Developpement et validation d’une methode quantitative par LC-ESI-MS/MS pour les 25-hydroxyvitamine
D2&D3 et de leur epimere C3.
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La vitamine D est importante pour 'homéostasie des os. Récemment, elle a aussi  Conditions pour le MS/MS Linéarité CV et biais Corrélation
ete lice a la r?dUCt|0n des risques Fie developper diverses maladies auto-immunes, Conditions paramétriques pour le MS/MS Méthode: Dilution non-sériée. Méthode: Sechantlllons/jour Méthode: Regressmn de Deming.
neurodégeneratives, mentales, et cardiovasculaires ainsi que le diabete et le cancer. La Régression linéaire. (n = 5) sur 5 jours différents. (N 25) (N 55)

vitamine D2 et D3 subissent une 25-hydroxylation au niveau du foie et les 25-OH-D2&D3
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pour mesurer le niveau de vitamine D. Les 25-OH-D2&D3 sont une fois de plus hydroxylés o AL | (ab) o (%)
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o 200
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en position 1 au niveau des reins pour former les métabolites actifs 1,25-(OH),-D2&D3.
Ces metabolites actifs ont une faible affinité de liaison avec la proteine liant la vitamine D,
DBP, résultant en une courte demi-vie et ainsi de faibles niveaux sanguins. De plus, il a
éte demontre que les niveaux des metabolites 1,25-(OH),-D2&D3 ne correle pas de fagon
systématique avec le statut des niveaux de vitamine D des patients (1).

La LC-MS/MS est la méthode de référence pour la quantification des 25-OH-
D2&D3. Néanmoins, une des contraintes rencontrées est la présence de I'épimere C3 des
composes de la vitamine D. Ces épimeres C3 ont une activité biologique tres reduite (1).
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La validation, de la methode développee ci-dessus, a ete basee sur un document
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publié par le Clinical and Laboratory Standards Institute” (3). Afin de compléeter la
validation, l'effet des cycles gel-degel, la stabilité de conservation et les interferences
(hemolyse, ictere et lipémie) seront vérifies. Une limite de quantification inférieure pour les
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Méthode: Blanc en alternance avec

solution de vitamine D & 1000 nM. (n = 5) § . 25-OH-D2&D3 et de leur épimere C3 a éete etablie a 3 nM. Dans un premier temps, ceci
C ” la HPLC ST 57 gm Compossdelaviamine D a1 nM £ T 14- BB Extraction & partir EtOH o permet d’eliminer la surestimation des niveaux de vitamine D a cause de l'interference par
onditions pour la HPL 3~ B Blanc aprés les composés de la vitamine D & 1000 M 28 13- W8 Extraction & partir de sérum sans vitamine D les épiméres C3. Dans un second temps, cette méthode permettra de quantifier les
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