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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

Am Olglim sonucu ile sertifikalandirilan deger arasindaki fark

ANOVA Varyans Analizi (Analysis of Variance)

APCI Atmosfer Basinci Kimyasal iyonlagsma (Atmospheric Pressure Chemical lonization)

CRM Sertifikall Referans Malzeme (Certified Reference Material)

df/ vy, Serbestlik Derecesi

HPLC Yuksek Basarimli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography)

D MM o L Chromatgtepny Tandom 12ss Spechoscony)

ID-LCMS Izotop Seyreltme Sivi Kromatografi Kitle Spektroskopi

IS ic Standart

ISO Uluslararasi Standartlar Orgiitlenmesi (International Standards Organisation)

k Kapsam Faktori

M Shetween Gruplar Arasi Kareler Ortalamasi

M Suithin Grup Igi Kareler Ortalamasi

NIST Ulusal Standartlar ve Teknoloji Kurumu-ABD (National Institute for Standards and
Technology- USA)

NIST SRM NIST tarafindan Uretilen Standart Referans Malzeme

RSDstan Kararlilik Verisine ait Bagil Standart Sapma

S Standart Sapma

Sbb Uniteler Arasi Standart Sapma

Sl Uluslararasi Birimler Sistemi

SRM Sertifikall Referans Malzeme

SS Karelerin Toplami

U Olg;_ijm sonucu ile sertifikalandirilan deger arasindaki farka ait bilesik standart
belirsizlik

U Olgum sonucu ile sertifikalandirilan deger arasindaki farka ait genigletilmis belirsizlik

Ubb Olasi Uniteler arasi heterojenlige baglh standart belirsizlik

ul Mejcot. tglfrarlanabilirligi tarafindan gizlenmis olabilecek heterojenligin standart
belirsizligi

Uchar Karakterizasyon ¢alismasina ait belirsizlik

Ucrm SRM'ye ait bilesik standart belirsizlik

Usts Kisa Donem Kararlihik Calismasina ait bilesik standart belirsizlik

Uts Uzun Dénem Kararlilik Calismasina ait bilesik standart belirsizlik

Uneas Olglim belirsizligi

Ucrm SRM'ye ait genigletilmis belirsizlik

Xi Her bir tekrara ait zaman dilimi

X Tdm zaman degerlerinin ortalamasi

X Raf émru
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OZET

Sertifikall Referans Malzeme (SRM) kullanimi izlenebilirlik saglanmasinin araglarindan biri olarak
Olcim kalitesinin artmasina katki saglar. Serumda vitamin D miktar tayini tani amaciyla siklikla
yapiimakta, tespit edilen derisime gore tedavi uygulanmaktadir. D vitamini eksikligi/fazlahgi, kandaki
vitamin D metabolitleri; 25-hidroksi vitamin D, ve 25-hidroksi vitamin Dz miktari élgimu ile tespit edilir.

Diinyada, bu o6l¢gimlerde kullanilabilecek, serum matrisinde vitamin D metabolitleri sertifikali referans
malzemesi sinirh sayida bulunmaktadir. Projenin amaci, UME CRM 1308; “Liyofilize Serumda 25-
hidroksi vitamin D, ve 25-hidroksi vitamin Dz Derisimi” SRM’si Uretimi ve sertifikalandiriimasidir.
Uretilen SRM ile klinik laboratuvarlarda serumda vitamin D élgimlerinin S| birimlerine izlenebilirligi
saglanabilmektedir.

Bu sertifikalandirma raporu, 1ISO Guide 34’'e ™M gére UME CRM 1308 kodlu SRM'nin uretimi,
sertifikalandiriimasi ve bu slrecte yapilan ¢alismalara ait detaylar icermektedir. Raporda, UME CRM
1308 Uretim ve analiz surecleri, homojenlik, kararlilik ve karakterizasyon calismalarina ait bulgular,
istatistiksel degerlendirmeler ve yorumlar sunulmus, olcim belirsizligi buitcesi ISO/IEC Guide 98-3
“Uncertainty Measurement-Part 3. Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement
(GUM:1995)” dokiimanina @ uygun olarak belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. UME CRM 1308 icin sertifikalandirilan degerler ve belirsizlik degerleri

e ey pie Kiitle Kesril Ucrmi@ Derigiml®! Ucrm 22
Olgciilen Biiyukliik
¢ y [ng/g] [ng/g] [ng/mL] [ng/mL]
L|yof|I|_ze S(_erumda 2.5—.h|(_jrok3| 4997 2.86 51.00 2.92
vitamin D, Derigimi
Liyofilize serumda 25-hidroksi 48,76 2.59 4976 2.65

vitamin D3 Derigimi

[1] Sertifikalandinlmis degerler iki Gnite CRM’den iki farkli giinde ID-LCMS teknidi ile elde edilen 6 Olgim sonucunun
ortalamasidir. Olgiim sonuglari ve belirsizlikleri Uluslararasi Birimler Sistemi’'ne (Sl) izlenebilirdir.

[2] Sertifikalandinlmis dedere ait belirsizlik homojenlik, kararliik ve karakterizasyon bilesenlerini icermektedir.
Sertifikalandirilan degerler igin belirsizlik, standart belirsizligin normal dagilim igin yaklasik % 95 glvenilirlik seviyesini
saglayan k = 2 kapsam faktori ile garpiminin sonucudur. Standart 6lglim belirsizligi GUM “Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurement” dokiimanina uygun olarak belirlenmistir.

[3] Sertifikalandirilan degerler ve belirsizlikleri malzemenin 22 °C’de dl¢timis yogunlugu (1,0206 g/mL) kullanilarak kitle
kesri’'nden (ng/g) hesaplanmigtir.

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




TUBITAK UME CRM
ULUSAL METROLOJI ENSTITUSU 1308

Sayfa 5/29

GiRiS

Vitamin D’nin aktif formu vicutta kalsiyum seviyesinin kontroliine yardimci olur. Bilindigi gibi kalsiyum
ve fosfat vicutta kemik ve dis yapiminda kullanilir. Vitamin D, sut, balik vb. gibi ¢esitli besinler yoluyla
alinabilecegi gibi glines 15131 yoluyla vicutta da sentezlenebilir. Hem eksikligi (6rnegdin kemik erimesi),
hem fazlaligi, (6rneg@in bébrek tasi olusumu) her yas grubunda gézlenebilen cesitli saglik sorunlarina
neden olmaktadir B4, Vitamin D’nin yeterli oranlarda alinmasinin gesitli kanser tiirlerine yakalanma
riskini azaltabilecegi raporlanmistir 51, Serumda vitamin D metabolitleri miktar tayini siklikla kullanilan
tibbi tani araglarindan biridir ve bu alanda dlgiimlerin kalitesi gok dnemlidir.

UME CRM 1308 SRM’sinde, liyofilize at serumunda 25-hidroksi vitamin D, ve 25-hidroksi vitamin D3
derisimleri sertifikalandiriimistir. Bu raporda UME CRM 1308 SRM'sinin uretim ve sertifikalandirma
suregleri sunulmus ve yapilan c¢alismalara ait teknik bilgi, veri ve istatistiksel analizler detayl bir
sekilde verilmigtir. UME CRM 1308 LC-MS, LC-MS/MS ve HPLC-UV ol¢imlerinin izlenebilirligi ve
kalite kontroliinU saglamak igin Uretilmistir.

UME CRM 1308'’in ISO 15194 standardina gore sistematik tanimlamasi "Sertifikall Referans Malzeme
UME CRM 1308 — Liyofilize At Serumunda 25-hidroksi Vitamin D, ve 25-hidroksi Vitamin D3"t0r.

Kimyasal Yapisi

HO\\\\\“

Kisa ismi 25-hydroxy vitamin D> 25-hydroxy vitamin D3
IUPAC ismi (1S,32)-3-[(2E)-2- (1S,32)-3-[(2E)-2-
[(1R,3aS,7aR)-1-[(E,2R,5S)-6- [(1R,3aS,7aR)-1-[(2R)-6-
hydroxy-5,6-dimethylhept-3-en-  Hydroxy-6-methylheptan-2-yl]-
2-yl]-7a-methyl-2,3,3a,5,6,7- 7a-methyl-2,3,3a,5,6,7-
hexahydro-1H-inden-4- hexahydro-1H-inden-4-
ylidene]ethylidene]-4- ylidene]ethylidene]-4-
methylidenecyclohexan-1-ol methylidenecyclohexan-1-ol
Kimyasal Formdil C28H4402 C27H4402

Sekil 1. Vitamin D metabolitlerinin belirli 6zellikleri

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




TUBITAK

Sayfa 6/29

ULUSAL METROLOJI ENSTITUSU

UME (RM
1308

KATILIMCILAR

istanbul Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisi'nde gergeklestirilen malzeme isleme faaliyeti haricinde
UME CRM 1308'in tiim Uretim ve sertifikalandirma asamalari TUBITAK UME’de gerceklestiriimistir.

ilave veri olusturmak amaciyla alaninda uzman laboratuarlara da (Tablo 2) Uretilen malzemenin

analizleri yaptiriimig ve dlgim sonuglari bu raporda bilgi amacli olarak verilmistir (Ek 4, Tablo 29).

Tablo 2. Projede yer alan katilimci kuruluglar ve is tanimlari

Katihmci is Tanimi
Acibadem Labmed Kilinik Laboratuvari
Klaguk Camlica Mah. Ord. Prof. Fahrettin Kerim Gokay Cad. No: | Laboratuvarlar Arasi

49 Uskiidar
ISTANBUL/TURKIYE

Karsilastirma Calismasi

Duzen Laboratuvarlari

Tunus Cad."No:95 Kavaklidere
ANKARA/TURKIYE

Laboratuvarlar Arasi
Karsilastirma Calismasi

Ghent University

Laboratory of Analytical Chemistry,
Faculty Pharmaceutical Sciences
Ghent University

Harelbekestraat 72 9000
GHENT/BELCIKA

Laboratuvarlar Arasi
Karsilastirma Calismasi

istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Fikret Biyal Merkez Arastirma Laboratuvari

istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Yerleskesi
Kocamustafapasa Cad. No: 53 Cerrahpasa 34098
ISTANBUL/TURKIYE

Laboratuvarlar Arasi
Karsilastirma Calismasi

Pendik Veteriner Arastirma Enstitlsu
Bati Mah. Erol KAYA Cad. No:1 34890
ISTANBUL/TURKIYE

Malzeme isleme

TUBITAK UME

TUBITAK Gebze Yerleskesi, Dr. Zeki Acar Cad. No.1, 41470

KOCAELI/TURKIYE

Proje Yonetimi ve

Sertifikalandirma
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MALZEME ISLEME

UME CRM 1308, endojen olarak 25-hidroksi vitamin Dz iceren at serumuna 25-hidroksi vitamin D; ve
25-hidroksi vitamin Ds eklenerek hazirlanmigtir. At serumu Biochrom AG (Almanya), 25-hidroksi
vitamin D> ve 25-hidroksi vitamin D3 analitleri Sigma-Aldrich (ABD) firmalarindan temin edilmigtir.

Elde edilen serum ¢o6zeltisi, hacmi yaklasik 2 mL olacak sekilde amber cam Unitelere siselenmigtir.
Dolum sirasi etiketleme yapilarak kayit altina alinmigtir. Toplam 500 Unite Gretilmigtir. Tim Gniteler
ayni anda liyofilize edilmistir. Siselerin dnce vakum altinda i¢ kapaklari kapatiimis ve liyofilizatérden
cikarildiktan sonra vida kapaklari takilmistir.

Uniteler icerisinden, homojenlik degerlendirmesi, kararlilik ¢alismalari ve karakterizasyon gibi tretim
surecinin farkli agsamalari icin kullanilacak olan Uniteler, kullanilacagi surecin gerektirdigi kogullarda
saklanmak Uzere tabakall rastgele nunume secimi (TRaNS)® yazilimi kullanilarak segilmis ve diizenli
sicaklik kontroll yapilarak muhafaza edilmigtir.

HOMOJENLIK

25-hidroksi vitamin D, ve 25-hidroksi vitamin Ds'Un sertifikalandiriimasinda Uniteler arasi
heterojenligin belirlenebilmesi igin toplam Unite sayisinin kiip kdki alinarak belirlenen sayinin 10’dan
kiguk olmasi dolayisiyla 10 tnite UME CRM 1308 TRaNS®! yazilimi kullanilarak segilmistir.

Homojenlik analizi ID-LC-MS/MS yoéntemi ile gergeklestiriimistir (Tablo 3). Yontem detaylari Ek 1’de
verilmistir. Homojenlik tespiti icin yapilan dlgiimler, tekrarlanabilirlik kosullari altinda gergeklestiriimistir
Sonuglar Grafik 1'de verilmistir. Homojenlik galismasina ait dlgim sonuglari ile baglanim (regresyon)
analizi yapilmigtir (Tablo 4). Baglanim egrisinin egimi t-testi ile % 95 guvenilirlik seviyesinde
incelendiginde dolum veya analiz sirasindan kaynakli herhangi bir istatistiksel anlamhliga
rastlanmamigtir (Tablo 5).

Aykiri deger igin Grubbs’ Testi yapilmis ve herhangi bir aykiri dedere rastlaniimamistir.

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




Sayfa 8/29

TUBITAK
ULUSAL METROLOJI ENSTITUSU

UME (RM
1308

25-hidroksi vitamin D,

55
5 53
g 51
= L 3= e 4 4o ¥ —+® 4
é 49
s 4 y =0,00096x + 49,93
=
X 45

0 100 200 300 400 500
Unite Numarasi
25-hidroksi vitamin D3

55
o 53 -
=
E 51 1
(7]
e 49 e o * Sy .
S 47 -
2 y =0,00061x + 48,444

45 T T T T |

0 100 200 300 400 500

Unite Numarasi

Grafik 1. Homojenlik caligsmasi sonuglari
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Tablo 3. Homojenlik ¢alismasi sonugclari
Kiitle Kesri
Unite Numarasi [ng/g]
25-hidroksi vitamin D2 25-hidroksi vitamin D3
10 50,22 48,66
137 50,73 48,11
220 49,79 48,28
303 50,02 48,74
404 50,81 48,81
453 50,15 48,82
488 50,28 48,64
91 49,37 48,61
202 50,04 48,76
389 50,53 48,67

Tablo 4. 25-hidroksi vitamin D, analiti icin homojenlik 6lgim sonuglarina ait ANOVA bulgulari

- Ortalama Varyans
Unite Numarasi Tekrar Sayisi [ng/g] [ng{/gz]
10 2 50,22 0,01
137 2 50,73 0,86
220 2 49,79 0,00
303 2 50,02 0,25
404 2 50,81 0,03
453 2 50,15 0,16
488 2 50,28 0,01
91 2 49,37 0,00
202 2 50,04 0,02
389 2 50,53 0,17
ANOVA
Varyans Kaynagi SS df MS F Furit
Gruplar Arasinda 3,39 9 0,38 2,51 3,02
Gruplar iginde 1,50 10 0,15
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Tablo 5. 25-hidroksi vitamin Dz analiti icin homojenlik 6lgcim sonugclarina ait ANOVA bulgulari
- Ortalama Varyans
Unite Numarasi Tekrar Sayisi [ng/g] [ng)zllgz]
10 2 48,66 0,36
137 2 48,11 0,67
220 2 48,28 0,01
303 2 48,74 0,01
404 2 48,81 0,87
453 2 48,82 0,02
488 2 48,64 0,11
91 2 48,61 0,05
202 2 48,76 0,06
389 2 48,67 0,00
ANOVA
Varyans Kaynagi SS df MS F Frrit
Gruplar Arasinda 0,97 9 0,11 0,50 3,02
Gruplar iginde 2,17 10 0,22

MSpetween < MSuitnin, 0ldugu durumlarda Uniteler arasi rastgele dagilim (sw,) hesaplanamaz. Bunun yerine
yontem tekrarlanabilirligince gizlenmis Uniteler arasi standart belirsizlik (u*w) asagdidaki gibi

hesaplanir:
o= MSyithin 4| 2
bb=
n OMS,ithin

Bu calisma bulgularina ait u*y, degeri 25-hidroksi vitamin D i¢in 0,52 ng/g ve 25-hidroksi vitamin D3
icin 0,47 ng/g olarak tespit edilmigstir.

ANOVA bulgulari dolumdan gelen bir egilimin olmadigina isaret etmektedir (25-hidroksi vitamin D; igin
F = 2,51 < Fuit = 3,02 ve 25-hidroksi vitamin D3 i¢in F = 0,50 < Fyir = 3,02).
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KARARLILIK

UME CRM 1308 icin iki farkli kararlilik ¢alismasi yurataimustar. Kisa dénem kararlilik nakliye
sartlarini ve uzun dénem kararlilik depolama kosullarini temsil etmek lzere gergeklestirilmistir.

Kisa Donem Kararlilik Sonuclari

Kisa dénem kararlilik testi icin 52 (26’s1 yedek) Gnite UME CRM 1308 ve uzun dénem karalilik testi
icin 36 (18’i yedek) Unite UME CRM 1308 kullanilarak yapilmistir. Numuneler TRaNS yazilimi ile
belirlenmigtir.

Kisa dénem kararlilik galismalari icin test edilen sicakliklar: -20 °C, 4 °C ve 25 °C ve sureler: 1, 2, 3 ve
4 hafta olarak belirlenmistir. Her bir sicaklik ve zaman noktasi i¢in 4 Unite, test sicakligina, referans
nokta icin ise 4 Unite, referans sicaklik olarak secilen (-80 £ 3) °C’ye yerlestiriimistir. Her hafta
CRM’den 4 unite referans sicakliga aktariimistir. 4 haftalik stre tamamlandiginda referans sicakliga
transfer edilen butin Uniteler, referans olarak kullanilacak Uniteler ile birlikte tekrarlanabilirlik kosullari
altinda analiz edilmistir. Analizler detaylari Ek 2’de verilen ID-LCMS/MS yontemi ile yapilmistir. Kisa
dénem Kkararlihik calismasinda kullanilan Unitelerin numaralari, test sicakliklari ve test sureleri
Tablo 6'da her iki analit igin verilmistir. Sonuglar (Tablo 7) her bir test sicakligi icin ayri ayri
degerlendirilmigtir (Tablo 8 ve Tablo 10). Elde edilen sonuclara “Grubbs’ Testi” uygulanmis ve aykiri
deger olmadigi gdzlenmistir.

Buna ek olarak, derigsimin sicaklik ile degisimini incelemek icin her bir sicaklik igcin ayri ayr
degerlendirme yapilmigtir. Baglanim egrileri istatistiksel anlamlilik agisindan incelendiginde, tim
segilen sicakliklar i¢cin baglanim egrisine ait edimin sifirdan ¢ok farkl olmadigi gézlenmistir (% 95
guvenilirlik seviyesinde 25-hidroksi vitamin D- igin Tablo 9 ve Grafik 3, 25-hidroksi vitamin Ds igin
Tablo 11 ve Grafik 4).
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Tablo 6. Kisa dénem kararlilik calismasina ait es zamanli izleme (isochronous setup) verisi

Unite Numarasi Sicaklik Zaman
[°C] [Hafta]

402 -80 0
464 -80 0
492 -20 1
6 -20 1
15 -20 2
288 -20 2
301 -20 3
25 -20 3
31 -20 4
305 -20 4
46 4 1
322 4 1
61 4 2
327 4 2
335 4 3
69 4 3
75 4 4
352 4 4
90 25 1
361 25 1
370 25 2
103 25 2
383 25 3
104 25 3
388 25 4
116 25 4
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Tablo 7. Kisa donem kararlilik ¢galismasi sonuglari

Kiitle Kesri
[ng/g]
Zaman . L ] . .. .
[Hafta] 25-hidroksi vitamin D> 25-hidroksi vitamin D3
-20°C 4°C 25°C -20°C 4°C 25°C
0 50,33 50,33 50,33 48,95 48,95 48,95
0 50,14 50,14 50,14 48,28 48,28 48,28
1 50,59 50,76 50,19 48,82 49,01 48,49
1 50,23 50,39 50,01 48,14 48,24 49,03
2 50,23 50,29 49,65 48,95 49,03 48,43
2 49,33 49,83 50,07 48,23 49,21 48,75
3 50,17 49,61 50,66 49,14 48,37 48,26
3 50,66 50,24 50,75 48,75 48,21 48,80
4 50,17 50,71 50,00 48,66 48,69 47,82
4 50,37 50,59 50,67 48,92 48,34 48,78
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25-hidroksi vitamin D,
Kisa Donem Kararlilik Verisi (- 20 °C)

60
= 55 -
R
E 50 & L 4 $ ¢ —
g
@ 49
8 40
35 - y=0,0077x + 50,20
30 T T T 1
0 1 2 3 4
Zaman [Hafta]
25-hidroksi vitamin D,
Kisa Donem Kararhlik Verisi (4 °C)
60
= 55
2 sne—= * s —*
E
& 45
8 40 -
35 y = 0,018x + 50,25
30 T T T 1
0 1 2 3 4
Zaman [Hafta]
25-hidroksi vitamin D,
Kisa Donem Kararlilik Verisi (25 °C)
60 |
z 55 -
E 50— —¢——*—#
E
& 40
S 40 -
o y = 0,081x + 50,08
35 -
30 T T T 1
0 1 2 3 4

Zaman [Hafta]

Grafik 2. 25-hidroksi vitamin D2 kisa donem kararlilik verisi ile
farkh sicakliklar i¢in hazirlanmig baglanim egrileri
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Tablo 8. 25-hidroksi vitamin D, kisa dénem kararlilik dl¢im sonuglarina ait ANOVA bulgulari
Saklama Sicakhgi Ortalama Varyans

°C] Tekrar Sayisi (ng/g] [ng?/g?]

-80 2 50,23 0,02

-20 8 50,22 0,16

4 8 50,30 0,17

25 8 50,25 0,16

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F Furit
Grup ici 0,03 3 0,01 0,064 3,05
Gruplar arasi 3,46 22 0,16

Tablo 9. 25-hidroksi vitamin D» kisa dénem kararlilik galismasina ait istatistiksel analiz bulgulari

Istatistiksel Parametreler -20°C 4°C 25°C
Egim 0,0078 0,018 0,081
Egim / sp 0,086 0,086 0,079

istatistiksel anlamhilik (%95 giivenilirlik seviyesi) - - -

Usts [ng/g] 0,0017 0,0017 0,0017
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25-hidroksi vitamin D,
Kisa Dénem Kararhlik Verisi (- 20 °C)
60
= 55
2
g 50
< e +—— o
@ 40
& 40
35 y = 0,082x + 48,52
30 T T T 1
1 2 3 4
Zaman [Hafta]
25-hidroksi vitamin D,
Kisa Dénem Kararlilik Verisi (4 °C)
60
= 55
2
j=2]
-g- %0 4 $ * * *
& 4
& 40
35 y=-0,053x+ 48,74
30 T T T 1
1 2 3 4
Zaman [Hafta]
25-hidroksi vitamin D,
Kisa Dénem Kararhlik Verisi ( 25 °C)
60
— 55
2
280y 4 4 4 4
g
&
a8 40
35 y=-0,086x+ 48,73
30 T T T 1
1 2 3 4
Zaman [Hafta]

Grafik 3. 25-hidroksi vitamin Dz kisa donem kararlilik verisi ile
farkh sicakliklar i¢in hazirlanmis baglanim egrileri
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Tablo 10. 25-hidroksivitamin D3 kisa dénem kararlilik 6lgim sonugclarina ait ANOVA bulgulari

Saklami Sicakhgi Tekrar Sayisi Ortalama Var;ganzs
[°C] [ng/g] [ng*/g]
-80 2 48,61 0,22
-20 8 48,70 0,12
4 8 48,64 0,16
25 8 48,54 0,15
ANOVA
Varyans Kaynagi SS df MS F Furit
Gruplar Arasinda 0,10 3 0,03 0,23 3,05
Gruplar iginde 3,23 22 0,15

Tablo 11. 25-hidroksi vitamin D3 kisa dénem kararlilik calismasina ait istatistiksel analiz bulgulari

istatistiksel Parametreler -20°C 4°C 25°C
Egim 0,082 -0,053 -0,086
Egim / Sp 0,078 0,090 0,083
istatistiksel anlamhilik (%95 giivenilirlik seviyesi) - - -
Usts [ng/g] 0,0017 0,0019 0,0026

UME CRM 1308 ornekleri sicakhgin 25 °C'yi, stirenin 4 haftayi gegmemesi ve 1s1da maruz kalmamasi
kosulu ile son kullaniciya herhangi bir soguk uygulama yapmadan saglikli bir sekilde ulastirilabilir.

Uzun Donem Kararlilik Sonuclari

Uzun dénem kararlilik calismalari igin, toplam 36 (26’s1 yedek) Gnite UME CRM 1308 TRaNS yazilimi
ile secilmistir. Es zamanli izleme (isochronus) yontemi dogrultusunda, bu galisma igin secilen érnekler
uzun dénem kararllik test sicakhigi olarak belirlenmis olan (-20 £ 4) °C’ye konmustur. 8 ay boyunca
her ay 4 Unite referans sicakliga (-80 + 3) °C aktarilmis ve slre sonunda butin Unitelerin analizi
tekrarlanabilirlik kosullar altinda yapilmistir. Olglimler, dolum sirasindan farkli bir siralama ile
gercgeklestirilmigtir. Analizler, Ek 2’de raporlanan deney ve cihaz parametreleri kullanilarak, ID-LC-
MS/MS teknigi gerceklestiriimistir. Bu teknikte her bir Uniteden iki paralel érnek hazirlanarak 6lgim
alinmistir. Sonuglar Tablo 12’de verilmistir.

Elde edilen veri istatistiksel olarak incelenmistir (Tablo 13). Aykiri deger tespiti icin Grubbs’ testi
uygulanmig ve herhangi bir aykiri degere rastlaniimamistir.
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Tablo 12. Uzun dénem kararlilik galismasi 6lgiim sonuglari

) Kiitle Kesri
Unite Zaman [ng/g]

Numarasi [ay] 25-hidroksi vitamin D. 25-hidroksi vitamin Ds
283 0 50,33 48,95
53 0 50,14 48,28
380 1 50,00 48,49
20 1 50,37 48,92
468 2 50,23 49,40
336 2 50,65 49,31
68 3 49,39 48,17
434 3 49,87 48,59
119 4 49,51 48,98
204 4 49,96 49,05
258 5 49,86 48,64
310 5 50,70 48,79
225 6 49,66 48,72
156 6 50,47 48,38
351 7 49,94 48,83
139 7 49,99 48,89
474 8 49,83 48,92
56 8 50,22 49,03
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(6}
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Derigim [ng/g]
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25-hidroksi vitamin D,
Uzun Dénem Kararhlik Verisi (- 20 °C)

¢ o+ ¢ ¢ - 9

y=-0,027x + 50,17

Zaman [Ay]
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25-hidroksi vitamin D,
Uzun Dénem Kararlilik Verisi (-20°C)

Derisim [ng/g]
=N
o
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o
I

w
@]

Zaman [Ay]

Grafik 4. Uzun dénem kararlilik verisi ile hazirlanmis baglanim egrileri

Tablo 13. Uzun dénem kararlilik verisinin istatistiksel degerlendirmesi

. Deger

Istatistiksel Parametreler

25-hidroksi vitamin D2 25-hidroksi vitamin Ds

Egim -0,027 0,010
Egim / sp 0,033 0,035
istatistiksel anlamlilik
(% 95 giivenilirlik seviyesi)
Uis [3 yil] [ng/g] 1,19 1,08

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




TUBITAK UME CRM
ULUSAL METROLOJI ENSTITUSU 1308

Sayfa 20/29

Zamana karsi cizilen derisim grafiginin ediminin sifirdan ¢ok farkh olmadig1 (Grafik 4) géralmustir.
istatistiksel olarak % 95 giivenilirlik seviyesinde degerlendirildiginde egimde istatistiksel anlamlilik
olmadigi tespit edilmistir (Tablo 13).

Uc yillik raf émri igin uzun dénem kararlilik élgiimlerinden gelen belirsizlik Uis asagidaki formdil
kullanilarak hesaplanmistir 21,

RSDstap

U= —— X
R’

Veri, malzeme icin (-20 £ 4) °C saklama sicakliginin uzun dénem muhafaza icin uygun oldugunu
gostermektedir. Sertifikalandirma sonrasi izleme yapilarak malzemenin kararliligi duzenli olarak
izlenecek ve sertifikasinin gecerliligi belirtilen raf 6mri sonrasi icin dogrulanacaktir.

KARAKTERIZASYON

UME CRM 1308 SRM'sinin karakterizasyonu, Sl birimlerine izlenebilirlik saglayan birincil ID-LCMS
teknigi ile yapilmigtir.

CRM adayinin 2 unitesi ID-LCMS teknigi ile dlgtilmustiir. i¢ standart olarak ID-LCMS metodu igin
izotop etiketli 25-hydroksi vitamin D,-ds ve 25-hydroksi vitamin Ds-ds (Medical Isotope Laboratories,
Inc., USA) kullanilmigtir. Liyofilize numune 2 mL deiyonize su iginde ¢éziulmustir. Cihaz ve kullanilan
yonteme iliskin ayrintilar Ek 1'de sunulmustur. iki farkli giinde her bir Gnite igin (¢ tekrarli dlglimler
yapilmistir. Sonuglar tablo 14'te verilmistir.

Tablo 1. Karakterizasyon ¢alismalari sonucu elde edilen ID-LCMS &lgiim sonuglari

Kutle Kesri
Unite Numarasi [ng/g]
25-hydroksi vitamin D> 25-hydroksi vitamin D3
100-1 49,66 49,27
100-2 50,18 48,49
100-3 49,93 48,51
70-1 50,13 48,74
70-2 49,47 49,21
70-3 50,44 48,36
Ortalama 49,97 48,76
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EK OLGUMLER

Ek olgimler ID-LCMS/MS ve HPLC-UV yontemleri ile de gerceklestiriimistir, ancak elde edilen
sonugclar deger atamasi igin kullaniimamistir.

Her iki teknik ile 10 Unite analiz edilmistir. i¢ standart olarak sirasiyla ID-LCMS/MS ve HPLC-UV
metotlari icin izotop etiketli 25-hydroksi vitamin D;-d; (Medical Isotope Laboratories, Inc., USA) ve
dodecanophenone (Sigma-Aldrich, USA) kullaniimigtir. Liyofilize numune 2 mL deiyonize su iginde
¢ozulmuistiar. Cihazlar ve kullanilan yontemlere iligskin ayrintilar Ek 2 ve Ek 3'de sunulmustur. Her iki
yontemle, her bir Uniteden iki tekrarli olgim yapilmistir. Sonuglar Tablo 15 ve Tablo 16’da

sunulmaktadir.

Tablo 15. ID-LCMS / MS ile elde edilen élgiim sonuglari

Kiitle Kesri
Unite Numarasi [ng/g]
25-hydroksi vitamin D2 25-hydroksi vitamin D3
152 49,85 49,34
202 50,04 48,76
389 50,86 48,53
455 50,23 49,04
41 49,78 49,09
208 48,95 48,81
282 50,02 48,56
344 51,09 49,15
368 50,58 48,87
499 49,50 48,33
Ortalama 50,09 48,85

Tablo 16. HPLC-UV ile elde edilen 6lgim sonuglari

Kiitle Kesri
Unite Numarasi [ng/g]
25-hydroxy vitamin D2 25-hydroxy vitamin D3
379 48,73 48,49
71 48,52 47,76
142 48,57 49,05
377 48,50 48,74
334 48,68 49,22
19 49,17 48,56
180 48,64 48,75
470 48,18 48,58
130 48,66 48,47
426 48,23 48,64
Ortalama 48,59 48,63
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Aday sertifikali referans malzemesi ayni zamanda laboratuarlar arasi ¢alisma kapsaminda yetkin
laboratuarlarca da analiz edilmistir. Bu ¢alismada ISO 34 kilavuzuna uygun olarak akredite ya da
referans yontem kullanan laboratuvarlar segilmistir. Bu galismanin sonuglari Ek 4, Tablo 29'da
sunulmaktadir.

Kalibreli pipet ve terazi ile ¢6zinmus malzemenin yogunlugu 22 °C’de Olgulmustir. Yogunluk dlgim
sonucu 1,0206 g/mL’dir.

OZELLIK DEGERLERI VE BELIRSIZLIKLERININ ATANMASI

Sertifikalandirilan deger, Sl'ya izlenebilir birincil metot olarak kabul edilen ID-LC-MS teknigi ile elde
edilmis sonuclarin ortalamasindan belirlenmistir. Kullanilan metot TUBITAK UME kalite sistemi
gereklilikleri dogrultusunda gecerli kilinmistir.

Sertifikalandirilan degere ait belirsizlik, Uu, Uis V€ Uchar degerlerinin agirliksiz istatistiksel ortalamasidir.
Kisa dénem kararlilik testlerinden elde edilen belirsizlik degeri ihmal edilebilir seviyede oldugundan
hesaplamalarda ihmal edilmistir. Birlestiriimis ve genigletiimis Ucrm asagida verilen formul kullanarak
hesaplanmistir.

_ /2 2 .2
Ucrm=K . |UghartUpp+Ujts

Tablo 14. UME CRM 1308 igin belirsizlik bilesenleri

Belirsizlik Bileseni
Olgiilen Biiyiikliik [ng/g]
Unb Uits Uchar Ucrm
Liyofilize serumda 25-hidroksi vitamin D kiitle kesri 0,52 1,19 0,59 2,86
Liyofilize serumda 25-hidroksi vitamin D3 kiitle kesri 0,47 1,08 0,53 2,59

UME CRM 1308 serumda 25-hidroksi vitamin D igin sertifikalandiriimis deger;
(49,97 * 2,86) ng/g (k= 2, norm)

UME CRM 1308 serumda 25-hidroksi vitamin Ds igin sertifikalandiriimis deger;
(48,76 £ 2,59) ng/g (k =2, norm)

olarak raporlanmigtir.

UME CRM 1308’in sistematik tanimlamasi "Sertifikali Referans Malzeme (At Serumu; UME CRM
1308 — Liyofilize Serumda 25-hidroksi vitamin D, ve 25-hidroksi vitamin D3 tdr. 25-hidroksi vitamin D,
derisimi (rekonstute edilmis) c = 49,97 ng/g (U = 2,86 ng/g; k = 2), 25-hidroksi vitamin D3 derigimi
(rekonstite edilmis) ¢ = 48,76 ng/g (U = 2,59 ng/g; k = 2), U; SRM'nin kapsam faktori, k=2
kullanilarak genigletilmis dlcim belirsizligidir.
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IZLENEBILIRLIK

TUBITAK UME tarafindan gergeklestiriien tim UME CRM 1308 odlcimlerde NIST SRM 2972 “25-
Hydroxyvitamin D, and Ds Calibration Solutions” ve NIST SRM 972a Level 3 “Vitamin D Metabolites
in Frozen Human Serum?” kullaniimistir.

DEGIiSTIRILEBILIRLIK (COMMUTABILITY)

Bu referans malzeme insan serumda 25-hidroksi vitamin D, ve 25-hidroksi vitamin Ds’Gin LC-MS,
LC-MS/MS ve HPLC-UV yontemleri ile élgimleri icin metot performansinin kontroli ve metot gegerli
kilma (validasyonu) amaciyla kullanim icin Uretilmistir.

Malzemenin rutin in vitro teshis imdnolojik test ydntemleri ile degistirilebilirligini (commutability)
gosteren galisma yapilmamistir. Kullanicinin UME CRM 1308’ rutin in vitro teshis iminolojik test
yontemlerinde kalibrator olarak kullanabilmesi igin malzemenin degistirilebilir oldugunu gdsteren
calismayi yapmasi gerekmektedir.

KULLANIM TALIMATI

Kullanim Amaci

Bu malzeme serumda 25-hidroksi vitamin D, ve 25-hidroksi vitamin D3 tayininde kullanilan LC-MS,
LC-MS/MS ve HPLC-UV metotlarinin performansinin kontrolii ve metot gecgerli kilma ¢alismalarinda
kullanim amaciyla Uretilmigtir.

Uyqulama Kapsami

UME CRM 1308, insan serumunda LC-MS, LC-MS/MS ve HPLC-UV metotlari ile 25-hidroksi vitamin
D2 ve 25-hidroksi vitamin D3’Un derigimlerinin tayininde kullanima uygundur.

UME CRM 1308 insan serumunda 25-hidroksi vitamin D, ve 25-hidroksi vitamin Ds'Un immunolojik
test yontemlerinin kalibrasyonu icin kullanima malzemenin degistirilebilirligi (commutability) kullanici
tarafindan ispatlanmadigi takdirde uygun degildir.

Gilivenlik Uyarilari

Ham madde: at serumu (kaynagi: Almanya) Uretici (Biochrom) tarafindan mikoplazma icin test
edilerek steril stiztulmugstir (0,1um). Bu malzeme 67/548/EEC direktifine gore tehlikeli malzeme olarak
siniflandirimamaktadir. Toksisite testi yapilmamistir. Genel laboratuvar glvenlik dnlemleri gegerlidir.
Malzeme yalnizca in-vitro kullanima uygundur. Kullanim o6ncesi Guvenlik Bilgi Formu (GBF)
okunmaldir.

Saklama kosullari

Malzeme -20 °C ve altindaki sicakliklarda, kuru ve 1siksiz bir ortamda saklanmalidir. Sulandiriimis
UME CRM 1308 dogrudan gun 1s1gina veya UV isigina maruz birakilimamalidir. Kullanici buharlagma
veya siblimlesme ile su kaybina karsi 6énlem almalidir. TUBITAK UME, misteriye ait tesislerde

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




TUBITAK UME CRM
ULUSAL METROLOJI ENSTITUSU 1308

Sayfa 24 /29

depolanmalari sirasinda o6zellikle kapaklari agilmis olan referans malzemelerde meydana gelen
degisikliklerden sorumlu tutulamaz.

Malzemenin Kullanima Hazirlanmasi

Tam dnite icerigi, bir seferde asagida verilen protokol dogrultusunda deiyonize su ile ¢dzilerek
kullaniimahdir:

o UME CRM 1308 ve eklenecek deiyonize su oda sicakhidinda olmalidir ve ekleme déncesinde bir
saat terazi ile ayni ortamda tutulmalidir.

e Sise acilmadan 6nce icerigin dibe inmesi icin sise tabani masa veya tezgah Uzerine nazikce
vurulur.

o Vidali dis kapak aglilir, sise lastik i¢ tipa ile birlikte teraziye yerlestirilir ve darasi alinir. Sise dik
tutularak, lastik i¢ tipa yukariya dogru yavasca cekilir. Tipa hava oluklari géranir oldugunda
Unite ici basing ile dig basincin dengelenmesi icin kisa bir stire beklenir ve tipa nazikge cikarilir.
Tipa Uzerine ve eldivene yapisma ve tezgah Uzerine dokulme gibi kayiplari dnlemek icin dikkatli
olunmalidir. 2 mL su, kalibre edilmis bir pipet ile yavasca Uniteye temas ettiriimeden eklenir ve
tipa kapatilir.

e Su eklenip tipasi kapatiimig darasi alinmig sige tartilarak agirhgi (m) kaydedilir.

e TUBITAK UME’de analizi gergeklestirilen Unitelere eklenen ortalama su miktar asagida
verilmistir

Mor= (1,9787 £ 0,0200) g (k = 2, norm)

Eger m, mos/dan ¢ok farkh ise analit derisimi icin duzeltiimis deger asagidaki sekilde
hesaplanabilir:

ort

Duizeltilmis analit derisimi = Sertifikalandiriimig deger x

GCozme ve homojenlestirme igin sise, tipasi ve kapagi kapali sekilde nazikge calkalanmali, tipa
yuzeyine yapisik malzeme mevcut ise ¢ozunebilmesi icin Unite alt Ust pozisyona c¢evrilmeli, karisim
icinde ¢dzinmemis kati malzeme kalip kalmadigi kontrol edilmelidir. Goérinlir kati malzeme
kalmayincaya kadar karistirma islemine devam edilmelidir. Sulandirilarak kullanima hazirlanmis
malzeme muidmkin olan en kisa stre icinde kullaniimalidir. Sulandiriimis 6érnegin saklanmasinin
zorunlu olmasi durumunda, amaca uygun miktarlarda alt érneklere bolinerek -20 °C ve altindaki
sicakliklarda saklanmasi uygundur. Alt 6rneklerin konulacagi kaplar, buharlagma ve sublimlesme ile
su kaybina neden olmayacak ve i1sik gegirgenligi diisik olacak sekilde secilmelidir.

En Az Ornek Alim Miktari

Co6zulmis malzeme igin énerilen minimum 6rnek alim miktari 400 pL’dir.
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Sertifika Degerinin Kullanimi

Metot basariminin tespiti igin 6lglilen degerler, sertifikalandirilan deger ile kiyaslanabilir™®. Kiyaslama
yontemi kisaca asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Olgllen degerlerin ortalamasi ile sertifikalandirilan deger arasindaki fark hesaplanir (An).

e Olglim belirsizligi (Umess) ile sertifikalandirilmis degerin (ucrwm) belirsizligi birlestirilir:

— 2 2
Up= ’Umeas"'ucRM

e Genisletilmis olgim belirsizligi (U,), standart 6lcim belirsizliginin (ux), normal dagilim igin
yaklasik % 95 guvenilirlik seviyesini saglayan k = 2 kapsam faktori ile ¢arpilarak belirlenir.

Eger An < U, ise, Olgulen buyuklik ile sertifika degeri arasinda % 95 glvenilirlik seviyesinde anlaml
bir fark olmadigi sonucuna ulasilir.

TESEKKUR

Laboratuvarlar arasi karsilastirma galismasina katihm saglayan laboratuvarlara verdikleri destek igin
tesekkr ederiz.
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REVIZYON TARIHGESI

Tarih Aciklama

05.03.2015 | ilk yayin.

Malzeme yeni bir karakterizasyon ¢alismasi ile yeniden sertifikalandirildi.
“Degistirilebilirlik” ve “Uygulama Kapsami” bilgileri eklendi.

Yogunluk bilgisi eklendi, ng/mL biriminde hesaplanmig sertifikalandiriimis degerler
ve belirsizlikleri ilave edildi.

31.08.2016

EK 1: ID-LC-MS Teknigine ait Detaylar

Ornek 2 mL saf su (> 18 MQ) ile ¢dziilmustir. Bu numuneden 400 yL alinarak bir Eppondorf tiipline
aktariimistir. Daha sonra Utzerine 500 pL doymus tuz ¢dzeltisi ve 0,5 mg/L 25 hidroksi vitamin D,-d3
(IS) ve 25 hidroksi vitamin Ds-d3 (IS) ¢Ozeltisinden sirasiyla 400 uL ilave edilmistir. 10 s sireyle
vorteks ile karistirmanin ardindan érnek 4 dakika siire ile 12000xg ile santrif(ij edilmistir. Ust fazdan
200 pL ahnarak 200 uL saf su ile seyreltilip, vorteks ile karistirilmis ve bu karisimdan 100 yL LC-MS
sistemine enjekte edilmistir.

Tablo 15. LC-MS Cihazi Ozellikleri

Cihaz Adi Uretici Firma Model
HRMS Thermo Q Exactive Orbitrap
HPLC Thermo Ultimate 3000
HPLC column Phenomenex Luna PFP (150 mm x 2 mm i.d., 5.0 ym)

Tablo 16. LC Parametreleri

Degisken Degeri
Kolon Sicakhgi 30°C
Mobil Faz Metanol:Su (% 0,1 Formik asit) (82:18)
Akis Hizi 0,35 mL/min, Izokratik
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Tablo 20. MS Tarama Parametreleri

Analit AI|ko[r;r:kaikZ;man| MH+

25-hidroksi vitamin D3 7,64 383,3302
25-hidroksi vitamin Ds-ds 7,64 386,3486
25-hidroksi vitamin D 8,33 395,3302
25-hidroksi vitamin Ds-d3 8,33 398,3484

Tablo 21. MS Parametreleri

Parametre Deger
lonization Mode APCI +
Sheath Gas Flow Rate 35
Aux Gas Flow 10
Sweep Gas 0
Discharge Current (pA) 5

EK 2: ID-LC-MS/MS Teknigine ait Detaylar

Ornek 2 mL saf su (> 18 MQ) ile ¢dziilmustir. Bu numuneden 400 uL alinarak bir Eppondorf tiipline
aktariimistir. Daha sonra Gzerine 500 yL doymus tuz ¢dzeltisi ve 0,5 mg/L, 26,26,26,27,27,27, 25-
hidroksi vitamin D3-d6 (IS) 400 pL c¢ozeltilerinden sirasiyla ilave edilmistir. 10 s slireyle vorteks ile
karistirmanin ardindan érnek 4 dakika sire ile 12000xg ile santrifiij edilmistir. Ust fazdan 200 pL
alinarak 200 uL saf su ile seyreltilip, vorteks ile karistirimis ve bu karisimdan 100 yL LC-MS/MS

sistemine enjekte edilmistir.

Tablo 22. LC-MS/MS Cihazi Ozellikleri

Bilesen Adi

Uretici

Model

Triple Quadrupole LC-MS/MS

ZIVAK Technologies® | Tandem Gold

Dual HPLC pump

ZIVAK Technologies® | Tandem Gold

HPLC column

Phenomenex

Luna PFP (150mm x 2 mm i.d., 5.0 ym)

Degasser

ZIVAK Technologies® | Tandem Gold

Autosampler

ZIVAK Technologies® | Tandem Gold
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Tablo 23. LC Parametreleri

isim Deger
Kolon Sicakhgi Oda Sicaligi
Mobil Faz Metanol: Su (0,1% Formik asit) (82:18)
Akis Hizi 0,35 mL/dak, izokratik
Table 24. MS/MS Tarama Parametreleri
Analit A;:,ff;r:.a MH+ MS/MS [CV? DE’;']E”
[dakika]
25-hidroksi vitamin Ds 7,09 383,2 257,1 16 0,075
25-hidroksi vitamin Ds-ds 7,09 389,3 263,1 16 0,075
25-hidroksi vitamin D; 7,78 395,3 269,0 18 0,075
Tablo 25. MS/MS Parametreleri
Parametre Deger
lonization Mode APCI +
API Nebulizer Gas Pressure 50 psi
Dryer Gas Temperature, Pressure 300 °C, 20 psi
Vaporizer Gas Temperature, Pressure 350 °C, 12 psi
Scan Time 0.450 s
Shield Voltage + 600V
Corona Voltage 10V
Capillary Voltage 60 V
Detector + 1600 V
Collision Gas Pressure 2.25 mTorr
Chamber Temperature 65 °C
Mass Peak width 1.5amu
Quad 1 1,5amu
Quad 3 1,5amu
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EK 3: HPLC-UV Teknigine ait Detaylar

Cozinmus érnekten 400 uL tartilarak Eppendorf tiipe alindi. Uzerine 500 uL doymus tuz ve 400 pL
dodecanophenone (IS) ¢ozeltileri tartilarak eklendi. 10 s sire ile vorteksle karistirilan 6érnek 12000xg,
4 dakika sure ile ortam sicakliginda santrifij edildi. Santriftj sonrasi 200 pL Ust faz enjeksiyon vialine
alindi ve 50 pL’si HPLC UV sistemine enjekte edildi.

Tablo 26. HPLC-UV Cihazi Ozellikleri

Cihaz Adi Uretici Firma Model
Dedektor Thermo FINNIGAN® Surveyor
Ornekleyici Thermo FINNIGAN® Surveyor
Pompa Thermo FINNIGAN® Surveyor
Kolon ZIVAK Technologies® Vitamin D2/D3 (100 mm x 3 mm, 5,0 ym)

Tablo 27. HPLC Oto 6rnekleyici Sartlar

Oto Ornekleyici Sicakhg: 4°C
Enjeksiyon Hacmi 50 pL
Enjeksiyon Haznesi Hacmi 100 pyL

Tablo 28. LC Parametreleri

Kolon Sicakhgi Oda Sicakhgi

Mobil Faz Metanol:Asetonitril (70:30)
Dalga Boyu 264 nm

Akis Hizi 1 (mL/min), izokratik

EK 4: Laboratuvarlar Arasi Ortak Calisma Sonuclari

Tablo 29. Laboratuvarlar arasi ¢alismada LC-MS veya LC-MS/MS ile raporlanan 6lgim sonuglari

Laboratuvar Deger [ng/g]
Kodu 25-hidroksi vitamin D, | 25-hidroksi vitamin D3

1 47,42 46,29

1 49,85 47,75

2 49,42 46,94

2 50,76 46,87

3 46,38 44,14

4 51,93 49,97

4 49,56 47,08
Ortalama 49,33 47,01
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