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ALKULAUSE

Tama opinnaytetyd tehtiin Kansanterveyslaitoksen Huumetutkimusyksikdssa. Haluan Kiit-
téaa opinnaytetyoni valvojaa yliopettaja Jukka Toivosta ja tydpaikan ohjaajaa laboratorion-
johtaja Teemu Gunnaria. Lisaksi suuri kiitos ty6tovereilleni Huumetutkimusyksikdssa mu-
kavasta ty6ilmapiiristd seka opastuksesta jokapaivaisissa tydtehtavissa. Erityiskiitos kuu-
luu perehdyttajilleni laborantti Riitta Hussolle ja laborantti Pirjo Vuorelle, joiden aidillisella
opastuksella opin rutiinitydskentelyn nopeasti. Kiitos myds apulaistutkija Kari Ariniemelle
opastuksesta validointikokeiden suorituksen aikana.

Tybskentely Huumetutkimusyksikdssa oli kaikin puolin erittdin miellyttdvaa, mika osaltaan
vaikutti siihen, ettd myds opinnaytetydn suorittaminen oli mielenkiintoista ja aikataulussa

oli helppo pysya. Sydamelliset kiitokset viela kaikille, jotka ovat auttaneet taman opinnay-
tetydn valmistumisessa.

Helsingissa 21.11.2008

Brita Peltokoski
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Opinnaytety6 tehtiin Kansanterveyslaitoksen Huumetutkimusyksikdssa. Tyon tavoitteena
oli kehitella useiden eri lddkeaineiden kvantitatiivista maaritysta varten luotua menetelmaa
lisddmalla siihen uusia analysoitavia yhdisteita ja sisaisia standardeja. Lopuksi menetelma
validoitiin uudelleen.

Menetelman kehittamisvaiheessa paatettiin, mita yhdisteita alkuperaisestd menetelmasta
poistetaan ja mita lisatdan. Uusien yhdisteiden testiajojen jalkeen yhdisteiden lopulliseksi
maaraksi muodostui 28 analysoitavaa yhdistettd ja kuusi sisaista standardia. Validointi-
vaiheessa tutkittiin lineaarisuutta, selektiivisyytta, toistettavuutta, maaritysrajaa, deriva-
tisoinnin stabiilisuutta, uuton saantoa ja mittausepavarmuutta.

Menetelmalld analysoitavat ladkeaineet on jaoteltu kuuteen ryhmaan: trisykliset antidep-
ressantit ja muut masennuslaakkeet, selektiiviset serotoniinin takaisinoton estajat, opioidit,
fentiatsiinin johdokset ja muut antipsykootit, lihasrelaksantit seka unilaakkeet ja hallusino-
geenit.

Naytteiden esikasittelyssa analysoitavat yhdisteet uutetaan naytematriisista orgaaniseen
liuottimeen emaksisissa olosuhteissa. Uuton jalkeen uuttoliuotin haihdutetaan, yhdisteet
liuotetaan haihdutusjdanndksesta asetonirtiiliin ja lopuksi derivatisoidaan. Analysointi suo-
ritetaan kaasukromatografi-massaspektrometrilla kohdeioniseurantaa kayttaen.

Validointitulosten perusteella menetelmalla voidaan maarittda kvantitatiivisesti 24 eri yh-
distettd kuuden sisaisen standardin avulla. Lisdksi menetelmasta I0ytyy nelja semikvanti-
tatiivista yhdistetta, jotka eivat tayttdneet validoinnissa kaikkia kvantitatiivisen maarityksen
kriteereita.

Avainsanat: ladkeainemaaritys, GC/EI-MS, validointi, uutto, derivatisointi
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This thesis was performed in the National Public Health Institute’s Drug research unit. The
main aim was to develop further a method of quantification that has been created for si-
multaneous analysis of several drugs in blood. Another important objective was to re-
validate the method.

The first step in developing the method was to decide which compounds were not accept-
able in the old validation and which compounds could probably be added to the method.
After testing the new drugs, the final number of compounds to be analyzed amounted to
28 with six different internal standards. The validation procedure focused on studying line-
arity, selectivity, precision, the lowest limit of quantification, stability of derivatization, yield
of extraction and uncertainty of measurement.

The drugs to be analyzed were categorised into six groups: tricyclic antidepressants and
other medicines for depression, selective serotonin reuptake inhibitors, opioids, fentiazin
derivatives and other antipsychotics, muscle relaxants and sleep medicines along with
hallucinogens.

In pre-treatment of the samples the compounds were extracted from blood into an organic
solvent in alkaline surroundings. After the extraction the solvent was evaporated and the
compounds were dissolved from residue in acetonitrile and finally derivated. The analysis
was performed by gas chromatography-mass spectrometry with selected ion monitoring.

The results of this study show that 24 different compounds with six internal standards can
be analyzed using this method. In addition it was found that four semiquantitative com-
pounds did not pass all the criteria for quantitative measurements.

Keywords: quantification of drugs, GC/EI-MS, validation, extraction, derivatization




SISALLYS

ALKULAUSE
TIVISTELMA
ABSTRACT

1 JOHDANTO
2 TEORIA

21 Naytteiden esikasittely
211 Uutto ja puskurointi
212 Derivatisointi
2.13 Sisédisen standardin menetelmé

2.2 Kaasukromatografia
221 Yhdisteiden erottuminen
222 Kiintea faasi ja likkuva faasi
223 Kolonni
224 Detektori

2.3 Massaspektrometria
231 Naytteen saattaminen kaasufaasiin ja ionisointi
2.3.2 lonien erottelu
2.3.3 Detektointi
234 Tulosten kasittely

2.4 Validointi
241 Lineaarisuus
24.2 Selektiivisyys
2.4.3 Toistettavuus ja maaritysraja
244 Derivatisoinnin stabiilisuus
2.4.5 Uuton saanto
2.4.6 Mittausepavarmuus

25 Yhdisteet
251 Trisykliset antidepressantit ja muut masennuslaakkeet
25.2 SSRI-laékkeet
253 Opioidit

254 Fentiatsiinin johdokset ja muut antipsykootit

0 00 N oo o o g M~ B~ W DNDNDN

©

10
10
11
11
11
12
12
13
13
14



2.5.5 Lihasrelaksantit

2.5.6 Uniladkkeet ja hallusinogeenit

3 MENETELMAN KEHITTAMINEN

3.1 Yhdisteiden poisto ja lisays
3.2 Analyysilaite ja reagenssit

3.3 Menetelmén tydvaiheet
4  VALIDOINTI

4.1 Lineaarisuus

4.2 Selektiivisyys

4.3 Toistettavuus ja maaritysraja
4.4 Derivatisoinnin stabiilisuus
4.5 Uuton saanto

4.6 Mittausepavarmuus

5 PAATELMAT

VIITELUETTELO

LITTEET

15
15

15

16
18
19

21

22
23
23
26
27
28

30

32

Lite 1. Analysoitavat yhdisteet, niiden rakennekaavat ja esimerkit kaup-

panimista

Liite 2. Yhdisteiden seurantaionit ja retentioajat

Liite 3. Yhdisteiden validointitulokset kaikilla kaytetyilla sisaisilla standardeilla

laskettuina



1

JOHDANTO

Kansanterveyslaitoksen Huumetutkimusyksikk6on saapuville naytteille suori-
tetaan useimmiten ensin  immunologinen ja kaasukromatografi-
massaspektrometrinen seulonta. Seulonnan tulosten perusteella naytteista
mahdollisesti |0ytyvat huumaus- ja ladkeaineet kvantitoidaan erillisilla kvanti-

tointimenetelmilla.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on kehittda useiden eri ladkeaineiden
kvantitatiivista maaritysta varten laadittua menetelmaa. Menetelma on jo va-
lidoitu ja akkreditoitu, mutta sitéd ei ole otettu rutiinikayttéén. Menetelmaan
halutaan lisatéa uusia analysoitavia yhdisteitd sekd parantaa tulosten laatua
useampien sisaisten standardien avulla. Alkuperéaiselld menetelmalld voi-
daan kvantitoida 25 eri Iadkeainetta kolmen sisdisen standardin avulla. Kehi-
tyksen jalkeen on tarkoitus validoida menetelméa uudelleen ja hakea muutok-

sille hyvaksynta akkreditointipalvelusta.

Naytteiden esikasittelyssa naytematriisi puskuroidaan lievasti emaksiseksi,
minka jalkeen ladkeaineet uutetaan orgaaniseen liuottimeen. Osa yhdisteista
derivatisoidaan silyloimalla, jolloin NH>-, NH- ja OH-ryhmia sisaltavat yhdis-
teet silyloituvat muodostaen trimetyylisilyyli- (TMS-) johdoksia. Laakeaineet
analysoidaan kaasukromatografi-massaspektrometrilla kohdeioniseurantaa
(SIM) kayttaen. Menetelman ajo-ohjelma on havaittu hyvaksi, joten sita ei
ole tarpeellista muuttaa. Naytematriisi voi olla kokoverta, seerumia tai plas-
maa. Validointikokeissa O-verend kaytetdan lampaanverta. Huumetutki-
musyksikdssa menetelmalla analysoidaan liikennejuopumus-, sairaala-, tyo-

paikkatestaus-, tutkimus- ja laadunvalvontanaytteita.

Menetelmalla analysoitavat 1adkeaineet vaikuttavat jollain tavalla ihmisen
keskushermostoon tai aivotoimintaan. Sopivalla annostuksella |&akkeet ai-
heuttavat huumaavia vaikutuksia, minkd vuoksi niitd kaytetdan toisinaan
vaarin. Liikenteessa ladkeaineiden nauttiminen voi heikentaa kuljettajan huo-
mio-, ratkaisu-, koordinaatio- ja toimintakykyja, minka vuoksi laakkeiden vai-
kutuksen alainen kuljettaja saattaa olla vaaraksi myos muille ihmisille. Kvan-
titoimalla 1adkeaineiden maara ihmisen veressa (tai seerumissa tai plasmas-
sa) voidaan tarvittaessa tehda paatelmia ladkeaineiden vaikutuksista ja

mahdollisista vaarinkaytoista.



2

TEORIA

Seuraavaksi on selostettu opinnaytetyon eri vaiheisiin liittyvaa teoriaa alkaen
naytteiden esikasittelysta, paattyen menetelman validointiin. Lopuksi on ker-
rottu myds menetelmalld analysoitavista |1&akeaineista. Naytteen esikasitte-
lysta, kaasukromatografi-massaspektrometriasta ja validoinnista kerrottaes-
sa on keskitytty juuri kyseessa olevassa analyysimenetelmassa kaytettaviin

menetelmiin ja laitteisiin.

2.1 Naytteiden esikasittely

Naytteiden esikasittely on usein aikaavievin tydvaihe kromatografisissa maa-
rityksissa. Taman menetelman esikasittelyvaiheessa analysoitavat yhdisteet
on erotettava alkuperaisestd matriisistaan ja muokattava sellaisiksi, ettd ne

voidaan analysoida kaasukromatografi-massaspektrometrilla.

2.1.1 Uutto ja puskurointi

Uutto eli ekstraktio on eristysmenetelma, jossa haluttu yhdiste voidaan erot-
taa jostain aineesta yhdisteen liukoisuusominaisuuksien perusteella. Uutta-
minen tapahtuu kahden toisiinsa liukenemattoman faasin valilla, joko kahden
nesteen, nesteen ja kiintean aineen tai kaasun ja nesteen valilla. Uuttoa kay-
tetdan kun halutaan ottaa talteen tiettyja yhdisteitd alkuperaisesta matriisis-
taan jatkokasittelya varten tai puhdistaa lahtdaine tietyista yhdisteista. Jatku-
vassa uutossa samalla liuotinmaaralla suoritetaan useita uuttoja jatkuvasti
kierrattdmalla liuotinta. Aktiivinen uutto puolestaan perustuu uutettavan ai-
neen ja liuottimen valiseen reaktioon. Jotta kaikki halutut yhdisteet saadaan
varmasti talteen, on syyta kayttaa liuotinta ylimaarin. Kaytettava uuttoliuotin
maaraa sen mita yhdisteitd voidaan uuttaa. Kyseessa olevassa menetel-
massa kaytetddn neste-nesteuuttoa siirrettdessa analysoitavat ladkeaineet

veresta tolueeniin esikasittelyn alkuvaiheessa.

Monien kemiallisten systeemien toiminnan kannalta on tarkeaa, ettd pH sai-
lyy vakiona. Tama taataan kayttamalld puskurointia, joka estda pH-arvon
muuttumista merkittavasti, vaikka systeemiin lisattaisiin happoja tai emaksia.
Ihmisen veri sisdltdd monia heikkoja happoja ja eméaksia, joiden puskurivai-
kutuksen johdosta sen pH on melko vakio valillda 7,35-7,45. Uuton tehok-

kuuden ja toistettavuuden takaamiseksi myos kyseisessd menetelmassa



yhdisteiden uuttaminen veresta on suoritettava puskuroiduissa olosuhteissa.
[1,s.48,54.]

2.1.2 Derivatisointi

Derivatisointi eli johdoksenmuodostus on tekniikka, jolla kemiallisesta yhdis-
teestd tehdaan alkuperaisen yhdisteen kaltaisen kemiallisen rakenteen
omaava johdos. Yhdisteiden derivatisointiin ennen analyysia I0ytyy useita
tarkeitd syitd. Ensimmainen syy on kromatografisen erotuksen parantami-
nen. Vaikka stationaarifaasi olisi kemiallisesti sidottu ja tehty inertiksi, se
saattaa sisaltda yhdisteita, joista 16ytyy niin sanottuja "aktiivisia puolia”. Na-
ma voivat reagoida analyytin kanssa aiheuttaen kromatogrammipiikkien han-
timistd. Tallaisia yhdisteitd ovat muun muassa sekundaariset amiinit, kar-
boksyylihapot ja jotkut fenyylihydroksiryhmat. Lisdksi derivatisoinnilla voi-
daan parantaa detektiota ja selektiivisyytta, sekad yhdisteen lammonkesta-
vyyttd ja haihtuvuutta. Derivatisointi voidaan suorittaa useilla eri reagensseil-
la, esimerkiksi diatsometaanilla tai silylointi- tai asylontireagensseilla.
[2; 3,s.313-316.]

Markkinoilta 16ytyy paljon erilaisia silylointireagensseja, joilla voidaan valmis-
taa trimetyylisilyylijohdos (TMS). N-metyyli-N-(trimetyylisilyyli)trifluoroaset-
amidi, MSTFA, reagoi useiden polaaristen yhdisteiden kanssa syrjayttaen
niista labiilin vedyn Si(CH3)s-ryhmalla. Syrjayttaminen tapahtuu bimolekulaa-
risen nukleofiilisen substituutioreaktion mukaisesti niin sanottuna Sy2- reak-

tiona kuvassa 1 esitetyn reaktiomekanismin mukaisesti.

X X X
_ T 5— |5+ 5— /
Nu  wC—L — [Nu----C--+-L —> Nu—C.yyy + L
l S\ \
Z Y Z Z

Kuva 1. Sy2-reaktion reaktiomekanismi

Kaikki silylointireaktiot vaativat toimiakseen mahdollisimman vedettdéman

ympariston.



2.1.3 Sisaisen standardin menetelma

Analyysitulosten luotettavuuden parantamiseksi kvantitatiivisissa maarityk-
sissa kaytetdan joko ulkoisen tai sisaisen standardin menetelmaa. Sisaisen
standardin menetelmassa naytteisiin lisatdan ennen analyysia tietty maara
jotakin sopivaa yhdistetta sisaiseksi standardiksi (internal standard, IS). Tu-
loksia maaritettdessa tutkittavan yhdisteen piikin intensiteettia verrataan si-
saisen standardin antamaan intensiteettiin. Tatd suhdetta verrataan sitten
standardinaytteiden samalla tavalla laskettuihin tuloksiin lopullisen pitoisuu-

den selvittdmiseksi.

Sisaisen standardin menetelma poistaa naytteen esikasittely- ja derivatisoin-
tivaiheissa tapahtuvan vaistamattéman naytehavikin seka injektiotilavuuden
mahdollisen muutoksen aiheuttamat mittausepavarmuudet lopputuloksista.
Menetelma huomioi myds sen, ettd massaspektrometrissa yhdisteiden io-
nisoinnin tehokkuus ja detektorin vaste voivat vaihdella laitteen kunnosta,
lampdtilasta ja paineesta riippuen. Hyva sisdinen standardi on kemialliselta
rakenteeltaan seka kayttaytymiseltdan naytteen esikasittelyssa ja kromato-
grafisessa erotuksessa mahdollisimman samankaltainen kuin analysoitava
yhdiste, erottuen kuitenkin selvasti kromatogrammissa. Paras sisdinen stan-
dardi olisi yhdisteen oma deuteroitu muoto. [2, s. 242-243; 4, s. 33-34.]

2.2 Kaasukromatografia

Kromatografia on kemiassa ja biokemiassa kaytettdva menetelma, jota kay-
tetdan yhdisteiden eristamiseksi, puhdistamiseksi ja maarittamiseksi. Mene-
telma perustuu yhdisteiden jakaantumiseen kiintean ja liikkuvan faasin valil-
14, mihin vaikuttavat niiden erilaiset fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet.
Kaasukromatografiassa liikkuvana faasina on kaasu ja kiinteana eli sta-
tionaarifaasina yleensa viskoosi neste, joka muodostaa erittédin ohuen ker-

roksen kolonnin sisapinnalle.

2.2.1 Yhdisteiden erottuminen

Yhdisteiden erottuminen toisistaan perustuu kiinteaan faasiin liukenemiseen
ja hdyrypaineeseen vaikuttavaan suhteelliseen haihtuvuuteen. Erottumista
voidaan parantaa naita tekijoitd muuttamalla esimerkiksi lampétilaohjelman
saatamisen tai kolonnin vaihdon avulla. Lampdtilaa nostamalla héyrypaine
kasvaa, jolloin yhdiste viihtyy paremmin liikkuvan faasin puolella. Yhdiste voi

reagoida liuottimen tai kiintedn faasin sisaltdmien funktionaalisten ryhmien



kanssa, joten kolonnin valinnassa on syyta kiinnittda huomiota muun muas-
sa stationaarifaasin polaarisuuteen ja materiaaliin. Kolonnin pituus ja hal-
kaisija vaikuttavat stationaarifaasin pinta-alaan; mita suurempi pinta-ala, sita
enemman yhdisteilla on tilaa erottua. Myo6s liikkuvan faasin eli kantokaasun

nopeus vaikuttaa erottumiseen. [2, s. 132-133.]

2.2.2 Kiintea faasi ja liikkuva faasi

Kiintedn faasin tarkeimmat ominaisuudet ovat stabiilisuus ja haihtumatto-
muus. Mikali faasista irtoaa materiaalia, detektori voi kontaminoitua, mika ai-
heuttaa kohinaa ja vahentaa herkkyytta. Faasin on oltava myds kemiallisesti
inertti, mihin voidaan vaikuttaa muun muassa sitomalla faasi kemiallisesti ko-
lonnin sisapintaan. Mikali useammalla yhdisteella on sama kiehumispiste,
niiden erottumista toisistaan voidaan parantaa lisdamalla kiintedan faasiin
heikon vetovoiman omaavia funktionaalisia ryhmia, esimerkiksi dipoli-dipoli-
tai vetysidoksia muodostavia ryhmia. Nama auttavat erottumisessa, mutta
eivat pidatd yhdisteitd kokonaan. Polysiloksaanit ovat talld hetkelld kayte-

tyimpia kiintean faasin materiaaleja. [2, s. 133—134.]

Liikkuvana faasina voi kayttaa esimerkiksi vetya, typpea, heliumia, argonia
tai ilmaa. Vedylla on pienin tiheys, minka vuoksi liuotinmolekyylit diffuntoitu-
vat siihen parhaiten ja kulkeutuvat nain ollen nopeimmin ulos kolonnista.
Myds virtausnopeuden vaihteluvali on suurin vedylla. Heliumin kayttéa kan-
tokaasuna suositellaan erityisesti pienilla virtausnopeuksilla, mutta se on
kaytetyimpia kantokaasuja myds suurempia virtausnopeuksia kaytettaessa.
Kantokaasun virtausnopeus vaikuttaa suoraan siihen, kuinka nopeasti yhdis-
teet saapuvat detektorille. Kaasun virtausnopeus pienenee asetetusta ko-
lonnin koon ja lampétilan muutoksen vaikutuksista. Keskimaarainen virtaus-
nopeus ja aika, joka kuluu pelkan kaasun virtaukseen kolonnin lapi, voidaan
selvittda injektoimalla kolonniin yhdistetta, joka ei tartu stationdarifaasiin

lainkaan. Tallainen yhdiste on esimerkiksi metaani. [2, s. 135.]

2.2.3 Kolonni

Kolonnin pituus, halkaisija seka filmin (stationaarifaasin) paksuus ja materi-
aali vaikuttavat yhdisteiden erottumiseen. Mita pidempi kolonni, sitd enem-
man yhdisteilld on tilaa erottua, mutta kromatogrammin piikit saattavat leve-
ta. Kolonnin pituus vaikuttaa myos erotukseen tarvittavaan aikaan. Kolonnin

halkaisija vaikuttaa erotustehokkuuteen, naytekapasiteettin ja kaasu-



virtauksen nopeuteen. Filmin paksuus vaikuttaa yhdisteiden antamien piikki-
en leveyteen kromatogrammissa. Mita ohuempi filmi, sitd kapeammat piikit,
jolloin kaksi toisiaan lahella olevaa piikkia erottuvat paremmin kromato-
grammissa. Talldin kuitenkin naytekapasiteetti pienenee. Filmin materiaali
maaraa, millaiset yhdisteet siihen voivat kiinnittyd. Kolonni sijaitsee uunissa,
jonka lampdétilaa muuttamalla ohjataan yhdisteiden erottumista. Pienikin
muutos ldmpdtilassa vaikuttaa erottumiseen. Kolonnin liitoskohdat injektoriin
ja detektoriin pyritdan pitdmaan mahdollisimman lyhyina ja tiiviind naytehavi-
kin minimoimiseksi. [2, s. 136—138.]

2.2.4 Detektori

Detektori voi olla muun muassa liekki-ionisaatiodetektori (flame ionization
detector, FID), typpi-fosforidetektori (nitrogen phosphor detector, NPD), elek-
tronisieppausdetektori (electron capture detector, ECD) tai massaselektiivii-
vinen detektori (mass selective detector, MSD). Tassa menetelmassa kayte-
tdan massaselektiivistd detektoria, joka on selektiivisyydeltaan ja usein myos

herkkyydeltadan paras detektori kaasukromatografiassa. [2, s. 145.]

2.3 Massaspektrometria

Massaspektrometria on menetelma, jossa tutkittavat molekyylit ionisoidaan
ja muodostuneet ionit erotellaan ja detektoidaan niiden massa/varaus-
suhteen (m/z) mukaisesti. Saadusta massaspektrista nahdaan syntyneiden
ionien moolimassat, joiden avulla tuntemattomat yhdisteet voidaan tunnis-
taa. Syntyneiden ionien maara on suoraan verrannollinen yhdisteen pitoisuu-
teen naytteessa. Yhdistamallda massaspektrometriin kaasukromatografi saa-
daan luotettavasti identifioitua tutkittavia yhdisteitd myds monimutkaisista
seoksista. Massaspektrometrin toiminta voidaan jakaa neljdan osaan: mole-
kyylien saattaminen neste- tai kaasufaasiin ja ionisointi, ionien erottelu m/z-

suhteen perusteella, detektointi ja tulosten kasittely. [4, s. 38.]

2.3.1 Naytteen saattaminen kaasufaasiin ja ionisointi

Kaasuktomatorgrafi-massaspektrometriassa nayte on saatettu kaasufaasiin
jo kaasukromatografissa. Kromatografisen erotuksen jalkeen nayte ohjataan
suoraan massaspektrometriin, jossa se ionisoidaan esimerkiksi elektroni-
ionisaatiolla (electron ionization, El), kemiallisella ionisaatiolla (chemical io-
nization, CI), tai normaalipaineessa tapahtuvalla ionisaatiolla (atmospheric
pressure ionization, API). Kaasukromatografin ja massaspektrometrin



valisissa liitannoissa ei saa olla kylmia kohtia, silla ne voivat vahentaa herk-
kyytta tai pahimmassa tapauksessa aiheuttaa naytteen tiivistymista nesteek-

Si.

Naytekaasun elektronipommitukseen perustuva elektroni-ionisaatio on tois-
tettava ja tehokas ionisaatiomenetelma. Elektroneja tuotetaan kuumentamal-
la elektronisesti hehkulankaa, filamenttia, josta lammityksen seurauksena
emittoituu elektroneja. Syntyneet elektronit ohjataan kapeana suihkuna nay-
tekaasun lapi positiivisesti varautuneelle anodille sdhkdkentan ja kahden po-
sitiivisesti varautuneen ohjausraon avulla. Ohjausrakojen valinen sahkdkent-
ta kiihdyttda elektroneja, jotka tormaavat ndytemolekyyleihin aiheuttaen mo-
lekyylien virittymistd korkeammalle energiatasolle. Osa virittyneistd mole-
kyyleista luovuttaa elektroninsa kokonaan pois, jolloin syntyy radikaalikatio-
neita eli molekyyli-ioneja (M*). lonisoitu nayte absorboi yleensa ylimaarin
energiaa, mika aiheuttaa niiden pilkkoutumisen useimmiten positiivisesti va-

rautuneiksi fragmentti-ioneiksi.

Emittoituvien elektronien maaraa voidaan saadella filamentin lampétilaa
muuttamalla ja niiden energiaa elektroneja kiihdyttavan sahkdkentan voi-
makkuuden saatelylla. Kaytetyin elektronien energia on 70 eV. Vakuumissa
tapahtuneessa elektronipommituksessa syntyneet positiiviset ionit siirretaan
massa-analysaattorille positiivisesti varautuneen karkotinlevyn ja negatiivi-

sen varauksen omaavan kiihdytysraon avulla. [2, s. 216-218; 4, s. 39-41.]

2.3.2 lonien erottelu

lonien erottelu voidaan suorittaa niiden energian, likemaaran tai nopeuden
perusteella. Erottamiseen kaytetdan sektori-, kvadrupoli-, ioniloukku-, lento-

aika- tai Fourier-muunnosmassaspektrometria.

Yleisin analysaattori on kvadrupolilaitteisto, joka koostuu neljasta saman-
suuntaisesta metallisauvasta. Vastakkaiset sauvat muodostavat kaksi paria,
joista toiseen kytketdan positiivinen tasavirtajannite ja toiseen negatiivinen
jannite. Lisaksi sauvapareihin johdetaan radiotaajuinen vaihtojannite. loni-
soidut naytemolekyylit ohjataan sauvojen valiin, jolloin niiden nopeus sauvo-
jen akselin suunnassa sailyy muuttumattomana. Radiotaajuisen sahkodken-
tan vaikutuksesta ne alkavat kuitenkin varahdella poikittain ja tarttuvat kvad-
rupolin sauvoihin. Radiotaajuutta seka tasa- ja vaihtovirtajannitteiden poten-

tiaaleja muuttamalla saadaan tietyt m/z-suhteen omaavat molekyylit ulos



analysaattorista halutussa jarjestyksessa. Kvadrupolianalysaattorin massa-
alue on tyypillisesti 2 - 2000 atomimassayksikkda (amu). Laitteen resoluuti-
oon ja herkkyyteen voidaan vaikuttaa sauvojen pituutta ja halkaisijaa muut-
tamalla. [2, s. 229-231; 4, s. 49-50.]

2.3.3 Detektointi

Yksi kaytetyimmistd detektoreista on elektronimonistinputki, joka koostuu
metallioksideilla paallystetyistad elektrodeista eli dynodeista. Osuessaan en-
simmaiselle dynodille ionisuihku muuttuu elektroneiksi, jotka jatkavat mat-
kaansa seuraavalle dynodille irrottaen siitd lisdad elektroneja. Kulkeutues-
saan seuraavalle dynodille elektronisuihku voimistuu irrottaen matkalla lisaa

elektroneja, kunnes se saapuu anodille analysoitavaksi. [2, s. 233-234.]

2.3.4 Tulosten kasittely

Analyysin tuloksena saadaan detektorin mittaamista intensiteeteistd muo-
dostuva massaspektri. Spektrissa kunkin ionin suhteellinen osuus ilmoite-
taan m/z-suhteen funktiona. Useimmiten spektri normitetaan niin, ettd run-
saimmin esiintyvan ionin intensiteetiksi asetetaan 100, ja muiden ionien in-
tensiteetit suhteutetaan tdhan. Koska molekyylin fragmentaatio on kullekin
yhdisteelle karakterinen, voidaan massaspektria kayttaa yhdisteiden identifi-
ointiin. [2, s. 234-236; 4, s. 56.]

Massaspektrometrilla voidaan maarittaa joko naytteen kokonaisionikromato-
grammi (total ion chromatogram, TIC) tai ionimonitorikromatogrammi (selec-
ted ion monitoring, SIM). Kokonaisionikromatogrammia varten ajetaan scan-
ajo, jossa mitataan kaikkia tietyllda massa-alueella esiintyvia ioneja, mutta io-
nimonitorikromatogrammia varten mitataan vain haluttujen ionien intensitee-
tit. SIM- menetelma on hyva kvantitatiivisissa maarityksissa, kun tiedetaan
mita yhdisteita naytteesta etsitdan. Talléin on suositeltavaa kayttda kuitenkin
vain yli 100 m/z-suhteen omaavia ioneja. SIM-menetelmassa seurattavat io-
nit syotetdan ajo-ohjelmaan tietyilla aikavaleilla rajattuihin "ikkunoihin”. Laite

analysoi kunkin ikkunan kohdalla vain siihen asetetut ionit.

2.4 Validointi

Kemiallisessa analytiikassa laadunvarmistustoimenpiteiden ensisijainen tar-
koitus on taata analyysitulosten oikeellisuus ja todistusvoima. Parhaita tapo-

ja naiden takaamiseksi on validoitujen analyysimenetelmien kaytto.



Validoinnin tavoitteena on varmistaa, ettd menetelman antamat tulokset ovat
luotettavia, ja niiden mittausepavarmuus tunnetaan. Nain voidaan osoittaa
menetelman soveltuvuus kayttotarkoitukseensa. Hyvaksyttavien tulosten ra-
ja-arvot laboratorio voi joko paattaa itse tai ne voivat olla asiakkaan, esimer-

kiksi viranomaisen, maaraamia. [5, s. 1.]

Validointi voidaan suorittaa joko tays-, osittain- tai ristiinvalidointina. Taysva-
lidointi suoritetaan, mikali kyseessd on kokonaan uusi menetelma tai jos
vanhaan menetelmaan lisdtdan uusia aineita tai metaboliitteja. Osittainvali-
dointia kaytetdan, mikali aiemmin validoitua menetelmada muokataan (esi-
merkiksi naytematriisi vaihdetaan tai konsentraatiotasoa muutetaan). Vali-
doinnin laajuus voi vaihdella yhdestd maarityksesta melkein taysvalidointiin.
Ristiinvalidointi on tarpeellista, jos verrataan vahintdan kahta samaa tutki-
musta varten kehitettyd menetelmaa, esimerkiksi paivitettdessa menetelmaa

tai siirrettdessa se toiseen laboratorioon. [6, s. 5-6; 7, s. 2—4.]

Analyysimenetelman validoinnissa tyypillisesti tutkittavia parametreja ovat
spesifisyys ja selektiivisyys, lineaarisuus, mittausalue, toteamis- ja maaritys-
raja, poikkeama, saanto, hairidkestavyys, tarkkuus, toistettavuus, uusitta-
vuus, stabiilisuus ja mittausepavarmuus. Useimmiten ei ole tarpeellista tutkia
kaikkia edelld mainittuja ominaisuuksia, vaan tutkittavat parametrit valitaan

menetelmakohtaisesti. [8, s. 25-26; 9, s. 2.]

2.4.1 Lineaarisuus

Lineaarisuudella tarkoitetaan analyyttisen menetelman kykya antaa tietylla
alueella hyvaksyttava lineaarinen korrelaatio tulosten ja naytteista tutkittavi-
en aineiden pitoisuuksien valilla. Lineaarisuutta maaritettdessa on suositel-
tavaa analysoida rinnakkaismaarityksind (esimerkiksi 6—10 toistoa) vahin-
taan viittd eri konsentraatiotasoa. Tuloksista piirretdan suora pienimman ne-
liGsumman menetelmalla vertaamalla vasteen suhdetta maaritettyyn pitoi-
suuteen. Suoran yhtéldstd saadaan korrelaatiokertoimen nelié (r?), joka ku-
vaa havaintopisteiden valista riippuvuutta. Laajoja lineaarisuusalueita kaytet-
tdessd on hyva kayttda painotettua kalibrointimallia yhdisteiden eri pitoi-
suuksista saaduista erilaisista variansseista johtuen (heteroskedastisuus).
Painotetussa mallissa painotuskertoimina voidaan kayttaa arvoja 1/a tai 1/a?,
joissa a kuvaa yhdisteen konsentraatiota. Huumetutkimusyksikdssa lineaari-

suuden raja-arvo on r* >0,98 tai kaytettdessd painotettua kalibrointimallia
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r* >0,95. Painotuskerrointa kaytettdessa nollaa ei saa sisallyttda suoralle.
[5, s. 8-9; 8, s. 28-29; 10, s. 9,12.]

2.4.2 Selektiivisyys

Menetelma on selektiivinen, mikali se tuottaa samassa maarityksessa vas-
teen usealle yhdisteelle, mutta pystyy erottamaan tutkittavan yhdisteen
muista yhdisteista ilman hairiota. Selektiivisyyttd voidaan analysoida monella
eri tavalla kayttden esimerkiksi puhtaita naytteitd ja seoksia, joiden antamia
vasteita verrataan. Tuloksista voidaan maarittdd myos esimerkiksi resoluu-

tio, pohjaluku ja hantimistekija. [5, s. 1-3; 8, s. 27; 6, s. 6.]

2.4.3 Toistettavuus ja maaritysraja

Toistettavuus kuvaa satunnaistekijoistd johtuvaa tulosten vaihtelua keskiar-
von ymparilla. Maaritysten sisdinen toistettavuus kuvaa sellaisten naytteiden
tulosten vaihtelua, jotka on maaritetty samoissa olosuhteissa samalla mitta-
uskerralla. Maaritysten valinen toistettavuus sen sijaan kertoo laboratorion
sisdisesta vaihtelusta, ja talléin maaritykset on voitu suorittaa esimerkiksi eri
paivina, eri laitteella tai eri henkilon toimesta. Uusittavuutta tutkittaessa mit-

taukset on suoritettu eri laboratoriossa. [6, s. 7-8; 7, s. 5.]

Menetelman toistettavuus voidaan laskea maarittamalla suhteellinen keski-
hajonta (relative standard deviation, RSD) eli variaatiokerroin (coefficient of
variation, CV) kaavalla 1, jossa s on rinnakkaisten keskihajonta ja X keskiar-
VO.

RSD =~ -100% (1)

S
X

Toistettavuutta voidaan arvioida myo6s varianssianalyysilla (analysis of va-
riance, ANOVA).

Oikeellisuus kuvaa analyysimenetelman tulosten poikkeavuutta teoreettises-

ta arvosta. Sen laskemisessa voidaan kayttaa kaavaa 2.

kaikkien tulosten keskiarvo —teoreettinen arvo
teoreettinen arvo

-100% 2)
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Maaritysraja on kvantitatiivisessa maarityksessa se pitoisuuden alaraja, jolle
voidaan esittda epavarmuusarvio. Standardisuoran pienin arvo tayttaa taval-

lisesti maaritysrajan ehdot. [8, s. 30.]

2.4.4 Derivatisoinnin stabiilisuus

Derivatisoinnin stabiilisuutta tutkitaan ajamalla sarja tasmalleen samalla ta-
valla valmistettuja naytteita tietyn ajanjakson valein. Esimerkiksi ajettaessa
kahdeksan naytetta neljan tunnin valein stabiilisuustestin kokonaisajaksi ker-
tyy 28 tuntia. Kontaminaatioiden valttamiseksi ei ole suositeltavaa ruiskuttaa
samasta naytepullosta monta kertaa, minka vuoksi naytteitd on oltava use-
ampia. On siis syyta valmistaa ensin vain yksi nayte, joka jaetaan useam-
paan osaan viimeisen esikasittelyvaiheen jalkeen. Derivatisoinnin stabiili-
suutta tutkitaan tarkastelemalla naytteiden antamia vasteita. Yksi hyva keino
datan kasittelyyn on regressioanalyysi. Talléin stabiilisuuden tilastollisesti
merkittdvana raja-arvona voidaan pitda arvoa 0,05. Tatd suuremmat arvot

kertovat yhdisteen olevan stabiili tutkitun ajanjakson aikana.

2.4.5 Uuton saanto

Saanto kuvaa analyysimenetelman tehoa havaita tutkittavan analyytin koko-
naismaara [8, s. 32.]. Uuton saantoa voidaan tutkia valmistamalla sarja sa-
man pitoisuuden omaavia tavallisia standardinaytteitad ja sama maara vertai-
lunaytteitd, joihin lisdtdan analyyttien standardia vasta uuttoliuoksen erotuk-
sen jalkeen vastaava maara kuin tavallisissa naytteissa teoreettisesti pitaisi

olla. Tuloksista maaritetdan uuton saantoprosentti kaavalla 3.

tavallisten naytteiden keskiarvo
lisdysnaytteiden keskiarvo

-100% ®)

2.4.6 Mittausepavarmuus

Jokainen mittaus sisdltda epavarmuuslahteita, jotka liittyvat muun muassa
naytteenottoon, esikasittelyyn ja itse mittaustapahtumaan. Mittausepavar-
muus kertoo kvantitatiivisesti tulosten laadukkuudesta ilmoittaen sen mitta-
usalueen, jonka sisaltd oikea arvo tietylld todenndkdisyydella loytyy. Epa-
varmuus koostuu systemaattisesta ja satunnaisesta virheesta. Systemaattis-
ta virhetta kuvaa menetelman oikeellisuus ja satunnaista maarityksen sisai-

nen ja maaritysten valinen toistettavuus. Mittausepavarmuus lasketaan
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kaavalla 4, jossa a kuvaa maarityksen sisaista toistettavuutta, b maaritysten

valista toistettavuutta ja c oikeellisuutta.
va?+b%+c’ (4)

Laajennetun mittausepavarmuuden avulla saadaan laskettua rajat, joiden si-
salla tulos esiintyy tietyllda todennakoisyydella. Esimerkiksi kerrottaessa mit-
tausepavarmuus kahdella, tulos esiintyy laskettujen rajojen sisalla 95 %:n

todennakoisyydella. [5, s.16-18.]

2.5 Yhdisteet

Kyseessa olevalla menetelmalla on tutkittu 28 eri yhdistettd, joiden rakenne-
kaavat ja esimerkit 1adkenimista on esitetty liitteessa 1. Yhdisteet on jaettu
rakenteiden tai kayttdtarkoituksen mukaisesti kuuteen ryhmaan, jotka esitel-

ladn seuraavaksi.

2.5.1 Trisykliset antidepressantit ja muut masennuslaakkeet

Trisykliset antidepressantit (tricyclic antidepressants, TCA) ovat vanhimpia
kaytossa olevia masennuslaakkeita, joiden kayttd on aloitettu maailmalla jo
1950-luvulla. Laakkeiden kemiallisissa rakenteissa esiintyy kaksi bent-
seenirengasta, joiden valissa on yksi seitsenrengas. Tama saa avaruusra-
kenteen nayttdmaan loivan v:n muotoiselta, mitad pidetaan erityisen tarkeana
ladkkeen biokemiallisten vaikutusten kannalta. Kaikissa trisyklisissa 1aak-
keissa on propyyliamiinisivuketju ja keskimmainen seitsenrengas voi sisaltaa
typpeéd tai happea. Samankaltaisten rakenteiden vuoksi ladkkeet ovat tehol-
taan ja sivuvaikutuksiltaan keskenaan samankaltaisia. [11; 12, s. 445-450;
13.]

Useimmat tutkijat uskovat trisyklisten masennuslaakkeiden vaikutusmeka-
nismin perustuvan soluunoton estamiseen, yleensa amiinien, noradrenaliinin
tai 5-hydroksitryptamiinin soluunoton estamiseen. Tapahtumaa, joka lopulta
saa aikaan antidepressiivisen vaikutuksen, ei kuitenkaan viela tiedeta. Laak-
keiden vaikutus alkaa yleensa vasta 2—3 viikon kuluttua laakityksen aloitta-
misesta, mika viittaa melko monimutkaiseen reaktiomekanismiin ilmeisesti

synapsien laheisyydessa.

TCA-laakkeiden edut ovat alhainen hinta, luotettava tieto pitkaaikaisvaiku-

tuksista seka kymmenien vuosien aikana kertynyt tieto farmakokineettisista
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ja -dynaamisista vaikutuksista. Laakkeiden aiheuttamat sivuvaikutukset,
muun muassa keskushermosto- ja sydanvaikutukset (esimerkiksi uneliai-
suus ja sydamen lyontitiheyden muutos), ovat tavallisia, ja yliannostus on
hengenvaarallinen. Sivuvaikutuksista huolimatta Iaakkeet ovat kayttokelpoi-
sia ja auttavat usein vakavista masennustiloista karsivia henkil6itd paremmin
kuin uudet masennuslaakkeet. [11; 12, s. 445-450; 13.]

Mirtatsapiini ja mianseriini ovat tetrasyklisid masennuslaakkeita. Mianseriinin
vaikutus perustuu solureseptoreiden salpaamiseen, mika johtaa amiinien ai-
neenvaihdunnan muuttumiseen. Mirtatsapiini tehostaa hermopaatteista erit-
tyvan valittdjaaineen vaikutusta. Venlafaksiini on serotoniinin ja noradrenalii-

nin takaisinoton estajiin luokiteltu antidepressantti.

2.5.2 SSRI-laakkeet

Selektiiviset serotoniinin takaisinoton estajat (serotonin selective re-uptake
inhibitors, SSRI) ovat 1980-luvun puolivalissa kayttéonotettuja masennus-
laakkeita. Niiden vaikutukset perustuvat serotoniinin takaisinoton estamiseen
presynaptisissa hermopaatteissd, mika aiheuttaa serotoniinin pitoisuuden
kasvua soluvalitilassa ja solukalvon reseptoreilla. SSRI-laakkeiden kemialli-
set rakenteet eroavat huomattavasti toisistaan, mutta kliinisesti niilld on pal-

join yhteista.

Serotoniiniselektiiviset ladkkeet ovat vakavien masennustilojen hoidossa yh-
ta tehokkaita kuin trisykliset antidepressantit, minka lisaksi niilla nayttaa ole-
van vaikutusta myds ahdistuneisuushairididen hoidossa. TCA-laakkeisiin
verrattuna SSRI-ladkkeiden sivuvaikutukset ovat huomattavasti vahaisem-
pia, silla ne eivat esimerkiksi lihota, vasyta tai tehosta alkoholin vaikutusta,
eivatkd ole yhta toksisia yliannostuksen sattuessa. Kemiallisista rakenne-
eroista huolimatta kaikkien SSRI-ladkkeiden sivuvaikutukset (esimerkiksi
pahoinvointi ja hikoilu) ovat hyvin samankaltaisia, sillda ne johtuvat serotonii-
nivaikutuksen lisdantymisestd keskushermostossa. [12, s. 451-452; 13,
s. 377-378.]

2.5.3 Opioidit

Opioidit eli euforisoivat analgeetit ovat yhdisteita, jotka kiinnittyvat paasaan-
toisesti keskushermostossa tai ruoansulatuskanavassa sijaitseviin opioidi-
reseptoreihin. Ne voidaan karkeasti jakaa neljdgadn eri paatyyppiin: endo-

geeniset eli kehon synnyttdmat, oopiumalkaloidit (peraisin oopiumunikosta,
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toiselta nimeltdan opiaatit), puolisynteettiset ja synteettiset opioidit. Paatyypit
voidaan edelleen jakaa lukuisiin eri ryhmiin niiden erilaisten johdosten ja me-

taboliittien perusteella.

Opioidien kemialliset rakenteet voivat poiketa toisistaan huomattavasti, ja
niilla voi olla erilaisia kayttotarkoituksia. Kaikkia opioideja yhdistaa kipua lie-
vittava vaikutus, minka vuoksi niitd kaytetddn muun muassa kipu- ja yskan-
ladkkeissd. Huumaavan vaikutuksensa vuoksi opioidit ovat tunnetuimpia
huumeita maailmalla. Joitain niistd voidaan kayttdd myos huumeiden vieroi-
tusladkkeina. [12, s. 387-402.]

2.5.4 Fentiatsiinin johdokset ja muut antipsykootit

Fentiatsiini on eras neuroleptisiin aineisiin kuuluva perusyhdiste, joka synte-
tisoitiin ensimmaisen kerran jo 1800-luvulla. Ensimmainen antipsykoottisesti
keskushermostoon vaikuttava fentiatsiinin johdos kehitettiin kuitenkin vasta
1950-luvulla. Fentiatsiinin johdosten molekyylin ydin on kolmirengas, joka

muodostuu rikin ja typen yhteensitomista bentseenirenkaista.

Johdokset nayttavat vaikuttavan keskushermostossa useisiin valittajaainejar-
jestelmiin, tarkeimpana ilmeisesti aivojen dopamiiniradastot. Antipsykoottiset
ldakeaineet aiheuttavat niin sanotun neuroleptisen oireyhtyman, jolle tyypilli-
sia piirteitd ovat muun muassa aggressiivisuuden vaheneminen ja emotio-
naalinen valinpitamattomyys. Laakkeet vahentavat myos vahitellen psykoot-
tisia ja skitsofreenisia oireita, kuten hallusinaatioita ja harhaluuloja. Fentiat-
siinijohdosten sivuvaikutuksista tarkein on parkinsonismi, johon sisaltyy
muun muassa vapinaa, syljen valumista ja pakkoliikkeita. Sivuvaikutuksista
huolimatta ladkkeiden akuutti toksisuus on kuitenkin vahaista. Liitteestd 1
I6ytyvan taulukon yhdisteistéd fentiatsiinin johdoksia ovat klooripromatsiini,

promatsiini, levomepromatsiini ja tioridatsiini.

Klooriprotikseeni eroaa klooripromatsiinista ainoastaan siina, ettd sen bent-
syylirenkaita yhdistavat rikki ja hiiliatomit, eivatkd rikki ja typpiatomit. Sen
ominaisuudet vastaavat laheisesti klooripromatsiinia. Klotsapiini on toistai-
seksi ainoa niin kutsuttu epatyypillinen antipsykoottinen Iddkeaine, joka on
tehokkaampi ja haittavaikutuksiltaan siedettavampi kuin tavalliset antipsy-
kootit. Sen on todettu tehoavan myds sellaisilla henkil6illa, joilla muut hoito-
keinot on todettu tehottomiksi. Klotsapiini voi kuitenkin aiheuttaa vakavia ve-

renkuvan hairiditd, minkd wvuoksi sen kayttdé on erittdin rajoitettua.
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Olantsapiinia kaytetaan erityisesti skitsofreniapotilaiden psykoosioireiden pa-
rantamiseen ja Kkaksisuuntaisen mielialahairion oireiden lievittdmiseen.
[12, s. 431-436; 13, s. 384-390.]

2.5.5 Lihasrelaksantit

Orfenadriini ja titsanidiini ovat niin sanottuja sentraalisia lihasrelaksantteja,
jotka vaikuttavat keskushermostoon. Ne halvaannuttavat luurankolihaksia
estdmalld hermo-lihasliitosten toimintaa. Kummankaan aineen tarkkaa vai-
kutusmekanismia ei tunneta, mutta molempien epailladn vaikuttavan myds
selkaydintasolla. Orfenadriini on antihistamiini, jota kaytetdan esimerkiksi
Parkinsonin taudin hoitoon. Titsanidiinia kdytetddn muun muassa kivuliaiden

lihaskouristusten ja lihasjaykkyyden hoitoon. [12, s. 352.]

2.5.6 Unilaékkeet ja hallusinogeenit

Unilddkkeiden eli hypnoottien tarkoitus on sopivana annoksena edistaa
luonnollisen unen tuloa tai pidentda sen kestoa. Annoksen suuruutta lisaa-
malld saadaan aikaiseksi anestesia eli nukutus, ja yliannostuksella voidaan
aiheuttaa kooma tai pahimmassa tapauksessa kuolema. Unilaakkeet vaikut-
tavat laajasti koko elimistdssa vaimentaen eri elinten ja etenkin hermoratojen
toimintaa. Tsolpideemin vaikutukset valittyvat bentsodiatsepiinireseptori-
kompleksin kautta. [12, s. 371.]

PCP:ta eli fensyklidiinia kehiteltiin suonensisaiseksi nukutus- eli anes-
tesialaakkeeksi, mutta sen kaytdstad luovuttiin 1900-luvun puolivalissa voi-
makkaiden neuroottisten ja hallusinaatioita aiheuttavien sivuvaikutusten
vuoksi. Nykyaan PCP:td kaytetaan paihteena enkelipdlyn tai synteettisen

THC:n nimella.

3 MENETELMAN KEHITTAMINEN

Menetelman kehittdmisen ensimmaisessa vaiheessa pohdittiin, mitka yhdis-
teet alkuperaisesta menetelmasta tulisi poistaa, mitd analyytteja uuteen me-
netelmaan halutaan lisata ja milla sisaisilld standardeilla alkuperaisten yhdis-
teiden validointituloksia voitaisiin mahdollisesti parantaa. Uusia yhdisteita li-
sattdessa ajettiin testiajoja, joiden perusteella analysoitiin kyseisten yhdistei-

den soveltuvuutta menetelmaan. Kun yhdisteiden tavoiteltu kokoonpano oli
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paatetty, suoritettiin validointikokeet. Vasta validointitulosten perusteella voi-
tiin paattaa, mitka yhdisteet menetelmaan varmasti sisallytetaan. Ennen me-
netelman kayttéonottoa muokattiin tulostenkasittelypuoli laitteella sellaiseksi,
etta kukin yhdiste analysoidaan vain parhaaksi katsotun sisdisen standardin

avulla.

3.1 Yhdisteiden poisto ja lisays

Alkuperaisen menetelman validointikokeiden tulosten perusteella todettiin,
ettd yksi yhdiste, fluvoksamiini, ei taytad stabiilisuuden kriteereitd, joten se

poistettiin menetelmasta.

Ensimmaisessa vaiheessa paatettiin lisatda menetelmaan analysoitaviksi yh-
disteiksi morfiini, kodeiini, 6-asetyylimorfiini, PCP ja olantsapiini, seka sisai-
siksi standardeiksi paroksetiini d6, trimipramiini d3 ja morfiini d6. Jokaista
yhdistettd varten valmistettiin oma naytteensa, jossa 1 ml:aan verta pipetoi-
tiin 10 pl (paroksetiini d6, trimipramiini d3 ja morfiini d6) tai 3 yl (morfiini, ko-
deiini, 6-asetyylimorfiini, PCP ja olantsapiini) kyseisen yhdisteen 1 mg/ml-
pitoista metanoliin valmistettua kantaliuosta. Naytteiden esikasittelyssa yh-
disteet uutettiin tolueeniin, liuotin haihdutettiin ja lopuksi yhdisteet liuotettiin
asetonitriiliin. Naytteet ajettiin alkuperadista menetelmaa vastaavalla ajo-

ohjemalla, mutta scan-ajona.

Tuloksista selvitettiin kunkin yhdisteen retentioaika ja etsittiin suunnilleen
kolme tyypillisintd ionia, jotka lisattin SIM-menetelman ajo-ohjelmaan seu-
rantaioneiksi. Ajettiin testistandardisuora, joka sisalsi myds kaikki uudet ai-
neet. Tuloksista huomattiin, etteivat morfiini ja morfiini d6 erotu. Todettiin,
etteivat kyseiset yhdisteet uutu tolueeniin. Morfiini ja morfiini d6 paatettiin siis
jattda pois menetelmasta. Koska kodeiini ja 6-asetyylimorfiini ovat morfiinin
kaltaisia yhdisteitd, jotka on hyva analysoida samalla menetelmalla morfiinin

kanssa, my0s ne paatettiin jattdaa pois menetelmasta.

Seuraavaksi haluttiin tarkistaa kaikkien yhdisteiden tarkat retentioajat. Tata
varten valmistettiin nayte, johon pipetoitin 50 pl standardien kantaliuosta
500 pl:aan verta. Paatettiin lisatd menetelmaan viela buprenorfiini ja norbu-
prenorfiini seka niille sisaiseksi standardiksi buprenorfiini d4. Naista valmis-
tettiin naytteet, jotka sisalsivat 5 ul kantaliuosta (1 mg/ml) 500 pl:ssa verta.
Kaikki edelld mainitut naytteet esikasiteltiin kyseessa olevan menetelman

tydohjeen mukaisesti (ks. kuva 4, s. 20), ja ajettiin menetelmaa vastaavalla
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ajo-ohjelmalla, mutta scan-ajona. Tarkistettiin yhdisteiden retentioajat ja seu-
rantaikkunoiden paikat, seka lisattiin uusien yhdisteiden seurantaionit mene-

telmaan. Yhdisteiden retentioajat ja seurantaionit |0ytyvat liitteesta 2.

Lopuksi valmistettiin standardeille uusi kantaliuos, joka sisalsi kaikki tutkitta-
vat yhdisteet. Ajettiin testistandardisuora, ja todettiin menetelma alustavasti
toimivaksi kaikille yhdisteille. Kuvassa 2 on kokonaisionikromatogrammi,

jossa nakyy kaikkien menetelmalla tutkittavien yhdisteiden piikit.

Abundmnos

TIC: 0707_002.0data.ms
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Kuva 2. Yhdisteiden kokonaisionikromatogrammi

Osa yhdisteista paatettiin analysoida kolmen, osa kahden ja osa yhden si-
saisen standardin avulla, jotta validointitulosten perusteella voidaan valita
toimivin. Muokattiin vield datankasittelypuoli sellaiseksi, ettd yhdisteet saa-
daan analysoitua kaikkia haluttuja sisaisia standardeja kayttden. Seuraavak-

si aloitettiin menetelméan validointi.
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3.2 Analyysilaite ja reagenssit
Analyysilaite
Kuvan 3 mukainen GC/EI-MS, jossa

- kaasukromatografi: Hewlett Packard HP 6890 Series GC System

- kapillaarikolonni: J&W Scientific DB-35ms
- pituus 30,0 m
- sisahalkaisija 320 um

- filmin paksuus 0,25 uym
- automaattinen injektori: Hewlett Packard 7683 Series Injector

- massaspektrometri: Hewlett Packard 5973 Mass Selective Detector

Kuva 3. Hewlett Packard HP 6890

Reagenssit

- Tolueeni (C;Hg)
- analyysilaatu, esim. BDH 10284, AnalaR7

- Metanoli, MeOH (CH3;0H)
- analyysilaatu, esim. BDH 10158 AnalaR7

- Asetonitriili (CH3CN)
- kromatografialaatu, esim. Merck 1.14291 LiChrosolv®

- Dinatriumvetyfosfaatti (Na,HPQO, - 2H,0)
- analyysilaatu, esim. Merck 1.06580 pro analysi
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- Natriumhydroksidi (NaOH)
- analyysilaatu, esim. Merck 6498 pro analysi

- vesi (H20)
- erityispuhdasta, esimerkiksi ELGASTAT UHQ- laitteesta

- N-metyyli-N-(trimetyylisilyyli)trifluoroasetamidi, MSTFA (C¢H12F3NOSi)
- Sigma-Aldrich

3.3 Menetelman tydvaiheet

Paivittaista rutiinianalytiikkaa varten valmistetaan kerralla suurempi maara
standardien kantaliuosta, joka jaetaan pienemmiksi eriksi Eppendorf-putkiin
ja séilétdan pakastimeen (vahintdan -15 °C). Kantaliuos valmistetaan pipe-
toimalla tolueeniin kunkin yhdisteen mg/ml-pitoista metanoliin valmistettua
kantaliuosta niin, etta standardien kantaliuoksessa yhdisteiden pitoisuudet
ovat seuraavat: buprenorfiini ja norbuprenorfiini 800 ng/ml, oksikoni ja folko-
diini 4000 ng/ml, PCP 8000 ng/ml, mirtatsapiini ja sertraliini 16000 ng/ml se-
k& kaikki muut yhdisteet 20000 ng/ml. Analyysia varten valmistetaan kuusi
standardia laimentamalla kantaliuosta veteen niin, ettéd standardien pitoisuu-
det ovat 80, 40, 20, 10, 2 ja 1 ng/ml (buprenorfiini ja norbuprenorfiini), 400,
200, 100, 50, 10 ja 5 ng/ml (oksikoni ja folkodiini), 800, 400, 200, 100, 20 ja
10 ng/ml (PCP), 1600, 800, 400, 200, 40 ja 20 ng/ml (mirtatsapiini ja sertra-
liini) tai 2000, 1000, 500, 250, 50 ja 25 ng/ml (kaikki muut yhdisteet).

Naytteen esikasittelyssa yhdisteet uutetaan 0,5 ml:sta naytettd 5 ml:aan to-
lueenia emaksiseksi puskuroiduissa olosuhteissa. Sisaiset standardit on li-
satty uuttoliuokseen, jolloin niiden lisddminen naytteisiin helpottuu. Varsinai-
nen uutto tapahtuu ravistuksessa, minka jalkeen naytteet sentrifugoidaan ja
yhdisteet sisaltava uuttoliuos erotetaan puhtaisiin koeputkiin. Seuraavaksi
uuttoliuos haihdutetaan vesihauteessa ilmapuhalluksen avulla. Koeputkiin
jdaneesta haihdutusjaannoksestd yhdisteet liuotetaan pieneen maaraan
asetonitriilid, joka siirretddn naytteensydéttopulloihin. Yhdisteet derivatisoi-
daan lisdamalla naytteensyottdpulloihin tarvittava maara derivatisointiainetta,
minka jalkeen niitd inkuboidaan riittavassa lampdétilassa mahdollisimman
taydellisen derivatisointireaktion aikaansaamiseksi. Derivatisoinnin jalkeen
naytteet ovat valmiita analysoitaviksi. Kuvassa 4 on esitelty standardien kan-

taliuoksen valmistus sekd menetelman tyovaiheet.



Standardien kantaliuos

mg/ml- laimennoksista:

40 pl buprenorfiini, norbuprenorfiini
200 pl oksikoni, folkodiini

400 pl PCP

800 pl mirtatsapiini, sertraliini

1000 pl kaikki muut

20

Uuttoliuos

20 pl fluratsepaami
5 ul metadoni d9
2,5 pl oksikoni d6
10 pl paroksetiini d6
5 pl trimipramiini d3
1 pl buprenorfiini d4

50 ml metanolia

100 ml tolueeni

Standardien valmistus

50 pl kanta (2000)

500 pl kanta+500pl vesi (1000)
200 pl kanta+600 pl vesi (500)
125 pl kanta+875 pl vesi (250)
100 pl kanta+3900 pl vesi (50)
50 pl kanta+3950 pl vesi (25)

, joista kaikista 50 pl/500 pl O-verta

Uutto

500 pl nayteta, kontrollia tai standardia
500 pl 0,5 M NayHPO,- puskuriliuosta, pH 11
5 ml uuttoliuosta

Ravistellaan sekoittajalla 30 sek
Sentrifugoidaan 5 min, 3000 rpm

Erotetaan

Haihdutus

Haihdutetaan kuiviin 75 °C lampétilassa
Liuotetaan jaannds 70 pl asetonitriilia
Pydritelldén hyvin putken reunoilta

liuotinfaasi

Inkuboidaan

Derivatisointi

Pipetoidaan naytteensyoéttopullon sisaputkeen
Lisatédan 15 yl MSTFA:ta

Typetetaan ja korkitetaan

kuivahauteella 80 °C:ssa 30 min.

I
GC-MS- maaritys

Tulosten késittely

Kuva 4. Standardien kantaliuoksen valmistus ja menetelman tyévaiheet
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Menetelman [ampétilaohjelmassa uunin lampdtila nostetaan ensin 130
°C:sta 200 °C:seen (70 °C/min), seuraavaksi 330 °C:seen (45 °C/min) ja lo-
puksi lasketaan takaisin 130 °C:seen. Injektorin lampétila on 250 °C. Kaasu-

virtauksen nopeus kolonnissa on 1,5 ml/min. Yhden naytteen ajoajaksi muo-

dostuu 8,29 minuuttia.

4  VALIDOINTI

Seuraavaksi on esitetty validoinnin suoritus ja tulokset. Jokaisen yhdisteen

kohdalla on ilmoitettu tulos, joka on laskettu sille parhaaksi katsotun sisaisen

standardin avulla. Kaikki validointitulokset 16ytyvat liitteestd 3. Yhdisteille va-

litut sisaiset standardit I6ytyvat taulukosta 1.

Taulukko 1. Yhdisteille valitut sisdiset standardit

0 B~ WN -

11
12
15
20
21
22
23

TRIMIPRAMIINI d3
fluoksetiini
tramadoli
PCP
orfenadriini
nortriptyliini
mianseriini
titsanidiini
mirtatsapiini
promatsiini
sertraliini
olantsapiini
tsolpideemi
klotsapiini
folkodiini

13
14
16
18
19
24

FLURATSEPAAMI
venlafaksiini
amitriptyliini
doksepiini
sitalopraami
klomipramiini
klooriprotikseeni
klooripromatsiini
levomepromatsiini
tioridatsiini

17

25
26

27

28

PAROKSETIINI d6
paroksetiini

BUPRENORFIINI d4
buprenorfiini
norbuprenorfiini

METADONI d9
metadoni

OKSIKONI d6
oksikoni




4.1 Lineaarisuus
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Lineaarisuutta tutkittiin kuudella eri pitoisuustasolla analysoimalla kuusi rin-

nakkaista naytettd jokaisella tasolla. Kalibrointisuora piirrettiin rinnakkais-

maaritysten keskiarvoilla kayttaden painotuskertoimena pitoisuuden nelidon

kaanteislukua (1/a?). Tulokset on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Lineaarisuus

0w N O O~ WDN =
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Yhdiste Tutkittu alue (ng/ml) r LOQ (ng/ml)
fluoksetiini 25-2000 0,9989 25
tramadoli 25-2000 0,9979 25
PCP 10-800 0,9917 10
orfenadriini 25-2000 0,9986 25
venlafaksiini 25-2000 0,9968 25
amitriptyliini 25-2000 0,9954 25
doksepiini 25-2000 0,9994 25
nortriptyliini 25-2000 0,9985 25
mianseriini 25-2000 0,9981 25
titsanidiini 25-2000 0,9975 25
mirtatsapiini 20-1600 0,9995 20
promatsiini 25-2000 0,9949 25
sitalopraami 25-2000 0,9990 25
klomipramiini 25-2000 0,9967 25
sertraliini 20-1600 0,9982 20
klooriprotikseeni 25-2000 0,9997 25
paroksetiini 25-2000 0,9938 25
klooripromatsiini 25-2000 0,9978 25
levomepromatsiini 25-2000 0,9923 25
olantsapiini 25-2000 0,9946 25
tsolpideemi 25-2000 0,9971 25
klotsapiini 25-2000 0,9988 25
folkodiini 5-400 0,9863 5
tioridatsiini 25-2000 0,9988 25
buprenorfiini 1-80 0,9969 1
norbuprenorfiini 1-80 0,9742 1
metadoni 25-2000 0,9895 25
oksikoni 5-400 0,9993 5

Folkodiinilla, norbuprenorfiinilla ja metadonilla korrelaatiokertoimen neliot

ovat pienimmat. Muilla yhdisteilla kertoimet ovat yli 0,99, mika kertoo suorien

olevan erinomaisen lineaarisia. Paras korrelaatiokertoimen nelié 16ytyy kloo-

riprotikseenilta. Koska kaikki yhdisteet tayttavét lineaarisuusehdon (r* >0,95

painotettua kerrointa kaytettdessa) voidaan yksiselitteisesti todeta menetel-

man olevan lineaarinen kaikkien yhdisteiden kohdalla tutkitulla pitoisuusalu-

eella.



23

4.2 Selektiivisyys

Selektiivisyyttd tutkittiin analysoimalla 10 autenttista verindytettd, jotka oli
varmistettu negatiivisiksi kyseisten yhdisteiden suhteen GC-MS-veriseulon-
nalla ja immunologisella seulonnalla (VIVA). Lisaksi analysoitiin yksi lam-
paanverindyte, johon lisattiin sisaiset standardit. Osa naytteista sisalsi mene-

telman ulkopuolisia huumaus- tai laakeaineita.

Kromatogrammeista huomattiin, etta tutkittujen naytteiden matriisit, muut yh-
disteet ja sisaiset standardit eivat aiheuttaneet menetelmassa tutkittavien
analyyttien mittausta hairitsevia piikkeja. Menetelman voidaan siis todeta

olevan selektiivinen kyseessa olevien yhdisteiden suhteen.

4.3 Toistettavuus ja maaritysraja

Maarityksen sisaista ja maaritysten valista toistettavuutta seka tulosten oi-
keellisuutta tutkittiin analysoimalla kolme rinnakkaista naytettd viidella eri
konsentraatiotasolla viitena eri paivana. Toistettavuudet on laskettu varians-
sianalyysilla (ANOVA) ja oikeellisuus kaavalla 2. Tulokset on esitetty taulu-
kossa 3, jossa Oik. tarkoittaa oikeellisuutta, ST maarityksen sisaista toistet-

tavuutta ja VT maaritysten valista toistettavuutta.
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Taulukko 3. Oikeellisuus, maarityksen siséinen ja maaritysten valinen toistettavuus

Yhdiste Pit. Qik. ST VT Pit. Oik. ST VT Pit. Qik. ST VT
fluoksetiini 2000 | 9,79 7,30 8,96 1000 | 12,59 | 5,10 | 13,46 250 8,88 7,93 9,36
tramadoli 2000 | 5,29 7,25 | 11,22 | 1000 | -4,75 | 7,94 | 12,14 250 -0,97 | 6,47 8,60
PCP 800 10,44 | 30,05 [ 29,24 | 400 -5,06 | 24,95 | 25,09 100 |-11,61| 18,78 | 20,31
orfenadriini 2000 | -2,47 | 5,13 7,52 1000 | -6,28 | 5,58 9,09 250 3,76 4,74 6,60
venlafaksiini 2000 | -0,33 | 6,49 | 13,46 | 1000 | -9,30 | 5,67 6,43 250 5,32 4,97 8,71
amitriptyliini 2000 | -5,08 | 6,37 8,49 1000 | -10,71 | 5,61 7,40 250 5,47 6,41 6,08
doksepiini 2000 | -1,79 | 4,16 4,29 1000 | -7,02 | 4,52 6,10 250 0,70 4,54 5,29
nortriptyliini 2000 | -1,36 | 17,04 | 18,60 | 1000 | -6,59 | 3,94 9,52 250 -5,03 | 7,10 | 10,16
mianseriini 2000 | 2,64 3,41 5,33 1000 | -7,94 | 3,78 5,82 250 -3,19 | 5,71 6,83
titsanidiini 2000 | 9,52 4,47 7,99 1000 1,97 3,03 8,72 250 1,03 9,34 9,45
mirtatsapiini 1600 | -0,74 | 2,84 3,59 800 -5,62 | 3,38 5,08 200 -1,80 | 9,51 9,28
promatsiini 2000 | 6,41 7,03 8,24 1000 | -3,50 | 4,18 4,17 250 -9,16 | 10,03 | 10,41
sitalopraami 2000 | -3,61 3,62 5,01 1000 | -8,41 2,99 6,69 250 3,16 5,89 7,37
klomipramiini 2000 | -0,99 | 7,72 8,78 1000 | -13,16 | 5,92 8,28 250 -0,43 | 7,23 6,27
sertraliini 1600 | 10,28 | 6,51 7,27 800 -2,92 | 5,97 7,38 200 -4,65 | 8,21 9,38
klooriprotikseeni 2000 | -0,61 6,52 11,49 | 1000 | -4,98 6,70 12,99 250 -8,13 8,54 9,46
paroksetiini 2000 | -4,72 | 4,07 7,49 1000 | -9,37 | 2,15 7,22 250 -5,563 | 5,14 7,43
klooripromatsiini 2000 | -4,14 | 6,94 7,18 1000 | -9,40 | 4,57 8,03 250 1,05 6,77 6,01
levomepromatsiini | 2000 | -7,96 | 7,53 8,88 1000 | -12,49 | 4,75 8,42 250 5,64 6,77 6,12
olantsapiini 2000 | 8,68 8,99 | 15,14 | 1000 | 12,96 | 7,33 | 15,23 250 6,52 9,03 | 28,53
tsolpideemi 2000 | -1,61 5,58 6,59 1000 | -3,88 | 5,61 6,46 250 -5,66 | 6,63 | 13,07
klotsapiini 2000 | 0,65 5,87 6,78 1000 | -2,28 | 5,64 6,68 250 -1,15 | 5,59 7,67
folkodiini 400 19,58 | 5,74 | 12,12 200 5,97 4,62 9,38 50 -2,92 | 5,88 7,37
tioridatsiini 2000 | -0,43 | 7,48 7,88 1000 | -1,19 | 4,86 | 10,36 250 -7,73 | 5,95 7,67
buprenorfiini 80 5,43 4,28 | 10,59 40 -0,25 | 3,97 5,84 10 -30,71 | 6,48 | 47,63
norbuprenorfiini 80 -3,61 3,53 4,23 40 3,20 5,85 6,05 10 9,09 7,09 7,92
metadoni 2000 | -9,59 | 5,87 8,90 1000 | -13,69 | 3,40 7,48 250 6,38 4,82 7,44
oksikoni 400 -5,73 | 3,38 8,25 200 -4,33 | 2,53 6,17 50 4,65 6,27 7,20
Yhdiste Pit. QOik. ST VT Pit. Oik. ST VT
fluoksetiini 50 2,06 6,98 8,31 25 2,60 | 11,18 | 10,75
tramadoli 50 13,26 | 8,63 | 10,60 25 9,59 | 14,36 | 14,31
PCP 20 40,20 | 36,52 | 35,43 10 42,04 | 49,87 | 53,53
orfenadriini 50 12,61 | 7,16 8,10 25 3,28 7,23 9,87
venlafaksiini 50 6,95 5,35 9,72 25 -6,15 | 5,51 10,95
amitriptyliini 50 11,16 | 8,47 7,41 25 -3,27 | 5,80 9,96
doksepiini 50 3,12 6,04 7,38 25 -0,51 7,06 | 12,90
nortriptyliini 50 -2,91 4,67 8,34 25 -3,91 7,32 7,24
mianseriini 50 5,35 4,75 6,72 25 0,72 5,24 5,56
titsanidiini 50 5,14 3,98 6,58 25 -2,95 | 8,63 8,28
mirtatsapiini 40 1,40 4,19 6,33 20 -6,30 | 3,41 7,57
promatsiini 50 -4,12 | 4,00 7,23 25 -4,50 | 4,88 6,20
sitalopraami 50 5,12 5,05 7,02 25 -5,75 4,48 6,21
klomipramiini 50 13,04 | 9,81 10,08 25 -3,562 | 8,57 | 15,39
sertraliini 40 3,44 575 | 10,14 20 1,05 7,52 6,29
klooriprotikseeni 50 7,86 | 10,04 | 13,66 25 224 | 10,11 | 13,38
paroksetiini 50 -0,79 1,95 7,60 25 -3,41 3,41 5,05
klooripromatsiini 50 12,21 | 10,54 | 10,62 25 -1,73 | 8,86 | 13,22
levomepromatsiini 50 16,37 | 10,31 9,77 25 -2,13 9,72 15,93
olantsapiini 50 8,35 465 | 24,03 25 15,52 5,563 8,63
tsolpideemi 50 -11,91 | 3,81 10,81 25 -4,98 | 3,99 | 1045
klotsapiini 50 -1,58 | 4,18 6,64 25 0,67 4,41 6,85
folkodiini 10 -10,77 | 3,14 3,79 5 2,04 2,02 4,84
tioridatsiini 50 3,71 10,31 | 8,93 25 513 6,56 9,13
buprenorfiini 2 -8,63 | 27,93 | 31,03 1 4,79 | 20,89 | 24,65
norbuprenorfiini 2 5,80 11,78 | 15,13 1 -3,29 | 24,46 | 37,09
metadoni 50 1529 | 3,95 4,82 25 -3,23 | 2,96 6,22
oksikoni* 10 575 | 14,10 | 13,11 5 0,39 | 27,30 | 24,74

* Oksikonin kvantitatiivinen pitoisuusalue on 10-400 ng/ml
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Hyvan tuloksen rajana pidetaan tdssa menetelmassa oikeellisuuden kohdal-

la < + 20 % ja toistettavuuksien kohdalla < 20 %.

Tuloksista huomataan, ettd PCP:lla toistettavuuden raja-arvot ylittyvat mel-
kein kaikilla pitoisuustasoilla ja oikeellisuuskin pienimpien standardien koh-
dalla. Voidaan siis todeta, ettei menetelma ole toistettava PCP:n kvantitatii-
visessa maarittamisessa. Syyna tahan on todennakdisesti PCP:n erilainen

kayttaytyminen naytteen esikasittelyn, erityisesti haihdutuksen, ja kromato-
grafisen erotuksen aikana verrattuna sisdisen standardin kayttaytymiseen.

PCP:n toistettavuutta talla menetelmalla analysoituna voitaisiin todennakai-
sesti parantaa kayttamalla sen analysoinnissa omaa deuteroitua muotoa si-

saisena standardina.

My6s buprenorfiinilla toistettavuus ylittyy raja-arvosta kolmen pienimman
standardin kohdalla. Tassa tapauksessa syyna on yksinkertaisesti se, etta
buprenorfiinin pienet pitoisuudet eivat erotu kunnolla. Tahan vaikuttavat
muun muassa laitteessa kaytettavan kolonnin pituus, stationaarifaasin mate-
riaali ja menetelman ajo-ohjelma. Koska norbuprenorfiini on buprenorfiinin
aineenvaihduntatuote, se on syyta analysoida samalla menetelmalla bup-
renorfiinin kanssa. Nain ollen buprenorfiini ja norbuprenorfiini voidaan maa-

rittd kyseisellda menetelmalld PCP:n tavoin ainoastaan semikvantitatiivisena.

Olantsapiini ei lapaise toistettavuutta keskimmaisen ja toiseksi pienimman
standardin kohdalla. Toistettavuusprosenttien ylitys on selitettdvissa myo-
hemmin esitetyn stabiilisuuskokeen perusteella. Koska olantsapiini ei ole
stabiili kyseiselld menetelmallad analysoituna, myds sen analysointia pide-

taan ainoastaan semikvantitatiivisena.

Oksikonilla pienin standardi ylittaa toistettavuuksien rajat. Koska pienin stan-
dardi on niin kutsuttu cut off-piste, jota alemmat pitoisuudet tulkitaan negatii-
visiksi, toistettavuusprosenttien raja-arvon ylitysta ei voida kvantitatiivisessa

maarityksessa hyvaksya. Oksikonin pienimmaksi standardiksi kvantitatiivisis-
sa maarityksissa valitaan alin piste, joka tayttaa toistettavuuden ja oikeelli-

suuden ehdot; tassa tapauksessa standardi, jonka pitoisuus on 10 ng/ml.

Kaikki muut yhdisteet pysyvat raja-arvojen sisalla niin oikeellisuuden kuin
molempien toistettavuuksien suhteen. Parhaat tulokset I6ytyvat mianseriinin,

titsanidiinin, mirtatsapiinin, sitalopraamin, paroksetiinin ja klotsapiinin
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kohdalta, silla nailla yhdisteilla oikeellisuus- ja molemmat toistettavuuspro-

sentit jaavat alle 10 %:iin.

Tassa menetelmassa maaritysrajana pidetaan sita standardisuoran alinta
pistetta, jolla toistettavuus- ja oikeellisuusprosentit tayttavat toistettavuuden
kriteerit. Nain ollen oksikonin maaritysraja on 10 ng/ml, ja kaikilla muilla yh-
disteilla taulukon 3 mukaiset pienimmat standardit. Vaikka PCP:n, buprenor-
fiinin ja norbuprenorfiinin taulukon mukaiset pienimmat standardit eivat Ia-
paise toistettavuutta, niitd voidaan kuitenkin pitdad maaritysrajoina, koska ky-
seisten yhdisteiden analysointi on ainoastaan semikvantitatiivista.

4.4 Derivatisoinnin stabiilisuus

Derivatisoinnin stabiilisuuden tutkimista varten valmistettiin kahdeksan toi-
seksi suurimman standardin pitoista standardinaytetta. Naytteet analysoitiin
4 tunnin valein, jolloin stabiilisuuskokeen kokonaisajaksi muodostui noin 28

tuntia. Regressioanalyysilla lasketut tulokset on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Derivatisoinnin stabiilisuus

Yhdiste Pitoisuus (ng/ml) ka. RSD % Regressioanalyysi (P)
1 | fluoksetiini 1000 46828 5,93 0,060
2 | tramadoli 1000 90992 5,58 0,062
3| PCP 400 57434 4,76 0,867
4 | orfenadriini 1000 44930 4,02 0,294
5 | venlafaksiini 1000 78076 7,02 0,032
6 | amitriptyliini 1000 44608 5,04 0,227
7 | doksepiini 1000 7520 4,89 0,248
8 | nortriptyliini 1000 14276 3,77 0,415
9 | mianseriini 1000 111740 3,95 0,394
10 | titsanidiini 1000 82311 6,57 0,647
11 | mirtatsapiini 800 137890 5,45 0,916
12 | promatsiini 1000 46650 4,08 0,608
13 | sitalopraami 1000 13205 5,11 0,503
14 | klomipramiini 1000 40131 5,20 0,783
15 | sertraliini 800 81574 4,56 0,531
16 | klooriprotikseeni 1000 40866 4,84 0,449
17 | paroksetiini 1000 32334 7,43 0,560
18 | klooripromatsiini 1000 20908 6,32 0,915
19 | levomepromatsiini 1000 34075 4,54 0,364
20 | olantsapiini 1000 53926 29,23 0,00002
21 | tsolpideemi 1000 157536 | 8,38 0,659
22 | klotsapiini 1000 41996 7,32 0,853
23 | folkodiini 1000 14549 8,63 0,226
24 | tioridatsiini 1000 23927 8,77 0,920
25 | buprenorfiini 40 858 8,76 0,067
26 | norbuprenorfiini 40 1269 8,80 0,036
27 | metadoni 1000 72152 15,60 0,014
28 | oksikoni 200 4431 12,16 0,023
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Regressioanalyysin perusteella norbuprenorfiini, metadoni, oksikoni, venla-
faksiini ja varsinkin olantsapiini jaavat alle tilastollisesti merkittavan stabiili-
suusrajan. Metadonin ja oksikonin vasteiden suureneminen johtuu todenna-
koisesti siitd, ettd molemmat yhdisteet jakautuvat useammaksi piikiksi seiso-
tuksen aikana derivatisointiaineen vaikutuksesta. Nailla yhdisteillda on kuiten-
kin sisadisina standardeina omat deuteroidut muotonsa, joiden vasteet vaihte-
levat yhdisteiden kanssa samassa suhteessa. Kyseiset yhdisteet voidaan

siis hyvaksya menetelmaan regressioanalyysista huolimatta.

Venlafaksiinin ja norbuprenorfiinin kohdalla regressioanalyysin arvo on niin
lahelld raja-arvoa (0,05), ettd ne voidaan hyvaksyd menetelmaan, mutta
kvantitointi tulisi suorittaa mahdollisimman pian naytteen valmistuksen jal-
keen. Tosin aiemmin on jo todettu, ettd norbuprenorfiinin analysointi suorite-

taan vain semikvantitatiivisena.

Regressioanalyysin perusteella olantsapiini ei kyseisella menetelmalla ana-
lysoituna ole kovinkaan stabiili. Syyna tdahan on yhdisteen jakautuminen
useammaksi piikiksi epataydellisen derivatisoinnin vaikutuksesta. Tasta
syystd menetelmaa ei ole suositeltavaa kayttda olantsapiinin kvantitointiin,
mutta se voidaan pitaa menetelmassa semikvantitatiivista analyysia varten.
Kvantitatiivista maaritysta varten olantsapiini olisi syyta analysoida kayttaen

sen omaa deuteroitua muotoa sisaisena standardina.

4.5 Uuton saanto

Uuton saannon tutkimista varten valmistettiin ensin kuusi toiseksi suurimman
standardin pitoista standardinaytetta. Seuraavaksi valmistettiin kuusi naytet-
ta, joihin lisattiin tavallisten standardinaytteiden pitoisuustasoa vastaava
maara standardien kantaliuosta uuttoliuoksen erotuksen jalkeen ennen

haihdutusta. Kaavan 3 avulla lasketut tulokset I6ytyvat taulukosta 5.
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Uuton saanto Uuton saanto

Yhdiste Pit. (%) Yhdiste Pit. (%)

1 | fluoksetiini 1000 73,7 15 | sertraliini 800 64,9
2 | tramadoli 1000 64,1 16 | klooriprotikseeni 1000 72,3
3| PCP 400 98,1 17 | paroksetiini 1000 90,4
4 | orfenadriini 1000 95,6 18 | klooripromatsiini 1000 76,7
5 | venlafaksiini 1000 94,0 19 | levomepromatsiini | 1000 72,1
6 | amitriptyliini 1000 93,1 20 | olantsapiini 1000 49,6
7 | doksepiini 1000 97,4 21 | tsolpideemi 1000 71,6
8 | nortriptyliini 1000 74,6 22 | klotsapiini 1000 70,3
9 | mianseriini 1000 86,4 23 | folkodiini 200 76,0
10 | titsanidiini 1000 61,8 24 | tioridatsiini 1000 60,1
11 [ mirtatsapiini 800 83,3 25 | buprenorfiini 40 78,3
12 | promatsiini 1000 73,6 26 | norbuprenorfiini 40 89,9
13 | sitalopraami 1000 90,5 27 | metadoni 1000 80,9
14 | klomipramiini 1000 72,4 28 | oksikoni 200 88,1

Uuton saannolle ei ole maaritetty hyvaksyttavyyden raja-arvoa. Sisaisen

standardin menetelmaa kaytettdessa uuton saantoprosentin suuruudella ei

ole kovin suurta merkitysta. Tama siita syysta, ettd mitattua pitoisuutta verra-

taan sisdisen standardin pitoisuuteen. Mita suurempi saantoprosentti on, sita

sopivampia kaytettava uuttoliuotin ja -menetelma kuitenkin ovat yhdisteen

erottamiseen alkuperaisesta matriisistaan.

Tuloksista huomataan, ettd olantsapiinilla saanto on kaikista huonoin (alle

50 %). Parhaat saantoprosentit ovat PCP:114, orfenadriinilla ja doksepiinilla.

4.6 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuuden ilmoittamiseksi laskettiin laajennettu mittausepavar-

muus (LME) toistettavuuskokeiden tuloksista kaavalla 4. Tulokset on ilmoi-

tettu taulukossa 6.



0 N O g~ WN =

N NN N NN MNDMNDNNMNN-AS A @A QO O a - a
0 N O O~ WN =220 © 00N O WN-= O O©

Taulukko 6. Mittausepavarmuus

29

Yhdiste Pit. LME Pit. LME Pit. LME Pit. LME Pit. LME
(ngmh | (%) [(Mg/mh| (%) |[(g/mh)| (%) [(g/mh)| (%) |(ng/m)| (%)
fluoksetiini 2000 30,29 1000 38,2 250 30,3 50 22,1 25 31,5
tramadoli 2000 28,73 1000 30,5 250 21,6 50 38,1 25 44,8
PCP * 800 86,42 400 71,5 100 60,0 20 129,7 10 168,8
orfenadriini 2000 18,86 1000 24,7 250 17,9 50 33,2 25 253
venlafaksiini 2000 32,57 1000 25,3 250 22,7 50 26,2 25 35,8
amitriptyliini 2000 25,18 1000 28,3 250 20,8 50 31,7 25 254
doksepiini 2000 16,37 1000 20,7 250 14,0 50 20,1 25 30,6
nortriptyliini 2000 50,52 1000 24,5 250 26,8 50 20,0 25 21,1
mianseriini 2000 13,70 1000 21,1 250 18,9 50 19,6 25 16,7
titsanidiini 2000 26,42 1000 18,9 250 20,2 50 18,5 25 24,6
mirtatsapiini 1600 9,28 800 16,6 200 17,8 40 15,4 20 20,8
promatsiini 2000 25,17 1000 13,7 250 28,3 50 18,5 25 18,2
sitalopraami 2000 14,86 1000 22,3 250 19,9 50 20,1 25 19,1
klomipramiini 2000 30,14 1000 33,3 250 19,1 50 38,4 25 35,9
sertraliini 1600 28,35 800 19,9 200 26,6 40 24,3 20 19,7
klooriprotikseeni 2000 26,46 1000 30,9 250 30,2 50 37,4 25 33,8
paroksetiini 2000 19,49 1000 24,1 250 21,2 50 15,8 25 14,0
klooripromatsiini 2000 72,80 1000 26,4 250 18,2 50 38,6 25 32,0
levomepromatsiini 2000 28,21 1000 31,6 250 21,5 50 43,4 25 37,6
olantsapiini * 2000 39,26 1000 42,6 250 61,2 50 51,7 25 37,2
tsolpideemi 2000 17,56 1000 18,8 250 31,4 50 33,1 25 24,5
klotsapiini 2000 17,98 1000 18,1 250 19,1 50 16,0 25 16,4
folkodiini 2000 47,47 1000 24,1 250 19,7 50 23,7 25 11,3
tioridatsiini 2000 21,74 1000 23,0 250 24,8 50 28,3 25 24,7
buprenorfiini * 80 279,90 40 14,1 10 468,6 2 85,3 1 65,3
norbuprenorfiini * 80 304,45 40 18,0 10 404,8 2 40,1 1 89,1
metadoni 2000 28,67 1000 31,9 250 21,8 50 33,0 25 15,2
oksikoni 400 21,20 200 15,9 50 21,2 10 40,2 5 73,7

*Semikvantitatiivisia yhdisteita

Myd&skaan mittausepavarmuudelle ei ole maaritetty hyvaksyttavan tuloksen

raja-arvoa. Koska tassa tapauksessa mittausepavarmuusprosentti kertoo

sen valin, jolla tulos on laskennallisesta arvostaan 95 %:n todennakdisyydel-

14, voidaan todeta, ettd mita pienempi epavarmuusprosentti on, sitd lahem-

pana saatu tulos on "oikeaa” tulosta.

Tuloksista huomataan, ettd matalimmat epavarmuusprosentit 16ytyvat mian-

seriinilta, mirtatsapiinilta, sitalopraamilta, paroksetiinilta ja klotsapiinilta, joilla

mittausepavarmuusprosentit jaavat alle 25 %:iin kaikilla pitoisuustasoilla.

Naista klotsapiinin tulokset ovat parhaita.

Eniten epdvarmuutta 16ytyy PCP:Ita, buprenorfiinilta ja norbuprenorfiinilta.

Nama yhdisteet on jo kohdassa 4.3 paatetty pitda tdssd menetelmassa mu-

kana ainoastaan semikvantitatiivista analysointia varten.
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5 PAATELMAT

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehitella useiden eri ladkeaineiden kvantita-
tiivista maarittamista varten Huumetutkimusyksikodssa laadittua menetelmaa.
Kun yhdisteiden tavoiteltu kokoonpano oli saavutettu, menetelmalle suoritet-

tiin validointikokeita.

Menetelman kehitysvaiheessa alkuperaisestd menetelmasta paatettiin pois-
taa yksi aine, fluvoksamiini, aikaisempien validointitulosten perusteella. Uu-
sien yhdisteiden testauksen jalkeen menetelmaan lisattin nelja uutta ana-
lysoitava yhdistettd: PCP, olantsapiini, buprenorfiini ja norbuprenorfiini. Si-
saisiksi standardeiksi lisattiin buprenorfiini d4, trimipramiini d3 ja paroksetiini
d6. Nain ollen validointikokeissa oli mukana 28 analysoitavaa yhdistetta ja
kuusi sisdista standardia. Validointikokeet paatettiin suorittaa niin, etta viiden
yhdisteen kohdalla tulokset laskettiin kolmen eri sisdisen standardin avulla,
19 yhdisteen kohdalla kahden ja neljan yhdisteen kohdalla yhden sisaisen
standardin avulla. Lopuksi valittiin kullekin yhdisteelle sopivin sisainen stan-

dardi validointikokeiden perusteella.

Validointituloksia tarkasteltaessa 24 jo aiemmin mukana ollutta yhdistetta
tayttavat kaikki hyvaksyttavien validointitulosten ehdot, mutta neljan uuden
yhdisteen (PCP:n, buprenorfiinin, norbuprenorfiinin ja olantsapiinin) todettiin
kelpaavan menetelmalla ainoastaan semikvantitatiivisiin maarityksiin. PCP,
buprenorfiini ja norbuprenorfiini eivat tayta toistettavuuden ehtoja, ja olant-
sapiini ei ole riittdvan stabiili. PCP:n ja olantsapiinin kvantitointi téllda mene-
telmalld voisi olla mahdollista, jos menetelmaan lisattaisiin sisaisiksi stan-
dardeiksi niiden omat deuteroidut muodot. Buprenorfiini ja norbuprenorfiini

on syyta analysoida toista kolonnia ja ajo-ohjelmaa kayttaen.

Sisaisia standardeja verrattaessa huomattiin, ettd trimipramiini d3 soveltuu
aiemmin kaytettya fluratsepaamia paremmin 14 yhdisteelle. Fluratsepaamin
avulla analysoitavaksi jai yhdeksan yhdistetta. Buprenorfiini d4:8 kaytetaan
buprenorfiinin ja norbuprenorfiinin analysoinnissa ja deuteroituja paroksetii-
nia, metadonia ja oksikonia niiden deuteroimattomien muotojen analysoin-

nissa.
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Vaikka menetelmaan ei saatu lisattya haluttuja yhdisteitd kvantitatiivista
maaritysta varten, uudet yhdisteet voidaan analysoida menetelmalla semi-
kvantitatiivisesti. Uudet siséiset standardit toimivat menetelméssa erinomai-
sesti parantaen joidenkin yhdisteiden tuloksia.
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ESIMERKIT KAUPPANIMISTA
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ESIMERKIT KAUPPANIMISTA LITE 1 2(2)
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YHDISTEIDEN SEURANTAIONIT JA RETENTIOAJAT
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Sisaiset
1
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Yhdiste lonit (m/z) RT (min)
fluoksetiini-TMS 219,262,381 3,17
tramadoli-TMS 58,245,335 3,21
PCP 200, 242, 243 3,29
orfenadriini 58,165,178 3,36
venlafaksiini-TMS 58,134,171 3,49
amitriptyliini 58,202,203 4,00
doksepiini 58,178,202 4,12
nortriptyliini-TMS 202,203,320 4,18
mianseriini 193,264,220 4,20
titsanidiini- TMS 240,214,362 4,26
mirtatsapiini 195,194,208 4,34
promatsiini 58,284,238 4,43
sitalopraami 324,238,208 4,48
klomipramiini 269,268,314 4,49
sertraliini-TMS 274,276,348 4,58
klooriprotikseeni 221,222,58 4,79
paroksetiini-TMS 249,264,401 4,80
klooripromatsiini 318,272,320 4,81
levomepromatsiini 328,282,228 4,82
olantsapiini 301, 314, 285 4,83
tsolpideemi 235,236,307 6,19
klotsapiini-TMS 243,256,192 6,40
folkodiini-TMS 114, 100 7,21
tioridatsiini 98,370,185 7,60
buprenorfiini-TMS 450,451,482,506 7,91
norbuprenorfiini-TMS | 468, 500, 510 6,36
metadoni-TMS 72,296,297 3,77
oksikoni-TMS 459,460,444 4,43
fluratsepaami 86 5,62
trimipramiini d3 249 4,04
paroksetiini d6 407,207 4,76
buprenorfiini d4 454 7,9
metadoni d9 78 3,76
oksikoni d6 465 4,42

TMS= yhdiste derivatisoituu MSTFA:lla

LITE 2 1(1)



YHDISTEIDEN VALIDOINTITULOKSET KAIKILLA KAYTETYILLA
SISAISILLA STANDARDEILLA LASKETTUNA

LITE 3 1(1)

Yhdisteiden perassa olevat numerot kertovat, minka sisaisen standardin avulla arvot on

laskettu. Numeroiden selitykset:

1= fluratsepaami

2= trimipramiini d3

3= paroksetiini d6

4= buprenorfiini d4

5= metadoni d9
6= oksikoni d6

Lineaarisuus

Tutkittu Tutkittu
alue LOQ alue LOQ
Yhdiste (ng/ml) r? (ng/ml) Yhdiste (ng/ml) r? (ng/ml)
1 | fluoksetiini 1 25-2000 0,9885 25 6 | amitriptyliini 2 25-2000 0,9970 25
2 | tramadoli 1 25-2000 0,9882 25 7 | doksepiini 2 25-2000 0,9959 25
3| PCP 1 10-800 0,9808 10 8 | nortriptyliini 2 25-2000 0,9985 25
4 | orfenadriini 1 25-2000 0,9781 25 9 | mianseriini 2 25-2000 0,9981 25
5 | venlafaksiini 1 25-2000 0,9968 25 10 | titsanidiini 2 25-2000 0,9975 25
6 | amitriptyliini 1 25-2000 0,9954 25 11 | mirtatsapiini 2 20-1600 0,9995 20
7 | doksepiini 1 25-2000 0,9994 25 12 | promatsiini 2 25-2000 0,9949 25
8 | nortriptyliini 1 25-2000 0,9926 25 13 | sitalopraami 2 25-2000 0,9978 25
9 | mianseriini 1 25-2000 0,9924 25 14 | klomipramiini 2 25-2000 0,9905 25
10 | titsanidiini 1 25-2000 0,9937 25 15 | sertraliini 2 20-1600 0,9982 20
11 | mirtatsapiini 1 20-1600 0,9908 20 16 | klooriprotikseeni 2 25-2000 0,9858 25
12 | promatsiini 1 25-2000 0,9946 25 17 | paroksetiini 2 25-2000 0,9897 25
13 | sitalopraami 1 25-2000 0,9990 25 18 | klooripromatsiini 2 25-2000 0,9979 25
14 | klomipramiini 1 25-2000 0,9967 25 19 | levomepromatsiini 2 25-2000 0,9979 25
15 | sertraliini 1 20-1600 0,9932 20 20 | olantsapiini 2 25-2000 0,9946 25
16 | klooriprotikseeni 1 25-2000 0,9997 25 21 | tsolpideemi 2 25-2000 0,9971 25
17 | paroksetiini 1 25-2000 0,9992 25 22 | klotsapiini 2 25-2000 0,9988 25
18 | klooripromatsiini 1 25-2000 0,9978 25 23 | folkodiini 2 5-400 0,9863 5
19 | levomepromatsiini 1 25-2000 0,9923 25 24 | tioridatsiini 2 25-2000 0,9828 25
20 | olantsapiini 1 25-2000 0,9635 25 1 | fluoksetiini 3 25-2000 0,9937 25
21 | tsolpideemi 1 25-2000 0,9919 25 8 | nortriptyliini 3 25-2000 0,9902 25
22 | klotsapiini 1 25-2000 0,9909 25 17 | paroksetiini 3 25-2000 0,9938 25
23 | folkodiini 1 5-400 0,9980 5 21 | tsolpideemi 3 25-2000 0,9961 25
24 | tioridatsiini 1 25-2000 0,9988 25 23 | folkodiini 3 5-400 0,9924 5
1 | fluoksetiini 2 25-2000 0,9989 25 25 | buprenorfiini 4 1-80 0,9969 1
2 | tramadoli 2 25-2000 0,9979 25 26 | norbuprenorfiini 4 1-80 0,9742 1
3| PCP2 10-800 0,9917 10 27 | metadoni 5 25-2000 0,9895 25
4 | orfenadriini 2 25-2000 0,9986 25 28 | oksikoni 6 5-400 0,9993 5
5 | venlafaksiini 2 25-2000 0,9765 25
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SISAISILLA STANDARDEILLA LASKETTUNA LITE 3 2(2)
Toistettavuus kolmella suurimmalla pitoisuustasolla
Yhdiste Pit. QOik. ST VT Pit. Oik. ST VT Pit. Oik. ST VT
fluoksetiini 1 2000 | -4,88 | 8,87 | 9,10 | 1000 | 7,37 | 8,55 | 1512 | 250 | 23,25 | 8,54 | 8,41
tramadoli 1 2000 | -8,90 | 9,54 | 12,01 | 1000 | 9,56 | 10,18 | 13,97 | 250 | 11,54 | 9,59 | 12,18
PCP 1 800 | -574 | 32,02 | 30,89 | 400 |-10,96 | 27,47 | 26,11 | 100 | -1,65 | 21,73 | 24,51
orfenadriini 1 2000 | -20,54 | 9,60 | 12,71 | 1000 |-16,42| 7,92 | 9,82 | 250 | 10,76 | 7,43 | 11,26
venlafaksiini 1 2000 | -0,33 | 8,19 | 14,07 | 1000 | 9,30 | 5,67 | 643 | 250 | 532 | 497 | 871
amitriptyliini 1 2000 | -5,08 | 7,26 | 895 | 1000 |-10,71| 5,61 | 7,40 | 250 | 547 | 6,41 | 6,08
doksepiini 1 2000 | -1,79 | 584 | 545 | 1000 | 7,02 | 4,52 | 6,10 | 250 | 0,70 | 4,54 | 529
nortriptyliini 1 2000 | -14,13 | 18,97 | 18,92 | 1000 |-10,71| 4,58 | 11,54 | 250 | 7,34 | 6,97 | 9,43
mianseriini 1 2000 |-11,03 | 6,77 6,64 1000 | -12,40 | 4,65 7,79 250 9,02 4,76 4,96
titsanidiini 1 2000 | -4,68 | 10,48 | 10,58 | 1000 | -2,44 | 3,70 9,52 250 14,41 5,62 5,40
mirtatsapiini 1 1600 | -14,00 | 9,21 7,81 800 |[-10,24| 3,74 6,72 200 10,62 | 4,01 4,81
promatsiini 1 2000 |-11,49 | 555 | 7,50 | 1000 | 9,49 | 4,40 | 7,91 | 250 | 3,67 | 519 | 7,11
sitalopraami 1 2000 | -3,61 3,94 517 1000 | -8,41 2,99 6,69 250 3,16 5,89 7,37
klomipramiini 1 2000 | -0,99 | 10,64 | 10,62 | 1000 |-13,16 | 5,92 | 8,28 | 250 | -043 | 7,23 | 6,27
sertraliini 1 1600 | -3,80 7,76 7,45 800 -6,84 | 6,88 9,43 200 7,99 7,01 6,82
Klooriprotikseeni 1 | 2000 | -0,61 | 6,52 | 11,49 | 1000 | -4,98 | 6,70 | 12,99 | 250 | -8,13 | 8,54 | 9,46
paroksetiini 1 2000 | 17,76 | 7,58 | 20,70 | 1000 | 31,82 | 4,09 | 34,30 | 250 | 33,07 | 9,38 | 28,31
Klooripromatsiini 1 | 2000 | -10,14 | 25,32 | 24,11 | 1000 | -9,40 | 4,57 | 8,03 | 250 | 1,05 | 6,77 | 6,01
levomepromatsiini 1| 2000 | -7,96 7,53 8,88 1000 | -12,49| 4,75 8,42 250 5,64 6,77 6,12
olantsapiini 1 2000 | -11,36 | 8,39 | 12,00 | 1000 | 2,85 | 6,66 | 11,13 | 250 | 20,22 | 7,96 | 28,94
tsolpideemi 1 2000 | -14,57 | 4,46 6,83 1000 | -8,33 | 2,95 6,71 250 6,46 5,38 10,25
Klotsapiini 1 2000 | -12,67 | 4,32 | 6,14 | 1000 | 6,86 | 3,03 | 6,90 | 250 | 11,77 | 3,85 | 545
folkodiini 1 400 | 2,24 4,68 7,85 200 -0,21 2,83 5,66 50 8,88 4,02 4,54
tioridatsiini 1 2000 | -0,43 | 7,48 | 7,88 | 1000 | 1,19 | 4,86 | 10,36 | 250 | -7,73 | 595 | 7,67
fluoksetiini 2 2000 | 9,79 | 7,30 | 8,96 | 1000 | 12,59 | 5,10 | 13,46 | 250 | 8,88 | 7,93 | 9,36
tramadoli 2 2000 | 529 | 7,25 | 11,22 | 1000 | -4,75 | 7,94 | 12,14 | 250 | -0,97 | 6,47 | 8,60
PCP 2 800 | 10,44 | 30,05 | 29,24 | 400 | -5,06 | 24,95 | 25,09 | 100 |-11,61| 18,78 | 20,31
orfenadriini 2 2000 | -2,47 | 513 | 7,52 | 1000 | 6,28 | 5,58 | 9,09 | 250 | 3,76 | 4,74 | 6,60
venlafaksiini 2 2000 | 20,11 | 4,99 | 17,72 | 1000 | 0,89 | 541 | 7,02 | 250 | -3,02 | 4,92 | 11,19
amitriptyliini 2 2000 | 9,24 | 7,00 | 9,43 | 1000 | 6,48 | 4,30 | 530 | 250 | -6,58 | 6,73 | 7,56
doksepiini 2 2000 | 8,79 | 4,93 | 7,00 | 1000 | -4,99 | 3,60 | 544 | 250 | -6,69 | 6,07 | 7,78
nortriptyliini 2 2000 | -1,36 | 17,04 | 18,60 | 1000 | -6,59 | 3,94 9,562 250 -5,03 7,10 10,16
mianseriini 2 2000 | 2,64 | 3,41 | 533 | 1000 | -7,94 | 3,78 | 582 | 250 | -3,19 | 5,71 | 6,83
titsanidiini 2 2000 | 9,52 4,47 7,99 1000 1,97 3,03 8,72 250 1,03 6,47 7,69
mirtatsapiini 2 1600| -0,74 | 2,84 | 359 | 800 | -562 | 3,38 | 508 | 200 | -1,80 | 551 | 6,78
promatsiini 2 2000 | 6,41 7,03 8,24 1000 | -3,50 | 4,18 4,17 250 -9,16 6,71 8,45
sitalopraami 2 2000 | 0,12 | 3,13 | 536 | 1000 | 4,04 | 3,54 | 8,40 | 250 | -557 | 6,46 | 10,88
klomipramiini 2 2000 | 19,19 | 9,04 13,20 | 1000 | -5,15 | 5,00 7,36 250 -8,28 8,53 8,14
sertraliini 2 1600 10,28 | 6,51 | 7,27 | 800 | -292 | 597 | 7,38 | 200 | -4,65 | 8,21 | 9,38
Klooriprotikseeni 2 | 2000 | 16,30 | 7,91 | 8,93 | 1000 | -0,20 | 531 | 7,49 | 250 |-18,93| 10,17 | 11,38
paroksetiini 2 2000 | 36,97 | 8,03 | 19,83 | 1000 | 38,82 | 514 | 32,21 | 250 | 17,90 | 9,66 | 27,05
klooripromatsiini 2 2000 | 5,80 8,46 9,88 1000 | -8,45 | 4,17 6,63 250 -6,51 8,89 7,67
levomepromatsiini 2 | 2000 | 5,80 | 846 | 9,88 | 1000 | -8,45 | 417 | 6,63 | 250 | -6,51 | 8,89 | 7,67
olantsapiini 2 2000 | 8,68 | 899 | 15,14 | 1000 | 12,96 | 7,33 | 1523 | 250 | 6,52 | 9,03 | 28,53
tsolpideemi 2 2000 -1,61 | 558 | 6,59 | 1000 | 3,88 | 561 | 646 | 250 | -566 | 6,63 | 13,07
klotsapiini 2 2000 | 0,65 5,87 6,78 1000 | -2,28 | 5,64 6,68 250 -1,15 5,59 7,67
folkodiini 2 400 | 19,58 | 5,74 12,12 200 5,97 4,62 9,38 50 -2,92 5,88 7,37
tioridatsiini 2 2000 | 18,02 | 852 | 8,94 | 1000 | 6,45 | 6,08 | 10,06 | 250 |-1599| 8,20 | 10,40
fluoksetiini 3 2000 | -23,82 | 9,61 17,59 | 1000 |-24,58 | 6,34 | 2217 | 250 |-10,47| 8,93 | 24,23
nortriptyliini 3 2000 | -26,57 | 23,94 | 29,49 | 1000 |-31,73 | 4,51 | 3543 | 250 |-18,10| 10,26 | 30,43
paroksetiini 3 2000 | -4,72 | 4,07 | 7,49 | 1000 | 9,37 | 2,15 | 7,22 | 250 | -553 | 514 | 7,43
tsolpideemi 3 2000 | -30,83 | 9,20 | 19,90 | 1000 |-33,46 | 4,26 | 30,24 | 250 |-21,20| 9,93 | 28,38
folkodiini 3 400 |-14,94 | 9,19 18,59 200 |-24,68 | 3,14 | 32,22 50 -15,48 | 8,61 29,35
buprenorfiini 4 80 | 39,89 | 96,05 | 9365 | 40 | 0,25 | 3,97 | 584 | 10 | 18,25 | 159,85 170,34
norbuprenorfiini 4 80 | 31,96 | 105,50|104,98| 40 | 3,20 | 585 | 6,05 | 10 | 66,89 | 13521 | 134,92
metadoni 5 2000 | -9,59 | 587 | 890 | 1000 |-13,69| 3,40 | 7,48 | 250 | 6,38 | 4,82 | 7,44
oksikoni 6 400 | -5,73 3,38 8,25 200 -4,33 | 2,53 6,17 50 4,65 6,27 7,20
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SISAISILLA STANDARDEILLA LASKETTUNA

Toistettavuus kahdella pienimmalla pitoisuustasolla
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Yhdiste Pit. QOik. ST VT Pit. Oik. ST VT

fluoksetiini 1 50 14,49 9,25 9,89 25 1,99 13,87 | 17,21
tramadoli 1 50 28,95 | 12,50 | 13,62 25 14,91 | 20,01 | 23,77
PCP 1 20 62,59 | 40,96 | 37,59 10 58,21 | 60,06 | 63,59
orfenadriini 1 50 24,58 | 10,24 | 11,83 25 8,52 12,33 | 21,22
venlafaksiini 1 50 6,95 5,35 9,72 25 -6,15 | 10,51 | 13,16
amitriptyliini 1 50 11,16 8,47 7,41 25 -3,27 6,66 10,31
doksepiini 1 50 3,12 6,04 7,38 25 -0,51 7,75 13,16
nortriptyliini 1 50 7,69 6,81 9,02 25 -5,00 7,80 9,12
mianseriini 1 50 14,69 | 10,32 | 11,74 25 1,41 6,17 11,53
titsanidiini 1 50 18,83 5,00 6,19 25 -3,44 9,84 10,66
mirtatsapiini 1 40 13,56 5,23 5,36 20 -7,72 419 5,83
promatsiini 1 50 7,63 6,14 8,00 25 -8,50 6,60 9,88
sitalopraami 1 50 5,12 5,05 7,02 25 -5,75 4,48 6,21

klomipramiini 1 50 13,04 9,81 10,08 25 -3,62 8,57 15,39
sertraliini 1 40 16,51 8,97 10,55 20 0,51 6,44 9,28
klooriprotikseeni 1 50 7,86 10,04 | 13,66 25 2,24 10,11 | 13,38
paroksetiini 1 50 33,48 | 10,88 | 32,88 25 23,39 | 19,02 | 34,10
klooripromatsiini 1 50 12,21 | 10,54 | 10,62 25 -1,73 8,86 13,22
levomepromatsiini 1 50 16,37 10,31 9,77 25 -2,13 9,72 15,93
olantsapiini 1 50 23,51 7,42 28,71 25 19,50 | 10,56 | 16,00
tsolpideemi 1 50 -3,93 4,78 10,01 25 -8,82 5,75 10,38
klotsapiini 1 50 9,93 5,22 8,36 25 0,05 5,21 6,50
folkodiini 1 10 -2,69 4,03 4,45 5 -1,21 1,93 4,94
tioridatsiini 1 50 3,71 10,31 8,93 25 5,13 6,56 9,13
fluoksetiini 2 50 2,06 6,98 8,31 25 2,60 11,18 | 10,75
tramadoli 2 50 13,26 8,63 10,60 25 9,59 14,36 | 14,31
PCP 2 20 40,20 | 36,52 | 35,43 10 42,04 | 49,87 | 53,53
orfenadriini 2 50 12,61 7,16 8,10 25 3,28 7,23 9,87
venlafaksiini 2 50 -2,33 4,12 9,02 25 -6,11 3,51 5,64
amitriptyliini 2 50 -0,46 5,57 7.41 25 -1,86 5,92 6,12
doksepiini 2 50 -2,80 4,53 6,44 25 -1,97 4,18 6,07
nortriptyliini 2 50 -2,91 4,67 8,34 25 -3,91 6,88 6,95
mianseriini 2 50 5,35 4,75 6,72 25 0,72 5,83 5,93
titsanidiini 2 50 5,14 3,98 6,58 25 -2,95 8,63 8,28
mirtatsapiini 2 40 1,40 4,19 6,33 20 -6,30 3,41 7,57
promatsiini 2 50 -4,12 4,00 7,23 25 -4,50 4,88 6,20
sitalopraami 2 50 |-10,38 | 3,86 10,94 25 -21,97 | 4,76 6,93
klomipramiini 2 50 2,44 6,85 8,32 25 -3,08 7,65 7,15
sertraliini 2 40 3,44 5,75 10,14 20 1,05 7,52 6,29
klooriprotikseeni 2 50 -4,35 9,33 11,95 25 0,85 7,93 8,28
paroksetiini 2 50 17,38 8,23 30,93 25 19,33 | 15,57 | 28,44
klooripromatsiini 2 50 3,40 6,88 8,20 25 -1,25 8,36 9,10
levomepromatsiini 2 | 50 3,40 6,88 8,20 25 -1,25 8,36 9,10
olantsapiini 2 50 8,35 4,65 24,03 25 15,52 5,53 8,63
tsolpideemi 2 50 |-11,91 3,81 10,81 25 -4,98 3,99 10,45
klotsapiini 2 50 -1,58 4,18 6,64 25 0,67 4,41 6,85
folkodiini 2 10 | -10,77 | 3,14 3,79 5 2,04 2,02 4,84
tioridatsiini 2 50 -5,34 7,93 7,84 25 5,80 5,60 5,79
fluoksetiini 3 50 -7,87 7,03 26,91 25 -11,29 | 9,71 16,57
nortriptyliini 3 50 |-13,30 | 10,00 | 35,58 25 -20,54 | 40,53 | 46,81
paroksetiini 3 50 -0,79 1,95 7,60 25 -3,41 3,41 5,05
tsolpideemi 3 50 |-20,69 | 8,43 29,06 25 -21,82 | 15,97 | 25,78
folkodiini 3 10 | -15,20 | 3,91 21,98 5 -8,51 10,83 | 13,03
buprenorfiini 4 2 -8,63 | 27,93 | 31,03 1 4,79 20,89 | 24,65
norbuprenorfiini 4 2 5,80 11,78 | 15,13 1 -3,29 | 24,46 | 37,09
metadoni 5 50 15,29 3,95 4,82 25 -3,23 2,96 6,22
oksikoni 6 10 5,75 14,10 | 13,11 5 0,39 27,30 | 24,74

LITE 3 3(3)
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YHDISTEIDEN VALIDOINTITULOKSET KAIKILLA KAYTETYILLA

SISAISILLA STANDARDEILLA LASKETTUNA LIITE 3 4(4)
Derivatisoinnin stabiilisuus
Absoluuttiset vasteet Regressio-

Pit. RSD analyysi
Yhdiste (ng/ml) 1 2 3 4 5 6 7 8 ka. % P)
fluoksetiini 1 1000 | 51546 | 46125 | 48633 | 48788 | 46069 | 42395 | 44980 | 46085 | 46828 | 5,93 0,060
tramadoli 1 1000 | 89488 | 79925 | 91606 | 92364 | 93472 | 89589 | 95281 | 96209 | 90992 | 5,58 0,062
PCP 1 400 59502 | 52087 | 60190 | 59281 | 56438 | 55133 | 58138 | 58703 | 57434 | 4,76 0,867
orfenadriini 1 1000 | 45646 | 41687 | 45089 | 46019 | 44522 | 43189 | 45780 | 47505 | 44930 | 4,02 0,294
venlafaksiini 1 1000 | 71997 | 68437 | 79159 | 82007 | 81026 | 77597 | 78963 | 85419 | 78076 | 7,02 0,032
amitriptyliini 1 1000 | 43498 | 40900 | 44601 | 47659 | 45543 | 42419 | 45463 | 46778 | 44608 | 5,04 0,227
doksepiini 1 1000 7157 6979 7958 7841 7431 7232 7749 7812 7520 | 4,89 0,248
nortriptyliini 1 1000 | 14757 | 14189 | 14700 | 14620 | 13979 | 13145 | 14197 | 14621 | 14276 | 3,77 0,415
mianseriini 1 1000 | 112454 | 110379 | 117349 | 118038 | 109516 | 104916 | 108546 | 112723 | 111740 | 3,95 0,394
titsanidiini 1 1000 | 76908 | 79155 | 86520 | 89892 | 83968 | 74617 | 80192 | 87233 | 82311 | 6,57 0,647
mirtatsapiini 1 800 | 139548 | 127248 | 143502 | 148322 | 137627 | 127705 | 135749 | 143420 | 137890 | 5,45 0,916
promatsiini 1 1000 | 24403 | 23470 | 24973 | 24920 | 24082 | 22187 | 23737 | 24515 | 24036 | 3,80 0,591
sitalopraami 1 1000 | 12770 | 12494 | 13929 | 13999 | 12797 | 12489 | 13150 | 14014 | 13205 | 5,11 0,503
klomipramiini 1 1000 | 39767 | 38267 | 40870 | 43615 | 39500 | 37766 | 38672 | 42590 | 40131 | 5,20 0,783
sertraliini 1 800 81726 | 74913 | 83836 | 85624 | 82666 | 77494 | 81173 | 85160 | 81574 | 4,56 0,531
klooriprotikseeni 1 1000 | 42657 | 40022 | 42661 | 42739 | 38805 | 37761 | 39971 | 42314 | 40866 | 4,84 0,449
paroksetiini 1 1000 | 31594 | 28793 | 34713 | 34758 | 32682 | 29702 | 31319 | 35109 | 32334 | 7,43 0,560
klooripromatsiini 1 1000 | 20610 | 19193 | 22273 | 22735 | 21289 | 19410 | 19979 | 21776 | 20908 | 6,32 0,915
levomepromatsiini 1 1000 | 32009 | 32802 | 35873 | 35579 | 34240 | 32709 | 33529 | 35861 | 34075 | 4,54 0,364
olantsapiini 1 1000 | 26558 | 34387 | 45458 | 50845 | 52606 | 55279 | 63650 | 69465 | 49781 | 28,55 | 0,00002
tsolpideemi 1 1000 | 161434 | 149875 | 164333 | 179298 | 152178 | 143931 | 140566 | 168676 | 157536 | 8,38 0,659
klotsapiini 1 1000 | 41581 | 39037 | 43772 | 46959 | 41055 | 38321 | 39958 | 45287 | 41996 | 7,32 0,853
folkodiini 1 200 12759 | 13334 | 15749 | 16071 | 14146 | 13781 | 14646 | 15907 | 14549 | 8,63 0,226
tioridatsiini 1 1000 | 23145 | 22465 | 24543 | 28302 | 22758 | 22642 | 22126 | 25432 | 23927 | 8,77 0,920
fluoksetiini 2 1000 | 51546 | 46125 | 48633 | 48788 | 46069 | 42395 | 44980 | 46085 | 46828 | 5,93 0,060
tramadoli 2 1000 | 89488 | 79925 | 91606 | 92364 | 93472 | 89589 | 95281 | 96209 | 90992 | 5,58 0,062
PCP 2 400 59502 | 52087 | 60190 | 59281 | 56438 | 55133 | 58138 | 58703 | 57434 | 4,76 0,867
orfenadriini 2 1000 | 45646 | 41687 | 45089 | 46019 | 44522 | 43189 | 45780 | 47505 | 44930 | 4,02 0,294
venlafaksiini 2 1000 | 71997 | 68437 | 79159 | 82007 | 81026 | 77597 | 78963 | 85419 | 78076 | 7,02 0,032
amitriptyliini 2 1000 | 43498 | 40900 | 44601 | 47659 | 45543 | 42419 | 45463 | 46778 | 44608 | 5,04 0,227
doksepiini 2 1000 | 37027 | 36016 | 39949 | 40151 | 39147 | 37392 | 40300 | 41310 | 38912 | 4,82 0,072
nortriptyliini 2 1000 | 14757 | 14189 | 14700 | 14620 | 13979 | 13145 | 14197 | 14621 | 14276 | 3,77 0,415
mianseriini 2 1000 | 112454 | 110379 | 117349 | 118038 | 109516 | 104916 | 108546 | 112723 | 111740 | 3,95 0,394
titsanidiini 2 1000 | 76908 | 79155 | 86520 | 89892 | 83968 | 74617 | 80192 | 87233 | 82311 | 6,57 0,647
mirtatsapiini 2 800 | 139548 | 127248 | 143502 | 148322 | 137627 | 127705 | 135749 | 143420 | 137890 | 5,45 0,916
promatsiini 2 1000 | 45138 | 45083 | 48366 | 48471 | 47856 | 43489 | 46440 | 48358 | 46650 | 4,08 0,608
sitalopraami 2 1000 | 32856 | 30842 | 32788 | 31850 | 30086 | 28610 | 29358 | 30902 | 30912 | 4,98 0,069
klomipramiini 2 1000 | 39767 | 38267 | 40870 | 43615 | 39500 | 37766 | 38672 | 52590 | 41381 | 11,81 0,243
sertraliini 2 800 81726 | 74913 | 83836 | 85624 | 82666 | 77494 | 81173 | 85160 | 81574 | 4,56 0,531
klooriprotikseeni 2 1000 | 16684 | 16270 | 18830 | 19420 | 17292 | 17816 | 18576 | 19612 | 18063 | 6,90 0,095
paroksetiini 2 1000 | 31594 | 28793 | 34713 | 34758 | 32682 | 29702 | 31319 | 35109 | 32334 | 7,43 0,560
klooripromatsiini 2 1000 | 32009 | 32802 | 35873 | 35579 | 34240 | 32709 | 33529 | 35861 | 34075 | 4,54 0,364
levomepromatsiini2 | 1000 | 32009 | 32802 | 35873 | 35579 | 34240 | 32709 | 33529 | 35861 | 34075 | 4,54 0,364
olantsapiini 2 1000 | 28425 | 36909 | 49119 | 54820 | 56957 | 59724 | 69109 | 76346 | 53926 | 29,23 | 0,00002
tsolpideemi 2 1000 | 161434 | 149875 | 164333 | 179298 | 152178 | 143931 | 140566 | 168676 | 157536 | 8,38 0,659
klotsapiini 2 1000 | 41581 | 39037 | 43772 | 46959 | 41055 | 38321 | 39958 | 45287 | 41996 | 7,32 0,853
folkodiini 2 1000 | 12759 | 13334 | 15749 | 16071 | 14146 | 13781 | 14646 | 15907 | 14549 | 8,63 0,226
tioridatsiini 2 1000 | 23145 | 22465 | 24543 | 28302 | 22758 | 22642 | 22126 | 25432 | 23927 | 8,77 0,920
fluoksetiini 3 1000 | 51546 | 46125 | 48633 | 48788 | 46069 | 42395 | 44980 | 46085 | 46828 | 5,93 0,060
nortriptyliini 3 1000 | 14757 | 14189 | 14700 | 14620 | 13979 | 13145 | 14197 | 14621 | 14276 | 3,77 0,415
paroksetiini 3 1000 | 31594 | 28793 | 34713 | 34758 | 32682 | 29702 | 31319 | 35109 | 32334 | 743 0,560
tsolpideemi 3 1000 | 161434 | 149875 | 164333 | 179298 | 152178 | 143931 | 140566 | 168676 | 157536 | 8,38 0,659
folkodiini 3 200 12759 | 13334 | 15749 | 16071 | 14146 | 13781 | 14646 | 15907 | 14549 | 8,63 0,226
buprenorfiini 4 40 764 763 889 940 824 839 878 968 858 8,76 0,067
norbuprenorfiini 4 40 1091 1137 1310 1325 1357 1225 1285 1422 1269 8,80 0,036
metadoni 5 1000 | 47719 | 64069 | 74328 | 79136 | 76289 | 74285 | 79391 | 82002 | 72152 | 15,60 0,014
oksikoni 6 200 3329 4002 4638 4796 4582 4353 4746 5004 4431 | 12,16 0,023




YHDISTEIDEN VALIDOINTITULOKSET KAIKILLA KAYTETYILLA
SISAISILLA STANDARDEILLA LASKETTUNA

Uuton saanto

LITE 3 5(5)

Yhdiste Pitoisuus | Uuton saanto (%) Yhdiste Pitoisuus | Uuton saanto (%)
1 | fluoksetiini 1 1000 92,6 6 | amitriptyliini 2 1000 74,6
2 | tramadoli 1 1000 81,3 7 | doksepiini 2 1000 75,2
3|PCP 1 400 124,6 8 | nortriptyliini 2 1000 74,6
4 | orfenadriini 1 1000 120,1 9 | mianseriini 2 1000 86,4
5 | venlafaksiini 1 1000 94,0 10 [ titsanidiini 2 1000 61,8
6 | amitriptyliini 1 1000 93,1 11 | mirtatsapiini 2 800 83,3
7 | doksepiini 1 1000 97,4 12 | promatsiini 2 1000 73,6
8 | nortriptyliini 1 1000 93,6 13 | sitalopraami 2 1000 72,1
9 | mianseriini 1 1000 107,6 14 | klomipramiini 2 1000 57,7
10 | titsanidiini 1 1000 78,2 15 | sertraliini 2 800 64,9
11 | mirtatsapiini 1 800 104,5 16 | klooriprotikseeni 2 1000 58,8
12 | promatsiini 1 1000 92,0 17 | paroksetiini 2 1000 70,8
13 | sitalopraami 1 1000 90,5 18 | klooripromatsiini 2 1000 57,3
14 | klomipramiini 1 1000 72,4 19 | levomepromatsiini 2 1000 57,3
15 | sertraliini 1 800 81,5 20 | olantsapiini 2 1000 49,6
16 | klooriprotikseeni 1 1000 72,3 21 | tsolpideemi 2 1000 71,6
17 | paroksetiini 1 1000 89,4 22 | klotsapiini 2 1000 70,3
18 | klooripromatsiini 1 1000 76,7 23 | folkodiini 2 200 76,0
19 | levomepromatsiini 1 1000 72,1 24 | tioridatsiini 2 1000 47,7
20 | olantsapiini 1 1000 63,5 1 | fluoksetiini 3 1000 93,4
21 | tsolpideemi 1 1000 89,9 8 | nortriptyliini 3 1000 94,5
22 | klotsapiini 1 1000 88,6 17 | paroksetiini 3 1000 90,4
23 | folkodiini 1 200 95,9 21 | tsolpideemi 3 1000 91,1
24 | tioridatsiini 1 1000 60,1 23 | folkodiini 3 200 97,2
1 | fluoksetiini 2 1000 73,7 25 | buprenorfiini 4 40 78,3
2 | tramadoli 2 1000 64,1 26 | norbuprenorfiini 4 40 89,9
3|PCP2 400 98,1 27 | metadoni 5 1000 80,9
4 | orfenadriini 2 1000 95,6 28 | oksikoni 6 200 88,1
5 | venlafaksiini 2 1000 74,5
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YHDISTEIDEN VALIDOINTITULOKSET KAIKILLA KAYTETYILLA

SISAISILLA STANDARDEILLA LASKETTUNA LIITE 3 6(6)
Mittausepavarmuus
Yhdiste Pit. LME Pit. LME Pit. LME Pit. LME Pit. LME
(ngimh| (%) | (ng/mh) | o) |[(aml) | (%) |@mgmh| () [ (gml)| (%)
fluoksetiini 1 2000 27,22 1000 37,7 250 52,3 50 39,7 25 44,4
tramadoli 1 2000 35,46 1000 39,5 250 38,7 50 68,7 25 68,9
PCP 1 800 89,73 400 78,9 100 65,6 20 167,4 10 210,1
orfenadriini 1 2000 51,98 1000 41,4 250 34,5 50 58,3 25 52,0
venlafaksiini 1 2000 32,57 1000 25,3 250 22,7 50 26,2 25 35,8
amitriptyliini 1 2000 25,18 1000 28,3 250 20,8 50 31,7 25 25,4
doksepiini 1 2000 16,37 1000 20,7 250 14,0 50 20,1 25 30,6
nortriptyliini 1 2000 60,57 1000 32,8 250 27,7 50 27,3 25 26,0
mianseriini 1 2000 29,09 1000 30,7 250 22,7 50 42,9 25 26,3
titsanidiini 1 2000 31,22 1000 21,0 250 32,8 50 40,9 25 29,8
mirtatsapiini 1 1600 36,99 800 25,6 200 24,7 40 31,0 20 21,1
promatsiini 1 2000 29,60 1000 26,2 250 19,1 50 25,3 25 29,2
sitalopraami 1 2000 14,86 1000 22,3 250 19,9 50 20,1 25 19,1
klomipramiini 1 2000 30,14 1000 33,3 250 19,1 50 38,4 25 35,9
sertraliini 1 1600 22,83 800 27,1 200 25,3 40 43,1 20 22,6
klooriprotikseeni 1 2000 26,46 1000 30,9 250 30,2 50 374 25 33,8
paroksetiini 1 2000 56,61 1000 93,9 250 89,1 50 96,3 25 91,0
klooripromatsiini 1 2000 21,62 1000 26,4 250 18,2 50 38,6 25 32,0
levomepromatsiini 1 2000 28,21 1000 31,6 250 21,5 50 43,4 25 37,6
olantsapiini 1 2000 37,06 1000 26,6 250 72,4 50 75,7 25 54,7
tsolpideemi 1 2000 33,41 1000 22,2 250 26,5 50 23,5 25 29,6
klotsapiini 1 2000 29,45 1000 20,4 250 27,1 50 28,0 25 16,7
folkodiini 1 400 18,81 200 12,7 50 21,5 10 13,2 5 10,9
tioridatsiini 1 2000 21,74 1000 23,0 250 24,8 50 28,3 25 24,7
fluoksetiini 2 2000 30,29 1000 38,2 250 30,3 50 22,1 25 31,56
tramadoli 2 2000 28,73 1000 30,5 250 21,6 50 38,1 25 44,8
PCP 2 800 86,42 400 71,5 100 60,0 20 129,7 10 168,8
orfenadriini 2 2000 18,86 1000 24,7 250 17,9 50 33,2 25 25,3
venlafaksiini 2 2000 54,54 1000 17,8 250 25,2 50 20,4 25 18,1
amitriptyliini 2 2000 29,89 1000 18,8 250 24,1 50 18,6 25 17,4
doksepiini 2 2000 24,54 1000 16,4 250 23,8 50 16,7 25 15,2
nortriptyliini 2 2000 50,52 1000 24,5 250 26,8 50 20,0 25 21,1
mianseriini 2 2000 13,70 1000 21,1 250 18,9 50 19,6 25 16,7
titsanidiini 2 2000 26,42 1000 18,9 250 20,2 50 18,5 25 24,6
mirtatsapiini 2 1600 9,28 800 16,6 200 17,8 40 15,4 20 20,8
promatsiini 2 2000 25,17 1000 13,7 250 28,3 50 18,5 25 18,2
sitalopraami 2 2000 12,43 1000 19,9 250 27,7 50 31,1 25 47,0
klomipramiini 2 2000 49,96 1000 20,6 250 28,8 50 22,1 25 21,8
sertraliini 2 1600 28,35 800 19,9 200 26,6 40 24,3 20 19,7
klooriprotikseeni 2 2000 40,39 1000 18,4 250 48,6 50 31,5 25 23,0
paroksetiini 2 2000 85,43 1000 101,4 250 67,7 50 72,9 25 75,5
klooripromatsiini 2 2000 28,48 1000 23,0 250 26,8 50 22,5 25 24,9
levomepromatsiini 2 2000 28,48 1000 23,0 250 26,8 50 22,5 25 24,9
olantsapiini 2 2000 39,26 1000 42,6 250 61,2 50 51,7 25 37,2
tsolpideemi 2 2000 17,56 1000 18,8 250 31,4 50 33,1 25 24,5
klotsapiini 2 2000 17,98 1000 18,1 250 19,1 50 16,0 25 16,4
folkodiini 2 2000 47,47 1000 24,1 250 19,7 50 23,7 25 11,3
tioridatsiini 2 2000 43,70 1000 26,8 250 41,5 50 24,7 25 19,8
fluoksetiini 3 2000 62,26 1000 67,4 250 55,7 50 57,8 25 44,6
nortriptyliini 3 2000 92,71 1000 95,5 250 73,7 50 78,5 25 130,5
paroksetiini 3 2000 19,49 1000 24,1 250 21,2 50 15,8 25 14,0
tsolpideemi 3 2000 75,66 1000 90,6 250 73,6 50 73,3 25 74,7
folkodiini 3 400 51,12 200 81,4 50 68,6 10 54,0 5 37,9
buprenorfiini 4 80 279,90 40 14,1 10 468,6 2 85,3 1 65,3
norbuprenorfiini 4 80 304,45 40 18,0 10 404,8 2 40,1 1 89,1
metadoni 5 2000 28,67 1000 31,9 250 21,8 50 33,0 25 15,2
oksikoni 6 400 21,20 200 15,9 50 21,2 10 40,2 5 73,7




