–MS/MS є 
економічно невигідним, що пов’язано, знову 
ж таки, з порівняно великою типовою підго-
товкою зразків, достатньо складною технікою 
вимірювань та високою вартістю аналізів. Тому 
клінічні лабораторії, особливо на базі лікарень, 
мають фінансові та логістичні причини для 
того, щоб  використовувати менш чутливі мето-
ди імунологічних досліджень, такі як  CLIA та  
ELISA. Хоча  різниця між антитілами у комп-
лектах від різних постачальників, також ство-
рює певні труднощі для їхньої стандартизації. 
Роботи по вдосконаленню та стандартизації 
імунологічних методів, зокрема отримання ви-
сокоселективних антитіл,   продовжуються у 
сучасних дослідних лабораторіях. 

Контроль над розробкою нових методик 
здійснює з 1989 року DEQAS, яка на сьогодні 
стала найбільш якісною програмою оцінки 
вітаміну D у всьому світі. В свою чергу, рати-
фікация протоколів VDSP дозволяє стандарти-
зувати вимірювання 25ОНD3 попередніх до-
сліджень та полегшує міжнародне порівняння 
сироваток 25ОНD3, і таким чином, допомагає 
розвитку керівних принципів аналізу дефіциту 
вітаміну D. 

Актуальною проблемою сучасної медицини 
є розробка аналітичних приладів для експрес-

ного визначення вітаміну D. Вперше запропо-
нований електрохімічний біосенсор дозволяє 
проводити виявлення 25OHD3 в діапазоні кон-
центрацій 20-200 нг/мл з межею виявлення 
10 нг/мл і може бути використаний в клінічній 
практиці. 

В цілому, перспективи, які показує сьогодні 
новітня біосенсорна технологія, дуже реаль-
ні. Для того, щоб проектувати нові біосенсорні 
пристрої, доступний широкий діапазон пере-
творювачів та аналітів. Вони здатні забезпечити 
швидкість, низьку ціну, високу чутливість, неве-
ликі розміри і достатню специфіку досліджень.
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Summary

Existing methods of identification of vitamin D metabolites among which are liquid chromatography 
together with tandem mass spectrometry, high-yield liquid chromatography, radioimmunoassay, 
chemiluminescent immunological determination and solid-phase  enzymoimmunoassay are analised 
in the review. The considered practical application of these techniques aiming to determine the active 
metabolites of vitamin D, is designated to eliminate interlaboratory discrepancy for the purpose of 
standardization. Such control both for already existing and for the new methods must comply with 
the system of external quality assessment of vitamin D. Most attention is paid to the development of 
new methods based on biosensor technology. The electrochemical and optical sensors that are the 
closest to the practical implementation namely to analyze the content of 25OHD3 in real samples are 
characterized.

Brief analysis of the current state research aimed at studying of the effectiveness of vitamin D 
using and its metabolites for proper full body ensuring by them is done. Based on the published data 
it is shown that vitamin D addition improves living standards of the invalid people for a short period 
of time. However in general there are no enough evidences of the beneficial effects concerning long-
term impact of its addition aiming the prospect of life quality. Awareness of the accurate information 
as to the levels provision with vitamin D enhances the effectiveness of the measures for public health 
protection.

Keywords: metabolites of vitamin D, 25ОНD3, analytical techniques, biosensors, automation, 
DEQAS
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Реферат

В огляді здійснено критичний аналіз існуючих методів ідентифікації активних метаболітів 
вітаміну D, серед яких рідинна хроматографія у поєднанні з тандемною мас-спектрометрією, 
високоефективна рідинна хроматографія, радіоімунологічне обстеження, хемілюмінесцентне 
імунологічне визначення та твердофазний імуноферментний аналіз. Розглянуте практичне за-
стосування цих методів для визначення активних метаболітів вітаміну D, покликане усунути  
міжлабораторну невідповідність з метою їх стандартизації. Такий контроль,  як уже існуючих, 
так і нових методик, повинен  відповідати вимогам системи зовнішньої якісної оцінки вітаміну 
D. Найбільшу увагу приділено розвитку нових методів, основаних на біосенсорних технологі-
ях. Охарактеризовані електрохімічний та оптичний сенсори, найбільш близькі до практичного 
втілення, а саме – для аналізу вмісту 25-гідроксивітаміну D3 в реальних зразках. 

Здійснено стислий аналіз сучасного стану досліджень спрямованих на вивчення ефективнос-
ті використання вітаміну D та його метаболітів для повноцінного забезпечення ними організму. 
На основі літературних даних показано, що доповнення вітаміну D покращує якість життя у 
хворого населення на короткий період часу. Але доказів сприятливого впливу довготривалого 
його доповнення з перспективою впливу на якість життя, в цілому, ще недостатньо. Володіння 
точною інформацією про рівні забезпеченості організму вітаміном D гарантує, надалі, підви-
щення ефективності заходів по охороні здоров'я населення.

Ключові слова: метаболіти вітаміну D, 25ОНD3, аналітичні методи, біосенсори,  автомати-
зація,  DEQAS


