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KISALTMALAR

CCQM Madde Miktari Danisma Komitesi: Kimya ve Biyolojide Metroloji

CRP C-Reaktif Protein

GUM Olglim Belirsizliginin Hesaplanmasi Kilavuzu

ID izotop Seyreltme

ID-LC/MS-AAA izotop Seyreltme Sivi Kromatografi/ Kiitle Spektrometrisi Kullanilarak Amino Asit Analizi

IFCC Uluslararasi Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu

JCTLM Laboratuvar Tibbinda izlenebilirlik Ortak Komitesi

LC-HRMS Sivi Kromatografisi Yiksek CozunUrlUklli Kiatle Spektrometrisi

LTS Uzun Dénem Kararlilik (Long-Term Stability)

MSyetween Gruplar arasi kareler ortalamasi

MSyithin Gruplar igi kareler ortalamasi

n Unite igi tekrar sayisi

NIMJ Japonya Ulusal Metroloji Enstitlsu

NIST Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Standartlar ve Teknolojiler Enstittisu

PCF Propil kloroformat

RMP Referans 6l¢im proseduri

PRS Primer Referans Standart

RSD Bagil standart sapma

s Standart sapma

Shbb Uniteler arasi standart sapma

SEC-UV-HPLC Yiksek performansl sivi kromatografisi ile boyut dislama kromatografisi/ultraviyole tespiti

SI Uluslararasi Birimler Sistemi

SRM Sertifikall Referans Malzeme

STS Kisa Donem Kararlilik (Short-Term Stability)

Swh Unite ici standart sapma

Upp Uniteler arasi heterojenlikten kaynaklanan standart belirsizlik

L Metot tekra.rla.ngbilirligi tarafindan gizlenebilen uniteler arasi heterojenlikten kaynaklanan

standart belirsizlik

Uchar Karakterizasyon standart belirsizligi

Uchar rel Karakterizasyon bagil standart belirsizligi

Uy Uzun donem kararlihga bagh standart belirsizlik

Ues rel Uzun dénem kararliliga bagl bagil standart belirsizlik

Ugts Kisa donem kararliliga bagli standart belirsizlik

Ugts rel Kisa dénem kararlihda bagl bagil standart belirsizlik

VMSyithin MSy,itnin Serbestlik derecesi

WHO Dinya Saglk Orgti
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OZET

Bu sertifikall referans malzeme (SRM), insan serumundaki C-reaktif protein (CRP) tayini icin cihaz ve
prosedurleri kalibre etmek amaciyla tasarlanmistir. Ayrica kalibratdrlerin ve kontrol malzemelerinin
deger atamasinda da kullanilabilir. UME CRM 1008'in bir birimi, yaklasik olarak 1 mL'lik bir rekombinant
CRP cozeltisi iceren 1 vialden olusur. Referans malzeme Uretim slireci homojenlik, kisa dénem
kararhlk, uzun dénem kararlilik ve karakterizasyon asamalarindan olusmaktadir. UME CRM 1008
sertifikalandirma calismalari TS EN ISO 17034 standardi ve TSE ISO Guide 35 rehber dokiimaninin
gerekliliklerine uygun olarak gergeklestiriimistir. Bu kapsamda gergeklestirilen kimyasal olgimlerde
TS EN ISO/IEC 17025 gereklilikleri yerine getirilmistir. Sertifika degerlerine ait belirsizlikler, JCGM 100
(GUM) dlgum belirsizligi rehberine uygun olarak hesaplanmistir. Bu referans malzeme Uretim projesinin
tim asamalarinin  planlanmasi, gergeklestiriien faaliyetlerin  koordinasyonu, deneylerin
gerceklestiriimesi ve elde edilen tim verilerin degerlendirmesi TUBITAK UME uzmanlari tarafindan
enstitl altyapisi kullanilarak yapiimistir.

CRP'nin  monomerik molalitesi icin sertifika dederi, izotop seyreltme sivi kromatografi/ylksek
¢Ozunurluklu katle spektrometrisi (ID-LC/HRMS) kullanilarak amino asit analizi yoluyla belirlenmigtir ve
CRP igin mevcut olan iki sertifikali referans malzeme kullanilarak dogrulanmistir. Olglilen buyUkIUk,
her bir amino asidin belirlenen miktarini ve CRP i¢in bilinen amino asit dizisini kullanarak hesaplanan
CRP'nin toplam molalitesidir. Metrolojik izlenebilirlik, molalite icin Sl tlretilmis birimlere dayanir ve
pMmol/kg olarak ifade edilir.

Sertifika degeri, yiksek saflikta amino asit standartlariyla kalibre edilmis referans 6lgiim proseduri
kullanilarak belirlenmistir.
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GirRis

C-reaktif protein (CRP), inflamatuar yanitlar i¢in bir biyobelirte¢ olarak yaygin sekilde kullanilan énemli
bir insan serum proteinidir [1]. iltihap, yaralanma veya enfeksiyona yanit olarak, en az 100 kat artarak
onemli bir biyobelirte¢ olarak gorev yapar [2]. Ayrica, CRP, bir akut faz proteini olarak normal insan
serumunda tipik olarak 1 mg/L'nin altinda ¢ok disuk derisimlerde bulunur [2]. CRP'nin anormal
seviyeleri kardiyovaskiler ve serebrovaskiler hastaliklarla iligskilendirilmistir [3,4]. CRP'nin &lgimu,
Olgum yontemlerindeki standardizasyon eksikligi ve kullanilan reaktiflerin cesitliligi nedeniyle 6lgim
sonugclarinda énemli sapmalarin olmasina neden olan zorluklar sunmaktadir [5]. Laboratuvar Tibbinda
izlenebilirlik icin Ortak Komite (JCTLM) [6], su anda ikincil sertifikali referans malzemesi (SRM) ERM
DA-474/IFCClyi listelemektedir. Bu SRM, tibbi laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan son kullanici
Olcim prosediirleri ile CRP olgiminde metrolojik izlenebilirligi kurmanin temelini olusturur. ERM-DA-
470'in atanan degeri, CRP icin uluslararasi standart olan WHO 85/506'ya dayali olarak belirlenmistir ve
bu bilgiler sertifikasyon raporunda aciklanmistir. Ancak, WHO 85/506'ya dayal ¢odzeltilerle hazirlanan
birincil kalibratorlerin klinik érnekleri tam olarak temsil edip etmedigi belirsizligini korumaktadir [7]. En
yaygin kabul edilen CRP 6lgum testleri bile IFCC CRP ikincil referans malzemesi ERM-DA474/IFCC
kullanildiginda énemli sapmalar géstermektedir [8]. Ayrica, CRP olgtmleri icin klinik test prosediirleri,
kullanilan cihaza ve prosedire blylk oOlcide bagimlidir, bu da metrolojik prosedurlerdeki
standardizasyon eksikligine katkida bulunmaktadir [9]. Bu sorunlari ele almak ve tani dogrulugunu
artirmak icin CRP olgtumleri igin bir referans dlgim sistemi kurmak énemlidir. C-reaktif protein (CRP)
dlctimleri icin metrolojik izlenebilirligi saglama cabalari kapsaminda, "Laboratuvar Tibbinda izlenebilirlik
icin Ortak Komite Calistayi" katilimcilari tarafindan bir uzlasi dzeti son zamanlarda yayinlanmistir [7].
Tartisma, mevcut CRP immunoloji testlerinin metrolojik izlenebilirlik gergevesinin, klinik 6rnek sonuglari
ile uyumlu oldugunu ve bu sekilde klinik gereksinimleri karsiladigini belirtmigtir [7,10]. Metroloji
acisindan istenen, birincil saf madde referans malzemesi ve bir referans 6lgim prosedurit (RMP) iceren
bir kalibrasyon hiyerarsisi olusturmaktir. Bu tir bir sistem, 6lgim sonuglarinin standartlastiriimasini
saglar ve in vitro teshisler icin izlenebilirlik saglar. Birincil referans malzemeleri, CIPM Danigma
Komitesi: Kimya ve Biyolojide Metroloji (CC-QM) tarafindan tanimlanan élgim prosedurine gore birincil
referans ydntemi dogrulamak ve kalibre etmek igin kullanilan tek bilesenli veya karisik bilesenli
olabilmektedir. Ote yandan, ikincil referans malzemeleri, CRP 6lgim ydntemlerinin gelistiriimesi
sirasinda serum tabanli protein standartlarinin kalibrasyonunu dogrulamak ve ulusal metroloji
enstituleri veya klinik tani laboratuvarlari i¢in kontrol malzemesi saglamak amaciyla kullaniimaktadir.
Su anda, Japonya Ulusal Metroloji Enstitlist (NIMJ) tarafindan uretilen CRM 6201-b ve Amerika Birlesik
Devletleri Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitist (NIST) tarafindan Uretilen SRM 2924 gibi CRP
birincil referans malzemeleri bulunmaktadir [11,12]. JCTLM, veri tabaninda yeni bir aday SRM veya
RMP &nerirken, mevcut bir SRM veya RMP'ye karsi denkligin derecesini dogrulamayi zorunlu kilar
[13,14]. Ancak, CRP icin hedeflenen dlgim icgin belgelenmis saf birincil SRM veya RMP eksikligi
bulunmaktadir.

Bu calismada, TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii (TUBITAK UME) tarafindan sertifikali birincil
referans malzemesi olarak CRP gelistirilmistir [15]. Calismanin amaci, klinik dlgtimlere izlenebilirlik
kurulmasi, tutarli ve glvenilir sonuglari saglama konusunda katki saglamaktir. Calismada iki 6lgiim
yontemi kullaniimistir: izotop seyreltme sivi kromatografi/ ylksek ¢dzinUrlUkli kitle spektrometrisi
(ID-LC/HRMS) kullanilarak amino asit analizi (ID-LC/MS-AAA) ve yuksek performansli sivi
kromatografisi ile boyut dislama kromatografisi/ ultraviyole tespiti (SEC-UV-HPLC). ID-LC/MS-AAA,
protein miktarini belirleme konusunda tercih edilen bir teknik olup, Sl ile uyumlu izlenebilir sonuglar
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saglamaktadir [16, 17]. Amino asit analizi i¢in kritik bir adim olan hidroliz stireci optimize edilmis ve elde
edilen orneklerin saflig1 ve verimliligi nedeniyle buhar fazli hidroliz yontemi tercih edilmigtir. ID-LC/MS-
AAA yontemi karakterizasyon calismasi ve deder atama icin kullanilirken, SEC-HPLC Kkararlilik
degerlendirmesi ve homojenlik analizi igin gergeklestiriimistir. ANOVA dabhil istatistiksel analizler
yapilmis ve deneysel sirec igin belirsizlik katkilari belirlenerek belirsizlik bitgesi olusturulmustur [16].
Sertifikali molalite, ylksek saflikta amino asit standartlariyla kalibre edilmis yiksek seviye referans
Olcim proseddrleri kullanilarak belirlenmigtir. UME CRM 1008 sertifikalandirma ¢alismalari TS EN ISO
17034 standardi [18] ve TSE ISO Guide 35 [19] rehber dokimaninin gerekliliklerine uygun olarak
gerceklestiriimistir. Bu kapsamda gerceklestirilen kimyasal olcimlerde TS EN ISO/IEC 17025 [20]
gereklilikleri yerine getirilmistir. Sertifika degerlerine ait belirsizlikler, JCGM 100 [21] 6lcUm belirsizligi
rehberine (GUM) uygun olarak hesaplanmistir.

KATILIMCILAR

Sertifikall referans malzeme Uretimi icin malzeme isleme, homojenlik, kararlilik ve karakterizasyon
calismalari ile projenin diger faaliyetlerinde yer alan kurulusa ait bilgiler Tablo 1’de verilmektedir.

Tablo 1. Uretim ve Sertifikalandirma Suregclerine Katilim Saglayan Kurulus

is Tanimi Laboratuvar/Kurum

Malzeme isleme

Homojenlik Calismasi
TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii (UME)

Kararhhk Caligmalari Gebze - Kocaeli, Tiirkiye

Karakterizasyon Caligmasi

Proje Yonetimi ve Veri Degerlendirme

MALZEME iSLEME

Malzeme Temini ve Hazirlama

Rekombinant insan CRP’si, icinde 20 mM Tris (pH 7,5), 140 mM sodyum klorlr, 2 mM kalsiyum klorGr
ve %0,05 (w/v) sodyum azit igeren bir tampon ¢dzelti bulunan 1,25 L’lik bir sise icinde OYC Europe'dan
satin alindi. Rekombinant CRP, Tanaka ve arkadaglari tarafindan agiklandigi gibi Escherichia coli'de
uretildi ve 6-aminohexanoik aside baglanarak saflastirildi [22]. 1250 mL'lik rekombinant CRP, 1 mL'lik
alikotlara bolindu. Bu alikotlar, sirayla numunelerin siralandigi sekilde 1250 adet 6nceden etiketlenmis
2 mL'lik polipropilen SRM viallerine yerlestirildi. Malzeme +4 °C’de hazirlandiktan sonra -80 °C’de
saklandi.
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HOMOJENLIK

Uniteler arasi homojenlik calismasi, CRP’nin tim Unitelerde belirlenen degerler icerisinde oldugunu
degerlendirmek amach yapilmistir. UME CRM 1008 Uretiminde homojenlik g¢alismasi igin 12 Unite
tabakall rastgele numune secimi programina (TRaNS) gore belirlenmigtir. Boylelikle, segilen 6rneklerin
toplam numune sayisini temsil etmesi garanti altina alinmistir. Homojenlik analizleri her bir tniteden Uc¢
alt drnegin 6lcima ile tekrarlanabilirlik kosullari altinda gergeklestiriimistir. Homojenlik analizi i¢in gegerli
kilinmis SEC-UV-HPLC yontemi kullaniimistir. Gergeklestirilen dlgiimlerde dolum ve analiz sirasi
kaynakli olasi egilimlerin tespit edilebilmesi icin dlcimler rastgele siralamayla yapilmigtir.

Analizler sonucunda elde edilen molalite degerlerinin istatistiksel degerlendirmesi tek-etken varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmistir. ANOVA ile istatistiksel dederlendirmenin yapilmasi éncesinde
veri dagihmlar incelenmistir. Bu amagla, Unite ici ve Uniteler arasi elde edilen sonuglar histogramlar
kullanarak tek tepeli dagilim icin kontrol edilmistir. Buna ek olarak, elde edilen verilerin Shapiro-Wilk
testi uygulanarak da normal dagihm gésterdigi gorilmustir. Bu istatistiksel testler, TUBITAK UME
tarafindan gelistirilen Microsoft Excel® ile olusturulan ve gecerli kihnmig sablonlar kullanilarak
yapilmistir.

Olgtim sonuglari, aykiri deger olup olmadigi ve analitik 6lgiim ve/veya dolum siralamasina bagli olarak
herhangi bir egilim olup olmamasi acisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve sonugclar
Tablo 2’de verilmigtir.

Dolum siralamasina bagli ya da analiz siralamasina bagli bir egilim tespit edilmemistir. Tek yénli ve
cift yonlt Grubb’s testleri uygulandiginda aykiri degere rastlanmamigtir.

Tablo 2. Homojenlik Testi Sonuglarinin istatistiksel Degerlendirmesi

Siralamaya bagh egilim var mi? Aykiri deger var mi? Dagilim?
Parametre Blci Dol Onit
¢iim olum - : nite .
Kaynakl Kaynakl Tum Veri Ortalamalar Normal / Tek Tepeli
CRP Hayir Hayir Hayir Hayir Evet / Evet

ANOVA kullanarak unite igi (s,,,) ve uniteler arasi (s;,) standart sapmanin hesaplanmasinda sirasiyla
asagidaki verilen Esitlik 1 ve Esitlik 2 uygulanmaktadir:

Swb = +/ MSyithin 1)

MS,,itnin - Unite igi varyansin karelerinin ortalamasi,
Swh . Alt drnekler tim Uniteyi temsil ettigi stirece metodun standart sapmasina esdeger.

_ MSpetween — MSwithin
Spp = n (2)

MSperween . Uniteler arasi varyansin karelerinin ortalamasi,
n : Unite basina tekrar sayisi.
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Metot tekrarlanabilirliginin malzemenin homojenligini tespit edebilecek derecede iyi olamadigi
durumlardan veya dl¢cim esnasinda rastgele meydana gelmis olabilecek dalgalanmalardan dolayi
MSpetween MSwitnin’den kiguk olarak bulunabilmektedir. Bu durumlarda s, hesaplanamayacagindan,
metot tekrarlanabilirligini de kapsayan en yuksek heterojenlik belirsizligi olarak u;, Esitlik 3 kullanilarak
hesaplanmaktadir.

Upp = (3

VMSyichin- MSwithin degerinin serbestlik derecesi.

Homojenlik ¢alismasindan elde edilen sonuglar Tablo Error! Reference source not found.3te
erilmigtir. ANOVA uygulanarak gerceklestirilen hesaplamalarda s;; veya uy, igin bulunan degerlerden
blyuk olan deger homojenlik belirsizlik bileseni u,,; olarak alinmistir.

Tablo 3. Homojenlik Calismasinin Sonuglari

swb,rel sbb,rel qu,rel ubb,rel
Parametre (%) (%) (%) (%)
CRP 0,85 1,1 0,24 1,1

Homojenlik testlerinde elde edilen verilere ait grafik Ek 1’de sunulmustur.

KARARLILIK

Kararlihk ¢alismalari, sertifikali referans malzemenin kullaniciya génderiimesi sirasinda meydana
gelebilecek cevresel sartlar (kisa donem kararlilik) ve depolama sartlarinin (uzun dénem kararhlik)
laboratuvar ortaminda benzer kosullar olusturulmasi ile gergeklestirmistir. Kisa donem kararlilik testi
icin secilen 18 Unite ve uzun dénem karalilik testi igin segilen 22 Unite, TRaNS yazilimi kullanilarak,
rastgele tabakali 6rnek secimi prensibiyle belirlenmigtir. Kararlilik testi dlgcimlerinde gecerli kihnmig
SEC-UV-HPLC yontemi kullaniimisgtir.

Kisa dénem kararhlik ¢alismalari igin test edilecek sicakliklar +4 °C ve -20 °C, sureler ise 1, 2, 3ve 4
hafta olarak belirlenmigtir. Her iki sicaklikta da test edilecek her bir zaman arahdi igin 2 Unite o
sicakliktaki test kabinine konmustur. Kararlilik testinde referans nokta icin 2 dnite ayriimis olup, bu
uniteler dogrudan referans sicakligi olan -80 °C’ye yerlestirilmistir. Her bir test sresinin sonunda her
iki sicaklik ortamindan ikiser Unite referans sicakliga transfer edilmistir. Dort haftalik test siresi
tamamlandiginda referans sicakliga transfer edilen bitlin Uniteler, referans olarak kullanilacak
unitelerle birlikte eszamanl (isochronous) olarak analiz edilmistir.

Uzun donem kararlilik calismalari igin test edilecek sicakliklar +4 °C ve -20 °C, sureler ise 1, 3, 6, 9 ve
12 ay olarak belirlenmistir. Her iki sicaklikta da test edilecek her bir zaman araligi icin 2 Gnite o
sicaklktaki test kabinine konmustur. Kararllik testinde referans nokta igin 2 Gnite ayriimis olup, bu
Uniteler dogrudan referans sicakligi olan -80 °C’ye yerlestirilmistir. Her bir test stresinin sonunda her
iki sicaklik ortamindan ikiser Unite referans sicakliga transfer edilmistir. 12 aylik test slresi
tamamlandiginda referans sicaklia transfer edilen bitlin Uniteler, referans olarak kullanilacak
Unitelerle birlikte eszamanli (isochronous) olarak analiz edilmistir.
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Her iki kararllik testi icin élciimler, dolum veya test siresine bagl olasi egilimlerle analitik siralamaya
bagli egilimlerin ayirt edilebilmesi igin, test slresi ve dolum sirasi rastgele siralanacak sekilde
olusturulan analitik élgim dizisi ile analiz edilmigtir. Elde edilen verilerin istatistiksel hesaplamalari
TUBITAK UME uzmanlarinca hazirlanan Microsoft Excel® ile olusturulan ve gegerli kilinmis sablonlar
kullanilarak yapilmigtir.

Kisa Donem Kararlilik Galigsmasi Sonuglar

Kisa dénem kararhlik c¢alismasindaki eszamanli gercgeklestirilien 6lcim sonuglari dncelikle zaman
noktalarina gdére gruplandiriimis ve her bir zaman noktasi igin degerlendirme yapiimistir. Bu
deg@erlendirmeler her iki sicaklik igin ayri ayri gerceklestirilmistir.

Her bir sure icin elde edilen dlgim degerleri, o sicaklik grubundaki diger degerlerle uyumluluklarinin
belirlenmesi icin Grubb’s testi uygulanarak %95 ve %99 guvenilirlik seviyesinde aykiri degerler
acisindan incelenmigtir. CRP icin +4 °C testinde 509 numarali Unitenin (t = 3 hafta) birinci paralel
Olciminde ve -20 °C testinde 113 numarali Gnitenin (t = 2 hafta) ikinci paralel 6lgiminde aykiri degere
rastlanmistir. Aykiri degerler yalnizca birer paralel dlgimde goéruldigu icin degerlendirmeye dahil
edilmemistir.

Kisa donem kararlilik verilerinin dederlendiriimesinde her bir zaman noktasi i¢in hesaplanan degerlerin
zamana karsi grafigi cizilmis ve zamana karsi derisim degerlerinde herhangi anlamli bir degisim olup
olmadiginin belirlenmesi igin dediskenler arasindaki iliski incelenmistir (regression analysis). CRP igin
dogrusal grafikler gizilmis ve bu egimlerin %95 guvenilirlik seviyesinde (e = 0,05) sifirdan anlamli
derecede farkli olup olmadigi t-test (gift kuyruklu t_. degeri) ile test edilmistir. Kisa donem karalilik test

sonuglari Tablo 4'te ve grafik Ek 2’de verilmigtir.

Kisa donem kararliiga iliskin olarak belirsizlik hesaplamalari bu edime ait belirsizlik ve maruz
birakilabilecek en uzun sire g6z 6nline alinarak Esitlik 4 kullanilarak hesaplanmigtir [23].

RSD ;
Ustsrel = —T———= X (4)
V2t —t)?
RSD : Regresyon egrisi Uzerindeki noktalarin bagil standart sapmasi,

o

Her bir paralel igin zaman noktasi,
Butin zaman noktalarinin ortalamasi,

~ ~I

Transfer igin 6ngorilen maksimum sire: 2 hafta.

Tablo 4. Kisa Dénem Kararllik Testleri Sonuglari ve 2 Hafta Sire icin Belirsizlik Degerleri

%95 Guvenilirlik seviyesinde %95 Guvenilirlik seviyesinde Ugts rer (%0)
Parametre aykir1 deger sayisi egim sifirdan farkli mi? 2 hafta
+4 °C -20 °C +4 °C -20 °C +4 °C -20 °C
CRP 1 1 Evet Hayir 0,29* 0,14

* Egim %95 guvenilirlik seviyesinde anlamli bulunmus ve ug bozunma dikkate alinarak hesaplanmistir;
(uses = Regresyon Egrisinin Egimi / v/3)
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Yapilan degerlendirme sonucunda, Uretilen referans malzemede sertifikalandirilacak olan parametrenin
2 hafta sure -20 °C’de kararli oldugu gérulmustir. Bu calismanin sonucunda érneklerin sicakhigin
-20 °C’yi ve surenin 2 haftayl gegmemesi kosulu ile son kullaniciya -20 °C veya altinda bir sicaklikta
ulastirilabilecegi sonucuna varilmistir. Sertifikada verilen belirsizlik -20 °C transfer sicakligi ve 2 hafta
transfer suresi dikkate alinarak hesaplanmig belirsizligi icermektedir.

Uzun Donem Kararlilik Caligmasi Sonuglari

Uretilen SRM’lerin raf émri, uzun dénem kararllik ¢alismalari sonugclarina gore belirlenmektedir. Her
bir zaman noktasinda tekrarli 6lgcim sonugclarina ait grafikler Ek 3'te verilmistir. Her bir zaman
noktasindaki hata cizgileri her iki Gnite icin elde edilen ikiser sonucun standart sapmasi olarak
hesaplanmistir.

Elde edilen veriler igerisinde, tek ve cift yonli Grubb’s testi uygulanarak %95 ve %99 guvenilirlik
seviyelerinde aykiri degerler olup olmadigina dair inceleme sonucunda her iki test sicakliginda da aykiri
degere rastlanmamuistir.

Uzun dénem kararlilik, toplam belirsizlik butgesine katki saglayan dort parametreden biridir. Sertifikali
referans malzemenin uzun dénem kararliliktan kaynaklanan belirsizlik degeri Esitlik 5 kullanilarak
hesaplanmistir [23].

RSD

ult, e ——
T Bt - )2

RSD : Regresyon egrisi Uzerindeki noktalarin bagil standart sapmasi,

xt (5)

t; . Her bir paralel icin zaman noktasi,
t : BGtln zaman noktalarinin ortalamasi,
t  lgili sicaklikta muhafaza igin belirlenen raf dmrii: 12 ay.

Bu sekilde hesaplanan sonuglar Tablo 5'de, grafikler ise Ek 3'te verilmistir. Uzun dénem kararliliktan
kaynaklanan belirsizligin toplam belirsizlige katkisi i¢in raf dmrl 12 ay olarak belirlenmistir. Belirlenen
raf dGmrindn sonrasindaki kararliligi glivence altina almak igin sertifikalandirma sonrasi izleme (SSI)
sonuglarina dayanarak belli donemlerde tekrar degerlendirmeler yapilacaktir.

Tablo 5. Uzun Dénem Kararlilik Testi Sonuglari ve 12 Ay Sire igin Belirsizlik Degerleri

%95 Guvenilirlik seviyesinde %95 Giivenilirlik seviyesinde Uys ret (%0)
Parametre aykiri deger sayisi egim sifirdan farkh mi? 2 hafta
+4°C -20 °C +4 °C -20 °C +4 °C -20 °C
CRP 0 0 Evet Evet 0,97* 0,37*

* Egim %95 guvenilirlik seviyesinde anlamli bulunmus ve u;,; bozunma dikkate alinarak hesaplanmistir

(u;.s = Regresyon Egrisinin Egimi / \3)
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Kullanim Kararlihigi Galigmasi Sonuglari (Dondur/C6z Déngiisu)

UME CRM 1008 icin, uzun ve kisa donem kararlilik galismalarinin yani sira, kullanim kararlihgi
calismasi da gerceklestiriimistir. Kullanim kararlihgi ¢alismalari, 0, 1, 2, 3 ve 4 dondur/¢c6z déngusu
seklinde yapilmistir. Her bir déongu icin, kullanim kararhligi testi olcimleri 2 Unite kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her bir Unite, 4 saatlik dondur/¢cdz islemine tabi tutularak toplamda 4 déngu
tamamlanmistir.

Dondur/¢6z donguleri tamamlandiktan sonra, tim numuneler eszamanl (isochronous) olarak analiz
edilmistir. Her bir dongu icgin tekrarh 6lgiim sonuglarina ait grafikler Ek 4'te sunulmustur. Her bir zaman
noktasindaki hata cgizgileri, her iki Unite icin elde edilen ikiser sonucun standart sapmasi olarak
hesaplanmistir. Analiz sonucunda, 20 élgiim sonucunun bagil standart sapmasi (RSD) %0,50 olarak
hesaplanmistir. Ayrica analiz sonuglari, homojenlik calismalari kapsaminda elde edilen analiz sonuglari
ile karsilastiriimis ve bu veriler F testine tabi tutulmustur. Sonug olarak iki 6lgiim seti arasinda anlamli
bir fark saptanmamistir. Bu sonuglar, malzemenin dort dondur/¢céz déngustine maruz kaldiginda kararl
oldugunu gostermektedir.

KARAKTERIZASYON

TS EN ISO 17034 [18] standardina gore karakterizasyon calismasi farkli sekillerde yapilabilmektedir.
Bu tasarimlardan biri, tek bir laboratuvarda referans metot kullanarak yapilan karakterizasyon
c¢alismasidir. Bu Uretim surecinde CRP'nin monomerik molalitesi igin sertifikali deger, izotop seyreltme
sivi kromatografi/Ylksek ¢ozunurlikli katle spektrometresi (ID-LC/HRMS) kullanilarak amino asit
analizi yoluyla belirlenmistir. Olgiim yéntemi ile ilgili detaylar Ek 5’te verilmigtir.

Karakterizasyon calismasi, TRaNS programi kullanilarak rastgele secgilen 10 unite Uzerinde
gerceklestirilmistir. Bu baglamda, 1. ve 2. gunlerde 5'er numune alinarak her bir numune Uzerinde 3
paralel o6lgim vyapilmigtir. Ayrica, 3. gunde ise 10 Unitenin tamaminda 4. paralel &lgim
gergeklestirilmistir. Olgiimler gegerli kiinmis metot kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu calismada metodun dogrulanmasi amaciyla NIST SRM 2924 ve NIMJ CRM 6201-c c¢ozeltileri
kullaniimistir. Tablo 6, bu referans malzemeler Uzerinde gergeklestirilen dlgiimlerin 6zet istatistiklerini
sunmaktadir. Bu karsilastirmanin sonuglari, UME CRM 1008’in karakterizasyon 6lgum yontemi ile ayni
Olcuim yontemi kullanilarak elde edilen molalite degerlerinin referans malzemelerin sertifika degerleri ile
uyumlu oldugunu gdstermektedir.

Tablo 6. Metot Dogrulanmasi icin Kullanilan Standartlar ve dlgim istatistikleri

Sertifika Degeri? Olgiilen Deger (n = 6) Ozet istatistikler®
SRM Deger Ugs Deger SD uC Ugs®

NIMJ 6201-c 40,2 1,7 39,8 0,6 0,9 1,9
NIST SRM 2924 20,6 1,2 20,4 0,4 0,5 1,0

a Sertifika dederi ve SRM Sertifikalarinda listelenen %95 given araligi belirsizligi

b Olgiilen deger ve %95 gliven arali§i belirsizligi. Tayinler, izotop seyreltme amino asit analizi kullanilarak
gerceklestiriimistir

¢ Standart 6lgim belirsizligi

4%95 giiven arahd igin genisletilmis belirsizlik (k=2)
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Belirsizlik hesaplamalari amino asit analizi icin “Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurements (GUM)” [24] ve “EURACHEM/CITAC Guide Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement” [25] dokumanlarina uygun olarak yapilmigtir.

OZELLIK DEGERLERININ VE BELIRSIZLIKLERININ ATANMASI

Sertifikalandirilan 6zellik degerinin ve buna ait belirsizligin atanmasi, karakterizasyon caligmasinda
elde edilen veriler ve beraberindeki belirsizlik degerlerine ek olarak homojenlik ve kararllik testlerinden
elde edilen verilerden hesaplanan belirsizliklerin katkilari da degerlendirilerek gergeklestirilmistir.

Ozellik degerine ait belirsizlik degerinin hesaplanmasinda karakterizasyon, homojenlik, kisa dénem ve
uzun dénem kararlilik belirsizliklerinin katkilari Esitlik 6’da verildigi sekilde birlestiriimigtir.

— 2 2 2 2
Ucrm = \/uchar + Upp + Usges + Uits (6)

Burada ucgy Ozellik degerine ait bilesik standart belirsizligi ifade etmektedir. Bu deger, Esitlik 7°'de
gOsterildigi sekilde k kapsam faktorl ile garpilarak sertifika degerine ait genisletiimis belirsizlige
donusturaldr.

Ucrm = k X Ucgy (7)

Sertifika degeri ile birlikte verilen belirsizlik degeri %95 guvenilirlik seviyesine kargilik gelen kapsam
faktord k = 2 ile garpilarak genigletilmis belirsizliktir. Sertifika degeri ve Uzerindeki belirsizlik Tablo 7’de
verilmistir. Homojenlik, kisa donem ve uzun dénem kararlik ve deger atamadan gelen belirsizlik
katkilarinin bagil ve birlesik sonuglari Tablo 8'de gdsterilmigtir.

Tablo 7. Sertifika Degeri ve Belirsizligi

Sertifika Degeri Ucrm Bagil Ucry
Parametre k=2) (k=2)
(mmol/kg) (mmol/kg) (%)
CRP 43,2 2,2 51

Tablo 8. Belirsizlik Bilesenlerinin Toplam Belirsizlige Katkisi

Uchar Upp Ups Ugts

Parametre (%) (%) (%) (%)

CRP 2,3 11 0,37 0,14
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BiLGILENDIRME AMAGLI DEGER

Kutle derisimi deg@eri (w/v) sertifikalandirilan molalite ve belirsizlik degerlerinden malzemenin 25 °C’de
olgilmis yogunluk degeri (1,0047 g/cm?) ve kiitle spektrometrisi ile elde edilen ortalama molekil agirhgi
degeri (23028,2 g/mol) kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan degerler Tablo 9'da verilmektedir.

Tablo 9. Bilgilendirme Amacli Verilen Kutle Derisimi Degeri

Parametre Kutle Derigimi Belirsizlik Birim

CRP 0,999 0,051 g/L

IZLENEBILIRLIK

Sertifikall referans malzemenin izlenebilirligi NIMJ tarafindan safligi belirlenen ve sertifikalandirilan
primer referans standartlar kullanilarak saglanmistir. Sertifikalandirma calismalarinda izlenebilirlik
amaciyla kullanilan primer referans standartlar Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Sertifikalandirma Calismalarinda izlenebilirlik Kaynag@i Olarak Kullanilan Primer Referans Standartlar

Saflik £ Belirsizlik (k=2)

Parametre Adi %) izlenebilirlik
Prolin NIMJ 6016-a 99,9+0,2 Sl
Valin NIMJ 6015-a 99,8+ 0,2 Sl
Losin NIMJ 6012-a 99,9+0,2 Sl
Fenilalanin NIMJ 6014-a 99,9+0,2 SI
Alanin NIMJ 6011-a 99,9+0,2 Sl

KULLANIM TALIMATI

Kullanim Amaci

Bu SRM, CRP tayini dlcim prosedurleri ve cihazlari igin kalibrasyon standardi olarak kullaniima
amaciyla uretilmistir. Bu SRM diger kalibrasyon standartlari ve kalite kontrol malzemelerine deger
atanmasi amaciyla da kullanilabilir. Malzeme ayrica amino asit analizinde analitik ydntemlerin
kesinligini kontrol etmek ve gecerliligini dogrulamak i¢in de kullanilabilir. Malzeme, insan serumundaki
CRP'nin miktarinin belirlenmesi veya deger atamasi icin immunolojik testlerde kullanildiginda,
uyumluluk (commutability) dogrulanmalidir.

Saklama Kosullari

Malzeme, acilmamis viali icerisinde -20 °C veya daha dislk sicaklikta kuru ve 1siksiz bir ortamda
saklanmalidir. TUBITAK UME, malzeme ile ilgili bildirdigi saklama kosullari ve kullanim talimatina
uyulmamasi nedeniyle malzemede meydana gelebilecek degisikliklerden sorumlu tutulamaz.
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Guvenlik Uyarilan

Malzeme rekombinant insan CRP proteini sulu ¢ozeltisidir. Bu malzeme tehlikeli madde olarak
siniflandiriimamaktadir. Malzeme sadece in vitro kullanim i¢in uygundur, yalnizca laboratuvar kullanimi
icin Uretilmigtir. Malzemenin saklanmasi ve kullanimi sirasinda genel laboratuvar o6nlemleri
uygulanmahdir. Malzemenin mevcut olan guvenlik kurallarina gére kullanimi ve imhasi tavsiye edilir.

Malzemenin Kullaniimasi

Analiz edilecek SRM numunesi, dondurucudan c¢ikariimali ve tamamen c¢ozllene kadar oda
sicakliginda (20 = 3) °C bekletilmelidir. Malzeme ¢o6zlldukten sonra nazikge karistirilabilir ve ardindan
cOzeltinin vial kapagi ve duvarlarindan vial tabanina alinmasi igin kisa sureli (1000 g, 1 dakika) bir
santrifij islemi yapilabilir. Cozilmis malzeme, bir haftaya kadar +4 °C'de saklanabilir. Dort dondur/coz
dongusunun malzemenin molalite ve kutle derisimi degerleri Uzerinde herhangi bir etkisi olmadigi
belirlenmigtir. Malzeme, ac¢ilmamis viali i¢cinde sicakhigin -20 °C ve nakliye slresinin 2 haftayi
gecmemesi kosuluyla tasinabilir.

Minimum Ornek Alim Miktan

Sertifikalandirma calismalarinda her bir dlgiim icin en az 10 pL 6rnek kullaniimistir. Minimum 6rnek
alim miktari, son kullanici tarafindan 6lgum yetenegine goére, hazirlayacadr galisma ¢ozeltisinin
belirsizligine etkisi de g6z 6nunde bulundurularak belirlenmelidir.
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Ek 1. Homojenlik Caligmasi Grafigi
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Ek 2. Kisa Donem Kararliik Galigmasi Grafikleri
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Zaman, Hafta

TUBITAK Gebze Yerleskesi PK 54 41470 Gebze-Kocaeli /TURKIYE  T+902626795000  F+9026267950 01  www.ume.tubitak.gov.r




Sayfa 18 /21

TUBITAK
ULUSAL METROLOJI ENSTITUSU

UME (RM
1008

Ek 3. Uzun Donem Kararliik Calismasi Grafikleri
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Ek 4. Kullanim Kararliigi Caligmasi Grafigi
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Sekil A4.1. CRP dondur/¢géz dénguleri igin kararhlik grafigi
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Ek 5. Olgiim Yénteminin Detaylari

Karakterizasyon Olgiim Metodunun Kisa Agiklamasi

Peptit safsizlik tayini icin, 0,1 mol/L HCI ¢o6zeltisinde 20 pmol/L CRP ¢odzeltisi gravimetrik olarak
hazirlanir. Herbiri 1,25 mol/L, 2,5 mol/L, 5 mol/L, 10 mol/L, 20 mol/L ve 40 umol/L C-Reaktif Protein es
degerinde Prolin, Valin, Fenilalanin, Lésin ve Alanin amino asitlerini iceren standart kalibrasyon
cozeltileri hazirlanir. 20 pmol/L peptit esdegerinde izotoplu Prolin, Valin, Fenilalanin, Lésin ve Alanin
aminoasitlerinden izotoplu standart ¢ézelti hazirlanir. izotoplu standart ¢ézeltinin érnek ve kalibrasyon
cozeltileri ile karistiriimasi ile sirasiyla érnek ve standart bilesimler gravimetrik olarak hazirlanir. Ornek
ve standart bilesimleri cam hidroliz tliplerine aktarilir, gaz fazi hidroliz cihazinda (ELDEX) vakum altinda
ugurulur. Kurutulmus ornekler %1 fenol iceren 6 mol/L “constant-boiling HCI™” ile 130 °C’de 24 saat
hidroliz edilir. Hidroliz sonrasi 6rnekler, 200 yL 100 mM HCI ile ¢oziillir ve propyl kloroformat (PCF) ile
turevlendirilir. Hazirlanan galisma standartlari, Dionex Ultimate 3000 UPLC ve Orbitrap Q-Exactive HF-
X HR-MS kullanilarak analiz edilir. Analiz sonrasi her bir analite ait derisimler cihazin yazilimina girilerek
dis kalibrasyon grafigi olusturulur. Peptit 6rneklerindeki (Leu, ILeu, Pro, Val, Gly ve Ala) kitle kesirleri,
calisma standart ¢ozeltileri ile olusturulan kalibrasyon grafikleri kullanilarak hesaplanir. Hesaplamada
peptit ornekleri icin gravimetrik olarak hesaplanmis olan seyreltme faktori degerleri de cihazin
yazilimina veri olarak girilir. Cihaza ait yazihm kullanilarak peptit molekilindeki molalite degerleri
hesaplanir.

LC-MS Analizi

Hazirlanan ¢alisma standartlari, Dionex Ultimate 3000 UPLC ve Thermo Q-Exactive HF-X Orbitrap
cihazlarindan olusan LC-HR-MS sistemi ile analiz edilmigtir. Deneyler, Phenomenex EZ:faast 4y AAA
kolonu (250 mm x 2 mm i.d) kullanilarak gercgeklestiriimistir. Mobil faz olarak 10 mmol/L amonyum
format iceren 50:50 metanol:H,O ve 10 mmol/L amonyum format igceren metanol kullaniimistir. LC
gradyan programi Tablo A5.1'te verilmigtir. Kolon sicakligi 30 °C ve enjeksiyon hacmi 10 yL olarak
ayarlanmistir. Kitle spektrometresi analizi, PCF tiretiimesini takiben Full MS modunda
gercgeklestirilmistir. Amino asitler icin MS parametreleri Tablo A5.2'de sunulmaktadir.

Tablo A5.1. Aminoasit Analizi igin LC Gradyan Programi

Zaman Mobil Faz Mobil Faz Akis Hizi

(dakika:saniye) % A % B (ML/min)
0:00 65 35 250
12:00 45 55 250
12:10 0 100 250
17:00 0 100 250
17:10 65 35 250
22:00 65 35 250
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Tablo A5.2. MS (Mass Spectrometer) Parametreleri

Tarama Full MS
Tarama Baslangi¢ 100 m/z
Tarama Bitis 500 m/z
Polarite Positive
AGC Hedef 3E6
Maks. Enjeksiyon Siiresi 200 ms
Sheath Gaz Akis 45
Sweep Gaz Akis 2
Sprey Gerilim 3,50 kV
Kapiller Derecesi 250 °C
Aux Gaz Sicakhk 300 °C
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