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AGRIP

Proun & LC-MS/MS adferd fyrir magngreiningu a 25-hydroxy-D-vitamini med

hénnun tilrauna

D-vitamin hefur gert vidreist & undanférnum arum hvad vardar umraedu innan
heilbrigdisgeirans og &huga fredimanna. bad er fituleysanlegt steralikt efni sem &
virku formi hefur bodefnaahrif i ménnum og telst pvi lika til horména. Hlutverk pess i
kalkbuskap likamans hefur lengi verid pekkt og veldur alvarlegur skortur pess
beinkrom hja bérnum, par sem bein svigna, en beinmeiru hja fulloronum auk pess
sem beinpynning er pekkt hja eldra folki.

Til vidbotar vid verkun & kalkbuskap hefur ymsum 6drum ahrifum D-vitamins
sem ekki tengjast kalki verid lyst. M& segja ad tilvist vidtaka pess i 6llum vefjum
likamans sé na almennt vidurkennd, en vontun & D-vitamini virdist auka likur &
ymsum neikveedum heilsufarspattum, svo sem krabbameini, hjartasjukddomum og
sjalfsofnaemissjukdomum.

Gridarleg aukning hefur verid & eftirspurn eftir D-vitamin-malingum hér &
landi undanfarin misseri og hefur fjéldi mealinga jafnvel tvofaldast milli ara. Eina
raunhaefa leidin til ad meta D-vitamin-buskap likamans er ad maela 25-OH-D-vitamin
i sermi. Gerd pess getur verid tvennskonar, 25-OH-D,- og 25-OH-D3-vitamin.

Markmid pessa rannsoknarverkefnis var ad prdéa magngreiningaradferd til
melinga a 25-OH-D-vitamini i sermi & HPLC-MS/MS. Notud var adferdafraedin
hénnun tilrauna vid skipulag og drvinnslu. D-optimal hénnun var notud til skimunar
breyta en CCD-honnun til hamérkunar adferdarinnar. [ lokin var gerd stadalkirfa med
gildingu og til stendur ad maela syni fra Landspilata haskdlasjukrahusi til samanburdar
vid nuverandi adferd, DiaSorin RIA.

Skimun sagai til um ahrif breyta & neemni fyrir vitamininu og voru ahrifamestu
breyturnar valdar ur til frekari greiningar i hamorkun. ber voru fledi ferdafasa,
upphafsmagn lifraens leysis, arekstrarorka og spenna keilu. Einnig var gerda athugun
a synamedhondlunum og su hentugasta peirra valin til synamedhdndlunar i hAmdrkun.
Hamorkun gaf endanleg gildi & stillingar teekja og adsteeda.

Gilding féll og ekki fékkst neemnin sem stefnt var a, en haegt var ad setja upp

stadalkdrfu fyrir styrk hvors efnis fyrir sig frd 10 ng/mL - 500 ng/mL.



ABSTRACT

Development of a LC-MS/MS method for quantification of 25 hydroxy vitamin D

Vitamin D has been reimbursed, in the recent years, in relation to discusion within the
healthcare industry and between scholars. It is a steroid which in it"s active form has
endocrine functions and therfore also counts as a hormone. It’s primary role in the
calcium homeostasis has long been known, and serious deprivation of vitamin D can
couse rickets in children and osteomalacia in grownups, as well as osteoporosis in the
elderly.

Apart from its well known links to calcium homeostasis many other actions
have been described, that are non-calcium related. The appearance of its receptor in
every cell and tissue of the body, is now said to be widely acknowledged, as vitamin
D deficiency seems to increase quit a few negative healthrelated outcomes, such as
cancer, eart failure and autoimmune diseases.

An enormous outburst has been in the demand for vitamin D evaluation in
Iceland lately, and the number of clinical evaluations has even doubled from year to
year. The only resonable way to determine the vitamin D status in humans is to
measure 25-OH-vitamin D in serum. It can be of two types, 25-OH-D, and 25-OH-D3.

The goal of this research was to develop a quantative LC-tandem mass method
for measuring of 25-OH-vitamin D in serum, using the methodology of
“Chemometrics“. D-optimal design was used to screen for variables but Central
Composite Design (CCD) was used for optimation. Finally a validation with a
standard curve was performed. Samples from the hospital, Landspitali
haskolasjukrahus, are awaiting measurements, for a comparison with recently used
DiaSorin RIA, that is in the pipline.

The screening displayd the effects of variables on vitamin D sencetivety, with
the most effective variables chosen, for further assessment in the optimation. Those
were; flow rate, organic solvent start, collision energy and cone voltage. Furthermore
some sample preparations were looked in to and the most suiteble one chosen for use
in the optimation. As a result defined values were implented on the system.

Validation failed and sencetivity goals were not reached. Though a standard

curve of 10 ng/mL to 500 ng/mL was obtainable.
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LISTI YFIR SKAMMSTAFANIR

uvB Utfjélubla geislun af tegund B (e. ultraviolet B radiation)

DBP D-vitamin-bindiprétin (e. vitamin D-binding proteins)

VDR D-vitamin-vidtakar (e. vitamin D receptors)

RXR Retingig-vidtaki (e. retinoid-X-receptor)

RIA Geislunarmétefnamelingar (e. radioimmunoassay)

EIA Ensimmaétefnameelingar (e. enzyme immunoassays)

GC-MS Gasskiljuteekni med massagreiningu (e. gas chromatography-mass
spectrometry)

LC-MS/MS  Radtengdir massagreinar (e. liquid chromatography-tanden mass
spectrometry)

HPLC Héaafkastavokvaskiljun (e. high performance liquid chromatography)

HVDRR D-vitamin-polin beinkrém vegan lags kalkbuskapar (e. hereditary
hypocalcemic vitamin D-resistant rickets)

UHPLC Ofurafkastavokvaskilja (e. ultra high performance liquid
chromatography)

LLE Vokvaatdrattur (e. liquid-liquid extraction)

LSH Landspitali haskolasjukrahus

SPE Utdrattur yfir fastan fasa (e. solid phase extraction)

API Loftprystingsjonun (e. atmospheric pressure ionisation)

ESI Rafldajonun (e. electrospray ionisation)

CCD CCD-hdénnun (e. central composit design)

MRM Fjolsvaravoktun (e. multiple reaction monitoring)

MeOH Metano6l (e. methanol)

ACN Asetonitril (e. acetonitrile)

pH Syrustig

PBS Fosfat studpuda saltlausn (e. phosphate buffered saline)

PTH Kalkvaki (e. parathyroid hormone)

IS Innri stadall (e. internal standard)

DBS purrkadir bléddropar (e.dried blood spots)

DoE Honnun tilrauna (e. design of experiments)

MLR Marghlida adfallsgreining (e. multible linear regression)
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1. INNGANGUR

1.1 Almennt um vitamin

Vitamin eru lifsnaudsynleg efnasambdnd sem likami spendyra parfnast i litlu magni
fyrir edlilega likamsstarfsemi. pau eru neringarefni sem likaminn er sér ekki sjalfbaer
um og parf pvi ad fa ar fedu. Almennt er vitaminum skipt i tvo flokka, vatnsleysanleg
og fituleysanleg. Néanari flokkun raedst helst af lifedlisfraeedilegri verkun, p6 greina megi
byggingarleg einkenni eda skyldleika efna hvers flokks. Hun felur enn fremur i sér
nafngift, i formi bokstafs sem yfirheiti en tolulidar sem undirheiti.

1.1.1 Vatnsleysanleq vitamin

Vatnsleysanleg vitamin eru af tvennu tagi; hid staka C-vitamin sem einnig er nefnt
askorbin syra og B-vitamin samstedan, sem atta olikir undirhopar heyra til. Pau eru
olikleg til ad valda eitrunum, einmitt vegna &durnefnds eiginleika sem einkennir pau.
Uppsofnun er Overuleg, pratt fyrir ofskdmmtun, par sem vatnsleysanleikinn studlar ad
virkara umbroti og beinlinis utskolun umframmagns med pvagi. Ad sama skapi krefjast
pau einnig tidrar neyslu og hafa pvi pegar 6dlast sess sem fedubdtarefni til frjalslegrar

inntoku medal almennings.

1.1.2 Fituleysanleq vitamin

Meiri fyrirvari hefur verid & neyslu fituleysanlegra vitamina par sem fitusaekin efni
setjast frekar til i fituvefjum og safnast fyrir i likamanum. Pau berast treglegar med
blédras, enda had litilli leysni og jafnvel takmdrkudu frambodi flutningsproteina.

Til fituleysanlega flokksins heyra A-, D-, E- og K-vitamin og eru pad helst
pekktar eiturverkanir A-vitamins sem valda varhug. b6 ber ad athuga ad skortur & A-
vitamini er lika s& best pekkti og ad pegar eru fjoImorg atok um allan heim til ad meeta
honum, einkum hja ungum bérnum.

EkKi er sérstaklega malt med neyslu E- og K-vitamina til vidbétar vid fedu hja
almennt hraustu folki. Haetta & ofskdmmtun er ad visu litil eda umdeilanleg og efri mork
a neyslu peirra eru ekki fast skoroud; en skortur er afar fatiour.

Pa ber okkur ad D-vitamininu. Pad hefur gert vidreist & undanférnum arum hvad
vardar umraedu innan heilbrigdisgeirans og ahuga freedimanna par 4, sem med auknum

rannsoknum og athyglisverdum nidurstodum hefur stigmagnast (Adams & Hewison,



2010). Um leid aukast krofur um fraedilega fullnaegjandi nidurstodur sem og hagraedi
(Hojskov, Heickendorff, & Moller, 2010).

1.2 D-vitamin

D-vitamin er flokkur fituleysanlegra steralikra efna sem & virku formi hefur
bodefnaahrif i ménnum og telst pvi lika til horména. Olikt 68rum vitaminum getur D-
vitamin myndast i likamanum vid vissar adstedur. Pannig fellur pad strangt til tekid
ekki undir skilgreiningu vitamina, par sem ekki er pa sama porf & pvi ar fedu. Hins
vegar er sa lifmyndunarferill hddur solarljosi eda Gtjolublarri geislun af tegund B (e.
ultraviolet B radiation) (UVB), nénar tiltekid med bylgjulengd & bilinu 290-315nm
(Rajakumar, Greenspan, Thomas, & Holick, 2007), og er pvi ekki ad 6llu leiti sjalfbeer.

1.2.1 Helstu flokkar

D-vitamin greinast i fimm undirflokka, med videigandi télulidum; D;, D, D3, D4 0g Ds,

par sem helstu tvo peirra hvad mannskepnuna vardar eru D,- og D3-vitamin. bau kallast
einnig ergokalsiferol (e. ergocalciferol) og koélikalsiferdl (e. cholecalciferol), og er oft
visad til peirra beggja i senn sem Kkalsiferola (e. calciferol). Ds-vitamin, eda
kolikalsiferol, er su tegund sem getur myndast i hid manna vid utfjolublaa geislun
(Holick, 2008). D,-vitamin, pad er ergokalsiferdl, myndast lika med hjalp atfjélublarrar
geislunar en hins vegar bara i hryggleysingjum, sveppgrédri og plontum.

[ daglegu tali um vitamin, hvad vardar heilsu manna, & yfirheitid D-vitamin sem

samheiti adeins vid um pessar tveer tegundir; D, og D3, 0g er s hattur hafdur a her.

1.2.2 Virk form
D-vitamin er umbrotid i 25-hydroxy-afleidu sina, kalsitvidl (e. calcidiol) (25-OH-D-
vitamin), i lifur. HUn er helsta birtingarmynd pess i bl6dras auk pess ad vera stédugust i
sermi (Chun, Adams, & Hewison, 2008). Hun er pvi sG sem venjulega er meld
(Herrmann o.fl., 2010), enda talin best til pess fallin ad meta D-vitamin budskap
sjuklings (Chen, McCoy, Schleicher, & Pfeiffer, 2008).

Virkasta formid er hins vegar hvorki vitaminid sjalft né 25-OH-afleida pess
heldur 1a,25-tvihydroxy-afleidan, eda kalsipriol (e. calcitriol) (1a,25-(OH),-D-vitamin),

sem myndast i nyrum. HUn er i mun minna magni i bl6di en hefur nokkud stéduga



péttni & medan neagilegt frambod er af kalsitvidli, pad er uns alvarlegur skortur D-
vitamins & sér stad. En pa getur blodstyrkur pess jafnvel timabundid haekkad (Holick,
2009). pad hentar pvi ekki eins vel til D-vitamin melinga.

1.2.3 Efnabyqgging

Efnafraedilegri byggingu kalsiferdla er best lyst med hlidsjon af sterauppruna peirra, en
kolikalsiferol og ergokalsifer6l myndast ar steraefnunum 7-dehydrokolesterdli og
ergdsterodli. Grunnbygging stera eru fjorir samhangandi kolefnahringir eins og sja ma a
mynd 1.1. (Andrew, 2001; DeLuca, 2004) en til viobotar vid hana hafa steraforverar
kalsiferélanna hydroxyhdp i stédu 3, tvd venslud tvitengi i stédu 5-6 og 7-8, sitthvorn
metyl-hépinn i stédu 10 og 13, auk einkennandi hlidarkedju i stédu 17.

Mynd 1.1: Grunnbygging stera og D-vitamins.
Myndin synir fjorhringlaga grunnbyggingu stera, til vinstri, og byggingu kolikalsiferols,
til haegri, &samt numerakerfi peirra.

Munur & byggingu kalsiferdls og videigandi sterols felst svo i pvi ad tengid i
stoou 9-10 hefur verid rofid med hvarfi og par med hringur B sprengdur upp (Maunsell,
Wright, & Rainbow, 2005), eins og sja ma & mynd 1.2. (Brunton, 2005). Vid petta
fjolgar vensludu tvitengjunum um eitt, svo pau na fra stédu 5-10 um stdédu 6-7 ad stédu
8-9. Stdédgun pessa hringsundrada forms verdur svo lika fyrir tilstilli Utjolublas ljéss
pannig ad tvo tvitengjanna faerast um set i upphaflegar stédur og pad pridja Gt i metyl-

hopinn i stéou 10.



Mynd 1.2: Myndun ergokalsiferols.
Myndin synir ummyndun ergésterdls i ergokalsiferol.

Kolikalsiferol og tveer helstu afleidur pess, kalsitvidl og kalsipriél, ma sja a
mynd 1.3. (DeLuca, 2004) Kalsitviol er med vidbattum hydroxyl-hdp i stddu 25, sem er
neest ysta kolefnid i hlidarkedjunni Gt fra stéou 17, og kalsipriol er med enn 6drum

vidbeattum hydroxyl-hop i stodu la.

0OH QH
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Mynd 1.3: Ummyndun Kkalsiferols.
Myndin synir ummyndun kélikalsiferdls i afleidu syna, kasitviol og afram i afleidu

hennar, kalsipriol.

1.2.4 Vidurkennd verkun D-vitamins

Bodefnaahrif D-vitamins eru mikilveg fyrir kalkveaegi likamans og hafa undanfarna
aratugi helst verid tengd heilbrigdi beina. D-vitamin-kerfid styrir flutningi kalks ar
feedu, en laekkud blodgildi kalks er pd adeins heaegt ad setja i samhengi vid verulegan

skort D-vitamins (Vogeser, 2010).



D-vitamin var uppgétvad & fyrri hluta 20. aldar og roskun & bodkerfi pess
fljotlega tengd vid beinkrom hja bérnum (Rajakumar o.fl., 2007). A sama tima voru
menn ad atta sig & tengslum utfjolublérrar geislunar og pa sélarljoss vid beinkrom, og i
framhaldi af pvi peetti geislunar i myndun D-vitamins (Holick, 2009). Beinkrom hafdi
verid vaxandi vandamal med idnvadingunni, par sem miklir folksflutningar attu sér stad
i dimmar og mengunarmettadar borgir, en fedubot med D-vitamini rédi nidurldgum
pess (Vogeser, 2010).

Verkun vitaminsins verdur fyrir tilstilli virkasta forms pess, hormonsins
kalsipriols, en myndun pess ar Kkalsitvioli lytur ndkveemri stjorn (Haussler & McCain,
1977). begar blodstyrkur kalks lekkar hefur pad bein hvetjandi ahrif & myndun
kalsipriéls i nyrum auk Obeinna hvetjandi ahrifa vegna haekkads styrks kalkvaka (e.
parathyroid hormone) (PTH). Kalsipriélid sjalft virkjar svo neikveeda svorun, um afar
stutt bodferli, til ad hemja eigin framleidslu i nyrunum auk pess ad hemja framleidslu
kalkvaka og par med hvetjandi ahrif peirra. Helsta neikvaeda svérunin felst hinsvegar i
adal verkun pess; pad er hvatningu hormonsins & losun steinefna Ur beinum, frasogi
kalks og fosfats Ur meltingarvegi og endurupptoéku i nyrum. Par med haekkar
blédstyrkur kalks og fosfats sem aftur dregur dar hvatningu @ myndun Kkalsipriols
(Haussler o.fl., 1997).

Af ofangreindu sést ad D-vitamin samverkar ekki adeins med kalkvokum vid
stjorn kalkveegis heldur hefur einnig temprandi ahrif & pau. ba eru ahrif & fosfatveegi
einnig mikilvaeg pdé pau séu ef til vill ekki eins &berandi og a kalkveegid. En naegur
styrkur beggja jona, kalks og fosfats er naudsinlegur fyrir heilbrigda nymyndun beina
(Jurutka o.fl., 2007).

1.2.4.1 Nanar um verkunarmata kalsipriéls

Anrifum kalsipriols er midlad um D-vitamin-vidtaka (e. vitamin D receptors) (VDR)
sem virkjast vid sérteeka bindingu af mikilli sekni (Jurutka, Terpening, & Haussler,
1993). D vitamin vidtakarnir eru kjarnavidtakar sem vid virkjun mynda misleita tvennd
(e. heterodimer) med retindio-vidtaka (e. retinoid-X-receptor) (RXR). Tvenndin pekkir
0g binst fast vid videigandi erfdaefnisbut og styrir pannig tjaningu gena og framleidslu
prétina (Yagishita o.fl., 2001).



1.2.5 Skortseinkenni

Helstu einkenni D-vitamin skorts eru 0Ondg upptaka kalks &samt annars stigs

kalkvakaohofi (e. secondary hyperparathyroidism) og auknum utskilnadi fosfors. petta
getur valdid beinkrom hja bornum, par sem bein i fotleggjum bogna og rifbein svigna.
Hja fullordnu folki getur komid fram beinmeyra (e. osteomalacia) og hugsanlega
beinverkir auk vodvaslappleika en beinpynning er pekkt hja (e. osteoprosis) hja eldra
folki (Holick, 2008).

1.2.6 Ofskdmmtun

Afleidingar ofskommtunar eru taldar geta verid of mikid kalk i bl6di (e. hypercalcemia)

og of mikid af fosfotum i bl6di (e. hyperphosphatemia), en til ad peirra geeti parf inntaka
D-vitamins ad vera yfir 250 pg & dag i marga manudi og jafnvel ar (Holick, 2008).

R. Vieth (1999) bendir & ad viomid um efri mork a inntoku D-vitamins i
Bandarikjunum par sem midad er vid fimmfaldann radlagdan dagskammt, eda 50 pg a
dag, megi rekja til upplysinga sem fram komu arid 1938 um haminn beinvoxt i
ungabdrnum sem gefin hofdu verid 45-157,7 pug & dag. Petta viomid eigi pvi ekki
endilega vel vid fullordna. Reyndar sé yfirlysing AMA, samtaka leekna og leeknanema i
Bandarikjunum (e. American Medical Association), fra arinu 1987, um ad inntaka 250
Mg & dag i nokkra manudi hafi valdid 6jafnveegi & umbroti kalks og i sumum tilvikum
dauda, illa rokstudd og ad fatt, ef nokkud, bendi til eiturverkana af inntoku 250 pg a
dag.

Par sem einkenni virdast vera afturkreef, pegar dregid er ur inntéku D-vitamins,
og litlar likur vera & varanlegum skada er erfitt er ad asetla hamarksskammt pess eda
eitrunarmork; en 24 einstaklingar sem fengu 2500 pg & dag i 4 daga syndu engar
marktaekar breytingar a kalki i blodi (Stern, Taylor, Bell, & Epstein, 1981).

1.2.7 Onnur hrif D-vitamins

Til viobotar vio verkun & kalkbuskap hefur ymsum ahrifum D-vitamins sem ekki
tengjast kalki verid lyst, en vidtakar fyrir la,25-(Garland 0.fl.),-D-vitamin eru i
fjoImorgum 6drum vefjum likamans. P4 ma finna i hjarta, maga, brisi, heila, kynkirtlum
og restum T- og B-eitilfrumum (Maunsell 0.fl., 2005) Reyndar ma segja ad tilvist VDR
i 6llum vefjum og frumum likamans sé na vidurkennd og benda rannsoknir til ad yfir
200 genum sé beint eda 6beint styrt um VDR peirra af D-vitamini (Holick, 2008).



Skyrt demi um hversu margvisleg og vidtek ahrif D-vitamins eru ma sja a
naudsyn pess fyrir proska harsekkja. Mys an gena sem tja VDR syna svipud einkenni og
sjuklingar med arfgenga D-vitamin-polna beinkrom vegna lags kalkbuskapar (e.
hereditary hypocalcemic vitamin D-resistant rickets) (HVDRR). ber fau sem lifa missa
harid, hafa ryr bein, lagan fosfat- og kalkbaskap en storlega hakkud gildi 10,25-
(Garland o.fl.),-D-vitamins (Yoshizawa o.fl., 1996).

Einnig hefur naudsyn nagilegra ahrifa D-vitamins & 6nemiskerfid verid stadfest
(Adams & Hewison, 2010). Auk pess sem umtalsvert magn gagna bendir til tengsla
milli vontunar & D-vitamini og ymissa neikvadra heilsufarspatta, svo sem krabbameins,
haprystings, sykursyki, mylisskada (e. multiple sclerosis) (MS), punglyndis og dettni (e.
falls) (Eyles o.fl., 2009).

1.2.8 Blodqildi

par sem D-vitamin er fitusekid og leysist pvi ekki vel i blodi er pad had
flutningsprotinum. pad binst afturkraeft svokolludum D-vitamin-bindiprotinum (e.
vitamin D-binding proteins) (DBP) sem tryggja flutning pess med blddras og par med
dreifingu um likamann (Cooke & Haddad, 1989).

Maling & 25-OH-D-vitamini i sermi er besta adferdin til ad greina hvort
einstaklingur pjaist af skorti D-vitamins, sé innan edlilegra marka eda sé i hettu a
eitrunarahrifum (Holick, 2009). Almennt er midad vid heildarstyrk 25-OH-D-vitamins,
pad er saman lagdan styrk 25-OH-D,-vitamins og 25-OH-Ds-vitamins pé sifellt aukin
ahersla sé a ad geta greint par & milli. Hins vegar er ovissa um hver viomidunarmork a
styrk pess i bl6di eiga ad vera og i samhengi vid pad hversu har radlagdur dagskammtur
eigi ad vera (Heaney, 2000).

Hefdbundin adferd til ad akvarda viomidunargildi er ad taka medaltal af stéru
pyoi ,,venjulegra® einstaklinga og setja morkin fyrir edlilegan styrk milli gilda tveggja
stadalfravika fyrir ofan og nedan pad. Samkveemt pvi var buid ad setja viomidid fyrir
blédstyrk D-vitamins sem 10-55 ng/mL (Holick, 2009).

Hvad D-vitamin vardar er pessi adferd hins vegar ekki asattanleg, hvorki hvad
snertir efri né nedri mérk (Heaney, 2000). Ljost er ad mun heerri styrkur er vel
polanlegur og ad stér hluti ibda Evrépu og N-Ameriku er med 6naegan styrk D-vitamins
i bl6di (Holick, 2009). Pannig er medaltal ,,venjulegra“ einstaklinga liklegt til ad gefa

undirmat.



Sem mdrk um skort hefur pvi frekar verio midad vid hvenaer ahrifa byrjar ad
geeta a kalkvaka, en samkvemt pvi eru leegstu mérk 20 ng/mL (Heaney, Dowell, Hale,
& Bendich, 2003). Skilin sem margir sérfreedingar setja um hvengr lita megi &4 ad D-
vitamin sé ordid lagt eru svo i 30 ng/mL, medal annars med hlidsjon af ahrifum
heekkads D-vitamin-styrks, Gr 20 ng/mL i yfir 30 ng/mL, til aukinnar upptoku kvenna &
kalki Ur meltingarvegi (Dawson-Hughes o.fl., 2005).

Hvad vardar viomid fyrir of hdan styrk og eitrunarmérk hefur verid litid til pess
ad ofgnott solarljoss & hud virdist ekki leida til eitrunar og ad badstrandaverdir sem
stodugt eru badadir i sdlarljosi hafa blodstyrk D-vitamins upp & 100-125 ng/mL (Holick,
2009). A grundvelli ritadra heimilda hafa eitrunarmérk verid sett vid 150 ng/mL, par
sem eitranir virdast ekki byrja ad gera vert vid sig fyrr en harri styrk en pad er nad
(Holick, 2008).

pvi er Iljost ad lagmarkskrofur um meliadferd til leknisfreedilegrar
akvardanatoku sé haefni til magnakvordunar fra allt undir 10 ng/mL til yfir 150 ng/mL
og helst yfir vidara bil. Einnig er naudsynlegt ad vid talkun nidurstadna sé tekid tillit til
skekkjumarka; ad ekki adeins meld gildi, heldur nedri skekkjumoérk peirra, séu yfir
vidmidunarmdérkum (Cavalier o.fl., 2010). Reikna méa styrk gefinn upp i ng/mL yfir i

nmol/L med pvi ad margfalda gefid gildi med um pad bil 2,5, par sem 1 ng/mL = 2.5

nmol/L.

Vert er ad benda & ad p6 nokkur munur virdist geta verid milli veegi D-vitamins
fyrir einstaklinga af mismunandi kynpattum (Garland o.fl., 2006). | rannsokn &
borgarbdum af margskonar uppruna i Birmingham, Bretlandi, greindist um pad bil
attundi hver sem hafdi ljosa had, fjordi hver sem var pelddkkur og pridji hver sem var af
asiskum uppruna med verulegan skort a D-vitamini, pad er bl6dgildi undir 10 ng/mL
(Ford, Graham, Wall, & Berg, 2006). Komid hafa fram kenningar um ad dekkri
kynpeettir purfi og jafnvel poli einfaldlega minna af D-vitamini. Medal
Bandarikjamanna greinist til demis 6fugt samhengi & milli aukins afrisks uppruna og
meldum styrk D-vitamins i blodi (Signorello o.fl., 2010). Ofangreind viomid eiga
allavega vel vid folk af evropskum uppruna, eda 6llu heldur med ljésa had, eins og a vio

um mestan hluta Islendinga.



1.2.9 Stadan & islandi

Neikvatt samhengi er greinanlegt milli breiddargrddu og blodstyrks D-vitamins i

konum komnum yfir barneignarskeid, sérstaklega i evropu, auk pess sem audlegd virdist
einnig ahrifapattur (Kuchuk, van Schoor, Pluijm, Chines, & Lips, 2009). Hins vegar var
reyndin & Islandi fyrir tiu arum su ad D-vitamin-blskapur eldri kvenna var almennt
godur en abotavant medal unglingsstulkna, sérstaklega sidla vetrar. Var s& munur rakinn
til neyslu D-vitamins, einkum i formi lysis og aukinnar neyslu pess a
vetrum(Sigurdsson, Franzson, borgeirsdéttir, & H., 1999). bessi tulkun var i samraemi
vid nidurstodur 10 arum eldri rannsoknar & litlum hopi aldradra islendinga par sem 60%
patttakenda tok lysi ad stadaldri og 20% neyttu beetiefna af og til. Skortur medal
aldradra reyndist fatidari en medal aldradra vida i Evrépu og engin arstidarfravik, pratt
fyrir nordlega legu landsins (L. D. Steingrimsdattir, H. F., 1988).

Samkvaemt landskdnnun Manneldisrads & mataraedi fra arinu 2002 er neysla
ungs folks & D-vitamini og pa sérstaklega stulkna, langt undir radleggingum. Astandid
er talid betra i eldri aldurshopum en engu ad sidur 6fullneegjandi hja nanast 6llum sem
ekki taka betiefni eda lysi. Ungir karlmenn taka frekar lysi en ungar stalkur og mun
fleiri i eldri aldurshopum taka lysi eda um 25%. Einnig nadu stulkur ekki radlégdum
dagskammiti af kalki ad medaltali (Lydheilsustdd, 2002).

Nyleg rannsdkn & neringarastandi 60 aldradra sjuklinga var gerd & éldrunarsvidi
Landspitala. 12,3% péattakenda greindust med skort, pad er D-vitamin-gildi undir 10
ng/mL og 6nnur 71,9% peirra med D-vitamin-gildi milli 10 og 30 ng/mL, sem telst
Oaskilega lagt. Eina markteka breytan a stoou D-vitamins var likamspyngdarstudull
sem samkveemt likani Gtskyrdi 12% breytileikans. Alyktad var ad lélegur D-vitamin-
buskapur veeri algengur hja oldrudum sem dvelja & sjukrahdsi (Ramel, Jonsson,
Bjornsson, & barsdottir, 2009).

pa hefur verid bent & ad lagmarka ma porf & kalkneyslu med pvi ad tryggja
godan D-vitamin-buskap, pad er blodstyrk yfir 18 ng/mL, og ad til pess séu
feedubotarefni, sem innihaldi D-vitamin, naudsynleg 4 nordlegum slédum (L.
Steingrimsdéttir, Gunnarsson, & Franzson, 2005).

bvi er ljost ad rannsoknir og Urbeetur & stédu D-vitamins & Islandi er verdugt
verkefni, en til rannsdkna parf rétt teeki og adferdir sem gefa skyrar nidurstodur. ba
skipar kostnadur alltaf sinn sess en eins og stadan er i dag veeri hugsanlega hagkvemara

i flestum tilfellum ad gefa sjuklingum frekar D-vitamin til inntoku en standa straum af



melingum. Til gléggvunar ma svo benda & grein i 2. télubladi Laeknabladsins & pessu
herrans ari 2011, en par svarar Midst6d lyfjaupplysinga & Landspitala spurningu um
medhondlun i tilviki D-vitaminskorts (Jacobsen, 2011).

1.3 Mgelingar & D-vitamini

Almennar D-vitamin-malingar eru adallega af tvennu tagi. Annars vegar
métefnamalingar (e. competitive immunoassays) sem byggja & samkeppnishadri
bindingu prétina eda métefna og hins vegar skiljuadferdir (e. chromatography) sem
fylgt er eftir med beinni magngreiningu, svo sem Ut fra massa eda ljésgleypni (de la
Hunty o.fl., 2010).

Gridarleg aukning hefur verid & eftirspurn eftir maelingum & D-vitamini hér a landi
undanfarin misseri. Petta ma sja a mynd 1.4, en samantekt & fjolda D-vitamin-malinga a
Landspitala haskolasjukrahusi (LSH) var fengin hja Gudmundi Sigporssyni (6birt-
minnispunktar, 27. apr. 2011) sérfreedileekni & Kliniskri lifefnafreedideild spitalans.

S-25-OH Vitamin D meelingar 4 LSH
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850

750
650 —
550 —
450 — -
350 r — HEEEE

= T poda DU

2010 -|2010 -|2010 -|{2010 -|2010 -{2010 -|2010 -|2010 -|2010 -|2010 -|2010 -|2010 -| 2011 -|2011 -|2011 -
Jan | Feb | Mar | Apr | May | Jun | Jul | Agu | Sep | Okt | Nov | Des | Jan | Feb | Mar
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Mynd 1.4: Fj6ldi D-vitamin-meelinga & LSH
Hér sést sulurit yfir fjolda D-vitamin-melinga i hverjum manudi & LSH. Augljés
fjolgun er sidastlidid arid en fjoldi malinga i mars hefur til ad mynda riflega tvofaldast.
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1.3.1 Métefnamealingar

Métefnameaelingar hafa verid rikjandi i meelingum & D-vitamini. bar eru seldar i formi
tilbdinna pakka (e. Kkits) sem jafnvel er hegt ad setja upp i hréd sjalfvirk ferli (e.
automated procedures). Helstu handvirku adferdirnar (e. manual procedures) eru
geislunarmotefnamealingar (e. radioimmunoassay) (RIA) og ensimmotefnamelingar (e.
enzyme immunoassays) (EIA) en sjalfvirku ferlin byggjast frekar upp & efnaljomun (e.
chemiluminescence). Motefnamelingar geta ekki greint & milli mismunandi forma D-
vitamins heldur gefa nidurstodu med einu heildargildi (Wallace, Gibson, de la Hunty,
Lamberg-Allardt, & Ashwell, 2010).

Fyrsta sjalfvirka adferdin sem kom & markad var Advantage fra Nichols, sem
byggaist & efnaljomandi samkeppnishadri bindingu prétina. Hun reyndist hinsvegar ekki
greina 25-OH-D,-vitamin nagilega vel og pratt fyrir pad ofmeta styrk kalsitvidls vegna
skorts a sértekni (Lensmeyer, Wiebe, Binkley, & Drezner, 2006). Nichols Advantage
var pvi tekin af markadi i lok ars 2005 (Wallace o.fl., 2010).

Adrir motefnamelingarpakkar hafa fengid samskonar gagnryni og efasemdir um
réttmeeti nidurstadna, en syna betri samsvorun i nidurstddum sin & milli. Ahersla er 16gd
a sérhaefni métefna og jafna bindisaekni i 25-OH-D,-vitamin og 25-OH-Ds-vitamin, svo
marktek heildarnidurstada faist. Enn eru pé & markadi adferdir, svo sem Elecsys
Vitamin D3 frd Roche, sem ekki greina 25-OH-D,-vitaminid (Cavalier o.fl., 2008).

Su adferd sem na er i notkun hér a landi er geislabnemisadferd, RIA, fra
DiaSorin. Han gefur magngreiningu & heildar 25-OH-D-vitamini i bl6di fra 5 ng/mL
upp i 100 ng/mL. Han er almennt vidurkennd og notud vida, enda var hun lengi vel
radandi & sinu svidi (de la Hunty o.fl., 2010).

1.3.2 Skiljuadferdir

Ut fra reynslu & notkun gasskiljutaekni &samt massagreiningu, nanar tiltekid GC-MS (e.

gas chromatography-mass spectometry), til ad gilda (e. validate) melingar & sterum, var
til ad byrja med reynt ad heimfeara hana yfir & mealingar & D-vitamini. Pad reyndist hins
vegar margflokio og nadi ekki mikilli utbreidslu. Adferdirnar krefjast mikillar
synamedhondlunar, hreinsunar og afleidumyndunar, auk pess ad vera timafrekar
(Vogeser, 2010).

Vokvaskiljuadferdir svo sem paer sem tengdar eru radtengdum massagreinum,

LC-MS/MS (e. liquid chromatography-tandem mass spectrometry), hafa sidan verio
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préadar til meelinga D-vitamins og pykja &kjosanlegar og einfaldar, 6fugt vid GC-MS
(Vogeser, 2010). bar eru afar sérteekar og geta greint mérg mismunandi efni i sému
melingu, sem gefur kost & adskildum nidurstddum fyrir 25-OH-D,-vitamin og 25-OH-
Ds-vitamin hvort um sig, en paer ma einfaldlega leggja saman til ad fa Gt heildargildid
(de la Hunty o.fl., 2010).

Stodug  framproun LC-MS/MS,  til  demis  med innleidingu
ofurafkastavOkvaskilja (e. ultra high performance liquid chromatography) (UHPLC)
bydur upp a einstaka neemni og hradvirkni. En pratt fyrir yfirburdi teekninnar heldur
kostnadur vid tekjakaup og vidhald asamt krofu um sérhaefdara starfsfolk helst aftur af
utbreidslu hennar medal laeknisfreedilegra rannsoknarstofa (Lensmeyer o.fl., 2006). EKKi
er pé porf & notkun 6flugustu og dyrustu teekjanna ef adeins & ad meela 25-OH-afleidur
D-vitamins og setja ma upp adferdir til pess & videigandi LC-MS/MS teekjum ef fyrir
eru til annarra nota en eru ekki ad fullu nytt (Vogeser, 2010).

Onnur  vidurkennd vokvaskiljuadferd er haafkastavokvaskiljun (e. high
performance liquid chromatography) (HPLC) sem notar ljosmalingar med utfjélublau
ljosi til magngreiningar, i stad radtengdra massagreina. Hin kom fyrr fram og hasladi
sér voll i D-vitamin malingum en hefur hopad og nytur ekki sama ahuga og LC-
MS/MS i dag (Ding o.fl., 2010).

1.3.3 Syni og medhéndlun, fyrir LC-MS/MS melingar D-vitamins
Til ad meta buskap D-vitamins i sjuklingum eru tekin blédsyni og styrkur 25-OH-D-

vitamins i sermi greindur. Allavega tveimur adferdum til ad meaela D-vitamin i 6druvisi
synum hefur verid lyst, en peer hlotid mis godar vidtokur (Vogeser, 2010). Onnur peirra
meelir kalsitviol i munnvatni (Higashi, Shibayama, Fuji, & Shimada, 2008), en hin
meelir hvort tveggja 25-OH-D,- og 25-OH-Ds-vitamin i purrkudum bléddropum (e.
dried blood spots) (DBS) i peim tilgangi ad audvelda greiningu a stodu D-vitamins i
nyburum (Eyles o.fl., 2009).

Einfaldasta synamedhdndlunin & sermi fyrir LC-MS/MS malingar & D-vitamini
er proéteinfelling med pynningu, en vegna hugsanlegra truflandi &hrifa salta og
fosfélipida & jonun purfa viokvemari adferdir ad notast vid vokvautdratt (e. liquid-
liquid extraction) (LLE) eda utdratt yfir fastan fasa (e. solid phase extraction) (SPE)

(Vogeser, 2010). Litid samreemi er i synamedhoéndlun i byrtum adferéum og demi eru
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til um mismunandi Gatgafur af 6llum &durnefndum gerdum hennar, auk pess sem

afleidumyndanir koma vid sogu i einstaka tilfellum (Wallace o.fl., 2010).

1.3.4 Vandkvadi og Urbaetur

Onakvaemni D-vitamin melinga hefur verid talsverd i gegnum tidina. Breytileiki

nidurstadna milli adferda og rannsoknastofa veldur ahyggjum og krafist hefur verid
Urbdta (Carter, 2009; Lai, Lucas, Clements, Harrison, & Banks, 2010). bessi vandkvadi
eru helst rakin til vontunar & fullnzgjandi gildingu adferda sem stafi af skorti &
alpjédlegum stédlum til viomidunar (Cavalier o.fl., 2010).

Stefnt er ad drbdtum og hefur bandariska stadla- og visinda- stofnunin NIST (e.
National Institute of Standards and Technology) gefid Ut stadlad vidmidunarefni (e.
standard reference material) undir heitinu SRM 972 (Schleicher & Pfeiffer, 2009). P&
hafa opinberar stofnanir i Bandarikjunum og Bretlandi, CDC (e. Centers for Disease
Control and Prevention) og FSA (e. Food Standards Agency), komist ad nidurstddu um
ad akjosanlegats se ad nota samberilegar stadladar LC-MS/MS adferdir til ad mela
stoou D-vitamins i pjodarrannséknum peirra & neringu og heilbrigdi, nanar tiltekid
NHANES (e. National Health and NutritionExamination) og NDNS (e. National Diet
and Nutrition Survey) (de la Hunty o.fl., 2010).

Med hlidsjon af opinberri stefnu annara landa og mikils fjarméalalegs adhalds
innan heilbrigdiskerfisins er stefnt ad Urboétum a D-vitamin-malingum & LSH. Helstu
gallar naverandi adferdar, DiaSorin RIA, er mikill kostnadur og hversu vinnufrek hin
er. | samhengi vid aukna eftirspurn stigmagnast svo kostnadarvandamalid og nu er pvi
verid ad leitast eftir ad koma upp ddyrari adferd sem einnig er i samraemi vid nyjustu
hugmyndir um fraedilegar kréfur. Samanburdur nyrrar LC-MS/MS adferdar vid
DiaSorin RIA, par sem allt ad 56 syni eru mald tvisvar & viku hefur verid lyst af
Ouweland og félogum (2010). Hun syndi ad LC-MS/MS adferdin stodst allar krofur og
gaf sambeerilegar nidurstédur og DiaSorin RIA, en leiddi til 25% sparnadar i vinnu (e.

labor) og 80% sparnadar i profefnakostnadi (e. reagent costs).
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1.4 Vokvaskiljun med radtengdum massagreinum, LC-MS/MS
Meelingar & lifsynum med vokvaskilju tengdri massagreini hofust i lok niunda aratugar
sidustu aldar (Vogeser & Seger, 2008). Med proun loftprystingsjonunar (e. atmospheric
pressure ionisation) (API) og radtengingu massagreina hefur pad ordid fysilegur og
sifellt mikilveegari kostur fyrir kliniskar rannsoknarstofur (Dooley, 2003).

Vokvaskiljan gefur vissa adgreiningu efna i synum og dregur Ur truflunum
vegna liffreedilegra vokva pegar i massagreini er komid, en radtengdir massagreinar eru
einstaklega valvisir (e. selective) og greina enn frekar milli efna sem kunna ad koma
fyrir i synum. Teeknin er fyrir vikid sveigjanleg auk pess ad gefa miklar upplysingar, par
sem heegt er ad fa badi magnbundnar (e. quntitative) og eigindlegar (e. qualitative)

upplysingar ar somu vokvaskilju-keyrslunni (Moberg, Bergquist, & Bylund, 2006).

1.4.1 Hefdbundid LC-MS/MS Kerfi
Ferli synis i hefbundnu LC-MS/MS kerfi, eins og sja ma a mynd 1.5. (Watts R., Obirt-

fyrirlestur, 25. ndv. 2011), felst i ad syninu er sprautad inn a vokvaskilju og berst padan
um serstakt viomot (e. interface), par sem pvi er breytt ar pvi ad vera & vokvaformi i

jonad gasform, inn & radtengda massagreina (Korfmacher, 2005).

J\t K RELEAS N
: L uNt RANSFER  PREFILTER POSTFITER T-WAVE
OPTICS | COLUSION CELL

ESCi ‘\ 7 i
CONVERSION

ISOLATION ﬂij/ ] I - D¥NODE
' e et TTTTTTTITIY o | A
N ] ]y ; ;
B PHOSPHOR
] ] : ! 1!‘ - PHOTOMULTIPLIER
; =

QUADRUPOLE QUADRUPOLE
)N SOURCE [MS1] (MS2)

Mynd 1.5: Hefobundid LC-MS/MS kerfi.

Vokvaskilja er tengd inn a viomot i efra vinstra horni og méa sja uda taknadan med
gulum lit sem svo breytist i rauda linu sem lysir for efniseinda i gegnum radtengda
massagreina uns endanlegum nema er nad i hagri enda, er sendir upplysingar til télvu.

I vékvaskiljunni, sem oftast er dfugfasa (e. reversed phase) og af gerd sem polir

hdan prysting, keyrist synid afram med ferdafasa (e. mobile phase) hennar, sem er
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blanda vatns med ibaettum hjalparefnum og lifreens leysis, i gegnum sulu (e. column)
sem tefur efni mismikid og adgreinir eftir mismunandi edliseiginleikum. Venjulega eru
hjalparefnin sem beett er i vatnid ammaonium asetat (e. ammonium acetate), ediksyra (e.
acetic acid) eda maurasyra (e. formic acid) og lifreenu leysarnir metandl eda acetonitril
(Korfmacher, 2005).

I vidmétinu milli vokvaskiljunnar og massagreinanna er vinselast ad nota pa
gerd loftprystingsjonunar er nefnist rafudajonun (e. electrospray ionisation) (ESI). |
henni er vokvanum sprautad Gt Gr Gdanal (e. nebulizing needle) par sem yfirbord hans
tekur & sig hledslu og hann sundrast i hladna dropa. P& er hitudu niturgasi veitt & dann
sem myndast til ad valda uppgufun leysis. Vid pad minnka droparnir, yfirbordshledsla
pbeirra eykst umfram yfirbordsspennu og peir springa uns adeins er eftir jonad efni &
gasformi (Niessen, 1998).

Mynd 1.6: Radtengdir MS/MS. )
Myndin synir innvidi MS/MS takis. | midju er klefinn fyrir nidurbrot og valhaefu taekin
sitthvoru megin vid hann.

Radtengdir massagreinar samanstanda af premur einingum, pad er tveimur
massa-valhafum tekjum (e. mass selective devices) sem tengd eru saman af eins konar
klefa par sem haegt er ad brjota nidur sameindir, sja mynd 1.6 (Watts R., 6birt-
fyrirlestur, 25. nov. 2011). Valhafnin byggist ekki a eiginlegri pyngd efna, heldur nanar
tiltekid & massa-/hledslu- hlutfalli jona peirra. Pannig getur fyrsta teekid valid jonir med
tilteknu massa-/hledslu- hlutfalli Gr gasi sem faest med rafidajonun og sent inni klefann
sem kemur par & eftir, til nidurbrots. badan getur sidasta tekid svo valid akvedna
nidurbrotsafurdir Gt frd& massa-/hledslu- hlutfalli peirra til endanlegrar greiningar
(Dooley, 2003).
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1.5 HOnnun tilrauna

Gamalkunn rannsoknaradferd er ad breyta adeins einni breytu i einu og athuga pannig
ahrif hverrar peirra fyrir sig @ medan 6llum 6drum er haldid fostum. Han tekur ekki tillit
til vixlverkana milli breyta og gefur par med ekki mynd af &hrifum peirra & nidurstodur.
pad er einmitt i peim tilgangi ad komast hja pessum &galla sem hénnun tilrauna (e.
design of experiments) (DoE) er naudsinleg. Slik tolfreedileg nalgun bydur upp &
margpatta greiningu (e. multivariate analysis) Gt fra lagmarks fjolda framkvaemdra
tilrauna (Homem, Alves, & Santos, 2010).

Margpatta hamoérkun (e. optimation) er ma Utfeera & tvennan hatt. Annars vegar i
vinnuferli sem er radbundid (e. sequentially) og hins vegar med pvi ad framkveema allar
tilraunir samtimis (e. simultaneously). I radbundnu ferli er skref fyrir skref unnid i 4tt ad
hamdrkun med faum tilraunum i einu, sem byggja a nidurstédum peirra er & undan
komu. En i samtimis hamdrkun eru margar tilraunirnar framkveemdar i einu samkveemt
fyrirfram akvednu skipulagi, pad er hannadri tilraun (Moberg o.fl., 2006).

Honnun tilrauna ma lita & sem adferdafraedi til ad draga sem mestar upplysingar
at ur peim gdégnum sem safnad er (Pronzato, 2008). Megin markmidid er ad akvarda
ahrif mismunandi breyta og vixlverkana peirra & nidurstodur ur ferli med sem minnstri
fyrirhdfn. Upplysingar sem pannig fast varpa ljosi & hvada breytur eda vixlverkanir eru
tolfreedilega mikilveegar og hvort naudsyn sé & itarlegra likani til ad lysa pvi sem
rannsakad er (Rodrigues, Madeira, & Boaventura, 2009).

Til eru mismunandi utferslur adferdarfreedinnar til ad na fram hamarks hénnun
(e. optimal design), en su sem vidast er notud er D-optimal hénnun (Jacquez, 1998).
Hun er notud pegar athuga a fleiri en eina pattbundna breytu. Valdar eru peer tilraunir,
ar 6llum mdgulegum samsetningum & tilraunum, sem utskyra heildarlikanid hvad best
0g peer vixlverkanir sem kunna ad vera a milli breyta. Tolvuforrit ma nota til
akvordunar hverjar skuli framkvaema (Ericksson, Johansson, Kettaneh-Wold, Wikstrom,
& Wold, 2000)

Steerdfreedileg likon tengja svorun vid gildi breyta og samhengi ma setja fram
myndraent sem svarfleti (e. response-surfaces) eda heedarlinugrof (e. contour-plots).
Mest notada sterdfreedilega likanid er marghlida adfallsgreining (e. multiple linear
regression) (MLR). Flestar atgafur af honnun tilrauna taka adeins tillit til linulegra
ahrifa, en CCD-honnun (e. central composit design) beetir vid tilraunum i svokdlludum

stjornupunktum (e. star points) og midju likans (Moberg o.fl., 2006).
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1.6 Birtar aoferdir

Tafla 1.1: Birtar adferdir.
Taflan synir upplysingar um birtar adferdir; hofunda, ar, synamedhondlun, teekni, lengd
0g nemni.

Hofundur og ar | Synamed- Taekni Lengd | Naemni
hondlun (min) | (ng/mL)

(Chen o.fl., 2008)

(Ding o.fl., 2010) SPE, m. Die-Ald | UHPLC-MS/MS <5 | 10-20 pg/mL!
afleydumyndun

(Eyles o.1l., 2009)

(Herrmann o.fl., Préteinfelling LC-tandem mass 8 0,5 25D3
2010) /0,5 25D2
(Hojskov o.fl.,

2010)

(Lensmeyer o.fl., SPE HPLC 16* 5 25D3
2006) /5 25D2
(Maunsell o.fl.,

2005)

(van den Ouweland | SPE UPLC-MS/MS 5 2 25D3
o.fl.,, 2010) /2 25D2
(Schleicher &

Pfeiffer, 2009)
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2. MARKMID

Hlutverk D-vitamins i kalkblskap likamans hefur lengi verid pekkt og veldur alvarlegur
skortur & D-vitamini beinkrom hja bérnum en beinmeiru hjé fullordnum.

I seinni tid hefur jafnframt komid i ljos ad D-vitamin gegnir ymsum 63rum
hlutverkum i likamanum og virdist vontun & D-vitamini auka likur & ymsum
neikveedum heilsufarspattum. bar ma nefna sem daemi krabbamein, hjartasjukdoma og
sjalfsofneemissjikdoma. Ahugi & D-vitamin-mzalingum hefur pvi vaxid mikid & sidustu
arum.

Eina raunhzfa leidin til ad meta D-vitamin-buskap likamans er ad mela 25-OH-
D-vitamin i sermi. Gerd pess getur verid tvenns konar, 25-OH-D,-vitamin og 25-OH-
Ds-vitamin. | dag er algengast ad notast vid moétefnamzlingar, og notar Landspitali
haskolasjukrahus slika ad nafni DiaSorin RIA. Hun gefur adeins eitt heildargildi fyrir
styrk beggja gerda 25-OH-D-vitamins i sermi og er kostnadarsom og vinnufrek.

Markmid pessa rannsOknarverkefnis er pvi ad proa LC-MS/MS
magngreiningaradferd asamt videigandi synamedhondlunaradferd fyrir 25-OH-D-
vitamin, sem getur gefid adskildar nidurstédur fyrir badar gerdir pess. En notud verdur

hénnun tilraun, ndnar tiltekid adferdaferdin ,,Chemometrics*, vid proéun adferda.

pa stendur til ad bera nidurstodur fengnar med préudu adferdinni saman vid

nidurstédur ar RIA malingu.
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3. EFNI, TAEKI OG ADFERDIR

3.1 Efni

3.1.1 Stadalefni

Efni Geoi Framleidandi | Catalog # / Lot # | Islenskt heiti
25-OH-vitamin D; | 299,0% | SIGMA 17938-1MG 25-OH-
monohydrate /BCBD0147V D3-vitamin
Hydrocortesone-

9,11,12,12-d4

3.1.2 Efni

Efni Heiti voru Framleidandi Catalog # / Lot #

Ammoniumasetat

Ammoéniumbikarbénat | Ammonium Fluka 09830-1KG
bicarbonate /BCBB4824V

Hexan n-Hexane Sigma-aldrich 34859 / 60870
chromasolve

Maurasyra

Metanol (MeOH)

Methanol 34860
chromasolv /1SZBA280B

Préopanol

HMPLEDTA2-M
/BRH128233

Bioreclamation Inc.

Male human
plasma
(K2 EDTA)

Plasma uar karlmanni
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3.2 Te&ki

3.2.1 Smateki

Taki

Heiti teekis

Pipettur

Vog

D93-09-148

Vog

Hristari

Vibrofix VF1

Kaelir

Segulhraera

Framleidandi

Sartorius AG Gottingen

Janke & kunkel IKA-WERK

Syrustigsmaelir

Vatnshreinsitaki

Gradient A10

Vatnshreinsihylki

Vantshreinsisia

Millipak 40 Sterile
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3.2.2 HPLC-MS/MS Kerfi

Kerfishlutar

Heiti

Massagreinir

HPLC Pumpa

Binary HPLC Pump 1525 p

Synaskammtari

Synainnsprautunarloki

PAL SelVlv

Synakeaelir

Saluhitari

1100 Series

Suluskiptir

Salur

Sprauta
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Framleidandi

Waters

CTC Analytics

Hewlett Packard

Xbridge €18 3,5 pm 2,1 x 50 mm
SymmetryShield RP8 3,5um 50 x
2.1




3.3 Aodferoir

3.3.1 Stofnlausnir
1 mg af stofnstadli 25-OH-Ds-vitamins, eins og pad kom fra framleidanda, var leyst upp
i 1 mL af etandli og komid fyrir i 1,5 mL eppendorf glasi. 1 mg af stofnstadli 25-OH-
D,-vitamins, eins og pad kom fra framleidanda, var leyst upp i 0,5 mL af etandli.
Styrkur stofnlausnar 25-OH-Ds-vitamins var pvi um pad bil 1 mg/mL og styrkur
stofnlausnar 25-OH-D,-vitamins 2 mg/mL. Stofnlausnir D-vitamina voru geymdar i
lokadri 6skju i frysti vid -20°C.

Fengin var adur tilreidd vinnulausn af tvivetnismerktu (e. deutrium) kortisoli,
nanar tiltekid D4-kortesoli, til blondunar proflausna. Styrkur peirrar vinnulausnar var
um pad bil 5 pg/mL.

3.3.2 Innsprautun & massagreini

Innsprautun (e. infusion) er framkvemd til ad akvarda modur- og doétturjonir fyrir
melingar a stadalefnum med HPLC-MS/MS. Pannig eru stillingar fyrir massagreininn
hamarkadar fyrir pau stadalefni sem & ad mala og bil stillinga sem hugsanlega eru haef
til maelinga akvoroud. Sprauta er fyllt af peirri proflausn sem athuga a og er sjalfvirkur
banadur latinn sprauta Ur henni inn @ massagreininn um viomaétid a peim hrada sem

valinn er.

3.3.2.1 Undirbdningur & préflausnum fyrir innsprautun

Utbdnar voru préoflausnir er innihéldu um pad bil 10 pg/mL af stadalefni, fyrir hvort um
sig 25-OH-D,-vitmain og 25-OH-Ds-vitamin. 10 pL af stofnlausn var komid fyrir i
eppendorf glasi og pynnt med 990 pL af 50% metandli (MeOH) i vatni. Hvorri
proflausn var komid fyrir i 250 L. Hamilton sprautu og innsprautad med 10 pL/min &

massagreininn dsamt ferdafasa.

3.3.2.2 Stillingar 8 HPLC-MS/MS

Stillingar vokvaskilju voru festar pannig ad ferdafasi var MeOH:vatn (75:25 v/v) og

fleedihradi 0,35 mL/min. Stillingar fyrir massagreini voru ekki festar, enda til skodunar.
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3.3.3 Stadfesting & maelihaefni

Adur en ad skimun kom var leitast vid ad tryggja nothafni nidurstadna, akvarda ytri
mork hugsanlegra breytipatta og stadfesta meelihaefni peirra. Tekid var tillit til reynslu af
innsprautun & massagreini.

Framkvemdar voru tilraunir vid mismunandi gerdir hugsanlegra eigindlegra (e.
qualitative) breytipatta par sem hugsanlegar magnbundnar breytur voru ymist allar
hafdar i hamarki eda lagmarki i einu til ad sannreyna melihaefni. bar til malihaefni vid
yktustu adstaedur virtist tryggd voru mork magnbundinna breyta dregin saman og
onothefar eigindlegar adstaedur Utilokadar.

3.3.3.1 Hugsanleqir brevtipeaettir

Peir eigindlegu breytipattir sem tekid var tillit til voru tveir, pad er; gerd lifreens fasa og
tegund sulu. Hinir magngreinanlegu voru hins vegar atta, pad er; syrustig fasa A (pH),
upphafsmagn lifreens leysis (e. organic start), hallatala & stigli (e. gradient slope),
fledihradi (e. flow), hitastig sulu (e. column temperature), spenna keilu (e. cone

voltage), spenna harpipu (e. capillary voltage) og arekstrarorka (e. collision energy).

3.3.3.2 Fastar stillingar vio HPLC-MS/MS melingar

Eftirfarandi stillingum var almennt haldid fostum; innskotsmagn, spenna dragskauts (e.

extractor voltage), inngangur (e. entrance), Utgangur (e. exit), gasfledi fyrir leysingu (e.
desolvation gas flow), gasfledi fyrir keilu (e. cone gas flow), hitastig upptokuholfs (e.
source temperature) og leysingarhitastig (e. desolvation temperature). Innskotsmagn var

10 pL, en fastar stillingar ma sja i vidauka A.

3.3.3.3 Undirbdningur proflausna

Proflausnir med styrk beggja 25-OH-D-vitamina uppa 1 pg/mL voru Gtbunar i setludum
vatnshluta ferdafasa (fasa A) fyrir viokomandi keyrslur, pannig ad samraemi veeri i
syrustigi. Til ad na eftirséttu syrustigi a fasa A var notast vid studpudavirkni 2mM
ammonium-salta; ammonium bikarbdnats (e. ammonium bicarbonat) fyrir basisk gildi
0g ammonium asetats fyrir sdr, asamt ibot maurasyru til ndnari stillingar.

Pipettadir voru 50 pL af stofnlausn 25-OH-D3-vitamins og 25 pL af stofnlausn
25-OH-D,-vitamins i eppendorf glas og pynntir med 925 pL af 50% MeOH. Af peirri
lausn voru 30 pL skammtar pipettadir i eppendorf glés og pynntir med 1470 pL af
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videigandi fasa A. Proflausnum var komid fyrir i 96-holubakka og skotid inn & HPLC-
MS/MS med samsvarandi ferdafasa.

3.3.4 D-optimal skimun fyrir HPLC-MS/MS mealiadfero

Vid skimun mismunandi breyta HPLC-MS/MS kerfis var beitt hénnun tilrauna, nanar

tiltekid D-optimal hénnun.

3.3.4.1 Fyrri skimun 4 breytum

Rannsakadar voru breytur fyrir baedi vokvaskilju og massagreini. beer voru eftirfarandi;
tegund sulu, syrustig fasa A, upphafsmagn lifrens leysis, hallatala & stigli, fledihradi,
hitastig sulu, spenna keilu, spenna harpipu, og érekstrarorka. Ein breytan var
pattbundin, tegund salu, en allar adrar voru magnbundnar. Tafla 3.1 synir hvada breytur

voru rannsakadar med D-optimal honnun og stillingar peirra i fyrri skimun.

Tafla 3.1: Stillingar & breytum fyrri skimunar med D-optimal hdnnun

Magnbundnar breytur Lagt gildi (-) | Miodlaegt gildi (0) | Hatt gildi (+)
Upphafsmagn lifraens 5% 25% 45 %

leysis

Syrustig fasa A 2,8 4,7 6,6
Hallatala stiguls 1 min 3 min 5 min
Flaedihraoi 0,2 mL/min 0,3 mL/min 0,4 mL/min
Hitastig sulu 21°C 29°C 37°C
Spenna harpipu 1kV 2,25 kV 3,5kV
Spenna keilu 5V 15V 25V
Arekstrarorka 4 eV 11 eV 18 eV
battbundnar breytur

Sulur Xbridge C18, Luna Phenyl-Hexyl og RP8
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Mismunandi syrustig fasa A; 2,8, 4,7 og 6,6, voru fengin med pvi ad Utbua
studpldalausn med fostum styrk salts en mismiklu magni af ibattri syru. 2 mM
ammonium asetat var notad sem salt og maurasyra var notud sem syruibot.
Studpudalausnir voru siadar undir sogi og svo vixlblandadar vid lifreenan leysi med 5%

af rammali, eins og sja ma i toflu 3.2.

Tafla 3.2: Blondun ferdafasa fyrir fyrri skimun med D-optimal hdnnun

Ferodafasi | Vokvar Hlutfall [v/v]
A Studpudi : Lifreenn leysir | 95:5
B Lifreenn leysir : Studpudi | 95:5

3.3.4.2 Fastar stillingar HPLC-MS/MS i fyrri skimun

Eftirfarandi breytum var haldid fostum; lifreenn leysir, dsamt 6drum almennt féstum

stillingum. Lifreenn leysir var metandl og innskotsmagn var 10pL.

3.3.4.3 Undirbdningur a proflausnum fyrir fyrri skimun

Proflausn sem innihélt badar gerdir af 25-OH-D-vitamini i styrknum 1 pg/mL var
atbuin & eftirfaranadi hatt. Pipettadir voru 50 pL af stofnlausn 25-OH-D3-vitamins og 25
pL af stofnlausn 25-OH-D,-vitamins i eppendorf glas og pynntir med 925 uL af 50%
MeOH. Af peirri lausn voru prir 30 uL. skammtar pipettadir i eppendorf glés og pynntir
med 1470 pL af sinni studpudalausninni hver. Préflausnum var sidan komid fyrir i 96-
holubakka og skotid inn & HPLC-MS/MS med samsvarandi ferdafasa.

3.3.4.4 Seinni skimun & breytum

Frekari rannsokn var gerd & voldum breytum fyrir beedi vokvaskilju og massagreini. baer
voru eftirfarandi; tegund salu, upphafsmagn lifreens leysis, fledihradi, spenna keilu og
arekstrarorka. Ein breytan var pattbundin, tegund sdlu, en hinar prjar voru
magnbundnar. Tafla 3.3 synir stillingar breyta sem rannsakadar voru frekar i seinni

skimun.
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Tafla 3.3: Stillingar & breytum seinni skimunar med D-optimal hdnnun

Magnbundnar breytur Lagt gildi (-) | Midlaegt gildi (0) | Hatt gildi (+)
Flaeedihraoi 0,2 mL/min 0,3 mL/min 0,4 mL/min
Upphafsmagn lifraens 5% 25% 45 %

leysis

Arekstrarorka 6 eV 12 eV 18 eV

Keila 9V 17V 25V
battbundnar breytur

Sulur Xbridge C18, Luna Phenyl-Hexyl og RP8

3.3.4.5 Fastar stillingar vid seinni skimun

Eftirfarandi breytum var ennfremur haldid fostum i seinni skimun; syrustig fasa A,
hallatal & stigli, spenna harpipu og hitastig sulu, dsamt adur festum stillingum. Fasi A
var med pH 2,8, hallatala stiguls var 1 mindta, spenna harpipu var 3,5, hitastig stlu var

37°C og innskotsmagn var 10 pL.

3.3.4.6 Undirbuningur a préflausn fyrir seinni skimun

Proflausn sem innihélt badar gerdir af 25-OH-D-vitamini i styrknum 1 pg/mL var
atbdin & eftirfaranadi hatt. Pipettadir voru 50 pL af stofnlausn 25-OH-D3-vitamins og 25
pL af stofnlausn 25-OH-D,-vitamins i eppendorf glas og pynntir med 925 uL af 70%
MeOH. Af peirri lausn voru 30 L pipettadir i eppendorf glos og pynntir med 1470 pL
af 70% MeOH. Proflausnum var sidan komid fyrir i 96-holubakka og skotid inn a
HPLC-MS/MS.

3.3.5 Samanburdur & synamedhdndlunum

Gerour var samanburdur a bremur mismunandi tegundum af
synamedhdndlunaradferdum; prétinfellingu, SPE og LLE. Ein Gtgafa af hverri peirra
var sett saman Gt fra lysingum i birtum greinum og leitast vid ad Utfera paer 4 pann hatt
ad samanburdur yrdi einfaldur. Notad var mennskt plasma med 25-OH-D-vitamin-ibét
(e. spiked) en melingar voru framkvemdar & HPLC-MS/MS med valinni adferd ar

skimun med D-optimal hénnun, sem sja ma i toflu 3.4.
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Tafla 3.4: Stillingar HPLC-MS/MS vid samanburd synamedhdndlana

Breytur Stillingar
Lifreenn leysir Metanol
Upphafsmagn lifraens leysis 45 %
Syrustig fasa A 2,8
Hallatala stiguls 1 min
Flaeoihraoi 0,4 mL/min
Hitastig sulu 37°C
Spenna harpipu 2,25 kV
Spenna keilu 15V
Arekstrarorka 11eV
Sula RP8
Innskotsmagn 10 pL

3.3.5.1 Undirbdningur syna fyrir synamedhdndlun

Proflausn sem innihélt badar gerdir af 25-OH-D-vitamini i styrknum 1 pg/mL var
atbuin & eftirfaranadi hatt. Pipettadir voru 50 pL af stofnlausn 25-OH-D3-vitamins og 25
pL af stofnlausn 25-OH-D,-vitamins i eppendorf glas og pynntir med 925 uL af 50%
MeOH. Af peirri lausn voru 30 L pipettadir i eppendorf glos og pynntir med 1470 L
af 50% MeOH.

20 pL skdmmtum af proflausn var svo beatt Ut i 80 L af plasma og blandan hrist
saman, til ad fa 100 pL tilbdin syni med styrk, hvorrar gerdar 25-OH-D-vitamins, upp a
ad minnsta kosti 200 ng/mL.
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3.3.5.2 Protinfelling
Vid 100 pL tilbuio syni er beett 300 pL af iskdldu ACN, blandan hrist i 3 min. og latin

standa vid 4°C i 30 min. P& er blandan spunnin nidur (e. centrifuged) med um pad bil
3000x%g vid 4°C og 300 uL fleyttir ofan af og fluttir i glerglas fyrir 96-holubakka. Flotid
svo purrkad undir niturblaestri og purrefni enduruppleyst med 350 L af 70% MeOH.

3.3.53 SPE

Vid 100 pL tilbaid syni er beett 300 pL af iskdldu ACN til prétinfellingar, blandan hrist
i 3 min. og latin standa vid 4°C i 30 min. P& er blandan spunnin nidur med um pad bil
3000x%g vio 4°C og 300 L fleyttir ofan af og blandadir i 700 uL af vatni. Su blanda er
sett & SPE sUlu sem virkjud hefur verid med 1 mL af MeOH og stodgud med 1 mL af
vatni. Sulan er svo pvegin med 1 mL af vatni og 1 mL af 40% MeOH. Loks er dregid ut
af sulunni med 250 pL af MeOH i glerglas fyrir 96-holubakka med 100 pL af vatni i og
hrist.

3.354 LLE

Vid 100 pL tilbdid syni er beatt 75 pL af 80:20 MeOH:prépandl bléndu til
protinfellingar og blandan hrist i 3 min. ba er baett ut i 500 pL af hexani, blandan hrist
0g spunnin nidur vid 1600xg. 450 pL eru fleyttir ofan af, feerdir i glerglas fyrir 96-
holubakka og purrkadir undir niturbleestri. burrefni eru svo leyst upp aftur med 350 pL

af 70% MeOH.

3.3.6 Hamdérkun med CCD
Hamorkun & HPLC-MS/MS adferdinni var gerd med central composite hénnun (CCD).

Notud var LLE synamedhondlun & tilbdin syni med fosfat-studpuda saltlausn (e.
phosphate buffered saline) (PBS) sem grunn, til ad likja eftir ahrifum sermis.

Upphafsstyrkur tilbtinna syna var 1 pg/mL og var innskotsmagn 10 uL.

3.3.6.1 Breytur vid hAmorkun

Eftirfarandi breytur voru rannsakadar; fledihradi, upphafsmagn lifrens leysis og

arekstrarorka og spenna keilu. Stillingar & breytum sem voru rannsakadar med CCD ma
sja i toflu 3.5.
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Tafla 3.5: Stillingar a breytum i CCD honnun

Breytur Lagt gildi (-) Miodlaegt gildi (0) Hatt gildi (+)
Flaeedihraoi 0,2 mL/min 0,3 mL/min 0,4 mL/min
Upphafsmagn 5% 38 % 71 %

lifraens leysis

Arekstrarorka | 6 eV 12 eV 18 eV
Spenna keilu 9V 17V 25V

3.3.6.2 Fastar stillingar vio hamdrkun

Eftirfarandi breytum var haldid foéstum; sula, hitastig sulu, innskotsmagn, syrustig fasa
A, lifrenn leysir, stigull, spenna dragskauts, inngangur, atgangur, gasfledi fyrir
leysingu, gasfleedi fyrir keilu, hitastig upptokuhdlfs og leysingarhitastig. Sula var
Xbridge-C18, suluhiti var 37°C og fasi A var 2 mM ammonium asetat studpudalausn

stillt & pH 2,8 med um pad bil 0,1% maurasyru. Nanari stillingar ma sja i vidauka A.

3.3.7 Stadalkurfa og gilding magngreiningaradferdar

Skotid var inn tilbGnum synum med PBS grunn og ibattum innri stadli (e. internal
standard) (IS), nanar tiltekid D4-kortesoli, sem medhdndlud voru med proteinfellingu i
stad LLE synamedhondlunar eins og upphaflega st6d til, til ad sja hvort fa& meetti
semilega stadalkurfu og hvert leegsta gildi hennar geaeti verid. Upphafsstyrkur innri
stadals var 250 ng/mL og upphafsstyrkur hvors af stadalefnunum a bilinu fra 1 ng/mL
upp i 500 ng/mL. Innskotsmagn var haekkad fra pvi sem adur hafdi vidgengist upp i 20
pL en adrar stillingar voru festar samkvemt hamérkun med CCD-hdnnun, eins og sja
ma i toflu 3.8.

| kjolfarid var framkveemd gilding par sem nakvaemni og areidanleiki HPLC-
MS/MS magngreiningaradferdarinnar var maeldur. [ pvi folst keyrsla stadalkdrfu, med
innri stadli, Ur atta punktum og innskot préflausna sex sinnum i sama punkti, fyrir
leegsta punkt kurfunnar og nokkra adra punkta en pa sem mynda stadalkurfuna, eins og
sja ma i toflu 3.9. Synin hoféu PBS grunn og hofdu upphafsstyrk innri stadals 200
ng/mL. Pau voru medhdndlud med proteinfellingu og upphafsstyrkur innri stadals var

200 ng/ml en afram var innskotsmagn 20 pL.
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pa var samhlida gildingu skotid inn prem eins medhdndludum plasma synum;
einu an allrar ibotar, 6dru einungis med innri stadli og pvi pridja med hvort tveggja
ibeettum innri stadli og stadalefnrum (+ 100 ng/mL), til samanburdar. Sja ma
upphafsstyrki stadalefna i t6flu 3.8.

3.3.7.1 HPLC-MS/MS magngreiningaradferd eftir hamdrkun

Sja ma stillingar magngreiningaradferdarinnar samkvemt hamdérkun med hénnun

tilrauna i t6flum 3.6 og 3.7. Par med eru pa einnig stillingar og einkennandi nidurbrot
innri stadalsins.

Tafla 3.6: Stillingar & HPLC-MS/MS til magngreiningar 25-OH-D-vitamins

Breytur Stillingar
Sulu hiti 37°C
Lifreenn leysir metanol

Upphafsmagn lifreens leysis

Hallatala stiguls 1 min
Spenna harpipu 0,35 kV

Spenna keilu

Arekstrarorka 8eV (401,3->383,3 &413,3 -> 395,3) (M+1-H20)
(margpeett, eftir jonum) 14 eV (401,3->257,3) (quant. 250HD3)

9 eV (413,3->355,3) (quant. 250HD3)
28 eV (367,2->120,8) (IS=Dshydrocortisone

Innskotsmagn
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Tafla 3.7: Stigull & ferdafasa fyrir magngreiningu 25-OH-D-vitamins

Timi Fasi A MeOH
0 min |95 % 5%
0,8min |95 % 5%
1,8 min | 5% 95 %
3,8min | 5% 95 %
4 min |[95% 5%
6 min |95% 5%

3.3.7.2 Synamedhdndlun fyrir stadalkdrfu
10 pL skdmmtum af videigandi radpynntum proflausnum asamt 10 pL skdmmtum af

IS-lausn, 2 pg/mL sterkri, er batt ut i 80 pL af PBS og blandan hrist saman, til ad fa
100 pL af hverju tilbdnu syni.

Vid 100 pL tilbuid syni er beett 300 pL af iskdldu ACN, blandan hrist i 3 min.
og latin standa vid 4°C i 30 min. P& er blandan spunnin nidur (e. centrifuged) med um
pad bil 3000xg vid 4°C og 300 pL fleyttir ofan af og fluttir i glerglas fyrir 96-
holubakka. Flotid svo purrkad undir niturbleestri og purrefni enduruppleyst med 100 pL
af 70% MeOH og pa hrist.

3.3.7.3 Synameohdndlun fyrir gildingu

10 pL skdmmtum af videigandi radpynntum préflausnum asamt 10 pL skommtum af

IS-lausn, 2 pg/mL sterkri, er beett Gt i 80 uL af PBS eda plasma og blandan hrist saman.
pa fast 100 uL af hverju tilbdnu syni.

Vid 100 pL tilbaid syni er beett 300 pL af iskdldu ACN, blandan hrist i 3 min.
og latin standa vid 4°C i 30 min. b4 er blandan spunnin nidur med um pad bil 3000xg
vid 4°C og 300 pL fleyttir ofan af og fluttir i glerglas fyrir 96-holubakka. Flotid svo
purrkad undir niturbleestri og purrefni enduruppleyst med 100 pL af 70% MeOH og pa
hrist.
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Tafla 3.8: Upphafsstyrkir stadalefna i stadalkurfu og gildingu adferdar

Upphafsstyrkir | Upphafsstyrkir
i stadalkurfu i gildingu
(ng/mL) (ng/mL)

0
1 5

2,5
5 25

10

25 100

50

100 250

250

500

Punktar fyrir
mat gaeda

(ng/mL)

10

75
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4. NIDURSTOBUR

4.1 Innsprautun a massagreini

4.1.1 Massarof 25-OH-Ds-vitamins

A mynd 4.1 ma sja massar6f fyrir 25-OH-Ds-vitamin. pad jonadist vel i jakvaedri jonun.

Hér er um détturjéna-skimun ad raeda, par sem madurjonin hefur topp vid massa 401,
en pad samsvarar pyngd 25-OH-Ds-vitamins ad vidbeettri préténu. Han missir
audveldlega tvo vatnshopa, sem eru 18 ad pyngd hvor. Haesti toppurinn & myndinni er i
383 0g svo sa naest hasti i 365. Einnig er toppur i 257 sem hugsanlega er sértaekari en

toppar vegna afvotnunar.

Daughter scagn of VITAMIN_D3_FORMICACID-MEOH_020211 02-Feb-201115:51:27

YITAMIN_D3_DS_FORMICACID-MEOH_020211 1 (0.315) Daughters of 401ES5+
100+ 383.1 23086

iy W ] Ll H ; . Ll " el L
LA A A AL L LA LA A L L) LU L) L LAl L i s wa s aaa LL
60 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 520 340 360 380 400 420 440 460 480 500

iz

Mynd 4.1: Massarof fyrir détturjona-skimun 25-OH-D3-vitamins
Hér gefur ad lita jakvaeda jonun (M+1) 25-OH-D3-vitamins i massan 401,3 og nidurbrot
af pvi, & bilinu 50-500 Da.
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4.1.2 Massarof 25-OH-D,-vitamins

Massarof ar détturjéna-skimun 25-OH-D,-vitamins mé sja & mynd 4.2. bPad jonadist

einnig vel i jakveedri jonun og hefur lika tilhneigingu til ad missa tvo vatnshopa. Massi
25-OH-D,-vitamins ad vidbettri pyngd vetnisprétonu er 413 og ma sja greinilegan topp
vid pad gildi. Aftur er heesti toppurinn fyrir nidurbrot fyrri vatnshopsins, en auk
nidurbrots pess seinni eru prir adrir hugaverdir toppar, pad er vio massagildi 355, 337
og 271.

Daughter scan of VITAMIN_D2_FORMICACID-MEOH_020211 02-Feb-201114:55:34
WITAMIN_D2_DS_FORMICACID-MEQH_020211 1 (0 315) Daughters of 413E5+
3 3.29e6

100+

RTINS N O UG R VA DOVRL B
AAARI A R s s s ut e a D14
60 380 400 420 440 460 480 500

Mynd 4.2: Massarof fyrir détturjonaskimun 25-OH-D,-vitamins
Hér gefur ad lita jakvaeda jonun (M+1) 25-OH-D,-vitamins i massan 401,3 og nidurbrot
af pvi, & bilinu 50-500 Da.
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4.2 Stadfesting & mealihaefni

4.2.1 Val & nidurbrotum til préunar melinga

Afvotnun efna er ekki mjog seértek en pessar pyngstu dotturjonir beggja efna syna

greinilega yfirburdi i Utslagi og geta nyst til sannkennslis. Rof seinni vatnssameindar af

25-OH-D-vitamini gefur ekki eins mikid atslag og hin fyrri.

Mest &berandi nidurbrotsafurd par & eftir er i massa 257 fyrir 25-OH-D3-vitamin

og massa 355 fyrir 25-OH-D,-vitamin, eins og sjd matti & myndum 4.1 og 4.2.

Innskotsgrof fyrir massa 257 og 355 syna ekki eins mikla grunnlinutruflun og virdist

eiga vid um vatnsmissinn, og pa sérstaklega fyrir 25-OH-D,-vitamin, sja mynd 4.3.

Einkennistoppur efnanna hefur par rastima vid um pad bil 3,40 min. en bungan par &

undan sem neaer hamarki i 3,13 min. er st6dug truflun.

Vitamin D2+D3 10ng/ml lagmark(Cap1.5kV,Col8,Con10) 50%MeOH 2mMAmAc0.1%FormAc:MeOH C18

T150214_019

MRM of 9 Channels ES+
413353953
1007 1.88e4
2]
33 340
0
T T T T P e ‘ ) )
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
T150211_019 MRM of 9 Channels ES+
4133>3553
100 1.88¢4
£l
0 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 35 375 400 425 450 475 500 525 55 515 600
T1502)1_019 MRM of 9 Channels ES+
4013>3833
1004 1.88e4
33
£l
301304
c 1 T T T T T T T T T T T 1, T T T T T T T T T T 1
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600
T15021_019 MRM of 9 Channels ES+
401352573
1007 1.88e4
L B2
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025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 55 575 600

Mynd 4.3: Utslag nidurbrota og grunnlinutruflanir
Efst er graf 25D,a, svo kemur 25D,b, pa 25Dsa og loks 25D3b. Meira utslag, en um leid
meiri grunnlinutruflun, sést pegar vatnshopur brotnar af vitamininu. Sja ma einkennis-
massa nidurbrots, pad er modur- og détturjonar i efra haegra horni hvers peirra.
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Minni og léttari nidurbrotsefni voru ogreinanleg i keyrslunni @ mynd 4.3 og pvi
ekki birt. pau koma ekki fram fyrr en vid heerri arekstrarorku, en hér var arekstrarorkan
8 eV.

Akvedid var ad nota nidurbrotin 413,3 i 355,3 (25Db) og 401,3 i 257,3 (25D3b)
til prounar magngreiningaradferdarinnar. P4 var nidurbrotum par sem fyrri vatnshopur
efnanna, pad er 413,3 i 395,3 (25Da) og 401,3 i 383,3 (25Dsa), losnar haldid med til

sannkennslis og viomidunar.

4.2.2 Val a lifrenum leysi og leekkun a efra marki syrustigs

Aukinn upphafsstyrkur asetdnitrils minnkadi toppa eda lét pa missa I6gun. Toppar gatu
ordid ljétir eda horfid og pad kallad & ad prengja pyrfti skordur annara breytipatta.

Of hatt syrustig, pad er basiskar adsteedur, hafdi sams konar ahrif. Ekki reyndist
feert ad nota pH 9 i skimun. Haekkandi syrustig med auknum upphafsstyrk asetonitrils
gaf einstaklega neikveedar nidurstodur. Sja ma & mynd 4.4 bornar saman
hamarkamalingar & sama syni med ACN annars vegar og MeOH hins vegar. pH var 6,6
og upphafsstyrkur ACN var 25% en upphafsstyrkur MeOH 45%. Enginn toppur feaest
med pH 6,6 og upphafsstyrk ACN 25% en med MeOH sést sama syni gefa skyran topp.

Vitamin D2+D3 1mikg/ml hamark (T=21) pH6,6 ACN Pheny|
T140311_009 MRM of 4 Channels ES+

TIC
1007 6.40e4

0 " o i Pt i ) e T A A ol A

T f T u T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T f T T T T )
0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00
T150311_004 MRM of 4 Channels ES+

548 TIC
1007 6.40e4

L \1
/
Mynd 4.4: Aukid asetonitril 6hentugt med haekkandi pH, hér 6,6.
Efra grafid synir hdmarkamalingu med ACN sem lifreenan leysi i 25% upphafsstillingu.
Nedra grafid synir meelingu sama synis degi seinna med MeOH sem lifrenan leysi; til

ad ganga ur skugga um ad syni hafi ekki verid onytt.

0
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4.2.3 Melihaefni

Ystu mork breyta sem gafu alltaf notheef gildi i hAmarka- og lagmarka-melingum voru
notud i D-optimal skimun og ma sja i téflu 3.3.

4.3 D-optimal skimun
Tolulegar nidurstodur fyrir Utkomur Gr skimunum samkvemt D-optimal hénnun voru

feerdar inn i tolvuforritid Modde og par notadar til tolfreedilegra dtreikninga.

4.3.1 Fyrri skimun

Synafasi var oheppilegur og styrkur stadalefna breytingum hadur med tima. Par sem
innskot syna voru ekki vel slembir6dud, 61l syni a hverja sulu keyrd i einu, var styrkur
syna pegar skotid var inn & sidustu stlu ordinn ryr. Likanid er pvi skakkt og ber ad taka
nidurstddum pess hvad flatarmal vardar med fyrirvara, serstaklega med tilliti til sdla.
Engra ahrifa af pessu atti po ad geeta a rastima og pvi nidurstddur sem ad honum snla

notheefar, sja@ mynd 4.5.

4.3.1.1 Ahrif breyta 4 rastima

Mynd 4.5, lysir ahrifameetti breyta og vixl- eda samverkana & rastima (e. retention time).
Markteaekar breytur eru eftirfarandi eftir veegi; stigull, fledi, hitastig sulu, spenna &
harpipu og hugsanlega upphafsmagn lifreens leysis. Stigull og harpipa hafa lengjandi
ahrif & rastima. Fledi hefur marktek ahrif til styttingar rastima asamt hitastigi sdlu.
Adrar breytur hafa litil ahrif eda dmarkteek. Ekki kemur & dvart ad grofin séu pvi sem
naest eins fyrir baedi efnin par sem pau skila sér yfirleitt a mjog svipudum tima, og par

koma pa 6ll nidurbrot peirra fram.
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hrifameetti breyta a flatarmal 25-OH-D-vitam

Graf fyrir ahrif & 25D3b er til vinstri og a 25D,b er til haegri.
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4.3.1.2 Ahrif breyta 4 flatarmal

Ahrifamatt breyta & flatarmal ma sja & mynd 4.6. Fledi hefur neikvaed ahrif &

flatarmalid hja badum nidurbrotum. Vaxandi arekstrarorka hefur hugsanlega neikveed
ahrif & flatarmal topps fyrir nidurbrotid 25D,b og pé einnig 25D3a og 25D-a, en peirra
grof eru lika sambeerileg um allt annad. Arekstrarorkan hafdi hins vegar marktaekt mjog
jakvaed ahrif & nidurbrotid 25D3b.

4.3.2 Seinni skimun

I seinni skimun var synfasi 70% MeOH, og engar breytur krofdust afskipta af

uppsetningu teekis eda framvindu meelingar.

4.3.2.1 Dreifing gagna

Sja ma dreifingu gagna fyrir flatarmal & mynd 4.7. par sem han er ekki normaldreifd var
akvedio ad taka légaritma af Gtkomum til ad beeta likanid ef pa fengist normaldreifing.
Eins og sja ma & mynd 4.8 gaf pad sig vel fyrir flatarmalid en ekki var tekinn l6garitmi
af niourstéoum fyrir rastima.

Investigation: VitaminD _stutt_sulu_area
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Mynd 4.7: Dreifing gagna fyrir flatarmal toppa an frekari medhoéndlunar
Hér er ekki tekinn logaritmi af nidurstodum. Grofin eru ekki normaldreifd og parfnast
pvi sterfraedilegrar medhéndlunar.
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Investigation: VitaminD'_stutt_sulu_area
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Mynd 4.8: Dreifing gagna fyrir flatarmal ef tekinn er I6garitmi af nidurstéoum
Dreifing gagna kemst mun nar pvi ad vera normaldreifd og pvi likanid ordid betra.

4.3.2.2 Ahrif breyta og vixlverkana

Investigation: VitaminD _stutt_suln_area (PLS, comp.=5)
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Mynd 4.9: Grof sem syna ahrif breyta & rastima i seinni skimun
Sja mé graf fyrir ahrif breyta & 25D3b til vinstri og eins fyrir 25D,b til haegri.
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A mynd 4.9 ma sja hvada breytur hafa ahrif & rastima, hversu mikil pau eru og hversu
markteek. Tveer breytur nd markteaekni; fledi sem hefur langmest ahrif og vixlverkun
upphafsmagns lifreens leysis og fleedis, en hin ner einnig marktakni.

A mynd 4.10 sjast atlud ahrif breyta & flatarmal i seinni skimun. Fladi er aftur
mikilvirkasta breytan nema med 6fugum formerkjum par sem aukning fleedis veldur
minna flatarmali, sem er neikveett. Adrar markteekar breytur voru upphafsmagn lifreens
leysis og C18 XBridge stla, &samt spennu arekstrarorku sem verkar & 6fugan mata hja
sitthvoru efninu. Grof fyrir ahrif & 25D3a 0og 25D,a voru ad allmestu leiti sambarileg
grofum fyrir 25D,b.

Investigation: VitaminD_stutt_sulu_area (PLS, comp.=5)
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Mynd 4.10: Grof sem synar ahrif breyta a flatarmal i seinni skimun
Athygli vekur ad arekstrarorka hefur samband i sitthvora attina fyrir sitthvort efnid,

jakvaed ahrif & 25D3b, til vinstri, en neikveed ahrif & 25D,b, til hagri.

4.4 Synamedhondlun
Synamedhdndlun gaf ekki gédar heimtur fyrir SPE, bara um 20% og ma atla ad

eitthvad hafi fario Urskeidis i framkveemd hennar. Hins vegar komu hvort tveggja
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protinfelling og LLE seemilega Ut med i kringum 80% heimtur. b4 reyndist LLE einfold
i framkveemd en adeins ein einfold adgerd beetist vid hefdbundid prétinfellingarferli.

45 Hamorkun med CCD

Tolulegar nidurstédur fyrir tkomur ar CCD hadmdrkuninni voru ferdar inn og likan
Utblid. Likanid var svo notad til ad akveda endanlegar hdmarks stillingar & HPLC-
MS/MS kerfinu til maelingar & 25-OH-D-vitamini.

4.5.1 Dreifing gagna

Til pess ad fa normaldreifingu & nidurstodur fyrir flatarmal 25-OH-D-vitamins purfti ad

taka logaritma af peim. Ekki var tekinn logaritmi af nidurstédum fyrir rastima.

45.1.1 Endurtakanleiki
Sja méa nidurstodur allra tilrauna & flatarmali og rastima 25-OH-D-vitamins, pad er af
hvorri gerdinni fyrir sig, & mynd 4.11. Ef margir punktar eru & sama stad lysir pad

godum endurtakanleika, eins og raun ber vitni um midpunktameelingar i pessu tilviki, en

peer eru peer einu sem meeldar eru oft eins.

Investigation: VitaminD_hamorkun-mt
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Mynd 4.11: Grof sem lysa endurtakanleika.
Til vinstri eru grof fyrir nidurstodur rastima; fyrir ofan er 25D3b, en nedan 25D;b og til
heegri eru grof peirra fyrir flatarmal, i sému rod.
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A mynd 4.12 ma sja salurit fyrir badar svaranir, rastima og flatarmal, beggja
nidurbrota. A sdluritinu ma sja greiningu & réttmati likana (e. model validity) sem og
endurtakanleika (e. reproducability). R? er par Gtskyrt hlutfall af breytileika og skyrir
hversu vel nidustédurnar passa inn i likanid en Q? lysir hversu vel likanid segir til um

eigin nidurstodur og parf pad ad vera herra en 0,5 til ad likanid geti kallast gott.

A rR2
B Q
] Model Validity
[ Reproducibility

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

-0.0
-0.1
-0.2

Retension time 25D3 257
Area 25D3 257~
Retension time 25D2 355
Area 25D2 355~

Mynd 4.12: Salurit fyrir forspargildi, réttmeeti likans og endurtakanleika

A stluriti mé sja réttmeti likans og endurtakanleika 4samt R? og Q. R? skyrir hversu
vel nidurstddur passa i likan og Q® hversu vel likanid getur sagt fyrir um par. Hér eru
bau baedi ha og pa likanid ad pvi leiti gott. Réttmeeti er hins vegar Iélegt fyrir rastima.

4.5.1.2 Ahrif breyta og vixlverkanir

Mynd 4.13 synir ahrif breyta og par ma sja hvada ahrif breytur hafa & badi rastima og
flatarmal fyrir baedi efni. Rastimi lysir sér eins og adur, eins hja efnunum og pad helsta
sem skilur & milli peirra vardandi flatarmalio er arekstrarorkan sem gengur i sitthvora
attina fyrir sitthvort efnid.

Marktaekar breytur med tilliti til rastima eru; fleedi, upphafsmagn lifreens leysis
og tveer samverkanir; en markteekar breytur med tilliti til flatarmals eru arekstrarorka,

flleedi, upphafsmagn lifreens leysis og prjar samverkanir. Ein breyta nar hvergi
marktaekni og er pad spenna keilu.
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Investigation: VitaminD _hamorkun-mt (PLS, comp.=5)
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Mynd 4.13: Ahrif breyta i hamérkun

Grofin vinstra megin eiga vid um rastima en gréfin haegra megin eiga vio um flatarmal
toppa; hin efri um nidurbrot 25-OH-Ds-vitamins og hin nedri um nidurbrot 25-OH-D,-
vitamins.

par sem arekstrarorka og spenna keilu hafa litil og 6marktaek ahrif & rastima,
parf ekki ad taka tillit til hans vid mat a heppilegasta gilda peirra. Reiknilikan var latid
meta bestu gildin fyrir hvert nidurbrot Gt fra flatarmali toppa. Fyrir beaedi vatns-
nidurbrot, 25D3a 0g 25D;a, reyndist gildi arekstrarorku vera um pad bil 8 eV og spennu
keilu ramlega 15 V. Fyrir 25D,b var petta svipad, pad er arekstrarorka best i 9 eV og
spenna keilu i ramlega 15 V. Nidurbrotid 25D3b skar sig Ur hvad vardar arekstrarorku,
sem var best fyrir pad i 14 eV, en spenna keilu var enn svipud eda teplega 16 V.

A mynd 4.14 ma lita haedarlinugrof sem syna ahrif upphafsmagns lifreens leysis
og fleedis & rastima med gildi spennu keilu og arekstrarorku fest i bestu stillingum fyrir
hvora. Tolur sem merktar eru inna grafid eru deemisgefandi punktgildi ar hverjum lit en
liturinn breytist fra blaum, fyrir lag gildi, yfir i raudan, fyrir ha gildi. Mismunur stysta
og lengsta hugsanlegs innskots hvad rastima vardar er pvi adeins rétt yfir 1 min. af

hamark 3,5 min.
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Mynd 4.14: Hadarlinugrof sem syna ahrif breyta & rastima
Til vinstri er graf fyrir rastima 25D3b og til heegri fyrir rastima 25D,b; en punktgildi
lysa veegi lita. Breyturnar eru flaedi og upphafsmagn lifreens leysis.
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Mynd 4.15: prividir svarfletir fyrir flatarmal
Graf 25D3b er til vinstri en 25D,b til heegri. Heesti dokkraudi punkturinn & hvoru grafi er

hamarksgildi pess, sem fyrir baedi grofin er pad i lagmarks fledi og lagmarks
upphafsmagni lifrens leysis.

Mynd 4.15 synir mat likansins a ahrifum fleedis og upphafsmagns lifreens leysis
begar buid er ad festa allar adrar breytur i bestu gildi syn. Hlutfallslegur munur haestu
og leegstu gilda hér er mun meiri en @ mynd 4.14 og augljost er ad fledi skal festa i
lagmark, eda 0,2 mL/min. P& sést ad vid paer adstedur eru ahrif upphafsmagns lifreens
leysis ekki linuleg heldur skeifulaga svo midgildi eru verst en flatarmal eykst til beggja
atta. Horn svarflatarins teygir sig nokkud herra og brattar upp vid legsta upphafsmagn
leysis en haesta. Nidurstadan er pvi ad upphafsmagn leysis skuli vera 5 %.

Vert er ad taka fram ad 0skrad personuleg reynsla af synakeyrslum benti til ad
prystingur HPLC kerfis veeri teeplega 1-2 min. lengur ad jafna sig eftir keyrslu vid hatt
upphafsmagn lifreens leysis en lagt.
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4.6 Stadalkarfa og gilding

4.6.1 Stadalkurfa

4.6

11

Innri stadall

Innri stadallinn D4-hydrdkortesdl reyndist of skautadur og skiladi sér ekki med LLE

synamedhdndlunaradferd. Skipt var um synamedhoéndlunaradferd og proétinfelling notud

i stadinn.

Sja méa hvernig toppur innri stadals kom Gt, midad vid sama styrk stadalefna, &

mynd 4.16. Kvardi er par stilltur Gt fra haesta topp sem 100%; pad er innri stadlinum,

sem hefur mun meira Gtslag en 25D,b 0g 25Dsb.

Stkurfa PrF 250ng/mLD2+3 +1S0.25ug/mL C18 pH2,8 T37 0.7MeOH
1804770024 Sm (Mn, 1x1); Sm (Mn, 2x1)

MRM of 5 Channels ES+
4133>3553

1007 1.74e5
<]
A\
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 675
180417_0024 Sm (Mn, 1x1); Sm (Mn, 2x1) MRM of 5 Channels ES+
401.3>257.3
100 1.74e5
s =]
0 T T T T T T T T T T T T T /\\ T T T T T T T T T T
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 625 550 575
180411_0024 Sm (Mn, 1x1). Sm (Mn, 2x1) MRM of 5 Channels ES+
> 305 367.2> 1208
100+ 174e5
=
Y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575

Mynd 4.16: Innri stadall eftir préteinfellingu
Her sjast sundurlidud innskotsgrof tr einni keyrslu fyrir; 25D2b efst, 25Dsb i midju og
innri stadalinn D4-kortisél nedst. Utslag IS er um fjérfalt sterkara en stadalefnanna.
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4.6.1.2 Naemni

Stadalkarfuinnskot fyrir leegstu gildin; 1 ng/mL og 2,5 ng/mL, gafu ekki greinanlega

toppa p6 ad i 2,5 ng/mL veeri byrjad ad glitta i pa fyrir beedi efni. Fyrir 5 ng/mL fengust

greinanlegir toppar, eins og sja ma & mynd 4.17. beir voru p6 & mérkum hins nothefa;

voru & morkum pess ad vera magngreinanlegir.

Nidurbrot 25D,b og 25D3 syna mjog svipada toppa, hvad vardar hed og

flatarmal, sem alla jafna virdast na mjog vel nidur ad grunnlinu hvoru megin. Auk pess

virdast grunnlinur peirra almennt mjog truflanalausar midad vid énnur nidurbrot D-

vitamina.

Athygli vakti ad Utslag jokst litid fra 5 ng/mL upp i 10 ng/mL en 6ks edlilega

upp fra pvi.

Stkurfa PrF Sng/imLD2+3 +80.25ug/mL C18 pH2,8 T37 0.7MeOH

18047Y/0014 Sm (Mn, 1x1); Sm (Mn, 2¢1) MRM of § Channels ES+
n 4133>3053
1004 33 7933
" #
c T T b3y ¢ T T g | T T T ! A T T T 3 ! T T T T T T T T T
025 050 075 100 125 15 175 200 225 250 275 300 325 35 375 400 425 45 475 500 525 550 575
18041_0014 Sm (Mn, 1x1); Sm (Mn, 2¢1) MRM of 5 Channels ES+
12 413.3> 3563
1007 349 1.05€3
*_
0
L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
025 050 075 100 126 15 175 200 226 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 6525 650 675
180417_0014 Sm (Mn, 1x1); Sm (Mn, 2x1) MRM of § Channels ES+
347 401.3>3833
1007 8.64¢3
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0. "‘-’/\\
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025 05 075 100 125 15 175 200 225 25 275 300 325 35 375 400 425 45 475 500 525 55 575
180411_0014 Sm (Mn, 1x1); Sm (Mn, 2x1) MRM of 5 Channels ES+
346 401.3>2573
100+ 1.06e3
by
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Mynd 4.17: Utslag synis med 5 ng/mL styrk

Hér sjast toppar hvors nidurbrots beggja 25-OH-D-vitamina en taka ber fram ad peir eru
ekki i samreemdum steerdarhlutfollum. Rastimi D-vitamins er i kringum 3,47 min. Efst
er 25-OH-D,-vitamin an vatnshops (25Db), pa nidurbrot pess i massa 355,3 (25D;b),
naest 25-OH-Ds-vitamin an vatnshops (25Dsb) og svo ad lokum nidurbrot pess i
massann 257,3 (25D3b).
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4.6.2 Gilding
Gilding féll!

Néakvaemni synakeyrslunnar var léleg og utslag fyrir 5 ng/mL nédi ekKki
magngreiningarmdrkum. Hins vegar matti fa ageeta stadalkirfu ef leegsta gildi var haft i
10 ng/mL og ma sja stadalkurfu fyrir baedi efni & mynd 4.18.

Enn voru nothafir sex punktar, af peim upphaflegu atta, fyrir stadalkurkfuna; en
svo ma einnig sja & grafi sexfold geedamats- (e. quality controle) innskot i premur
punktum.

Response type: Internal Std ( Ref5 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x2, Ads trans: None
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Compound name: 25 OH D2b

Coefficient of Determination: R"2 = 0.990420

Calibration curve: 1.23476-006 * x'2 + 0.000748401 * x + -0.00372433
Response type: Interal Std ( Ref5), Area * (IS Conc. /1S Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x2, Ads trans: None
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Mynd 4.18: Stadalkurfa ur gildingu fyrir badar gerdir 25-OH-D-vitamins
Efri karfa lysir styrk-flatarmals sambandi 25D3b en st nedri pvi sama fyrir 25D,b. Fyrir
ofan hvora stadalkarfu eru fravika- (e. residual) grof hennar.
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4.6.2.1 Plasmasyni
Mistok voru gerd vid undirblning synis og i stad pess ad ibot veeri gerd med 10 pL af 1

pg/mL lausn til ad fa ibeettan styrk upp & 100 ng/mL var ib6t gerd med 100 ng/mL lausn
0g pvi adeins um ibattan styrk upp & 10 ng/mL ad reeda.

Engar sérstakar truflanir var frekar ad sja i kringum magngreiningartoppa hja
plasmasyninu en tilbinum PBS synum. Hins vegar sast i hreinu plasmasyni litill toppur
i grafi innri stadals sem var svo nalegt rastima innri stadals ad hann geeti fallid inn i
topp fyrir IS, eins og sést & mynd 4.19. Utslag auka toppsins er teplega fjordungur af
bvi sem 200 ng/mL IS gefa.

Gilding Plasma (il sbr) Hreint ?2ng/mL
19047470078 Sm (Mn, 2x1) MRM of 5 Channels ES+
3672> 1208

100+ 157e5

T T T T T T T ™ T T T T T T T T f T T T T T T Time
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Mynd 4.19: Innri stadall i plasmasyni borinn saman vid hreint plasma syni
Rauda linan lysir aukatoppi ur hreinu prétinfelldu plasmasyni, sem geti verid
truflanavaldandi, en graena linan toppi innri stadals ar samskonar syni, ibaettu med IS.

Samkvaemt bakreikningi fra samanburdi flatarmals toppa i plasmasyni vid
stadalkarfu meeldist styrkur i D-vitamin-battu plasmasyni med IS vera 20,99 ng/mL af
25-OH-D-vitamini, par af 10,18 ng/mL af 25-OH-3;D-vitamini og 10,81 ng/mL af 25-
OH-D,-vitamini. (Leidréttingarstudull at fra IS var 0,776)

Samkvaemt bakreikningi fra samanburdi flatarmals toppa i plasmasyni vid
stadalkdrfu meeldist styrkur i plasmasyni med IS vera 4,10 ng/mL af 25-OH-D-vitamini,
par af 4,10 ng/mL af 25-OH-3D-vitamini og NA ng/mL af 25-OH-D,-vitamini.
(Leidréttingarstudull ut fra IS var 0,815)
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5. UMRADUR

5.1 Innsprautun
Innsprautun samreemdist vel lysingum ar ritudum heimildum, en skoda hefdi métt betur
eiginleika nidurbrota i henni. Vard strax 1jost ad nidurbrot vegna brotthvarfs vatnshops
krafdist athygli vegna yfirgnaefandi utslags. Hins vegar var moguleg dsérteekni peirra og
truflanir i grunnlinu of mikil &hztta og pvi afradid ad beina sjonum annad. En geta pa
notad petta mikla Utslag til sannkennslis ef & pyrfti ad halda, eda leitad aftur til peirra ef
annad brygadist.

P& bar beinast vid ad athuga frekar adrar dotturjonir sem hugsanlega meeldust
vid samberilegar stillingar, svo heaegt veeri ad skima eiginleika peirra innan sému
breytubila. Fljétlega kom i 1jés ad 401,3-257,3 og 413,3-355,3 baru af 6drum sem ekKi
foru undir 200 i pyngd. Fyrir paer sem voru undir 200 sast greinilega ad pyrfti mun

yktari adsteedur, svo sem i nidurbrotsklefa massagreinis

5.2 Melihafni

Athugun & malihaefni gaf strax ymislegt i ljos &dur en kom ad skimun. Byrjad var & ad
atta sig groflega a bodlegum gildum & teekjum vid nokkud 6ruggar adsteedur, byggdum a
reynslu ar innsprautun og heimildum. bad gekk ageetlega, en for fyrir litid pegar ad
grofari breytingum kom.

Fyrst var notast vid 5% MeOH sem lifreenan leysi og C18 sulu. begar skipt var
yfir i 5% asetonitril leit allt edlilega Gt, nema pa helst ad toppar voru frekar legri og
ljotari. Hins vegar pegar upphafsmagn asetonitrils var aukid, og pa sérstaklega med
haekkandi syrustigi og hitastigi sulu, for allt ad fara handaskolum. Vera ma ad
stadalefnin hafi leyst of vel upp til ad HPLC-sulan geeti sinnt sinu hlutverki.

Midad vid hve margar breytur pyrfti ad endurskoda og hversu takmarkadar paer
yrou og svo ad Utslag var ekki eins gott, var ACN tekid af stefnuskranni. Pa var
ennfremur svipada ségu ad segja pegar syrustig var ordid basiskt & méti MeOH, en
jafnvel pH 6,6 gekk ekki med 25% ACN.

Reynt var ad halda 6drum breytum med vidum bilum til ad 61l nidurbrot geetu
fengid ad njéta sin pratt fyrir a0 edli peirra veeri Olikt, svo sem reyndist med
arekstrarorkuna. Ymsar breytur eru pd takmarkadar af raunhaefum mérkum, svo sem

hitastigi; fra stofuhita upp ad likamshita, fleedi; eftir grunneiginleikum teekis, pad er
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0,2-0,4 mL/min, spennu harpipu og svo framvegis. I pessum tilfellum voru pa ystu mérk
notud ef med peim saust toppar i hdAmarka- og lagmarkainnskotum.

5.3 Skimanir

5.3.1 Fyrri skimun

I fyrri skimun var farid ad leysa syni upp i samsvarandi fasa og byrjunar adstedur
myndu vera. betta voru grundvallarmistok og hefdu betur matt f4 nanari athugun fyrst.
Stadalefni virtust hverfa hratt Gr synum, en ekki er fyllilega ljost hvad olli, annad en pad
ad med haekkudu hlutfalli lifreens leysis i synavokva fékkst stodugleiki. 100% metanol
var po ekki talid radlegt. Engin leysisahrif (e. solvent effect) ne annad neikveett sast af
pbvi, en pad ad hatta & uppgufun potti 6porf og pvi var 70% MeOH valid.

par sem innskot fyrri skimunar voru hopud saman; um sulu, pa syrustig fasa A
og loks hitastig sulu, fékkst ekki areidanleg utkoma hvad vardar flatarmal ar henni.
Alyktanir um stlur voru égerlegar Gt fra slikum gégnum, en 6hatt potti ad dema
langann stigul tilgangslausan sem og haekkun pH. Stigullinn lengdi umtalsvert adferdina
en hafdi litil, ef einhver, ahrif a toppa og pH hafdi, ef einhver, vond ahrif &4 badi rastima
og flatarmal. ba var lika frekar lagt syrustig fasa A i birtum greinum.

pratt fyrir ad spenna harpipu lengdi marktaekt rastima var su lenging litil og potti
ekki pess virdi ad missa hugsanlega greiningarhafni til ad fordast hana. bvi var spenna
harpipu fest i hamarki, 3,5 kV, og hitastig vegna ahrifa a rastima; en svo vafaatridi
skimud aftur. bad var litil fyrirhfn med svo faum breytum i D-optimal-hénnun.

Skimad var fyrir ahrifum sdlna, fledis, upphafsmagni lifrens leysis,

arekstarorku og spennu keilu.

5.3.2 Seinni skimun

[ seinni skimum séast ad C18-stlan var best. Fledi orkadi enn tvimalis og arekstrarorka
asamt upphafsmagni lifreens leysis krofoust nanari skodunar, par sem pau voru
markteekar magnbundnar breytur. ba ollu hverfandi ahrif keilu vangaveltum par sem

ahrifa hafdi pott geeta i upphafi verkefnis.
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I badum skimunum var tekinn logaritmi af flatarmali til ad fa normal dreifingu
0g par med betra likan. Einnig var unnid med breytipeetti og teknar Ut breytur, adallega
vixlverknir, par til hamarksgildum & R? og Q* var nad.

5.4 Synamedhdndlun
Fyrir samanburd synamedhdndlunaradferda var farid gegnum gegnum birtar greinar og
innanhussadferdir. Leitad var eftir einfoldum deemum um hverja tegund sem gefid geetu
hugmynd um hversu mikla préunarvinnu radast pyrfti i og hvort hegt veeri ad fordast
6parfa fyrirh6fn og kostnad.

SPE kom illa at, hugsanlega vegna mistaka i framkveemd, en par sem henni
fylgir kostnadur og hvort tveggja LLE og prétinfelling gengu vel, var ekki talin porf a
ad skoda pad frekar.

LLE potti heillandi og var valin med tilliti til hreinsihaefni sinnar, svo fordast
meetti st ur fosfat-studpudum eda truflandi skautud efni ar lifssynum. Hins vegar potti
ekki heppilegt hve mikid allar adferdir pynntu syni og var stefnt & ad athuga hvad gera

meetti i pvi.

5.5 Hamorkun

Hamorkun gekk vel. Synamedhondlun var LLE og notast var vid PBS sem grunn fyrir
tilbdin syni par sem erfitt, eda 6llu heldur randyrt er ad fa D-vitamin laust sermi.

Endurtakanleiki, R? og Q?komu lika pokkalega vel Gt. Réttmati var skarra fyrir
flatarmal eftir ad beitt hafdi verid & pad logaritma en ekki fannst god reikniregla til ad fa
betri mynd & rastima.

Til ad akvarda arekstrarorku og spennu keilu purfti ekki ad taka tillit til rastima
par sem ahrif & hann voru hvorki mikil né marktek. Sett var inn i reiknilikan og at
fengust nidurstédur, sem breyturnar voru stilltar eftir, til ad hagt veeri ad skoda paer
tveer breytur sem eftir voru, i lysandi grafi.

pratt fyrir ad aukid upphafsmagn lifreens leysis hafi hingad til virst auka
flatarmal og i grofum fyrir rastima lika haft géd ahrif par, var nidurstadan ad lokum
skyr i hina attina. Svarflatagrof fyrir flatarmal syndu svo ekki vard um villst ad best

veeri ad hafa badi fleedi og upphafsmagn leysis i lagmarki. Flaedi var pvi fest sem 0,2
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mL/min og magn lifreena leysisins sem 5%. Spenna keilu var stillt & 16 V fyrir 6ll
nidurbrot en &rekstrarorka var 8 eV fyrir vatnsnidurbrot, 9 eV fyrir 25D,b og 14 eV
fyrir 25D3b.

5.6 Stadalkarfa og gilding
Fyrri stadalkarfa kom sér vel til ad fa hugmynd um hver stadan veeri vardandi nemni
adur en ad gildingu kemi. Hun var um leid profsteinn & innri stadalinn sem pa hafdi
ekki &dur reynt &, enda komu upp vandamal. Hann sast ekki. Hér spilar inni hversu
olikt, po skylt sé, kortisol er D-vitamini i edliseiginleikum og hversu haef LLE adferdin
med hexan Utdreettinum er i ad losna vid skautud efni.

ibett 70% MeOH gaf topp, en medhondlud syni enga. Skipt var um
synamedhondlunaradferd og notud prétinfelling i stad LLE. P4 var skotid inn synum
niour i 1 ng/mL; en ekki sast i toppa fyrr en i 2,5 ng/mL og tept var &
magngreiningarmorkum i 5 ng/mL, prétt fyrir ad innskotsmagn hafi verid tvofaldad og
syni leyst i 100 pL i stad 350 pL.
Med pessar upplysingar i farteskinu var sett upp gildingarsynakeyrsla med nyrri
stadalkarfu og videigandi gedamatspunktum. Syni voru keyrd en eitthvad Ojafnveegi
virdist hafa verid i kerfinu pvi gildingin féll. Engu ad sidur var hér sett upp stadalkurfa,
sja mynd 4.18, og nidurstddur fyrir hreint og ibaett plasmasyni borin saman vid hana
med umdeilanlegum arangri. Fravik innri stadals voru merkilega mikil og atla metti ad
um énakvaemni vid ibot veeri ad reeda ef stadalefni hefdu ekki reynst samsvarandi lag og

par med reiknast i vidbuin gildi Gt fra studli innri stadalsins.

5.7 Samanburdur vid DiaSorin RIA

Til stod ad mela syni fra LSH sem einnig hafa verid mald par og bera saman
nidurstédurnar. Ekki vannst timi til pess, og méa etla ad na purfi ad finpussa adferdina
og lata hana standast gildingu fyrst. En pad er p6 aldrei ad vita nema hagt verdi ad birta
nidurstédur par um i fyrirlestri pann 13.mai naest komandi. Ekki vantar mikid uppa, auk
pess sem fera ma adferdina yfir a neemara teeki, sem einnig er til stadar hja ArcticMass

par sem verkefnid var unnid.
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ALYKTANIR

Rannsokn pessi var unnin med pad ad leidarljési ad préa og stadla einfalda og
hagkveema, en um leid fraedilega fullnegjandi magngreiningaradferd til malinga a 25-
OH-D-vitamini i blédi. HGn geeti pad leyst af holmi dyrar og vinnufrekar
motefnamaelingar sem na eru notadar hér & landi og purfa ad meeta siaukinni eftirspurn.

Vinnan hefur um margt gengid vel p6 gilding a akjosanlegri neemni hafi ekki
nadst enn. Ljost er ad verkefnid er brynt fra 6llum hlidum séd; uppéa afkost og kostnad,
fredilegu mikilveegi og framtidarmdguleikum. Hugsanlega meetti samreema greiningar
annara lifmarka i sému keyrslu eda beeta vid fleiri myndum ad D-vitamini, til ad 6dlast
betri skilning & buskap pess i sjuklingum.

Framvinda pessa og umraeda um D-vitamin er eitthvad sem ég tel ad verdi
frodlegt ad fylgjast med, pvi fyrir okkur hér & froni er fatt verdugra ad hafa i huga en

,komdu ut pvi ad so6lskinid vill sja pig...* og ,,mundu eftir Iysinu®.
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6. PAKKARORD

Eg pakka keerlega 6llum sem stodu ad verkefninu fyrir samstarfid. pa sérstaklega
Margréti  porsteinsdottur umsjonarmanni  pess fyrir tekiferid, fraedsluna og
hvatninguna; Baldri Braga Sigurdsyni leidbeinanda fyrir samstarfid og leidségnina og
Guomundi Sigpdrsyni leidbeinanda fyrir géd rad.

Sérstakar pakkir fa Sandra Dogg HéIm Gestsdottir, médir min og Finnur Freyr
Eiriksson fyrir peirra miklu hjalp og studning sem skiladi mér alla leid. P4 vil ég pakka
6drum i nanustu fjolskyldu, asamt vinum.

Ad lokum vil ég pakka samnemendum minum og kennurum vid lyfjafredideild

Haskdla Islands fyrir 611 &rin i g6dum félagsskap.
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8. VIDAUKAR

Tafla A.1: Stillingar & almennt féstum breytum.

Almennt fastar breytur Stilling
Innskotsmagn 10 pL
Dragskaut (e. extractor voltage) 3V
Inngangur (e. entrance) -5
Utgangur (e. exit) 1
Gasflaedi fyrir leysingu (e. desolvation gas flow) 700
Gasflaedi fyrir keilu (e. cone gas flow) 50
Hitastig upptokuholfs (e. source temperature) 120 °C
Leysingarhitastig (e. desolvation temperature) 400 °C

Mynd A.1: Préun a fjélda D-vitamin-meelinga vid LSH

S-25-OH Vitamin D meelingar 4 LSH

2003 til 2010
5000

4000 |
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1000 | ] - |

ooyl
2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010
\OFjoldi| 617 | 770 | 738 | 1336|1853 | 3427|3824 | 4033




