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ÁGRIP 

 

Þróun á LC-MS/MS aðferð fyrir magngreiningu á 25-hýdroxý-D-vítamíni með 

hönnun tilrauna 

 

D-vítamín hefur gert víðreist á undanförnum árum hvað varðar umræðu innan 

heilbrigðisgeirans og áhuga fræðimanna. Það er fituleysanlegt steralíkt efni sem á 

virku formi hefur boðefnaáhrif í mönnum og telst því líka til hormóna. Hlutverk þess í 

kalkbúskap líkamans hefur lengi verið þekkt og veldur alvarlegur skortur þess 

beinkröm hjá börnum, þar sem bein svigna, en beinmeiru hjá fullorðnum auk þess 

sem beinþynning er þekkt hjá eldra fólki. 

 Til viðbótar við verkun á kalkbúskap hefur ýmsum öðrum áhrifum D-vítamíns 

sem ekki tengjast kalki verið lýst. Má segja að tilvist viðtaka þess í öllum vefjum 

líkamans sé nú almennt viðurkennd, en vöntun á D-vítamíni virðist auka líkur á 

ýmsum neikvæðum heilsufarsþáttum, svo sem krabbameini, hjartasjúkdómum og 

sjálfsofnæmissjúkdómum. 

 Gríðarleg aukning hefur verið á eftirspurn eftir D-vítamín-mælingum hér á 

landi undanfarin misseri og hefur fjöldi mælinga jafnvel tvöfaldast milli ára. Eina 

raunhæfa leiðin til að meta D-vítamín-búskap líkamans er að mæla 25-OH-D-vítamín 

í sermi. Gerð þess getur verið tvennskonar, 25-OH-D2- og 25-OH-D3-vítamín. 

 Markmið þessa rannsóknarverkefnis var að þróa magngreiningaraðferð til 

mælinga á 25-OH-D-vítamíni í sermi á HPLC-MS/MS. Notuð var aðferðafræðin 

hönnun tilrauna við skipulag og úrvinnslu. D-optimal hönnun var notuð til skimunar 

breyta en CCD-hönnun til hámörkunar aðferðarinnar. Í lokin var gerð staðalkúrfa með 

gildingu og til stendur að mæla sýni frá Landspílata háskólasjúkrahúsi til samanburðar 

við núverandi aðferð, DiaSorin RIA. 

 Skimun sagði til um áhrif breyta á næmni fyrir vítamíninu og voru áhrifamestu  

breyturnar valdar úr til frekari greiningar í hámörkun. Þær voru flæði ferðafasa, 

upphafsmagn lífræns leysis, árekstrarorka og spenna keilu.  Einnig var gerða athugun 

á sýnameðhöndlunum og sú hentugasta þeirra valin til sýnameðhöndlunar í hámörkun. 

Hámörkun gaf endanleg gildi á stillingar tækja og aðstæða. 

 Gilding féll og ekki fékkst næmnin sem stefnt var á, en hægt var að setja upp 

staðalkúrfu fyrir styrk hvors efnis fyrir sig frá 10 ng/mL - 500 ng/mL. 
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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-D2 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 Útfjólublá geislun af tegund B (e. ultraviolet B radiation) 

DBP D-vítamín-bindiprótín (e. vitamin D-binding proteins) 

VDR D-vítamín-viðtakar (e. vitamin D receptors) 

RXR Retinóíð-viðtaki (e. retinoid-X-receptor) 

RIA Geislunarmótefnamælingar (e. radioimmunoassay) 

EIA Ensímmótefnamælingar  (e. enzyme immunoassays) 

GC-MS Gasskiljutækni með massagreiningu (e. gas chromatography-mass 

spectrometry) 

LC-MS/MS Raðtengdir massagreinar (e. liquid chromatography-tanden mass 

spectrometry) 

HPLC Háafkastavökvaskiljun (e. high performance liquid chromatography) 

HVDRR D-vítamín-þolin beinkröm vegan lágs kalkbúskapar (e. hereditary 

hypocalcemic vitamin D-resistant rickets) 

UHPLC Ofurafkastavökvaskilja (e. ultra high performance liquid 

chromatography) 

LLE Vökvaútdráttur (e. liquid-liquid extraction) 

LSH Landspítali háskólasjúkrahús 

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

API Loftþrýstingsjónun (e. atmospheric pressure ionisation) 

ESI Rafúðajónun (e. electrospray ionisation) 

CCD CCD-hönnun (e. central composit design) 

MRM  Fjölsvaravöktun (e. multiple reaction monitoring) 

MeOH Metanól (e. methanol) 

ACN  Asetónítríl (e. acetonitrile) 

pH Sýrustig  

PBS Fosfat stuðpúða saltlausn (e. phosphate buffered saline)  

PTH Kalkvaki (e. parathyroid hormone) 

IS Innri staðall (e. internal standard) 

DBS Þurrkaðir blóðdropar  (e.dried blood spots) 

DoE Hönnun tilrauna (e. design of experiments) 

MLR Marghliða aðfallsgreining (e. multible linear regression) 
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1. INNGANGUR 

 

1.1 Almennt um vítamín 

Vítamín eru lífsnauðsynleg efnasambönd sem líkami spendýra þarfnast í litlu magni 

fyrir eðlilega líkamsstarfsemi. Þau eru næringarefni sem líkaminn er sér ekki sjálfbær 

um og þarf því að fá úr fæðu. Almennt er vítamínum skipt í tvo flokka, vatnsleysanleg 

og fituleysanleg. Nánari flokkun ræðst helst af lífeðlisfræðilegri verkun, þó greina megi 

byggingarleg einkenni eða skyldleika efna hvers flokks. Hún felur enn fremur í sér 

nafngift, í formi bókstafs sem yfirheiti en töluliðar sem undirheiti. 

 

1.1.1 Vatnsleysanleg vítamín 

Vatnsleysanleg vítamín eru af tvennu tagi; hið staka C-vítamín sem einnig er nefnt 

askorbín sýra og B-vítamín samstæðan, sem átta ólíkir undirhópar heyra til. Þau eru 

ólíkleg til að valda eitrunum, einmitt vegna áðurnefnds eiginleika sem einkennir þau. 

Uppsöfnun er óveruleg, þrátt fyrir ofskömmtun, þar sem vatnsleysanleikinn stuðlar að 

virkara umbroti og beinlínis útskolun umframmagns með þvagi. Að sama skapi krefjast 

þau einnig tíðrar neyslu og hafa því þegar öðlast sess sem fæðubótarefni til frjálslegrar 

inntöku meðal almennings. 

 

1.1.2 Fituleysanleg vítamín 

Meiri fyrirvari hefur verið á neyslu fituleysanlegra vítamína þar sem fitusækin efni 

setjast frekar til í fituvefjum og safnast fyrir í líkamanum. Þau berast treglegar með 

blóðrás, enda háð lítilli leysni og jafnvel takmörkuðu framboði flutningspróteina. 

Til fituleysanlega flokksins heyra A-, D-, E- og K-vítamín og eru það helst 

þekktar eiturverkanir A-vítamíns sem valda varhug. Þó ber að athuga að skortur á A-

vítamíni er líka sá best þekkti og að þegar eru fjölmörg átök um allan heim til að mæta 

honum, einkum hjá ungum börnum. 

Ekki er sérstaklega mælt með neyslu E- og K-vítamína til viðbótar við fæðu hjá 

almennt hraustu fólki. Hætta á ofskömmtun er að vísu lítil eða umdeilanleg og efri mörk 

á neyslu þeirra eru ekki fast skorðuð; en skortur er afar fátíður. 

Þá ber okkur að D-vítamíninu. Það hefur gert víðreist á undanförnum árum hvað 

varðar umræðu innan heilbrigðisgeirans og áhuga fræðimanna þar á, sem með auknum 

rannsóknum og athyglisverðum niðurstöðum hefur stigmagnast (Adams & Hewison, 
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2010). Um leið aukast kröfur um fræðilega fullnægjandi niðurstöður sem og hagræði 

(Hojskov, Heickendorff, & Moller, 2010). 

 

 

1.2 D-vítamín 

D-vítamín er flokkur fituleysanlegra steralíkra efna sem á virku formi hefur 

boðefnaáhrif í mönnum og telst því líka til hormóna. Ólíkt öðrum vítamínum getur D-

vítamín myndast í líkamanum við vissar aðstæður. Þannig fellur það strangt til tekið 

ekki undir skilgreiningu vítamína, þar sem ekki er þá sama þörf á því úr fæðu. Hins 

vegar er sá lífmyndunarferill háður sólarljósi eða útjólublárri geislun af tegund B (e. 

ultraviolet B radiation) (UVB), nánar tiltekið með bylgjulengd á bilinu 290-315nm 

(Rajakumar, Greenspan, Thomas, & Holick, 2007), og er því ekki að öllu leiti sjálfbær. 

 

1.2.1 Helstu flokkar 

D-vítamín greinast í fimm undirflokka, með viðeigandi töluliðum; D1, D2, D3, D4 og D5, 

þar sem helstu tvö þeirra hvað mannskepnuna varðar eru D2- og D3-vítamín. Þau kallast 

einnig ergókalsiferól (e. ergocalciferol) og kólíkalsiferól (e. cholecalciferol), og er oft 

vísað til þeirra beggja í senn sem kalsiferóla (e. calciferol). D3-vítamín, eða 

kólíkalsiferól, er sú tegund sem getur myndast í húð manna við útfjólubláa geislun 

(Holick, 2008). D2-vítamín, það er ergókalsíferól, myndast líka með hjálp útfjólublárrar 

geislunar en hins vegar bara í hryggleysingjum, sveppgróðri og plöntum. 

Í daglegu tali um vítamín, hvað varðar heilsu manna, á yfirheitið D-vítamín sem 

samheiti aðeins við um þessar tvær tegundir; D2 og D3, og er sá háttur hafður á hér. 

 

1.2.2 Virk form 

D-vítamín er umbrotið í 25-hýdroxý-afleiðu sína, kalsitvíól (e. calcidiol) (25-OH-D-

vítamín), í lifur. Hún er helsta birtingarmynd þess í blóðrás auk þess að vera stöðugust í 

sermi (Chun, Adams, & Hewison, 2008). Hún er því sú sem venjulega er mæld 

(Herrmann o.fl., 2010), enda talin best til þess fallin að meta D-vítamín búskap 

sjúklings (Chen, McCoy, Schleicher, & Pfeiffer, 2008). 

Virkasta formið er hins vegar hvorki vítamínið sjálft né 25-OH-afleiða þess 

heldur 1α,25-tvíhýdroxý-afleiðan, eða kalsiþríól (e. calcitriol) (1α,25-(OH)2-D-vítamín), 

sem myndast í nýrum. Hún er í mun minna magni í blóði en hefur nokkuð stöðuga 
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þéttni á meðan nægilegt framboð er af kalsitvíóli, það er uns alvarlegur skortur D-

vítamíns á sér stað. En þá getur blóðstyrkur þess jafnvel tímabundið hækkað (Holick, 

2009). Það hentar því ekki eins vel til D-vítamín mælinga. 

 

1.2.3 Efnabygging 

Efnafræðilegri byggingu kalsiferóla er best lýst með hliðsjón af sterauppruna þeirra, en 

kólíkalsiferól og ergókalsiferól myndast úr steraefnunum 7-dehýdrókólesteróli og 

ergósteróli. Grunnbygging stera eru fjórir samhangandi kolefnahringir eins og sjá má á 

mynd 1.1. (Andrew, 2001; DeLuca, 2004) en til viðbótar við hana hafa steraforverar 

kalsiferólanna hýdroxýhóp í stöðu 3, tvö vensluð tvítengi í stöðu 5-6 og 7-8, sitthvorn 

metýl-hópinn í stöðu 10 og 13, auk einkennandi hliðarkeðju í stöðu 17. 

 

 

    

Mynd 1.1: Grunnbygging stera og D-vítamíns. 

Myndin sýnir fjórhringlaga grunnbyggingu stera, til vinstri, og byggingu kólíkalsiferóls, 

til hægri, ásamt númerakerfi þeirra. 

 

 

Munur á byggingu kalsiferóls og viðeigandi steróls felst svo í því að tengið í 

stöðu 9-10 hefur verið rofið með hvarfi og þar með hringur B sprengdur upp (Maunsell, 

Wright, & Rainbow, 2005), eins og sjá má á mynd 1.2. (Brunton, 2005). Við þetta 

fjölgar vensluðu tvítengjunum um eitt, svo þau ná frá stöðu 5-10 um stöðu 6-7 að stöðu 

8-9. Stöðgun þessa hringsundraða forms verður svo líka fyrir tilstilli útjólublás ljóss 

þannig að tvö tvítengjanna færast um set í upphaflegar stöður og það þriðja út í metýl-

hópinn í stöðu 10. 
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Mynd 1.2: Myndun ergókalsiferóls.  

Myndin sýnir ummyndun ergósteróls í ergókalsiferól. 

 

 

 Kólíkalsiferól og tvær helstu afleiður þess, kalsitvíól og kalsiþríól, má sjá á 

mynd 1.3. (DeLuca, 2004) Kalsitvíól er með viðbættum hýdroxýl-hóp í stöðu 25, sem er 

næst ysta kolefnið í hliðarkeðjunni út frá stöðu 17, og kalsiþríól er með enn öðrum 

viðbættum hýdroxýl-hóp í stöðu 1α. 

 

 

 

Mynd 1.3: Ummyndun kalsiferóls. 
Myndin sýnir ummyndun kólíkalsiferóls í afleiðu sýna, kasitvíól og áfram í afleiðu 

hennar, kalsiþríól. 

 

 

1.2.4 Viðurkennd verkun D-vítamíns 

Boðefnaáhrif D-vítamíns eru mikilvæg fyrir kalkvægi líkamans og hafa undanfarna 

áratugi helst verið tengd heilbrigði beina. D-vítamín-kerfið stýrir flutningi kalks úr 

fæðu, en lækkuð blóðgildi kalks er þó aðeins hægt að setja í samhengi við verulegan 

skort D-vítamíns (Vogeser, 2010).  
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D-vítamín var uppgötvað á fyrri hluta 20. aldar og röskun á boðkerfi þess 

fljótlega tengd við beinkröm hjá börnum (Rajakumar o.fl., 2007). Á sama tíma voru 

menn að átta sig á tengslum útfjólublárrar geislunar og þá sólarljóss við beinkröm, og í 

framhaldi af því þætti geislunar í myndun D-vítamíns (Holick, 2009). Beinkröm hafði 

verið vaxandi vandamál með iðnvæðingunni, þar sem miklir fólksflutningar áttu sér stað 

í dimmar og mengunarmettaðar borgir, en fæðubót með D-vítamíni réði niðurlögum 

þess (Vogeser, 2010). 

Verkun vítamínsins verður fyrir tilstilli virkasta forms þess, hormónsins 

kalsiþríóls, en myndun þess úr kalsitvíóli lýtur nákvæmri stjórn (Haussler & McCain, 

1977). Þegar blóðstyrkur kalks lækkar hefur það bein hvetjandi áhrif á myndun 

kalsiþríóls í nýrum auk óbeinna hvetjandi áhrifa vegna hækkaðs styrks kalkvaka (e. 

parathyroid hormone) (PTH). Kalsiþríólið sjálft virkjar svo neikvæða svörun, um afar 

stutt boðferli, til að hemja eigin framleiðslu í nýrunum auk þess að hemja framleiðslu 

kalkvaka og þar með hvetjandi áhrif þeirra. Helsta neikvæða svörunin felst hinsvegar í 

aðal verkun þess; það er hvatningu hormónsins á losun steinefna úr beinum, frásogi 

kalks og fosfats úr meltingarvegi og endurupptöku í nýrum. Þar með hækkar 

blóðstyrkur kalks og fosfats sem aftur dregur úr hvatningu á myndun kalsiþríóls 

(Haussler o.fl., 1997). 

Af ofangreindu sést að D-vítamín samverkar ekki aðeins með kalkvökum við 

stjórn kalkvægis heldur hefur einnig temprandi áhrif á þau. Þá eru áhrif á fosfatvægi 

einnig mikilvæg þó þau séu ef til vill ekki eins áberandi og á kalkvægið. En nægur 

styrkur beggja jóna, kalks og fosfats er nauðsinlegur fyrir heilbrigða nýmyndun beina 

(Jurutka o.fl., 2007). 

 

1.2.4.1 Nánar um verkunarmáta kalsiþríóls 

Áhrifum kalsiþríóls er miðlað um D-vítamín-viðtaka (e. vitamin D receptors) (VDR) 

sem virkjast við sértæka bindingu af mikilli sækni (Jurutka, Terpening, & Haussler, 

1993). D vítamín viðtakarnir eru kjarnaviðtakar sem við virkjun mynda misleita tvennd 

(e. heterodimer) með retinóíð-viðtaka (e. retinoid-X-receptor) (RXR). Tvenndin þekkir 

og binst fast við viðeigandi erfðaefnisbút og stýrir þannig tjáningu gena og framleiðslu 

prótína (Yagishita o.fl., 2001). 
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1.2.5 Skortseinkenni 

Helstu einkenni D-vítamín skorts eru ónóg upptaka kalks ásamt annars stigs 

kalkvakaóhófi (e. secondary hyperparathyroidism) og auknum útskilnaði fosfórs. Þetta 

getur valdið beinkröm hjá börnum, þar sem bein í fótleggjum bogna og rifbein svigna. 

Hjá fullorðnu fólki getur komið fram beinmeyra (e. osteomalacia) og hugsanlega 

beinverkir auk vöðvaslappleika en beinþynning er þekkt hjá (e. osteoprosis) hjá eldra 

fólki (Holick, 2008). 

 

1.2.6 Ofskömmtun 

Afleiðingar ofskömmtunar eru taldar geta verið of mikið kalk í blóði (e. hypercalcemia) 

og of mikið af fosfötum í blóði (e. hyperphosphatemia), en til að þeirra gæti þarf inntaka 

D-vítamíns að vera yfir 250 µg á dag í marga mánuði og jafnvel ár (Holick, 2008).  

R. Vieth (1999) bendir á að viðmið um efri mörk á inntöku D-vítamíns í 

Bandaríkjunum þar sem miðað er við fimmfaldann ráðlagðan dagskammt, eða 50 µg á 

dag, megi rekja til upplýsinga sem fram komu árið 1938 um haminn beinvöxt í 

ungabörnum sem gefin höfðu verið 45-157,7 µg á dag. Þetta viðmið eigi því ekki 

endilega vel við fullorðna. Reyndar sé yfirlýsing AMA, samtaka lækna og læknanema í 

Bandaríkjunum (e. American Medical Association), frá árinu 1987, um að inntaka 250 

µg á dag í nokkra mánuði hafi valdið ójafnvægi á umbroti kalks og í sumum tilvikum 

dauða, illa rökstudd og að fátt, ef nokkuð, bendi til eiturverkana af inntöku 250 µg á 

dag. 

 Þar sem einkenni virðast vera afturkræf, þegar dregið er úr inntöku D-vítamíns, 

og litlar líkur vera á varanlegum skaða er erfitt er að áætla hámarksskammt þess eða 

eitrunarmörk; en 24 einstaklingar sem fengu 2500 µg á dag í 4 daga sýndu engar 

marktækar breytingar á kalki í blóði (Stern, Taylor, Bell, & Epstein, 1981). 

 

1.2.7 Önnur áhrif D-vítamíns 

Til viðbótar við verkun á kalkbúskap hefur ýmsum áhrifum D-vítamíns sem ekki 

tengjast kalki verið lýst, en viðtakar fyrir 1α,25-(Garland o.fl.)2-D-vítamín eru í 

fjölmörgum öðrum vefjum líkamans. Þá má finna í hjarta, maga, brisi, heila, kynkirtlum 

og ræstum T- og B-eitilfrumum (Maunsell o.fl., 2005) Reyndar má segja að tilvist VDR 

í öllum vefjum og frumum líkamans sé nú viðurkennd og benda rannsóknir til að yfir 

200 genum sé beint eða óbeint stýrt um VDR þeirra af D-vítamíni (Holick, 2008). 
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 Skýrt dæmi um hversu margvísleg og víðtæk áhrif D-vítamíns eru má sjá á 

nauðsyn þess fyrir þroska hársekkja. Mýs án gena sem tjá VDR sýna svipuð einkenni og 

sjúklingar með arfgenga D-vítamín-þolna beinkröm vegna lágs kalkbúskapar (e. 

hereditary hypocalcemic vitamin D-resistant rickets) (HVDRR). Þær fáu sem lifa missa 

hárið, hafa rýr bein, lágan fosfat- og kalkbúskap en stórlega hækkuð gildi 1α,25-

(Garland o.fl.)2-D-vítamíns (Yoshizawa o.fl., 1996). 

 Einnig hefur nauðsyn nægilegra áhrifa D-vítamíns á ónæmiskerfið verið staðfest 

(Adams & Hewison, 2010). Auk þess sem umtalsvert magn gagna bendir til tengsla 

milli vöntunar á D-vítamíni og ýmissa neikvæðra heilsufarsþátta, svo sem krabbameins, 

háþrýstings, sykursýki, mýlisskaða (e. multiple sclerosis) (MS), þunglyndis og dettni (e. 

falls) (Eyles o.fl., 2009). 

 

1.2.8 Blóðgildi 

Þar sem D-vítamín er fitusækið og leysist því ekki vel í blóði er það háð 

flutningsprótínum. Það binst afturkræft svokölluðum D-vítamín-bindiprótínum (e. 

vitamin D-binding proteins) (DBP) sem tryggja flutning þess með blóðrás og þar með 

dreifingu um líkamann (Cooke & Haddad, 1989). 

Mæling á 25-OH-D-vítamíni í sermi er besta aðferðin til að greina hvort 

einstaklingur þjáist af skorti D-vítamíns, sé innan eðlilegra marka eða sé í hættu á 

eitrunaráhrifum (Holick, 2009). Almennt er miðað við heildarstyrk 25-OH-D-vítamíns, 

það er saman lagðan styrk 25-OH-D2-vítamíns og 25-OH-D3-vítamíns þó sífellt aukin 

áhersla sé á að geta greint þar á milli. Hins vegar er óvissa um hver viðmiðunarmörk á 

styrk þess í blóði eiga að vera og í samhengi við það hversu hár ráðlagður dagskammtur 

eigi að vera (Heaney, 2000). 

 Hefðbundin aðferð til að ákvarða viðmiðunargildi er að taka meðaltal af stóru 

þýði „venjulegra“ einstaklinga og setja mörkin fyrir eðlilegan styrk milli gilda tveggja 

staðalfrávika fyrir ofan og neðan það. Samkvæmt því var búið að setja viðmiðið fyrir 

blóðstyrk D-vítamíns sem 10-55 ng/mL (Holick, 2009). 

Hvað D-vítamín varðar er þessi aðferð hins vegar ekki ásættanleg, hvorki hvað 

snertir efri né neðri mörk (Heaney, 2000). Ljóst er að mun hærri styrkur er vel 

þolanlegur og að stór hluti íbúa Evrópu og N-Ameríku er með ónægan styrk D-vítamíns 

í blóði (Holick, 2009). Þannig er meðaltal „venjulegra“ einstaklinga líklegt til að gefa 

undirmat. 
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 Sem mörk um skort hefur því frekar verið miðað við hvenær áhrifa byrjar að 

gæta á kalkvaka, en samkvæmt því eru lægstu mörk 20 ng/mL (Heaney, Dowell, Hale, 

& Bendich, 2003). Skilin sem margir sérfræðingar setja um hvenær líta megi á að D-

vítamín sé orðið lágt eru svo í 30 ng/mL, meðal annars með hliðsjón af áhrifum 

hækkaðs D-vítamín-styrks, úr 20 ng/mL í yfir 30 ng/mL, til aukinnar upptöku kvenna á 

kalki úr meltingarvegi (Dawson-Hughes o.fl., 2005).  

Hvað varðar viðmið fyrir of háan styrk og eitrunarmörk hefur verið litið til þess 

að ofgnótt sólarljóss á húð virðist ekki leiða til eitrunar og að baðstrandaverðir sem 

stöðugt eru baðaðir í sólarljósi hafa blóðstyrk D-vítamíns upp á 100-125 ng/mL (Holick, 

2009). Á grundvelli ritaðra heimilda hafa eitrunarmörk verið sett við 150 ng/mL, þar 

sem eitranir virðast ekki byrja að gera vert við sig fyrr en hærri styrk en það er náð 

(Holick, 2008). 

Því er ljóst að lágmarkskröfur um mæliaðferð til læknisfræðilegrar 

ákvarðanatöku sé hæfni til magnákvörðunar frá allt undir 10 ng/mL til yfir 150 ng/mL 

og helst yfir víðara bil. Einnig er nauðsynlegt að við túlkun niðurstaðna sé tekið tillit til 

skekkjumarka; að ekki aðeins mæld gildi, heldur neðri skekkjumörk þeirra, séu yfir 

viðmiðunarmörkum (Cavalier o.fl., 2010). Reikna má styrk gefinn upp í ng/mL yfir í 

nmól/L með því að margfalda gefið gildi með um það bil 2,5, þar sem 1 ng/mL ≈ 2,5 

nmól/L. 

Vert er að benda á að þó nokkur munur virðist geta verið milli vægi D-vítamíns 

fyrir einstaklinga af mismunandi kynþáttum (Garland o.fl., 2006). Í rannsókn á 

borgarbúum af margskonar uppruna í Birmingham, Bretlandi, greindist um það bil 

áttundi hver sem hafði ljósa húð, fjórði hver sem var þeldökkur og þriðji hver sem var af 

asískum uppruna með verulegan skort á D-vítamíni, það er blóðgildi undir 10 ng/mL 

(Ford, Graham, Wall, & Berg, 2006). Komið hafa fram kenningar um að dekkri 

kynþættir þurfi og jafnvel þoli einfaldlega minna af D-vítamíni. Meðal 

Bandaríkjamanna greinist til dæmis öfugt samhengi á milli aukins afrísks uppruna og 

mældum styrk D-vítamíns í blóði (Signorello o.fl., 2010). Ofangreind viðmið eiga 

allavega vel við fólk af evrópskum uppruna, eða öllu heldur með ljósa húð, eins og á við 

um mestan hluta Íslendinga. 
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1.2.9 Staðan á Íslandi 

Neikvætt samhengi er greinanlegt milli breiddargráðu og blóðstyrks D-vítamíns í 

konum komnum yfir barneignarskeið, sérstaklega í evrópu, auk þess sem auðlegð virðist 

einnig áhrifaþáttur (Kuchuk, van Schoor, Pluijm, Chines, & Lips, 2009). Hins vegar var 

reyndin á Íslandi fyrir tíu árum sú að D-vítamín-búskapur eldri kvenna var almennt 

góður en ábótavant meðal unglingsstúlkna, sérstaklega síðla vetrar. Var sá munur rakinn 

til neyslu D-vítamíns, einkum í formi lýsis og aukinnar neyslu þess á 

vetrum(Sigurðsson, Franzson, Þorgeirsdóttir, & H., 1999). Þessi túlkun var í samræmi 

við niðurstöður 10 árum eldri rannsóknar á litlum hópi aldraðra Íslendinga þar sem 60% 

þátttakenda tók lýsi að staðaldri og 20% neyttu bætiefna af og til. Skortur meðal 

aldraðra reyndist fátíðari en meðal aldraðra víða í Evrópu og engin árstíðarfrávik, þrátt 

fyrir norðlæga legu landsins (L. D. Steingrímsdóttir, H. F., 1988). 

 Samkvæmt landskönnun Manneldisráðs á mataræði frá árinu 2002 er neysla 

ungs fólks á D-vítamíni og þá sérstaklega stúlkna, langt undir ráðleggingum. Ástandið 

er talið betra í eldri aldurshópum en engu að síður ófullnægjandi hjá nánast öllum sem 

ekki taka bætiefni eða lýsi. Ungir karlmenn taka frekar lýsi en ungar stúlkur og mun 

fleiri í eldri aldurshópum taka lýsi eða um 25%. Einnig náðu stúlkur ekki ráðlögðum 

dagskammti af kalki að meðaltali (Lýðheilsustöð, 2002). 

 Nýleg rannsókn á næringarástandi 60 aldraðra sjúklinga var gerð á öldrunarsviði 

Landspítala. 12,3% þáttakenda greindust með skort, það er D-vítamín-gildi undir 10 

ng/mL og önnur 71,9% þeirra með D-vítamín-gildi milli 10 og 30 ng/mL, sem telst 

óæskilega lágt. Eina marktæka breytan á stöðu D-vítamíns var líkamsþyngdarstuðull 

sem samkvæmt líkani útskýrði 12% breytileikans. Ályktað var að lélegur D-vítamín-

búskapur væri algengur hjá öldruðum sem dvelja á sjúkrahúsi (Ramel, Jónsson, 

Björnsson, & Þórsdóttir, 2009). 

Þá hefur verið bent á að lágmarka má þörf á kalkneyslu með því að tryggja 

góðan D-vítamín-búskap, það er blóðstyrk yfir 18 ng/mL, og að til þess séu 

fæðubótarefni, sem innihaldi D-vítamín, nauðsynleg á norðlægum slóðum (L. 

Steingrímsdóttir, Gunnarsson, & Franzson, 2005). 

Því er ljóst að rannsóknir og úrbætur á stöðu D-vítamíns á Íslandi er verðugt 

verkefni, en til rannsókna þarf rétt tæki og aðferðir sem gefa skýrar niðurstöður. Þá 

skipar kostnaður alltaf sinn sess en eins og staðan er í dag væri hugsanlega hagkvæmara 

í flestum tilfellum að gefa sjúklingum frekar D-vítamín til inntöku en standa straum af 
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mælingum. Til glöggvunar má svo benda á grein í 2. tölublaði Læknablaðsins á þessu 

herrans ári 2011, en þar svarar Miðstöð lyfjaupplýsinga á Landspítala spurningu um 

meðhöndlun í tilviki D-vítamínskorts (Jacobsen, 2011). 

 

 

1.3 Mælingar á D-vítamíni 

Almennar D-vítamín-mælingar eru aðallega af tvennu tagi. Annars vegar 

mótefnamælingar (e. competitive immunoassays) sem byggja á samkeppnisháðri 

bindingu prótína eða mótefna og hins vegar skiljuaðferðir (e. chromatography) sem 

fylgt er eftir með beinni magngreiningu, svo sem út frá massa eða ljósgleypni (de la 

Hunty o.fl., 2010).  

Gríðarleg aukning hefur verið á eftirspurn eftir mælingum á D-vítamíni hér á landi 

undanfarin misseri. Þetta má sjá á mynd 1.4, en samantekt á fjölda D-vítamín-mælinga á 

Landspítala háskólasjúkrahúsi (LSH) var fengin hjá Guðmundi Sigþórssyni (óbirt-

minnispunktar, 27. apr. 2011) sérfræðilækni á Klínískri lífefnafræðideild spítalans. 

 

 

 

Mynd 1.4: Fjöldi D-vítamín-mælinga á LSH 

Hér sést súlurit yfir fjölda D-vítamín-mælinga í hverjum mánuði á LSH. Augljós 

fjölgun er síðastliðið árið en fjöldi mælinga í mars hefur til að mynda ríflega tvöfaldast. 

  

2010 -

Jan

2010 -

Feb

2010 -

Mar

2010 -

Apr

2010 -

May

2010 -

Jun

2010 -

Jul

2010 -

Agu

2010 -

Sep

2010 -

Okt

2010 -

Nov

2010 -

Des

2011 -

Jan

2011 -

Feb

2011 -

Mar

Fjöldi 336 314 360 260 263 335 215 311 371 363 447 458 523 676 747

150

250

350

450

550

650

750

850

S-25-OH Vítamín D mælingar á LSH

2010 og 2011 jan til mars

Fjöldi



 11 

1.3.1 Mótefnamælingar 

Mótefnamælingar hafa verið ríkjandi í mælingum á D-vítamíni. Þær eru seldar í formi 

tilbúinna pakka (e. kits) sem jafnvel er hægt að setja upp í hröð sjálfvirk ferli (e. 

automated procedures). Helstu handvirku aðferðirnar (e. manual procedures) eru 

geislunarmótefnamælingar (e. radioimmunoassay) (RIA) og ensímmótefnamælingar (e. 

enzyme immunoassays) (EIA) en sjálfvirku ferlin byggjast frekar upp á efnaljómun (e. 

chemiluminescence). Mótefnamælingar geta ekki greint á milli mismunandi forma D-

vítamíns heldur gefa niðurstöðu með einu heildargildi (Wallace, Gibson, de la Hunty, 

Lamberg-Allardt, & Ashwell, 2010). 

Fyrsta sjálfvirka aðferðin sem kom á markað var Advantage frá Nichols, sem 

byggðist á efnaljómandi samkeppnisháðri bindingu prótína. Hún reyndist hinsvegar ekki 

greina 25-OH-D2-vítamín nægilega vel og þrátt fyrir það ofmeta styrk kalsitvíóls vegna 

skorts á sértækni (Lensmeyer, Wiebe, Binkley, & Drezner, 2006). Nichols Advantage 

var því tekin af markaði í lok árs 2005 (Wallace o.fl., 2010). 

Aðrir mótefnamælingarpakkar hafa fengið samskonar gagnrýni og efasemdir um 

réttmæti niðurstaðna, en sýna betri samsvörun í niðurstöðum sín á milli. Áhersla er lögð 

á sérhæfni mótefna og jafna bindisækni í 25-OH-D2-vítamín og 25-OH-D3-vítamín, svo 

marktæk heildarniðurstaða fáist. Enn eru þó á markaði aðferðir, svo sem Elecsys 

Vitamin D3 frá Roche, sem ekki greina 25-OH-D2-vítamínið (Cavalier o.fl., 2008). 

 Sú aðferð sem nú er í notkun hér á landi er geislaónæmisaðferð, RIA, frá 

DiaSorin. Hún gefur magngreiningu á heildar 25-OH-D-vítamíni í blóði frá 5 ng/mL 

upp í 100 ng/mL. Hún er almennt viðurkennd og notuð víða, enda var hún lengi vel 

ráðandi á sínu sviði (de la Hunty o.fl., 2010). 

 

1.3.2 Skiljuaðferðir 

Út frá reynslu á notkun gasskiljutækni ásamt massagreiningu, nánar tiltekið GC-MS (e. 

gas chromatography-mass spectometry), til að gilda (e. validate) mælingar á sterum, var 

til að byrja með reynt að heimfæra hana yfir á mælingar á D-vítamíni. Það reyndist hins 

vegar margflókið og náði ekki mikilli útbreiðslu. Aðferðirnar krefjast mikillar 

sýnameðhöndlunar, hreinsunar og afleiðumyndunar, auk þess að vera tímafrekar 

(Vogeser, 2010). 

 Vökvaskiljuaðferðir svo sem þær sem tengdar eru raðtengdum massagreinum, 

LC-MS/MS (e. liquid chromatography-tandem mass spectrometry), hafa síðan verið 
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þróaðar til mælinga D-vítamíns og þykja ákjósanlegar og einfaldar, öfugt við GC-MS 

(Vogeser, 2010). Þær eru afar sértækar og geta greint mörg mismunandi efni í sömu 

mælingu, sem gefur kost á aðskildum niðurstöðum fyrir 25-OH-D2-vítamín og 25-OH-

D3-vítamín hvort um sig, en þær má einfaldlega leggja saman til að fá út heildargildið  

(de la Hunty o.fl., 2010). 

Stöðug framþróun LC-MS/MS, til dæmis með innleiðingu 

ofurafkastavökvaskilja (e. ultra high performance liquid chromatography) (UHPLC) 

býður upp á einstaka næmni og hraðvirkni. En þrátt fyrir yfirburði tækninnar heldur 

kostnaður við tækjakaup og viðhald ásamt kröfu um sérhæfðara starfsfólk helst aftur af 

útbreiðslu hennar meðal læknisfræðilegra rannsóknarstofa (Lensmeyer o.fl., 2006). Ekki 

er þó þörf á notkun öflugustu og dýrustu tækjanna ef aðeins á að mæla 25-OH-afleiður 

D-vítamíns og setja má upp aðferðir til þess á viðeigandi LC-MS/MS tækjum ef fyrir 

eru til annarra nota en eru ekki að fullu nýtt (Vogeser, 2010). 

Önnur viðurkennd vökvaskiljuaðferð er háafkastavökvaskiljun (e. high 

performance liquid chromatography) (HPLC) sem notar ljósmælingar með útfjólubláu 

ljósi til magngreiningar, í stað raðtengdra massagreina. Hún kom fyrr fram og haslaði 

sér völl í D-vítamín mælingum en hefur hopað og nýtur ekki sama áhuga og LC-

MS/MS í dag (Ding o.fl., 2010). 

 

1.3.3 Sýni og meðhöndlun, fyrir LC-MS/MS mælingar D-vítamíns 

Til að meta búskap D-vítamíns í sjúklingum eru tekin blóðsýni og styrkur 25-OH-D-

vítamíns í sermi greindur. Allavega tveimur aðferðum til að mæla D-vítamín í öðruvísi 

sýnum hefur verið lýst, en þær hlotið mis góðar viðtökur (Vogeser, 2010). Önnur þeirra 

mælir kalsitvíól í munnvatni (Higashi, Shibayama, Fuji, & Shimada, 2008), en hin 

mælir hvort tveggja 25-OH-D2- og 25-OH-D3-vítamín í þurrkuðum blóðdropum (e. 

dried blood spots) (DBS) í þeim tilgangi að auðvelda greiningu á stöðu D-vítamíns í 

nýburum (Eyles o.fl., 2009). 

 Einfaldasta sýnameðhöndlunin á sermi fyrir LC-MS/MS mælingar á D-vítamíni 

er próteinfelling með þynningu, en vegna hugsanlegra truflandi áhrifa salta og 

fosfólípíða á jónun þurfa viðkvæmari aðferðir að notast við vökvaútdrátt (e. liquid-

liquid extraction) (LLE) eða útdrátt yfir fastan fasa (e. solid phase extraction) (SPE) 

(Vogeser, 2010). Lítið samræmi er í sýnameðhöndlun í byrtum aðferðum og dæmi eru 
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til um mismunandi útgáfur af öllum áðurnefndum gerðum hennar, auk þess sem 

afleiðumyndanir koma við sögu í einstaka tilfellum (Wallace o.fl., 2010). 

 

1.3.4 Vandkvæði og úrbætur 

Ónákvæmni D-vítamín mælinga hefur verið talsverð í gegnum tíðina. Breytileiki 

niðurstaðna milli aðferða og rannsóknastofa veldur áhyggjum og krafist hefur verið 

úrbóta (Carter, 2009; Lai, Lucas, Clements, Harrison, & Banks, 2010). Þessi vandkvæði 

eru helst rakin til vöntunar á fullnægjandi gildingu aðferða sem stafi af skorti á 

alþjóðlegum stöðlum til viðmiðunar (Cavalier o.fl., 2010). 

 Stefnt er að úrbótum og hefur bandaríska staðla- og vísinda- stofnunin NIST (e. 

National Institute of Standards and Technology) gefið út staðlað viðmiðunarefni (e. 

standard reference material) undir heitinu SRM 972 (Schleicher & Pfeiffer, 2009). Þá 

hafa opinberar stofnanir í Bandaríkjunum og Bretlandi, CDC (e. Centers for Disease 

Control and Prevention) og FSA (e. Food Standards Agency),  komist að niðurstöðu um 

að ákjósanlegats sé að nota sambærilegar staðlaðar LC-MS/MS aðferðir til að mæla 

stöðu D-vítamíns í þjóðarrannsóknum þeirra á næringu og heilbrigði, nánar tiltekið 

NHANES (e. National Health and NutritionExamination) og NDNS (e. National Diet 

and Nutrition Survey) (de la Hunty o.fl., 2010). 

Með hliðsjón af opinberri stefnu annara landa og mikils fjármálalegs aðhalds 

innan heilbrigðiskerfisins er stefnt að úrbótum á D-vítamín-mælingum á LSH. Helstu 

gallar núverandi aðferðar, DiaSorin RIA, er mikill kostnaður og hversu vinnufrek hún 

er. Í samhengi við aukna eftirspurn stigmagnast svo kostnaðarvandamálið og nú er því 

verið að leitast eftir að koma upp ódýrari aðferð sem einnig er í samræmi við nýjustu 

hugmyndir um fræðilegar kröfur. Samanburður nýrrar LC-MS/MS aðferðar við 

DiaSorin RIA, þar sem allt að 56 sýni eru mæld tvisvar á viku hefur verið lýst af 

Ouweland og félögum (2010). Hún sýndi að LC-MS/MS aðferðin stóðst allar kröfur og 

gaf sambærilegar niðurstöður og DiaSorin RIA, en leiddi til 25% sparnaðar í vinnu (e. 

labor) og 80% sparnaðar í prófefnakostnaði (e. reagent costs). 
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1.4 Vökvaskiljun með raðtengdum massagreinum, LC-MS/MS 

Mælingar á lífsýnum með vökvaskilju tengdri massagreini hófust í lok níunda áratugar 

síðustu aldar (Vogeser & Seger, 2008). Með þróun loftþrýstingsjónunar (e. atmospheric 

pressure ionisation) (API) og raðtengingu massagreina hefur það orðið fýsilegur og 

sífellt mikilvægari kostur fyrir klínískar rannsóknarstofur (Dooley, 2003). 

 Vökvaskiljan gefur vissa aðgreiningu efna í sýnum og dregur úr truflunum 

vegna líffræðilegra vökva þegar í massagreini er komið, en raðtengdir massagreinar eru 

einstaklega valvísir (e. selective) og greina enn frekar milli efna sem kunna að koma 

fyrir í sýnum. Tæknin er fyrir vikið sveigjanleg auk þess að gefa miklar upplýsingar, þar 

sem hægt er að fá bæði magnbundnar (e. quntitative) og eigindlegar (e. qualitative) 

upplýsingar úr sömu vökvaskilju-keyrslunni (Moberg, Bergquist, & Bylund, 2006). 

 

1.4.1 Hefðbundið LC-MS/MS kerfi 

Ferli sýnis í hefbundnu LC-MS/MS kerfi, eins og sjá má á mynd 1.5. (Watts R., óbirt-

fyrirlestur, 25. nóv. 2011), felst í að sýninu er sprautað inn á vökvaskilju og berst þaðan 

um sérstakt viðmót (e. interface), þar sem því er breytt úr því að vera á vökvaformi í 

jónað gasform, inn á raðtengda massagreina (Korfmacher, 2005). 

 

 

Mynd 1.5: Hefðbundið LC-MS/MS kerfi. 

Vökvaskilja er tengd inn á viðmót í efra vinstra horni og má sjá úða táknaðan með 

gulum lit sem svo breytist í rauða línu sem lýsir för efniseinda í gegnum raðtengda 

massagreina uns endanlegum nema er náð í hægri enda, er sendir upplýsingar til tölvu. 

 

 

Í vökvaskiljunni, sem oftast er öfugfasa (e. reversed phase) og af gerð sem þolir 

háan þrýsting, keyrist sýnið áfram með ferðafasa (e. mobile phase) hennar, sem er 
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blanda vatns með íbættum hjálparefnum og lífræns leysis, í gegnum súlu (e. column) 

sem tefur efni mismikið og aðgreinir eftir mismunandi eðliseiginleikum. Venjulega eru 

hjálparefnin sem bætt er í vatnið ammóníum asetat (e. ammonium acetate), ediksýra (e. 

acetic acid) eða maurasýra (e. formic acid) og lífrænu leysarnir metanól eða acetónítríl 

(Korfmacher, 2005). 

Í viðmótinu milli vökvaskiljunnar og massagreinanna er vinsælast að nota þá 

gerð loftþrýstingsjónunar er nefnist rafúðajónun (e. electrospray ionisation) (ESI). Í 

henni er vökvanum sprautað út úr úðanál (e. nebulizing needle) þar sem yfirborð hans 

tekur á sig hleðslu og hann sundrast í hlaðna dropa. Þá er hituðu niturgasi veitt á úðann 

sem myndast til að valda uppgufun leysis. Við það minnka droparnir, yfirborðshleðsla 

þeirra eykst umfram yfirborðsspennu og þeir springa uns aðeins er eftir jónað efni á 

gasformi (Niessen, 1998). 

 

Mynd 1.6: Raðtengdir MS/MS. 

Myndin sýnir innviði MS/MS tækis. Í miðju er klefinn fyrir niðurbrot og valhæfu tækin 

sitthvoru megin við hann. 

 

 

Raðtengdir massagreinar samanstanda af þremur einingum, það er tveimur 

massa-valhæfum tækjum (e. mass selective devices) sem tengd eru saman af eins konar 

klefa þar sem hægt er að brjóta niður sameindir, sjá mynd 1.6 (Watts R., óbirt-

fyrirlestur, 25. nóv. 2011). Valhæfnin byggist ekki á eiginlegri þyngd efna, heldur nánar 

tiltekið á massa-/hleðslu- hlutfalli jóna þeirra. Þannig getur fyrsta tækið valið jónir með 

tilteknu massa-/hleðslu- hlutfalli úr gasi sem fæst með rafúðajónun og sent inní klefann 

sem kemur þar á eftir, til niðurbrots. Þaðan getur síðasta tækið svo valið ákveðna 

niðurbrotsafurðir út frá massa-/hleðslu- hlutfalli þeirra til endanlegrar greiningar 

(Dooley, 2003). 
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1.5 Hönnun tilrauna 

Gamalkunn rannsóknaraðferð er að breyta aðeins einni breytu í einu og athuga þannig 

áhrif hverrar þeirra fyrir sig á meðan öllum öðrum er haldið föstum. Hún tekur ekki tillit 

til víxlverkana milli breyta og gefur þar með ekki mynd af áhrifum þeirra á niðurstöður.  

Það er einmitt í þeim tilgangi að komast hjá þessum ágalla sem hönnun tilrauna (e. 

design of experiments) (DoE) er nauðsinleg. Slík tölfræðileg nálgun býður upp á 

margþátta greiningu (e. multivariate analysis) út frá lágmarks fjölda framkvæmdra 

tilrauna (Homem, Alves, & Santos, 2010). 

 Margþátta hámörkun (e. optimation) er má útfæra á tvennan hátt. Annars vegar í 

vinnuferli sem er raðbundið (e. sequentially) og hins vegar með því að framkvæma allar 

tilraunir samtímis (e. simultaneously). Í raðbundnu ferli er skref fyrir skref unnið í átt að 

hámörkun með fáum tilraunum í einu, sem byggja á niðurstöðum þeirra er á undan 

komu. En í samtímis hámörkun eru margar tilraunirnar framkvæmdar í einu samkvæmt 

fyrirfram ákveðnu skipulagi, það er hannaðri tilraun (Moberg o.fl., 2006).  

 Hönnun tilrauna má líta á sem aðferðafræði til að draga sem mestar upplýsingar 

út úr þeim gögnum sem safnað er (Pronzato, 2008). Megin markmiðið er að ákvarða 

áhrif mismunandi breyta og víxlverkana þeirra á niðurstöður úr ferli með sem minnstri 

fyrirhöfn. Upplýsingar sem þannig fást varpa ljósi á hvaða breytur eða víxlverkanir eru 

tölfræðilega mikilvægar og hvort nauðsyn sé á ítarlegra líkani til að lýsa því sem 

rannsakað er (Rodrigues, Madeira, & Boaventura, 2009). 

Til eru mismunandi útfærslur aðferðarfræðinnar til að ná fram hámarks hönnun 

(e. optimal design), en sú sem víðast er notuð er D-optimal hönnun (Jacquez, 1998). 

Hún er notuð þegar athuga á fleiri en eina þáttbundna breytu. Valdar eru þær tilraunir, 

úr öllum mögulegum samsetningum á tilraunum, sem útskýra heildarlíkanið hvað best 

og þær víxlverkanir sem kunna að vera á milli breyta. Tölvuforrit má nota til 

ákvörðunar hverjar skuli framkvæma (Ericksson, Johansson, Kettaneh-Wold, Wikstrom, 

& Wold, 2000) 

 Stærðfræðileg líkön tengja svörun við gildi breyta og samhengi má setja fram 

myndrænt sem svarfleti (e. response-surfaces) eða hæðarlínugröf (e. contour-plots). 

Mest notaða stærðfræðilega líkanið er marghliða aðfallsgreining (e. multiple linear 

regression) (MLR). Flestar útgáfur af hönnun tilrauna taka aðeins tillit til línulegra 

áhrifa, en CCD-hönnun (e. central composit design) bætir við tilraunum í svokölluðum 

stjörnupunktum (e. star points) og miðju líkans (Moberg o.fl., 2006). 
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1.6 Birtar aðferðir 

 

Tafla 1.1: Birtar aðferðir. 

Taflan sýnir upplýsingar um birtar aðferðir; höfunda, ár, sýnameðhöndlun, tækni, lengd 

og næmni. 

 

Höfundur og ár Sýnameð-
höndlun 

Tækni Lengd 
(mín) 

Næmni 
(ng/mL) 

(Chen o.fl., 2008) SPE – on-line HPLC-MS/MS 7 0,5  25D3 

/ 1,9  25 D2 

(Ding o.fl., 2010) SPE, m. Die-Ald 

afleyðumyndun 

UHPLC-MS/MS < 5 10-20 pg/mL! 

(Eyles o.fl., 2009) SPE, m. PTAD 

afleyðumyndun 

LC-MS/MS 3,5 3  25D3 

/ 4  25D2 

(Herrmann o.fl., 

2010) 
Próteinfelling LC-tandem mass 8 0,5  25D3 

/ 0,5  25D2 

(Hojskov o.fl., 

2010) 
LLE – 

diatomous earth 

HPLC-MS/MS 4 4  25D3 

/ 4  25D2 

(Lensmeyer o.fl., 

2006) 
SPE HPLC 16+ 5  25D3 

/ 5  25D2 

(Maunsell o.fl., 

2005) 
LLE (hexan) LC-MS/MS 8 <1,6  25D3 

/ <1,6  25D2 

(van den Ouweland 

o.fl., 2010) 
SPE UPLC-MS/MS 5 2  25D3 

/ 2  25D2 

(Schleicher & 
Pfeiffer, 2009) 

Hamilton 
starlet robot 

LC-MS/MS 10 < 0,4  25D3 
/ <0,4  25D2 
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2. MARKMIÐ 

 

Hlutverk D-vítamíns í kalkbúskap líkamans hefur lengi verið þekkt og veldur alvarlegur 

skortur á D-vítamíni beinkröm hjá börnum en beinmeiru hjá fullorðnum. 

Í seinni tíð hefur jafnframt komið í ljós að D-vítamín gegnir ýmsum öðrum 

hlutverkum í líkamanum og virðist vöntun á  D-vítamíni auka líkur á ýmsum 

neikvæðum heilsufarsþáttum. Þar má nefna sem dæmi krabbamein, hjartasjúkdóma og 

sjálfsofnæmissjúkdóma. Áhugi á D-vítamín-mælingum hefur því vaxið mikið á síðustu 

árum. 

Eina raunhæfa leiðin til að meta D-vítamín-búskap líkamans er að mæla 25-OH-

D-vítamín í sermi. Gerð þess getur verið tvenns konar, 25-OH-D2-vítamín og 25-OH-

D3-vítamín. Í dag er algengast að notast við mótefnamælingar, og notar Landspítali 

háskólasjúkrahús slíka að nafni DiaSorin RIA. Hún gefur aðeins eitt heildargildi fyrir 

styrk beggja gerða 25-OH-D-vítamíns í sermi og er kostnaðarsöm og vinnufrek. 

 

Markmið þessa rannsóknarverkefnis er því að þróa LC-MS/MS 

magngreiningaraðferð ásamt viðeigandi sýnameðhöndlunaraðferð fyrir 25-OH-D-

vítamín, sem getur gefið aðskildar niðurstöður fyrir báðar gerðir þess. En notuð verður 

hönnun tilraun, nánar tiltekið aðferðafærðin „Chemometrics“, við þróun aðferða. 

 

Þá stendur til að bera niðurstöður fengnar með þróuðu aðferðinni saman við 

niðurstöður úr RIA mælingu. 
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3. EFNI, TÆKI OG AÐFERÐIR 

 

3.1 Efni 

 

3.1.1 Staðalefni 

Efni Gæði Framleiðandi Catalog # / Lot # Íslenskt heiti 

25-OH-vitamin D2 ≥98,0% SIGMA 17937-1mg   

/BBCBD5632V 

25-OH- 

D2-vítamín 

25-OH-vitamin D3 

monohydrate 

≥99,0% SIGMA 17938-1MG   

/BCBD0147V 

25-OH- 

D3-vítamín 

Hydrocortesone-

9,11,12,12-d4 

98% ALDRICH 7055945MG 

/SZ2363  

D4-kortesól 

 

 

 

3.1.2 Efni 

Efni Heiti vöru Framleiðandi Catalog # / Lot # 

Ammoníumasetat Ammonium 

acetate 

Sigma-aldrich 32301-500G 

/SZBB0310V 

Ammóníumbíkarbónat Ammonium 

bicarbonate 

Fluka 09830-1KG 

/BCBB4824V 

Asetónítríl (ACN) Acetonitrile 

chromasolv 

Sigma-aldrich 34851 /8188S 

Hexan n-Hexane 

chromasolve 

Sigma-aldrich 34859 / 60870 

Maurasýra Formic acid 

98 – 100 % 

Riedel-de Haën 33015 /40630 

Metanól (MeOH) Methanol 

chromasolv 

Sigma-aldrich 34860 

/SZBA280B 

Própanól 2-propanol 

chromasolv 

Sigma-aldrich 34863 / 52130 

Plasma úr karlmanni Male human 
plasma 
(K2 EDTA) 

Bioreclamation Inc. HMPLEDTA2-M 
/BRH128233 
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3.2 Tæki 

 

3.2.1 Smátæki 

Tæki Heiti tækis Framleiðandi 

Pípettur Finnpipette 5-50 µL 
Finnpipette 20-200 µL 
Finnpipette 10-1000 µL 

Thermo labsystems 

Vog D93-09-148 Sartorius AG Göttingen 

Vog CP2202S-OCE Sartorius AG Göttingen 

Hristari Vibrofix VF1 Janke & kunkel IKA-WERK 

Kælir Bioline GRAM 

Segulhræra Monotherm Vitromax 

Sýrustigsmælir 744 pH meter Metrohm 

Vatnshreinsitæki Gradient A10 Millipore 

Vatnshreinsihylki QGard1 Millipore 

Vantshreinsisía Millipak 40 Sterile Millipore 
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3.2.2 HPLC-MS/MS kerfi 

Kerfishlutar Heiti Framleiðandi 

Massagreinir Quattro Premier Waters 
Micromass 

HPLC Pumpa Binary HPLC Pump 1525 µ Waters 

Sýnaskammtari 2777 sample manager CTC Analytics 

Sýnainnsprautunarloki PAL SelVlv CTC Analytics 

Sýnakælir PAL Stack6DW CTC Analytics 

Súluhitari 1100 Series Hewlett Packard 

Súluskiptir Rheodyne EV700-102 Waters 

Súlur Xbridge  C18 3,5 µm 2,1 x 50 mm Water 

 Luna Phenyl-Hexyl 3 µm 2,0 x 50 
mm 

Phenomenex 

 SymmetryShield RP8 3,5µm 50 x 
2.1 

Waters 

Sprauta GASTIGHT  1725 Hamilton 
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3.3 Aðferðir 

 

3.3.1 Stofnlausnir  

1 mg af stofnstaðli 25-OH-D3-vítamíns, eins og það kom frá framleiðanda, var leyst upp 

í 1 mL af etanóli og komið fyrir í 1,5 mL eppendorf glasi. 1 mg af stofnstaðli 25-OH-

D2-vítamíns, eins og það kom frá framleiðanda, var leyst upp í 0,5 mL af etanóli. 

Styrkur stofnlausnar 25-OH-D3-vítamíns var því um það bil 1 mg/mL og styrkur 

stofnlausnar 25-OH-D2-vítamíns 2 mg/mL. Stofnlausnir D-vítamína voru geymdar í 

lokaðri öskju í frysti við -20°C. 

 Fengin var áður tilreidd vinnulausn af tvívetnismerktu (e. deutrium) kortisóli, 

nánar tiltekið D4-kortesóli, til blöndunar próflausna. Styrkur þeirrar vinnulausnar var 

um það bil 5 µg/mL. 

 

3.3.2 Innsprautun á massagreini  

Innsprautun (e. infusion) er framkvæmd til að ákvarða móður- og dótturjónir fyrir 

mælingar á staðalefnum með HPLC-MS/MS. Þannig eru stillingar fyrir massagreininn 

hámarkaðar fyrir þau staðalefni sem á að mæla og bil stillinga sem hugsanlega eru hæf 

til mælinga ákvörðuð. Sprauta er fyllt af þeirri próflausn sem athuga á og er sjálfvirkur 

búnaður látinn sprauta úr henni inn á massagreininn um viðmótið á þeim hraða sem 

valinn er. 

 

3.3.2.1 Undirbúningur á próflausnum fyrir innsprautun 

Útbúnar voru próflausnir er innihéldu um það bil 10 µg/mL af staðalefni, fyrir hvort um 

sig 25-OH-D2-vítmaín og 25-OH-D3-vítamín. 10 µL af stofnlausn var komið fyrir í 

eppendorf glasi og þynnt með 990 µL af 50% metanóli (MeOH) í vatni. Hvorri 

próflausn var komið fyrir í 250 µL Hamilton sprautu og innsprautað með 10 µL/min á 

massagreininn ásamt ferðafasa. 

 

3.3.2.2 Stillingar á HPLC-MS/MS 

Stillingar vökvaskilju voru festar þannig að ferðafasi var MeOH:vatn (75:25 v/v) og 

flæðihraði 0,35 mL/min. Stillingar fyrir massagreini voru ekki festar, enda til skoðunar. 
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3.3.3 Staðfesting á mælihæfni  

Áður en að skimun kom var leitast við að tryggja nothæfni niðurstaðna, ákvarða ytri 

mörk hugsanlegra breytiþátta og staðfesta mælihæfni þeirra. Tekið var tillit til reynslu af 

innsprautun á massagreini. 

Framkvæmdar voru tilraunir við mismunandi gerðir hugsanlegra eigindlegra (e. 

qualitative) breytiþátta þar sem hugsanlegar magnbundnar breytur voru ýmist allar 

hafðar í hámarki eða lágmarki í einu til að sannreyna mælihæfni. Þar til mælihæfni við 

ýktustu aðstæður virtist tryggð voru mörk magnbundinna breyta dregin saman og 

ónothæfar eigindlegar aðstæður útilokaðar. 

 

3.3.3.1 Hugsanlegir breytiþættir 

Þeir eigindlegu breytiþættir sem tekið var tillit til voru tveir, það er; gerð lífræns fasa og 

tegund súlu. Hinir magngreinanlegu voru hins vegar átta, það er; sýrustig fasa A (pH), 

upphafsmagn lífræns leysis (e. organic start), hallatala á stigli (e. gradient slope), 

flæðihraði (e. flow), hitastig súlu (e. column temperature), spenna keilu (e. cone 

voltage), spenna hárpípu (e. capillary voltage) og árekstrarorka (e. collision energy). 

 

3.3.3.2 Fastar stillingar við HPLC-MS/MS mælingar 

Eftirfarandi stillingum var almennt haldið föstum; innskotsmagn, spenna dragskauts (e. 

extractor voltage), inngangur (e. entrance), útgangur (e. exit), gasflæði fyrir leysingu (e. 

desolvation gas flow), gasflæði fyrir keilu (e. cone gas flow), hitastig upptökuhólfs (e. 

source temperature) og leysingarhitastig (e. desolvation temperature). Innskotsmagn var 

10 µL, en fastar stillingar má sjá í viðauka A. 

 

3.3.3.3 Undirbúningur próflausna  

Próflausnir með styrk beggja 25-OH-D-vítamína uppá 1 µg/mL voru útbúnar í ætluðum 

vatnshluta ferðafasa (fasa A) fyrir viðkomandi keyrslur, þannig að samræmi væri í 

sýrustigi. Til að ná eftirsóttu sýrustigi á fasa A var notast við stuðpúðavirkni 2mM 

ammóníum-salta; ammóníum bíkarbónats (e. ammonium bicarbonat) fyrir basísk gildi 

og ammoníum asetats fyrir súr, ásamt íbót maurasýru til nánari stillingar. 

Pípettaðir voru 50 µL af stofnlausn 25-OH-D3-vítamíns og 25 µL af stofnlausn 

25-OH-D2-vítamíns í eppendorf glas og þynntir með 925 µL af 50% MeOH. Af þeirri 

lausn voru 30 µL skammtar pípettaðir í eppendorf glös og þynntir með 1470 µL af 
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viðeigandi fasa A. Próflausnum var komið fyrir í 96-holubakka og skotið inn á HPLC-

MS/MS með samsvarandi ferðafasa. 

 

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

Við skimun mismunandi breyta HPLC-MS/MS kerfis var beitt hönnun tilrauna, nánar 

tiltekið D-optimal hönnun. 

 

3.3.4.1 Fyrri skimun á breytum 

Rannsakaðar voru breytur fyrir bæði vökvaskilju og massagreini. Þær voru eftirfarandi; 

tegund súlu, sýrustig fasa A, upphafsmagn lífræns leysis, hallatala á stigli, flæðihraði, 

hitastig súlu, spenna keilu, spenna hárpípu, og árekstrarorka. Ein breytan var 

þáttbundin, tegund súlu, en allar aðrar voru magnbundnar. Tafla 3.1 sýnir hvaða breytur 

voru rannsakaðar með D-optimal hönnun og stillingar þeirra í fyrri skimun. 

 

Tafla 3.1: Stillingar á breytum fyrri skimunar með D-optimal hönnun 

 

Magnbundnar breytur Lágt gildi (-) Miðlægt gildi (0) Hátt gildi (+) 

Upphafsmagn lífræns 
leysis 

5 % 25 % 45 % 

Sýrustig fasa A 2,8 4,7 6,6 

Hallatala stiguls 1 mín 3 mín 5 mín 

Flæðihraði 0,2 mL/mín 0,3 mL/mín 0,4 mL/mín 

Hitastig súlu 21°C 29°C 37°C 

Spenna hárpípu 1 kV 2,25 kV 3,5 kV 

Spenna keilu 5 V 15 V 25 V 

Árekstrarorka  4 eV 11 eV 18 eV 

Þáttbundnar breytur    

Súlur Xbridge C18, Luna Phenyl-Hexyl og RP8 
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 Mismunandi sýrustig fasa A; 2,8, 4,7 og 6,6, voru fengin með því að útbúa 

stuðpúðalausn með föstum styrk salts en mismiklu magni af íbættri sýru. 2 mM 

ammóníum asetat var notað sem salt og maurasýra var notuð sem sýruíbót. 

Stuðpúðalausnir voru síaðar undir sogi og svo víxlblandaðar við lífrænan leysi með 5% 

af rúmmáli, eins og sjá má í töflu 3.2. 

 

Tafla 3.2: Blöndun ferðafasa fyrir fyrri skimun með D-optimal hönnun 

 

Ferðafasi Vökvar Hlutfall [v/v] 

A Stuðpúði : Lífrænn leysir 95 : 5 

B Lífrænn leysir : Stuðpúði 95 : 5 

 

 

3.3.4.2 Fastar stillingar HPLC-MS/MS í fyrri skimun 

Eftirfarandi breytum var haldið föstum; lífrænn leysir, ásamt öðrum almennt föstum 

stillingum. Lífrænn leysir var metanól og innskotsmagn var 10µL. 

 

3.3.4.3 Undirbúningur á próflausnum fyrir fyrri skimun 

Próflausn sem innihélt báðar gerðir af 25-OH-D-vítamíni í styrknum 1 µg/mL var 

útbúin á eftirfaranadi hátt. Pípettaðir voru 50 µL af stofnlausn 25-OH-D3-vítamíns og 25 

µL af stofnlausn 25-OH-D2-vítamíns í eppendorf glas og þynntir með 925 µL af 50% 

MeOH. Af þeirri lausn voru þrír 30 µL skammtar pípettaðir í eppendorf glös og þynntir 

með 1470 µL af sinni stuðpúðalausninni hver. Próflausnum var síðan komið fyrir í 96-

holubakka og skotið inn á HPLC-MS/MS með samsvarandi ferðafasa. 

 

3.3.4.4 Seinni skimun á breytum 

Frekari rannsókn var gerð á völdum breytum fyrir bæði vökvaskilju og massagreini. Þær 

voru eftirfarandi; tegund súlu, upphafsmagn lífræns leysis, flæðihraði, spenna keilu og 

árekstrarorka. Ein breytan var þáttbundin, tegund súlu, en hinar þrjár voru 

magnbundnar. Tafla 3.3 sýnir stillingar breyta sem rannsakaðar voru frekar í seinni 

skimun. 
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Tafla 3.3: Stillingar á breytum seinni skimunar með D-optimal hönnun 

 

Magnbundnar breytur Lágt gildi (-) Miðlægt gildi (0) Hátt gildi (+) 

Flæðihraði 0,2 mL/mín 0,3 mL/mín 0,4 mL/mín 

Upphafsmagn lífræns 
leysis  

5 % 25 % 45 % 

Árekstrarorka 6 eV 12 eV 18 eV 

Keila 9 V 17 V 25 V 

Þáttbundnar breytur    

Súlur Xbridge C18, Luna Phenyl-Hexyl og RP8 

 

3.3.4.5 Fastar stillingar við seinni skimun 

Eftirfarandi breytum var ennfremur haldið föstum í seinni skimun; sýrustig fasa A, 

hallatal á stigli, spenna hárpípu og hitastig súlu, ásamt áður festum stillingum. Fasi A 

var með pH 2,8, hallatala stiguls var 1 mínúta, spenna hárpípu var 3,5, hitastig súlu var 

37°C og innskotsmagn var 10 µL. 

 

3.3.4.6 Undirbúningur á próflausn fyrir seinni skimun 

Próflausn sem innihélt báðar gerðir af 25-OH-D-vítamíni í styrknum 1 µg/mL var 

útbúin á eftirfaranadi hátt. Pípettaðir voru 50 µL af stofnlausn 25-OH-D3-vítamíns og 25 

µL af stofnlausn 25-OH-D2-vítamíns í eppendorf glas og þynntir með 925 µL af 70% 

MeOH. Af þeirri lausn voru 30 µL pípettaðir í eppendorf glös og þynntir með 1470 µL 

af 70% MeOH. Próflausnum var síðan komið fyrir í 96-holubakka og skotið inn á 

HPLC-MS/MS. 

 

3.3.5 Samanburður á sýnameðhöndlunum 

Gerður var samanburður á þremur mismunandi tegundum af 

sýnameðhöndlunaraðferðum; prótínfellingu, SPE og LLE. Ein útgáfa af hverri þeirra 

var sett saman út frá lýsingum í birtum greinum og leitast við að útfæra þær á þann hátt 

að samanburður yrði einfaldur. Notað var mennskt plasma með 25-OH-D-vítamín-íbót 

(e. spiked) en mælingar voru framkvæmdar á HPLC-MS/MS með valinni aðferð úr 

skimun með D-optimal hönnun, sem sjá má í töflu 3.4. 
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Tafla 3.4: Stillingar HPLC-MS/MS við samanburð sýnameðhöndlana 

 

Breytur Stillingar 

Lífrænn leysir Metanól 

Upphafsmagn lífræns leysis 45 % 
 

Sýrustig fasa A 2,8 
 

Hallatala stiguls 1 mín 
 

Flæðihraði 0,4 mL/mín 
 

Hitastig súlu 37°C 
 

Spenna hárpípu 2,25 kV 
 

Spenna keilu 15 V 
 

Árekstrarorka 11 eV 

Súla RP8 

Innskotsmagn 10 µL 

 

 

3.3.5.1 Undirbúningur sýna fyrir sýnameðhöndlun 

Próflausn sem innihélt báðar gerðir af 25-OH-D-vítamíni í styrknum 1 µg/mL var 

útbúin á eftirfaranadi hátt. Pípettaðir voru 50 µL af stofnlausn 25-OH-D3-vítamíns og 25 

µL af stofnlausn 25-OH-D2-vítamíns í eppendorf glas og þynntir með 925 µL af 50% 

MeOH. Af þeirri lausn voru 30 µL pípettaðir í eppendorf glös og þynntir með 1470 µL 

af 50% MeOH. 

 20 µL skömmtum af próflausn var svo bætt út í 80 µL af plasma og blandan hrist 

saman, til að fá 100 µL tilbúin sýni með styrk, hvorrar gerðar 25-OH-D-vítamíns, upp á 

að minnsta kosti 200 ng/mL. 
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3.3.5.2 Prótínfelling 

Við 100 µL tilbúið sýni er bætt 300 µL af ísköldu ACN, blandan hrist í 3 mín. og látin 

standa við 4°C í 30 mín. Þá er blandan spunnin niður (e. centrifuged) með um það bil 

3000×g við 4°C og 300 µL fleyttir ofan af og fluttir í glerglas fyrir 96-holubakka. Flotið 

svo þurrkað undir niturblæstri og þurrefni enduruppleyst með 350 µL af 70% MeOH. 

 

3.3.5.3 SPE 

Við 100 µL tilbúið sýni er bætt 300 µL af ísköldu ACN til prótínfellingar, blandan hrist 

í 3 mín. og látin standa við 4°C í 30 mín. Þá er blandan spunnin niður með um það bil 

3000×g við 4°C og 300 µL fleyttir ofan af og blandaðir í 700 µL af vatni. Sú blanda er 

sett á SPE súlu sem virkjuð hefur verið með 1 mL af MeOH og stöðguð með 1 mL af 

vatni. Súlan er svo þvegin með 1 mL af vatni og 1 mL af 40% MeOH. Loks er dregið út 

af súlunni með 250 µL af MeOH í glerglas fyrir 96-holubakka með 100 µL af vatni í og 

hrist. 

 

3.3.5.4 LLE 

Við 100 µL tilbúið sýni er bætt 75 µL af 80:20 MeOH:própanól blöndu til 

prótínfellingar og blandan hrist í 3 mín. Þá er bætt út í 500 µL af hexani, blandan hrist 

og spunnin niður við 1600×g. 450 µL eru fleyttir ofan af, færðir í glerglas fyrir 96-

holubakka og þurrkaðir undir niturblæstri. Þurrefni eru svo leyst upp aftur með 350 µL 

af 70% MeOH. 

 

3.3.6 Hámörkun með CCD 

Hámörkun á HPLC-MS/MS aðferðinni var gerð með central composite hönnun (CCD). 

Notuð var LLE sýnameðhöndlun á tilbúin sýni með fosfat-stuðpúða saltlausn (e. 

phosphate buffered saline) (PBS) sem grunn, til að líkja eftir áhrifum sermis. 

Upphafsstyrkur tilbúinna sýna var 1 µg/mL og var innskotsmagn 10 µL. 

 

3.3.6.1 Breytur við hámörkun 

Eftirfarandi breytur voru rannsakaðar; flæðihraði, upphafsmagn lífræns leysis og 

árekstrarorka og spenna keilu. Stillingar á breytum sem voru rannsakaðar með CCD má 

sjá í töflu 3.5. 
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Tafla 3.5: Stillingar á breytum í CCD hönnun 

 

Breytur Lágt gildi (-) Miðlægt gildi (0) Hátt gildi (+) 

Flæðihraði 0,2 mL/mín 0,3 mL/mín 0,4 mL/mín 
 

Upphafsmagn 
lífræns leysis 

5 % 38 % 71 % 
 

Árekstrarorka 6 eV 12 eV 18 eV 

Spenna keilu 9 V 17 V 25 V 
 

 

 

3.3.6.2 Fastar stillingar við hámörkun 

Eftirfarandi breytum var haldið föstum; súla, hitastig súlu, innskotsmagn, sýrustig fasa 

A, lífrænn leysir, stigull, spenna dragskauts, inngangur, útgangur, gasflæði fyrir 

leysingu, gasflæði fyrir keilu, hitastig upptökuhólfs og leysingarhitastig. Súla var 

Xbridge-C18, súluhiti var 37°C og fasi A var 2 mM ammóníum asetat stuðpúðalausn 

stillt á pH 2,8 með um það bil 0,1% maurasýru. Nánari stillingar má sjá í viðauka A. 

 

3.3.7 Staðalkúrfa og gilding magngreiningaraðferðar 

Skotið var inn tilbúnum sýnum með PBS grunn og íbættum innri staðli (e. internal 

standard) (IS), nánar tiltekið D4-kortesóli, sem meðhöndluð voru með próteinfellingu í 

stað LLE sýnameðhöndlunar eins og upphaflega stóð til, til að sjá hvort fá mætti 

sæmilega staðalkúrfu og hvert lægsta gildi hennar gæti verið. Upphafsstyrkur innri 

staðals var 250 ng/mL og upphafsstyrkur hvors af staðalefnunum á bilinu frá 1 ng/mL 

upp í 500 ng/mL. Innskotsmagn var hækkað frá því sem áður hafði viðgengist upp í 20 

µL en aðrar stillingar voru festar samkvæmt hámörkun með CCD-hönnun, eins og sjá 

má í töflu 3.8. 

Í kjölfarið var framkvæmd gilding þar sem nákvæmni og áreiðanleiki HPLC-

MS/MS magngreiningaraðferðarinnar var mældur. Í því fólst keyrsla staðalkúrfu, með 

innri staðli, úr átta punktum og innskot próflausna sex sinnum í sama punkti, fyrir 

lægsta punkt kúrfunnar og nokkra aðra punkta en þá sem mynda staðalkúrfuna, eins og 

sjá má í töflu 3.9. Sýnin höfðu PBS grunn og höfðu upphafsstyrk innri staðals 200 

ng/mL. Þau voru meðhöndluð með próteinfellingu og upphafsstyrkur innri staðals var 

200 ng/ml en áfram var innskotsmagn 20 µL. 
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Þá var samhliða gildingu skotið inn þrem eins meðhöndluðum plasma sýnum; 

einu án allrar íbótar, öðru einungis með innri staðli og því þriðja með hvort tveggja 

íbættum innri staðli og staðalefnum (+ 100 ng/mL), til samanburðar. Sjá má 

upphafsstyrki staðalefna í töflu 3.8. 

 

3.3.7.1 HPLC-MS/MS magngreiningaraðferð eftir hámörkun 

Sjá má stillingar magngreiningaraðferðarinnar samkvæmt hámörkun með hönnun 

tilrauna í töflum 3.6 og 3.7. Þar með eru þá einnig stillingar og einkennandi niðurbrot 

innri staðalsins. 

 

Tafla 3.6: Stillingar á HPLC-MS/MS til magngreiningar 25-OH-D-vítamíns 

 

Breytur Stillingar 

Súla  Xbridge C18 3,5 µm 2,1 x 50 mm 

Súlu hiti 37°C 

Sýrustig fasa A pH 2,8 
    (2 mM ammóníum asetat með 0,1% maurasýru) 

Lífrænn leysir metanól 

Upphafsmagn lífræns leysis  5 % 

Hallatala stiguls 1 mín 

Flæðihraði 0,2 mL/mín 

Spenna hárpípu 0,35 kV 

Spenna keilu 16 V 

Árekstrarorka 
(margþætt, eftir jónum) 

8 eV (401,3->383,3 & 413,3 -> 395,3) (M+1-H2O) 
14 eV (401,3->257,3) (quant. 25OHD3) 
9 eV (413,3->355,3) (quant. 25OHD2) 
28 eV (367,2->120,8) (IS=D4hydrocortisone) 

Innskotsmagn 20 µL 
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Tafla 3.7: Stigull á ferðafasa fyrir magngreiningu 25-OH-D-vítamíns 

 

Tími Fasi A MeOH 

0  mín 95 % 5 % 

0,8 mín 95 % 5 % 

1,8 mín 5 % 95 % 

3,8 mín 5 % 95 % 

4  mín 95 % 5 % 

6  mín 95 % 5 % 

 

3.3.7.2 Sýnameðhöndlun fyrir staðalkúrfu 

10 µL skömmtum af viðeigandi raðþynntum próflausnum ásamt 10 µL skömmtum af 

IS-lausn, 2 µg/mL sterkri, er bætt út í 80 µL af PBS og blandan hrist saman, til að fá 

100 µL af hverju tilbúnu sýni. 

Við 100 µL tilbúið sýni er bætt 300 µL af ísköldu ACN, blandan hrist í 3 mín. 

og látin standa við 4°C í 30 mín. Þá er blandan spunnin niður (e. centrifuged) með um 

það bil 3000×g við 4°C og 300 µL fleyttir ofan af og fluttir í glerglas fyrir 96-

holubakka. Flotið svo þurrkað undir niturblæstri og þurrefni enduruppleyst með 100 µL 

af 70% MeOH og þá hrist. 

 

3.3.7.3 Sýnameðhöndlun fyrir gildingu 

10 µL skömmtum af viðeigandi raðþynntum próflausnum ásamt 10 µL skömmtum af 

IS-lausn, 2 µg/mL sterkri, er bætt út í 80 µL af PBS eða plasma og blandan hrist saman. 

Þá fást 100 µL af hverju tilbúnu sýni. 

Við 100 µL tilbúið sýni er bætt 300 µL af ísköldu ACN, blandan hrist í 3 mín. 

og látin standa við 4°C í 30 mín. Þá er blandan spunnin niður með um það bil 3000×g 

við 4°C og 300 µL fleyttir ofan af og fluttir í glerglas fyrir 96-holubakka. Flotið svo 

þurrkað undir niturblæstri og þurrefni enduruppleyst með 100 µL af 70% MeOH og þá 

hrist. 
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Tafla 3.8: Upphafsstyrkir staðalefna í staðalkúrfu og gildingu aðferðar 

 

Upphafsstyrkir 
í staðalkúrfu 

(ng/mL) 

Upphafsstyrkir 
í gildingu 
(ng/mL) 

Punktar fyrir 
mat gæða 
(ng/mL) 

0 0 5 

1 5 10 

2,5 10 15 

5 25 75 

10 50  

25 100  

50 200  

100 250  

250 500  

500   
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4. NIÐURSTÖÐUR 

 

4.1 Innsprautun á massagreini 

 

4.1.1 Massaróf 25-OH-D3-vítamíns 

Á mynd 4.1 má sjá massaróf fyrir 25-OH-D3-vítamín. Það jónaðist vel í jákvæðri jónun. 

Hér er um dótturjóna-skimun að ræða, þar sem móðurjónin hefur topp við massa 401, 

en það samsvarar þyngd 25-OH-D3-vítamíns að viðbættri prótónu. Hún missir 

auðveldlega tvo vatnshópa, sem eru 18 að þyngd hvor. Hæsti toppurinn á myndinni er í 

383 og svo sá næst hæsti í 365. Einnig er toppur í 257 sem hugsanlega er sértækari en 

toppar vegna afvötnunar. 

 

 

Mynd 4.1: Massaróf fyrir dótturjóna-skimun 25-OH-D3-vítamíns 

Hér gefur að líta jákvæða jónun (M+1) 25-OH-D3-vítamíns í massan 401,3 og niðurbrot 

af því, á bilinu 50-500 Da. 
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4.1.2 Massaróf 25-OH-D2-vítamíns 

Massaróf úr dótturjóna-skimun 25-OH-D2-vítamíns má sjá á mynd 4.2. Það jónaðist 

einnig vel í jákvæðri jónun og hefur líka tilhneigingu til að missa tvo vatnshópa. Massi 

25-OH-D2-vítamíns að viðbættri þyngd vetnisprótónu er 413 og má sjá greinilegan topp 

við það gildi. Aftur er hæsti toppurinn fyrir niðurbrot fyrri vatnshópsins, en auk 

niðurbrots þess seinni eru þrír aðrir áhugaverðir toppar, það er við massagildi 355, 337 

og 271. 

 

 

Mynd 4.2: Massaróf fyrir dótturjónaskimun 25-OH-D2-vítamíns 

Hér gefur að líta jákvæða jónun (M+1) 25-OH-D2-vítamíns í massan 401,3 og niðurbrot 

af því, á bilinu 50-500 Da. 
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4.2 Staðfesting á mælihæfni 

 

4.2.1 Val á niðurbrotum til þróunar mælinga 

Afvötnun efna er ekki mjög sértæk en þessar þyngstu dótturjónir beggja efna sýna 

greinilega yfirburði í útslagi og geta nýst til sannkennslis. Rof seinni vatnssameindar af  

25-OH-D-vítamíni gefur ekki eins mikið útslag og hin fyrri. 

Mest áberandi niðurbrotsafurð þar á eftir er í massa 257 fyrir 25-OH-D3-vítamín 

og massa 355 fyrir 25-OH-D2-vítamín, eins og sjá mátti á myndum 4.1 og 4.2.  

Innskotsgröf fyrir massa 257 og 355 sýna ekki eins mikla grunnlínutruflun og virðist 

eiga við um vatnsmissinn, og þá sérstaklega fyrir 25-OH-D2-vítamín, sjá mynd 4.3. 

Einkennistoppur efnanna hefur þar rástíma við um það bil 3,40 mín. en bungan þar á 

undan sem nær hámarki í 3,13 mín. er stöðug truflun. 

 

 

 
 

Mynd 4.3: Útslag niðurbrota og grunnlínutruflanir 

Efst er graf 25D2a, svo kemur 25D2b, þá 25D3a og loks 25D3b. Meira útslag, en um leið 

meiri grunnlínutruflun, sést þegar vatnshópur brotnar af vítamíninu. Sjá má einkennis-

massa niðurbrots, það er móður- og dótturjónar í efra hægra horni hvers þeirra. 
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Minni og léttari niðurbrotsefni voru ógreinanleg í keyrslunni á mynd 4.3 og því 

ekki birt. Þau koma ekki fram fyrr en við hærri árekstrarorku, en hér var árekstrarorkan 

8 eV. 

 Ákveðið var að nota niðurbrotin 413,3 í 355,3 (25D2b) og 401,3 í 257,3 (25D3b) 

til þróunar magngreiningaraðferðarinnar. Þá var niðurbrotum þar sem fyrri vatnshópur 

efnanna, það er 413,3 í 395,3 (25D2a) og 401,3 í 383,3 (25D3a), losnar haldið með til 

sannkennslis og viðmiðunar. 

 

4.2.2 Val á lífrænum leysi og lækkun á efra marki sýrustigs 

Aukinn upphafsstyrkur asetónítríls minnkaði toppa eða lét þá missa lögun. Toppar gátu 

orðið ljótir eða horfið og það kallað á að þrengja þyrfti skorður annara breytiþátta. 

Of hátt sýrustig, það er basískar aðstæður, hafði sams konar áhrif. Ekki reyndist 

fært að nota pH 9 í skimun. Hækkandi sýrustig með auknum upphafsstyrk asetónítríls 

gaf einstaklega neikvæðar niðurstöður. Sjá má á mynd 4.4 bornar saman 

hámarkamælingar á sama sýni með ACN annars vegar og MeOH hins vegar. pH var 6,6 

og upphafsstyrkur ACN var 25% en upphafsstyrkur MeOH 45%. Enginn toppur fæst 

með pH 6,6 og upphafsstyrk ACN 25% en með MeOH sést sama sýni gefa skýran topp. 

 

 

 
Mynd 4.4: Aukið asetónítríl óhentugt með hækkandi pH, hér 6,6.  

Efra grafið sýnir hámarkamælingu með ACN sem lífrænan leysi í 25% upphafsstillingu. 

Neðra grafið sýnir mælingu sama sýnis degi seinna með MeOH sem lífrænan leysi; til 

að ganga úr skugga um að sýni hafi ekki verið ónýtt. 

 



 37 

4.2.3 Mælihæfni  

Ystu mörk breyta sem gáfu alltaf nothæf gildi í hámarka- og lágmarka-mælingum voru 

notuð í D-optimal skimun og má sjá í töflu 3.3. 

 

 

4.3 D-optimal skimun 

Tölulegar niðurstöður fyrir útkomur úr skimunum samkvæmt D-optimal hönnun voru 

færðar inn í tölvuforritið Modde og þar notaðar til tölfræðilegra útreikninga.  

 

4.3.1 Fyrri skimun 

Sýnafasi var óheppilegur og styrkur staðalefna breytingum háður með tíma. Þar sem 

innskot sýna voru ekki vel slembiröðuð, öll sýni á hverja súlu keyrð í einu, var styrkur 

sýna þegar skotið var inn á síðustu súlu orðinn rýr. Líkanið er því skakkt og ber að taka 

niðurstöðum þess hvað flatarmál varðar með fyrirvara, sérstaklega með tilliti til súla. 

Engra áhrifa af þessu ætti þó að gæta á rástíma og því niðurstöður sem að honum snúa 

nothæfar, sjá mynd 4.5.  

 

4.3.1.1 Áhrif breyta á rástíma 

Mynd 4.5, lýsir áhrifamætti breyta og víxl- eða samverkana á rástíma (e. retention time). 

Marktækar breytur eru eftirfarandi eftir vægi; stigull, flæði, hitastig súlu, spenna á 

hárpípu og hugsanlega upphafsmagn lífræns leysis. Stigull og hárpípa hafa lengjandi 

áhrif á rástíma. Flæði hefur marktæk áhrif til styttingar rástíma ásamt hitastigi súlu. 

Aðrar breytur hafa lítil áhrif eða ómarktæk. Ekki kemur á óvart að gröfin séu því sem 

næst eins fyrir bæði efnin þar sem þau skila sér yfirleitt á mjög svipuðum tíma, og þar 

koma þá öll niðurbrot þeirra fram. 
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Mynd 4.5: Gröf sem lýsa áhrifamætti breyta á rástíma 25-OH-D-vítamíns 

Graf fyrir áhrif á 25D3b er til vinstri og á 25D2b er til hægri. 

 

 

Mynd 4.6: Gröf sem lýsa áhrifamætti breyta á flatarmál 25-OH-D-vítamíns 

Graf fyrir áhrif á 25D3b er til vinstri og á 25D2b er til hægri. 
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4.3.1.2 Áhrif breyta á flatarmál 

Áhrifamátt breyta á flatarmál má sjá á mynd 4.6. Flæði hefur neikvæð áhrif á 

flatarmálið hjá báðum niðurbrotum. Vaxandi árekstrarorka hefur hugsanlega neikvæð 

áhrif á flatarmál topps fyrir niðurbrotið 25D2b og þá einnig 25D3a og 25D2a, en þeirra 

gröf eru líka sambærileg um allt annað. Árekstrarorkan hafði hins vegar marktækt mjög 

jákvæð áhrif á niðurbrotið 25D3b. 

  

4.3.2 Seinni skimun  

Í seinni skimun var sýnfasi 70% MeOH, og engar breytur kröfðust afskipta af 

uppsetningu tækis eða framvindu mælingar. 

 

4.3.2.1 Dreifing gagna 

Sjá má dreifingu gagna fyrir flatarmál á mynd 4.7. Þar sem hún er ekki normaldreifð var 

ákveðið að taka lógaritma af útkomum til að bæta líkanið ef þá fengist normaldreifing. 

Eins og sjá má á mynd 4.8 gaf það sig vel fyrir flatarmálið en ekki var tekinn lógaritmi 

af niðurstöðum fyrir rástíma. 

 

 

Mynd 4.7: Dreifing gagna fyrir flatarmál toppa án frekari meðhöndlunar 

Hér er ekki tekinn lógaritmi af niðurstöðum. Gröfin eru ekki normaldreifð og þarfnast 

því stærfræðilegrar meðhöndlunar. 
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Mynd 4.8: Dreifing gagna fyrir flatarmál ef tekinn er lógaritmi af niðurstöðum 

Dreifing gagna kemst mun nær því að vera normaldreifð og því líkanið orðið betra. 

 

4.3.2.2 Áhrif breyta og víxlverkana 

Mynd 4.9: Gröf sem sýna áhrif breyta á rástíma í seinni skimun 

Sjá má graf fyrir áhrif breyta á 25D3b til vinstri og eins fyrir 25D2b til hægri. 
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Á mynd 4.9 má sjá hvaða breytur hafa áhrif á rástíma, hversu mikil þau eru og hversu 

marktæk. Tvær breytur ná marktækni; flæði sem hefur langmest áhrif og víxlverkun 

upphafsmagns lífræns leysis og flæðis, en hún nær einnig marktækni. 

Á mynd 4.10 sjást ætluð áhrif breyta á flatarmál í seinni skimun. Flæði er aftur 

mikilvirkasta breytan nema með öfugum formerkjum þar sem aukning flæðis veldur 

minna flatarmáli, sem er neikvætt. Aðrar marktækar breytur voru upphafsmagn lífræns 

leysis og C18 XBridge súla, ásamt spennu árekstrarorku sem verkar á öfugan máta hjá 

sitthvoru efninu. Gröf fyrir áhrif á 25D3a og 25D2a voru að allmestu leiti sambærileg 

gröfum fyrir 25D2b. 

 

 

Mynd 4.10: Gröf sem sýnar áhrif breyta á flatarmál í seinni skimun 

Athygli vekur að árekstrarorka hefur samband í sitthvora áttina fyrir sitthvort efnið, 

jákvæð áhrif á 25D3b, til vinstri, en neikvæð áhrif á 25D2b, til hægri. 

 

 

 

4.4 Sýnameðhöndlun 

Sýnameðhöndlun gaf ekki góðar heimtur fyrir SPE, bara um 20% og má ætla að 

eitthvað hafi farið úrskeiðis í framkvæmd hennar. Hins vegar komu hvort tveggja 
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prótínfelling og LLE sæmilega út með í kringum 80% heimtur. Þá reyndist LLE einföld 

í framkvæmd en aðeins ein einföld aðgerð bætist við hefðbundið prótínfellingarferli. 

 

 

4.5 Hámörkun með CCD 

Tölulegar niðurstöður fyrir útkomur úr CCD hámörkuninni voru færðar inn og líkan 

útbúið. Líkanið var svo notað til að ákveða endanlegar hámarks stillingar á HPLC-

MS/MS kerfinu til mælingar á 25-OH-D-vítamíni. 

 

4.5.1 Dreifing gagna 

Til þess að fá normaldreifingu á niðurstöður fyrir flatarmál 25-OH-D-vítamíns þurfti að 

taka lógaritma af þeim. Ekki var tekinn lógaritmi af niðurstöðum fyrir rástíma. 

 

4.5.1.1 Endurtakanleiki 

Sjá má niðurstöður allra tilrauna á flatarmáli og rástíma 25-OH-D-vítamíns, það er af 

hvorri gerðinni fyrir sig, á mynd 4.11. Ef margir punktar eru á sama stað lýsir það 

góðum endurtakanleika, eins og raun ber vitni um miðpunktamælingar í þessu tilviki, en 

þær eru þær einu sem mældar eru oft eins. 

 

 

Mynd 4.11: Gröf sem lýsa endurtakanleika. 

Til vinstri eru gröf fyrir niðurstöður rástíma; fyrir ofan er 25D3b, en neðan 25D2b og til 

hægri eru gröf þeirra fyrir flatarmál, í sömu röð.  
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Á mynd 4.12 má sjá súlurit fyrir báðar svaranir, rástíma og flatarmál, beggja 

niðurbrota. Á súluritinu má sjá greiningu á réttmæti líkana (e. model validity) sem og 

endurtakanleika (e. reproducability). R
2
 er þar útskýrt hlutfall af breytileika og skýrir 

hversu vel niðustöðurnar passa inn í líkanið en Q
2
 lýsir hversu vel líkanið segir til um 

eigin niðurstöður og þarf það að vera hærra en 0,5 til að líkanið geti kallast gott. 

 

Mynd 4.12: Súlurit fyrir forspárgildi, réttmæti líkans og endurtakanleika 

Á súluriti má sjá réttmæti líkans og endurtakanleika ásamt R
2
 og Q

2
. R

2
 skýrir hversu 

vel niðurstöður passa í líkan og Q
2
 hversu vel líkanið getur sagt fyrir um þær. Hér eru 

þau bæði há og þá líkanið að því leiti gott. Réttmæti er hins vegar lélegt fyrir rástíma. 

 

 

4.5.1.2 Áhrif breyta og víxlverkanir 

Mynd 4.13 sýnir áhrif breyta og þar má sjá hvaða áhrif breytur hafa á bæði rástíma og 

flatarmál fyrir bæði efni. Rástími lýsir sér eins og áður, eins hjá efnunum og það helsta 

sem skilur á milli þeirra varðandi flatarmálið er árekstrarorkan sem gengur í sitthvora 

áttina fyrir sitthvort efnið. 

 Marktækar breytur með tilliti til rástíma eru; flæði, upphafsmagn lífræns leysis 

og tvær samverkanir; en marktækar breytur með tilliti til flatarmáls eru árekstrarorka, 

fllæði, upphafsmagn lífræns leysis og þrjár samverkanir. Ein breyta nær hvergi 

marktækni og er það spenna keilu. 
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Mynd 4.13: Áhrif breyta í hámörkun 

Gröfin vinstra megin eiga við um rástíma en gröfin hægra megin eiga við um flatarmál 

toppa; hin efri um niðurbrot 25-OH-D3-vítamíns og hin neðri um niðurbrot 25-OH-D2-

vítamíns. 

 

 

 Þar sem árekstrarorka og spenna keilu hafa lítil og ómarktæk áhrif á rástíma, 

þarf ekki að taka tillit til hans við mat á heppilegasta gilda þeirra. Reiknilíkan var látið 

meta bestu gildin fyrir hvert niðurbrot út frá flatarmáli toppa. Fyrir bæði vatns-

niðurbrot, 25D3a og 25D2a, reyndist gildi árekstrarorku vera um það bil 8 eV og spennu 

keilu rúmlega 15 V. Fyrir 25D2b var þetta svipað, það er árekstrarorka best í 9 eV og 

spenna keilu í rúmlega 15 V. Niðurbrotið 25D3b skar sig úr hvað varðar árekstrarorku, 

sem var best fyrir það í 14 eV, en spenna keilu var enn svipuð eða tæplega 16 V. 

Á mynd 4.14 má líta hæðarlínugröf sem sýna áhrif upphafsmagns lífræns leysis 

og flæðis á rástíma með gildi spennu keilu og árekstrarorku fest í bestu stillingum fyrir 

hvora. Tölur sem merktar eru inná grafið eru dæmisgefandi punktgildi úr hverjum lit en 

liturinn breytist frá bláum, fyrir lág gildi, yfir í rauðan, fyrir há gildi. Mismunur stysta 

og lengsta hugsanlegs innskots hvað rástíma varðar er því aðeins rétt yfir 1 mín. af 

hámark 3,5 mín. 



 45 

 

Mynd 4.14:  Hæðarlínugröf sem sýna áhrif breyta á rástíma 

Til vinstri er graf fyrir rástíma 25D3b og til hægri fyrir rástíma 25D2b; en punktgildi 

lýsa vægi lita. Breyturnar eru flæði og upphafsmagn lífræns leysis. 

 

 
Mynd 4.15: Þrívíðir svarfletir fyrir flatarmál 

Graf 25D3b er til vinstri en 25D2b til hægri. Hæsti dökkrauði punkturinn á hvoru grafi er 

hámarksgildi þess, sem fyrir bæði gröfin er þá í lágmarks flæði og lágmarks  

upphafsmagni lífræns leysis. 

 

 Mynd 4.15 sýnir mat líkansins á áhrifum flæðis og upphafsmagns lífræns leysis 

þegar búið er að festa allar aðrar breytur í bestu gildi sýn. Hlutfallslegur munur hæstu 

og lægstu gilda hér er mun meiri en á mynd 4.14 og augljóst er að flæði skal festa í 

lágmark, eða 0,2 mL/mín. Þá sést að við þær aðstæður eru áhrif upphafsmagns lífræns 

leysis ekki línuleg heldur skeifulaga svo miðgildi eru verst en flatarmál eykst til beggja 

átta. Horn svarflatarins teygir sig nokkuð hærra og brattar upp við lægsta upphafsmagn 

leysis en hæsta. Niðurstaðan er því að upphafsmagn leysis skuli vera 5 %. 

 Vert er að taka fram að óskráð persónuleg reynsla af sýnakeyrslum benti til að 

þrýstingur HPLC kerfis væri tæplega 1-2 mín. lengur að jafna sig eftir keyrslu við hátt 

upphafsmagn lífræns leysis en lágt.  
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4.6 Staðalkúrfa og gilding 

 

4.6.1 Staðalkúrfa 

4.6.1.1 Innri staðall 

Innri staðallinn D4-hýdrókortesól reyndist of skautaður og skilaði sér ekki með LLE 

sýnameðhöndlunaraðferð. Skipt var um sýnameðhöndlunaraðferð og prótínfelling notuð 

í staðinn. 

Sjá má hvernig toppur innri staðals kom út, miðað við sama styrk staðalefna, á 

mynd 4.16. Kvarði er þar stilltur út frá hæsta topp sem 100%; það er innri staðlinum, 

sem hefur mun meira útslag en 25D2b og 25D3b. 

 

 

 

Mynd 4.16: Innri staðall eftir próteinfellingu 

Hér sjást sundurliðuð innskotsgröf úr einni keyrslu fyrir; 25D2b efst, 25D3b í miðju og 

innri staðalinn D4-kortisól neðst. Útslag IS er um fjórfalt sterkara en staðalefnanna.  
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4.6.1.2 Næmni 

Staðalkúrfuinnskot fyrir lægstu gildin; 1 ng/mL og 2,5 ng/mL, gáfu ekki greinanlega 

toppa þó að í 2,5 ng/mL væri byrjað að glitta í þá fyrir bæði efni. Fyrir 5 ng/mL fengust 

greinanlegir toppar, eins og sjá má á mynd 4.17. Þeir voru þó á mörkum hins nothæfa; 

voru á mörkum þess að vera magngreinanlegir. 

 Niðurbrot 25D2b og 25D3 sýna mjög svipaða toppa, hvað varðar hæð og 

flatarmál, sem alla jafna virðast ná mjög vel niður að grunnlínu hvoru megin. Auk þess 

virðast grunnlínur þeirra almennt mjög truflanalausar miðað við önnur niðurbrot D-

vítamína. 

Athygli vakti að útslag jókst lítið frá 5 ng/mL upp í 10 ng/mL en óks eðlilega 

upp frá því. 

 

 

 

Mynd 4.17: Útslag sýnis með 5 ng/mL styrk 

Hér sjást toppar hvors niðurbrots beggja 25-OH-D-vítamína en taka ber fram að þeir eru 

ekki í samræmdum stærðarhlutföllum. Rástími D-vítamíns er í kringum 3,47 mín. Efst 

er 25-OH-D2-vítamín án vatnshóps (25D2b), þá niðurbrot þess í massa 355,3 (25D2b), 

næst 25-OH-D3-vítamín án vatnshóps (25D3b) og svo að lokum niðurbrot þess í 

massann 257,3 (25D3b). 
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4.6.2 Gilding 

Gilding féll! 

Nákvæmni sýnakeyrslunnar var léleg og útslag fyrir 5 ng/mL náði ekki 

magngreiningarmörkum. Hins vegar mátti fá ágæta staðalkúrfu ef lægsta gildi var haft í 

10 ng/mL og má sjá staðalkúrfu fyrir bæði efni á mynd 4.18. 

Enn voru nothæfir sex punktar, af þeim upphaflegu átta, fyrir staðalkúrkfuna; en 

svo má einnig sjá á grafi sexföld gæðamats- (e. quality controle) innskot í þremur 

punktum. 

 

 
 

 
Mynd 4.18: Staðalkúrfa úr gildingu fyrir báðar gerðir 25-OH-D-vítamíns 
Efri kúrfa lýsir styrk-flatarmáls sambandi 25D3b en sú neðri því sama fyrir 25D2b. Fyrir 

ofan hvora staðalkúrfu eru frávika- (e. residual) gröf hennar. 

 

  

Compound name: 25 OH D3b

Coefficient of Determination: R^2 = 0.990689 

Calibration curve: 1.48617e-006 * x̂ 2 + 0.000821727 * x + -0.00153375

Response type: Internal Std ( Ref 5 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x̂ 2, Axis trans: None
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Compound name: 25 OH D2b

Coefficient of Determination: R^2 = 0.990420 

Calibration curve: 1.23476e-006 * x̂ 2 + 0.000748401 * x + -0.00372433

Response type: Internal Std ( Ref 5 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x̂ 2, Axis trans: None
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4.6.2.1 Plasmasýni 

Mistök voru gerð við undirbúning sýnis og í stað þess að íbót væri gerð með 10 µL af 1 

µg/mL lausn til að fá íbættan styrk upp á 100 ng/mL var íbót gerð með 100 ng/mL lausn 

og því aðeins um íbættan styrk upp á 10 ng/mL að ræða. 

 Engar sérstakar truflanir var frekar að sjá í kringum magngreiningartoppa hjá 

plasmasýninu en tilbúnum PBS sýnum. Hins vegar sást í hreinu plasmasýni lítill toppur 

í grafi innri staðals sem var svo nálægt rástíma innri staðals að hann gæti fallið inn í 

topp fyrir IS, eins og sést á mynd 4.19. Útslag auka toppsins er tæplega fjórðungur af 

því sem 200 ng/mL IS gefa. 

 

 

 

Mynd 4.19: Innri staðall í plasmasýni borinn saman við hreint plasma sýni 

Rauða línan lýsir aukatoppi úr hreinu prótínfelldu plasmasýni, sem gæti verið 

truflanavaldandi, en græna línan toppi innri staðals úr samskonar sýni, íbættu með IS. 

  

 

Samkvæmt bakreikningi frá samanburði flatarmáls toppa í plasmasýni við 

staðalkúrfu mældist styrkur í D-vítamín-bættu plasmasýni með IS vera 20,99 ng/mL af 

25-OH-D-vítamíni, þar af 10,18 ng/mL af 25-OH-3D-vítamíni og 10,81 ng/mL af 25-

OH-D2-vítamíni. (Leiðréttingarstuðull út frá IS var 0,776) 

Samkvæmt bakreikningi frá samanburði flatarmáls toppa í plasmasýni við 

staðalkúrfu mældist styrkur í plasmasýni með IS vera 4,10 ng/mL af 25-OH-D-vítamíni, 

þar af 4,10 ng/mL af 25-OH-3D-vítamíni og NA ng/mL af 25-OH-D2-vítamíni. 

(Leiðréttingarstuðull út frá IS var 0,815) 
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5. UMRÆÐUR 

 

5.1 Innsprautun 

Innsprautun samræmdist vel lýsingum úr rituðum heimildum, en skoða hefði mátt betur 

eiginleika niðurbrota í henni. Varð strax ljóst að niðurbrot vegna brotthvarfs vatnshóps 

krafðist athygli vegna yfirgnæfandi útslags. Hins vegar var möguleg ósértækni þeirra og 

truflanir í grunnlínu of mikil áhætta og því afráðið að beina sjónum annað. En geta þá 

notað þetta mikla útslag til sannkennslis ef á þyrfti að halda, eða leitað aftur til þeirra ef 

annað brygðist. 

Þá bar beinast við að athuga frekar aðrar dótturjónir sem hugsanlega mældust 

við sambærilegar stillingar, svo hægt væri að skima eiginleika þeirra innan sömu 

breytubila. Fljótlega kom í ljós að 401,3-257,3 og 413,3-355,3 báru af öðrum sem ekki 

fóru undir 200 í þyngd. Fyrir þær sem voru undir 200 sást greinilega að þyrfti mun 

ýktari aðstæður, svo sem í niðurbrotsklefa massagreinis 

 

5.2 Mælihæfni 

Athugun á mælihæfni gaf strax ýmislegt í ljós áður en kom að skimun. Byrjað var á að 

átta sig gróflega á boðlegum gildum á tækjum við nokkuð öruggar aðstæður, byggðum á 

reynslu úr innsprautun og heimildum. Það gekk ágætlega, en fór fyrir lítið þegar að 

grófari breytingum kom. 

Fyrst var notast við 5% MeOH sem lífrænan leysi og C18 súlu. Þegar skipt var 

yfir í 5% asetónítríl leit allt eðlilega út, nema þá helst að toppar voru frekar lægri og 

ljótari. Hins vegar þegar upphafsmagn asetónítríls var aukið, og þá sérstaklega með 

hækkandi sýrustigi og hitastigi súlu, fór allt að fara handaskolum. Vera má að 

staðalefnin hafi leyst of vel upp til að HPLC-súlan gæti sinnt sínu hlutverki. 

Miðað við hve margar breytur þyrfti að endurskoða og hversu takmarkaðar þær 

yrðu og svo að útslag var ekki eins gott, var ACN tekið af stefnuskránni. Þá var 

ennfremur svipaða sögu að segja þegar sýrustig var orðið basískt á móti MeOH, en 

jafnvel pH 6,6 gekk ekki með 25% ACN. 

Reynt var að halda öðrum breytum með víðum bilum til að öll niðurbrot gætu 

fengið að njóta sín þrátt fyrir að eðli þeirra væri ólíkt, svo sem reyndist með 

árekstrarorkuna. Ýmsar breytur eru þó takmarkaðar af raunhæfum mörkum, svo sem 

hitastigi; frá stofuhita upp að líkamshita, flæði; eftir grunneiginleikum tækis, það er  
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0,2-0,4 mL/mín, spennu hárpípu og svo framvegis. Í þessum tilfellum voru þá ystu mörk 

notuð ef með þeim sáust toppar í hámarka- og lágmarkainnskotum. 

 

 

5.3 Skimanir 

  

5.3.1 Fyrri skimun 

Í fyrri skimun var farið að leysa sýni upp í samsvarandi fasa og byrjunar aðstæður 

myndu vera. Þetta voru grundvallarmistök og hefðu betur mátt fá nánari athugun fyrst. 

Staðalefni virtust hverfa hratt úr sýnum, en ekki er fyllilega ljóst hvað olli, annað en það 

að með hækkuðu hlutfalli lífræns leysis í sýnavökva fékkst stöðugleiki. 100% metanól 

var þó ekki talið ráðlegt. Engin leysisáhrif (e. solvent effect) né annað neikvætt sást af 

því, en það að hætta á uppgufun þótti óþörf og því var 70% MeOH valið. 

Þar sem innskot fyrri skimunar voru hópuð saman; um súlu, þá sýrustig fasa A 

og loks hitastig súlu, fékkst ekki áreiðanleg útkoma hvað varðar flatarmál úr henni. 

Ályktanir um súlur voru ógerlegar út frá slíkum gögnum, en óhætt þótti að dæma 

langann stigul tilgangslausan sem og hækkun pH. Stigullinn lengdi umtalsvert aðferðina 

en hafði lítil, ef einhver, áhrif á toppa og pH hafði, ef einhver, vond áhrif á bæði rástíma 

og flatarmál. Þá var líka frekar lágt sýrustig fasa A í birtum greinum. 

Þrátt fyrir að spenna hárpípu lengdi marktækt rástíma var sú lenging lítil og þótti 

ekki þess virði að missa hugsanlega greiningarhæfni til að forðast hana. Því var spenna 

hárpípu fest í hámarki, 3,5 kV, og hitastig vegna áhrifa á rástíma; en svo vafaatriði 

skimuð aftur. Það var lítil fyrirhöfn með svo fáum breytum í D-optimal-hönnun. 

Skimað var fyrir áhrifum súlna, flæðis, upphafsmagni lífræns leysis, 

árekstarorku og spennu keilu. 

 

5.3.2 Seinni skimun 

Í seinni skimum sást að C18-súlan var best. Flæði orkaði enn tvímælis og árekstrarorka 

ásamt upphafsmagni lífræns leysis kröfðust nánari skoðunar, þar sem þau voru 

marktækar magnbundnar breytur. Þá ollu hverfandi áhrif keilu vangaveltum þar sem 

áhrifa hafði þótt gæta í upphafi verkefnis. 
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Í báðum skimunum var tekinn logaritmi af flatarmáli til að fá normal dreifingu 

og þar með betra líkan. Einnig var unnið með breytiþætti og teknar út breytur, aðallega 

víxlverknir, þar til hámarksgildum á R
2
 og Q

2
 var náð. 

 

 

5.4 Sýnameðhöndlun 

Fyrir samanburð sýnameðhöndlunaraðferða var farið gegnum gegnum birtar greinar og 

innanhússaðferðir. Leitað var eftir einföldum dæmum um hverja tegund sem gefið gætu 

hugmynd um hversu mikla þróunarvinnu ráðast þyrfti í og hvort hægt væri að forðast 

óþarfa fyrirhöfn og kostnað. 

SPE kom illa út, hugsanlega vegna mistaka í framkvæmd, en þar sem henni 

fylgir kostnaður og hvort tveggja LLE og prótínfelling gengu vel, var ekki talin þörf á 

að skoða það frekar. 

LLE þótti heillandi og var valin með tilliti til hreinsihæfni sinnar, svo forðast 

mætti sölt úr fosfat-stuðpúðum eða truflandi skautuð efni úr lífssýnum. Hins vegar þótti 

ekki heppilegt hve mikið allar aðferðir þynntu sýni og var stefnt á að athuga hvað gera 

mætti í því. 

 

 

5.5 Hámörkun 

Hámörkun gekk vel. Sýnameðhöndlun var LLE og notast var við PBS sem grunn fyrir 

tilbúin sýni þar sem erfitt, eða öllu heldur rándýrt er að fá D-vítamín laust sermi. 

Endurtakanleiki, R
2
 og Q

2 
komu líka þokkalega vel út. Réttmæti var skárra fyrir 

flatarmál eftir að beitt hafði verið á það logaritma en ekki fannst góð reikniregla til að fá 

betri mynd á rástíma. 

Til að ákvarða árekstrarorku og spennu keilu þurfti ekki að taka tillit til rástíma 

þar sem áhrif á hann voru hvorki mikil né marktæk. Sett var inn í reiknilíkan og út 

fengust niðurstöður, sem breyturnar voru stilltar eftir, til að hægt væri að skoða þær 

tvær breytur sem eftir voru, í lýsandi grafi. 

Þrátt fyrir að aukið upphafsmagn lífræns leysis hafi hingað til virst auka 

flatarmál og í gröfum fyrir rástíma líka haft góð áhrif þar, var niðurstaðan að lokum 

skýr í hina áttina. Svarflatagröf fyrir flatarmál sýndu svo ekki varð um villst að best 

væri að hafa bæði flæði og upphafsmagn leysis í lágmarki. Flæði var því fest sem 0,2 
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mL/mín og magn lífræna leysisins sem 5%. Spenna keilu var stillt á 16 V fyrir öll 

niðurbrot en árekstrarorka var 8 eV fyrir vatnsniðurbrot, 9 eV fyrir 25D2b og 14 eV 

fyrir 25D3b.  

 

 

5.6 Staðalkúrfa og gilding 

Fyrri staðalkúrfa kom sér vel til að fá hugmynd um hver staðan væri varðandi næmni 

áður en að gildingu kæmi. Hún var um leið prófsteinn á innri staðalinn sem þá hafði 

ekki áður reynt á, enda komu upp vandamál. Hann sást ekki. Hér spilar inní hversu 

ólíkt, þó skylt sé, kortisól er D-vítamíni í eðliseiginleikum og hversu hæf LLE aðferðin 

með hexan útdrættinum er í að losna við skautuð efni. 

Íbætt 70% MeOH gaf topp, en meðhöndluð sýni enga. Skipt var um 

sýnameðhöndlunaraðferð og notuð prótínfelling í stað LLE. Þá var skotið inn sýnum 

niður í 1 ng/mL; en ekki sást í toppa fyrr en í 2,5 ng/mL og tæpt var á 

magngreiningarmörkum í 5 ng/mL, þrátt fyrir að innskotsmagn hafi verið tvöfaldað og 

sýni leyst í 100 µL í stað 350 µL.  

Með þessar upplýsingar í farteskinu var sett upp gildingarsýnakeyrsla með nýrri 

staðalkúrfu og viðeigandi gæðamatspunktum. Sýni voru keyrð en eitthvað ójafnvægi 

virðist hafa verið í kerfinu því gildingin féll. Engu að síður var hér sett upp staðalkúrfa, 

sjá mynd 4.18, og niðurstöður fyrir hreint og íbætt plasmasýni borin saman við hana 

með umdeilanlegum árangri. Frávik innri staðals voru merkilega mikil og ætla mætti að 

um ónákvæmni við íbót væri að ræða ef staðalefni hefðu ekki reynst samsvarandi lág og 

þar með reiknast í viðbúin gildi út frá stuðli innri staðalsins.  

 

 

5.7 Samanburður við DiaSorin RIA 

Til stóð að mæla sýni frá LSH sem einnig hafa verið mæld þar og bera saman 

niðurstöðurnar. Ekki vannst tími til þess, og má ætla að ná þurfi að fínpússa aðferðina 

og láta hana standast gildingu fyrst. En það er þó aldrei að vita nema hægt verði að birta 

niðurstöður þar um í fyrirlestri þann 13.mai næst komandi. Ekki vantar mikið uppá, auk 

þess sem færa má aðferðina yfir á næmara tæki, sem einnig er til staðar hjá ArcticMass 

þar sem verkefnið var unnið. 
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ÁLYKTANIR 

 

Rannsókn þessi var unnin með það að leiðarljósi að þróa og staðla einfalda og 

hagkvæma, en um leið fræðilega fullnægjandi magngreiningaraðferð til mælinga á 25-

OH-D-vítamíni í blóði. Hún gæti þá leyst af hólmi dýrar og vinnufrekar 

mótefnamælingar sem nú eru notaðar hér á landi og þurfa að mæta síaukinni eftirspurn.  

Vinnan hefur um margt gengið vel þó gilding á ákjósanlegri næmni hafi ekki 

náðst enn. Ljóst er að verkefnið er brýnt frá öllum hliðum séð; uppá afköst og kostnað, 

fræðilegu mikilvægi og framtíðarmöguleikum. Hugsanlega mætti samræma greiningar 

annara lífmarka í sömu keyrslu eða bæta við fleiri myndum að D-vítamíni, til að öðlast 

betri skilning á búskap þess í sjúklingum. 

Framvinda þessa og umræða um D-vítamín er eitthvað sem ég tel að verði 

fróðlegt að fylgjast með, því fyrir okkur hér á fróni er fátt verðugra að hafa í huga en 

„komdu út því að sólskinið vill sjá þig…“ og „mundu eftir lýsinu“. 
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6. ÞAKKARORÐ 

 

Ég þakka kærlega öllum sem stóðu að verkefninu fyrir samstarfið. Þá sérstaklega 

Margréti Þorsteinsdóttur umsjónarmanni þess fyrir tækifærið, fræðsluna og 

hvatninguna; Baldri Braga Sigurðsyni leiðbeinanda fyrir samstarfið og leiðsögnina og 

Guðmundi Sigþórsyni leiðbeinanda fyrir góð ráð. 

Sérstakar þakkir fá Sandra Dögg Hólm Gestsdóttir, móðir mín og Finnur Freyr 

Eiríksson fyrir þeirra miklu hjálp og stuðning sem skilaði mér alla leið. Þá vil ég þakka 

öðrum í nánustu fjölskyldu, ásamt vinum. 

Að lokum vil ég þakka samnemendum mínum og kennurum við lyfjafræðideild 

Háskóla Íslands fyrir öll árin í góðum félagsskap. 
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 A 

8. VIÐAUKAR 

 

Tafla A.1: Stillingar á almennt föstum breytum. 

 

Almennt fastar breytur Stilling 

Innskotsmagn 10 µL 

Dragskaut (e. extractor voltage) 3 V 

Inngangur (e. entrance) -5 

Útgangur (e. exit) 1 

Gasflæði fyrir leysingu (e. desolvation gas flow) 700 

Gasflæði fyrir keilu (e. cone gas flow) 50 

Hitastig upptökuhólfs (e. source temperature) 120 °C 

Leysingarhitastig (e. desolvation temperature) 400 °C 

 

 

Mynd A.1: Þróun á fjölda D-vítamín-mælinga við LSH 
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