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Opinnaytety6 tehtiin Terveyden ja hyvinvoinninlaitoksen Oikeustoksikologiayksikén Helsingin
Kytdsuontien toimipisteen laboratoriossa. Laboratorion toiminta on osana Valtion palvelut-
osastoa, joka esimerkiksi ohjaa ja valvoo kuolemansyyn selvittamista ja tekee oikeustoksikolo-
gisia alkoholi-, huume-, ja ladkeainemaarityksia oikeuslaitoksen, lainvalvonnan, terveyden- ja
paihdehuollon seka tyodterveyshuollon tarpeisiin.

Oikeuslaaketieteellinen ruumiinavaus on tarpeellinen silloin kun oikeuslaaketieteellisessa kuo-
lemansyyn selvityksessa kuolemansyyta ei voida ulkoisesti todeta. Akillisissa ja odottamatto-
missa kuolemissa on hyvin tarkeaa saada tietoa esim. vainajan terveydentilasta, talléin suorite-
taan oikeustoksikologisia laboratoriotutkimuksia padasiassa vainajien veresta, virtsasta, lasiai-
sesta, maksasta, mahansisallosta, lihaksesta, hiuksista tai muista saatavilla olevista naytemat-
riiseista.

Tassa tydssa naytematriiseina kaytettiin post mortem -verta ja -virtsaa. Tyon tarkoituksena oli
maarittaa kvantitatiivisesti vainajanaytteista y- (GHB) ja B-hydroksibutyraatti (BHB) seka vali-
doida menetelm&. BHB:ta voidaan pitdaa hyvana biomarkkerina alkoholiketoasidoosille. BHB:ta
analysoitaessa voidaan erotella alkoholiketoasidoosi, diabeettinen ketoasidoosi ja hypersmo-
laarinen hyperglykeeminen tila toisistaan. GHB on erittdin vaarallinen viihdekéytdssa oleva
huumausaine, jonka akuutti myrkyllisyys on aiheuttanut useita tahattomia kuolemia. GHB:ta
kaytetaan jonkin verran myots seksuaalirikoksissa huumaavien ominaisuuksien vuoksi. Nayt-
teet analysoitiin kaasukromatografia-massaspektrometrisesti.

Ty0Ossa validoitavia parametreja oli menetelmén kalibroinnin lineaarisuus ja tarkkuus, kalibroin-
nin oikeellisuus ja tarkkuus, detektio- ja maaritysrajat, toistuvuus, ulkoinen naytt6 tulosten oi-
keellisuudesta, matriisiefektin maarittdminen, mittausepavarmuus ja laajennettu mittausepa-
varmuus.

Menetelman todettiin olevan riittavan tarkka ja lineaarinen kayttotarkoitukseensa. Detektiora-
jaksi saatiin y-hydroksibutyraatille 1 mg/l ja B-hydroksibutyraatille 37 mg/l. Maaritysrajaksi
GHB:lle veresta ja virtsasta saatiin 3 mg/l ja BHB:lle 50 mg/l. Raportointiraja BHB:lle on 50 mg/I
ja GHB:lle elavista potilaista 10 mg/l ja vainajista 50 mgl/l.

Menetelma tayttaa vaatimukset ja sitd voidaan kayttda maaritettdessa kvantitatiivisesti 8- ja y-
hydroksibutyraattia.

Avainsanat B-hydroksibutyraatti, y-hydroksibutyraatti, GC-MS, Validointi
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The thesis work was carried out at National Institute for Health and Welfares Forensic toxi-
cology unit in Helsinki, Kytdsuontie agency. The laboratory is part of government services
that provides for example guidance and supervision as regards establishing the cause of
death. The laboratory also performs forensic post- mortem examinations.

Forensic autopsy takes place when the cause of death cannot be determined externally by
a medical examiner. When death has occurred suddenly or unexpectedly it is very im-
portant to, for example, have information about the state of health of the deceased. In that
case, forensic toxicology examination takes place mainly from blood, urine, vitreous hu-
mor, content of the stomach, muscle, hair or another obtainable sample matrix of the de-
ceased.

In this work, only post- mortem blood and urine were used as a sample matrix. The aim of
this thesis was quantitation of B- hydroxybutyrate (BHB) and y- hydroxybutyrate (GHB) in
post- mortem blood and urine and to validation of the method. BHB is potential biomarker
for alcoholicketoacidosis. When analyzing BHB you can demerge alcoholicketoacidosis,
diabetic ketoacidosis and hypersmolar hyperglycemic state. GHB is very dangerous drug
and its acute poisoning has caused several accidental deaths. GHB is sometimes used in
sexual assaults for its stunning gualities. Samples were analyzed by using gas chroma-
tography-mass spectrometry.

The aim of the validation is to provide reliable results and to point out that the method is
applicable for its use. In this work validated parameters were calibration linearity and accu-
racy, trueness of calibration and accuracy, detection- and concentration limits, repeatability
and reproducibility, trueness of quality control samples, matrix effect and standard and
expanded uncertainty.

The method is found to be precise and linear for its use. Detection limit for GHB is 1 mg/I
and BHB 37 mg/l. Concentration limit for GHB blood and urine is 3 mg/lI and for BHB blood
and urine 50 mg/l. Reportage limit for BHB is 50 mg/l and for GHB for alive is 10 mg/l and
deceased 50 mg/I.

Method fulfills requirements and can be used for quantitative determination of $- and y
hydroksybutyrate.

Keywords B-hydroksybutyrate, y-hydroksybutyrate, GC-MS, Validation
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Kiitossanat

Opinnaytety6 tehtiin Terveyden ja hyvinvoinninlaitoksen Oikeustoksikologian yksikdssa
Helsingissa Kytdsuontien toimipisteessa. Haluan Kkiittaé laboratoriopdallikkd Raimo
Ketolaa seké yksikonpaallikkoa Teemu Gunnaria mahdollisuudesta suorittaa opinnay-
tetyoni Oikeustoksikologian yksikdssa. Kiitan myds minua laboratoriossa ohjannutta
henkildkuntaa. Erityiskiitokset kuuluvat ohjaajalleni llpo Rasaselle hyvasta ohjauksesta

ja tuesta opinnaytetydn suorituksen varrella.
24.5.2016 Helsingissa

Heidi Tetri
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1 Johdanto

Opinnaytety6 suoritettiin Terveyden ja hyvinvointilaitoksen Oikeustoksikologiayksikos-
sé. Yksikon tarkoituksena on tuottaa oikeustoksikologisia seka paihdetutkinnan piiriin
kuuluvia laboratoriotutkimuksia ja asiantuntijalausuntoja seké arvioida ja kehittaa paih-
detestauksen kaytantdja ja menetelmid. Oikeustoksikologiayksikkd tarjoaa asiantunti-
japalveluita seka koulutustoimintoja pdihteisiin ja niiden testauksiin liittyen. Yksikdssa
tutkitaan myos paihteiden ja uusien muuntohuumeiden kayttoa ja esiintyvyytta paihde-

analyyttisia menetelmia hyodyntamalla.

Opinnaytetydn tarkoituksena oli maarittaa kvantitatiivisesti y-hydroksibutyraatti (GHB)
ja B-hydroksibutyraatti (BHB) vainajien veresta seka virtsasta. y-hydroksibutyraattia
maaritetaan myos elavistd esimerkiksi seksuaalirikoksissa. BHB on hyva biomarkkeri
alkoholiketoasidoosista (AKA). BHB:lla voidaan indikoida kroonista alkoholismia tai
hetkellisté alkoholin kulutusta, ja se voidaan todeta pitkan ajan jalkeen etanolin hajottua
kehosta. BHB:lla on my0ds suuri merkitys diabeettisen ketoasidoosin (DKA) maéarityk-

sessa.

GHB on vahva keskushermoston stimulantti ja se on erittdin vaarallinen viihdekaytossa
oleva huumausaine. Sen akuutti myrkyllisyys on aiheuttanut useita tahattomia yliannos-
tuskuolemia. y-butyrolaktoni (GBL) sen sijaan imeytyy nopeasti ruuansulatuskanavas-
ta, muuttuen entsyymien vaikutuksesta GHB:ksi. GBL on vaikutukseltaan nopeampi

kuin GHB ja néin ollen sen vaarinkayttomahdollisuudet ovat suuret.

Menetelméa validoitiin. Validoinnin tarkoituksena oli osoittaa, ettd menetelmat ovat tar-
peeksi herkkia ja antavat luotettavia tuloksia niin vainajien veresta ja virtsasta BHB:lle

seka vainajien ja elavien potilaiden veresta ja virtsasta GHB:lle.

Teoriaosuudessa on keskitytty kuvailemaan Suomessa suoritettavaa kuolemansyyn
selvitysta, diabetesta, ketoasidoosin muodostusta elimistdssa seké validointiin liittyvia

parametreja.



2 Kuolemansyyn selvittaminen Suomessa

Kuolemansyyn selvittamista koskevan lain 7 §:n mukaan poliisi vastaa oikeuslaaketie-

teellisesta kuolemansyyn selvittamisesta:

1. kun kuoleman ei tiedeta johtuneen sairaudesta tai kun vainaja ei ole viimeisen

sairautensa aikana ollut ladkarin hoidossa.

2. kun kuoleman on aiheuttanut rikos, tapaturma, itsemurha, myrkytys, ammatti-
tauti tai hoitotoimenpide tai kun on aihetta epéilla kuoleman johtuneen jostakin
edell& mainituista syista; tai

3. kun kuolema on tapahtunut muuten yllattavasti.

Kohtien 1 ja 3 mukaisissa tapauksissa kysymyksessa ovat &killiset, odottamattomat ja
yllattavat luonnolliset kuolemat, ilman etté vainaja olisi kuolemaa edeltdvana aikana tai
ainakaan kuolemaan johtaneen &killisen sairauden aikana ollut ladkérin hoidossa. [29,
s.84] Luonnollisella kuolemalla tarkoitetaan taudin aiheuttamaa kuolemaa, talléin kuo-
lintodistukseen merkitdan perussyyksi kyseinen tauti. Vaikuttavia tekijéita voi kuitenkin
olla yksi tai useampi muu tauti ja/tai ulkoinen tekija, kuten vamma, alkoholin nauttimi-

nen yms. [29, s.79]

Kohdan 2 mukaisissa tapauksissa on kyse ei-luonnollisista kuolemista tai sellaisen
epdilysta. Myds vammautumisen tai muiden toisen kohdan tapausten pitkaan jatkuneet
jalkitilat ja kuolema jopa vuosien paasta tapahtuman jalkeen kuuluvat oikeuslaéketie-
teellisten kuolemansyyn selvitysten piiriin. Esimerkiksi todetut tai epaillyt ammattitauti-
kuolemat. [29, s.84]

Erityisolosuhteissa kuten armeijassa, kiinni- tai sailddnotettuna, pidatettyna, vangittuna
tahdon vastaisessa hoidossa tai vastaavissa olosuhteissa kuolleiden seka tuntematto-
mien vainajien kuolemansyyn selvittdminen vaatii poliisille ilmoittamisen ja oikeuslaake-
tieteellisen kuolemansyyn selvittamisen. Poliisi huolehtii ruumiin kuljettamisen oikeus-
ladketieteelliseen ruumiinavaukseen. Oikeusladketieteellisestd kuolemansyyn selvitta-
misesta aiheutuneista kustannuksista vastaa valtio, ellei toisin ole sdadetty tai tuomio-

istuin ole maarannyt. [29, s.84]



Poliisin on ilmoitettava syyttajélle kuolemasta, joka on tapahtunut henkilon ollessa lain
maarittdmassa, poliisin hallinnoimassa sailytystilassa tai poliisin valvonnassa vapau-

tensa menettaneena. [21.]

Poliisi voi siis maarata oikeuslaéketieteellisen ruumiinavauksen kuolemansyyn selvit-
tamiseksi, ja sen jarjestamisesta vastaa Terveyden ja hyvinvoinninlaitos (THL). Mikali
poliisilla ei ole lainmukaista velvoitetta ryhtya oikeusléaéketieteelliseen kuolemansyyn
selvittamiseen, vainajan kuolemansyy selvitetaan ladketieteellisen jarjestelman mukai-

sesti vainajaa hoitaneen laékarin tai terveyskeskuksen virkalddkarin toimesta. [21.]

THL ja oikeuslaakarit vastaavat oikeuslaaketieteellisestd ruumiinavaustoiminnasta.
[21.]

Poliisi kutsuu laakarin tapahtumapaikalle epaillyissa rikostapauksissa ja joissakin epa-
selvissa kuolemantapauksissa. Talloin 1&akéari suorittaa poliisin maarayksesta ruumiin
oikeuslaaketieteellisen ulkotarkastuksen ja tarvittaessa siihen liittyvan tapahtumapaik-
katutkimuksen. [29, s.84]

Ulkotarkastus on tarked ruumiin tutkimusmenetelmd, tapahtumapaikkatutkimukseen
litettynd se voi antaa mahdollisuuden tehda havaintoja, jotka usein auttavat ratkai-
sevasti kuoleman olosuhteiden, kuolemansyyn ja -luokan sekad kuolinajan méaarittami-
seen. Usein on kuitenkin niin ettéd kuolemansyytéa ei pystyta ulkotarkastuksessa totea-
maan. [29, s.84-85]

Tapahtumapaikalla laakéari suorittaa seuraavat tehtavat:

e Toteaa kuoleman, kuolemaa todettaessa tulee ottaa huomioon ensi- ja toissijai-
set kuolemanmerkit, jotka antavat viitteitéa kuolinajasta, ruumiin kuolemanjalkei-

sistd asennoista ja joistakin myrkytyksista. [29, s.85]

o Maarittaa kuolinajan, ruumiin lampétilaan, lautumiin, kuolonkankeuteen, mata-
nemiseen ja muihin kuolemanjalkeisiin muutoksiin liittyvat havainnot tulee talti-
oida tarkasti ja niiden perusteella voidaan tehda p&atelmid aikavalista, jolloin
henkild on kuollut. [29, s.85]



e Tekee havainnot kuolemansyyn ja -luokan maarittdmiseksi, ulkotarkastuksen
yhteydessa vainaja tulee aina riisua ja tutkia kokonaan. Vammojen esiintyessa
kehon eri osissa seka niiden laatu ja laajuus tutkitaan ja tiedot taltioidaan huo-
lellisesti. Havaintojen perusteella voidaan tehda paatelmid kuolemansyysta ja
kuolintavasta seké kaytetysta voimasta ja laadusta. Vammojen perusteellinen
kartoitus on tarkedd, vaikka ulkotarkastuksen jalkeen tehdaan oikeuslaaketie-
teellinen ruumiinavaus. Ruumiinavaus suoritetaan yleensa yhden tai useamman
vuorokauden kuluttua, jolloin mahdolliset matdnemismuutokset voivat edeté pit-
kélle esimerkiksi vesiruumiissa ja vammojen arvioiminen voi olla talléin vaikeaa.
[29, s.85]

e Ottaa naytteita, ulkotarkastuksessa voidaan ottaa rajallinen maara oikeuskemi-
allisia naytteitd. Talloin voidaan ottaa esimerkiksi verinayte alkoholimaaritysta
varten. Naytteestd voidaan maarittdd myods hakaa, laékeaineita, huumeita ja
muita myrkyllisia aineita. Etenkin alkoholin maéaritystéa varten verindyte on otet-
tava mahdollisimman pian kuoleman jalkeen tapauksissa joissa tuloksella voi
olla oikeudellista merkitysta kuten mm. liikenneonnettomuuksissa, tyGtapatur-
missa ja henkirikoksissa. Virtsa on varsin hyvin séilyvaa ja nayte yleensa ote-
taan itse ruumiinavauksessa. [29, s.86]

¢ Varmistaa vainajan henkil6llisyyden ja muodostaa kasityksen kuolemaan liitty-
vista olosuhteista. Kuoleman olosuhteiden perusteella ratkaistaan, tehdaankd
kuolemansyyn selvittaminen laaketieteellisen vai oikeuslaéketieteellisen jarjes-

telman mukaisesti. [22.]

Oikeuslaaketieteellinen ruumiinavaus on suoritettava, jos kuolemaa ei ole voitu todeta
oikeuslaaketieteellisen ulkotarkastuksen tehneen laakarin lausunnon ja muiden tutkin-
nassa ilmenneiden seikkojen perusteella, ennen kuin kuolleen saa haudata tai luovut-
taa opetuskayttoon. Ruumiinavaus on tehtdva mahdollisimman pian kuoleman jalkeen

ja henkirikostapauksissa tai sellaista epéailtdessa paivystysluonteisesti. [29, s.86]

Oikeuslaaketieteellinen ruumiinavaus tehddan poliisin maarayksestd, ilman omaisten
suostumusta. Talléin méarayksen voi antaa poliisipiirin paallikko tai poliisipiirin johto-
saannodssa maaratty muu virkamies, laaninhallitus, keskusrikospoliisi tai tuomioistuin.
Maarayksesta ilmenee minka kuolemansyyn selvittamistd koskevan 7 8:n momentin

mukaan poliisi on ryhtynyt tutkintaan ja oikeusladketieteelliseen kuolemansyyn selvit-



tamiseen. Ruumiinavausmaarayksen mukana avauksen tekevalle Ia&karille ilmoitetaan
my0Os tarpeelliset tiedot vainajan henkilollisyydesta, kuolinajasta, kuolinpaikasta jne.
Poliisi toimittaa tapauksesta tiedot joista ilmenee tapahtumien yleiskulku, taustatiedot
mahdollisista alkoholin ja muiden huumaavien aineiden kayttsta seka alkoholismista ja
narkomaniasta, olennaisista sairauksista ja invaliditeeteista, kaytetyista laakkeista, pai-
kalta mahdollisesti I6ydetyista resepteista jne. [29, s.87]

Suomessa oikeuslaaketieteellinen ruumiinavaus tarkoittaa taydellista ruumiinavausta,
jossa kaikki ruumiinontelot avataan ja niiden elimet tutkitaan perusteellisesti. Samoin
tutkitaan myds kaikki mahdollisten ulkoisten tekijoiden aiheuttamat elinmuutokset. Oi-
keusladketieteelliseen ruumiinavaukseen voi liittyd monenlaisia lisatutkimuksia, kuten
naytteiden ottamista, rontgentutkimuksia luun murtumien ja mahdollisten luotien totea-
miseksi, tuntemattomien vainajien oikeushammaslaaketieteellista tunnistamista seka

mahdollisten puremajélkien tutkimista jne. [29, s.87]

Tunnistamista varten tarkeaé on ottaa DNA-tutkimusta varten verinaytteet ja muut elin-
naytteet. [29, s.88]

Erikoisemmissa tapauksissa voidaan joutua tekem&an neuropatologisia tutkimuksia
jolloin aivot ja mahdollisesti selkaydin kiinnitetdan kokonaisina formaliiniin ja toimite-

taan erikoisasiantuntijalle. [29, s.88]

Histopatologisten naytteiden ottaminen eri elimista kuten aivot, sydanlihas, keuhkot,
maksa ja munuaiset, kuuluvat rutiinitoimenpiteisiin makroskooppisten muutosten selvit-
tamiseksi (vammat, vammanika, vamman elinaikaisuus, sairausmuutokset jne.) ja ta-

pauksissa joissa kuolinsyy jaa epaselvaksi ruumiinavauksessa. [29, s.88]

Hukkumiskuolemissa ja vesiruumistapauksissa otetaan myds pii-levamaaritykset ku-

dosnaytteista kuten aivot, keuhkot, maksa, munuaiset ja tarvittaessa luuydin. [29, s.88]

Biokemiallisiksi naytteiksi otetaan paasaantdisesti virtsaa, verta ja silman lasiaisnestet-
ta. [29, s.88]

Oikeuskemiallisiin naytteisiin kuuluu perifeerinen laskimoverinayte, virtsanayte, silman
lasiaisnayte, mahansisaltd ja maksanéayte. Naytteistd voidaan todeta mahdolliset alko-

holit, lA&keaineet, huumeet ja muut myrkylliset aineet. Alkoholi-, |&&keaine- ja huu-



mausainepitoisuudet tulee aina varmentaa hyvaksytyilla kemiallisilla menetelmilla, jotta

ne ovat oikeudellisesti patevia. [29, s.88]

Oikeuskemiallisista naytteisté verinayte on otettava mahdollisimman pian kuolemasta
tapauksissa, joissa vainaja on ollut liikenneonnettomuudessa, tydtapaturmassa tai sel-
laisessa tapahtumassa, joissa verenalkoholipitoisuudella on oikeudellista merkitysta.
Viive kuolemasta ruumiinavaukseen on Suomessa useita vuorokausia ja talléin ve-
renalkoholipitoisuus voi muuttua esim. mikrobitoiminnan vaikutuksesta. Nayte otetaan
yleisesti nayteputkeen, johon on lisatty mikrobitoimintaa estavad kemikaalia kuten

esim. natriumfluoridia. [29, $.392]

Ruumiinavauksessa oikeuslaakari ottaa laajat oikeuskemialliset naytteet esim. epéilta-
essa myrkytysta. Tutkittavien kudosten valinnassa on vaihtoehtoja ja ndiden vélisia
pitoisuuksia voidaan vertailla keskendéan. Virtsaa, joka on keskeisin nayte kliinisessa
toksikologiassa, on saatavilla vain noin 75 % tapauksista. Kudosten hajoamisessa syn-
tyvia pienimolekyylisid yhdisteita saattaa esiintyd runsaasti. Verisolujen hajoamisen el
hemolyysin vuoksi vainajista on kaytettava seerumin tai plasman sijaan kokoverta. [29,
s.393]

Hyvin tavallista on, etta taustatiedoissa mainituista aineista huolimatta oikeuskemialli-
sissa tutkimuksissa l6ydokset eivat ole samoja. Talléin useamman kuin yhden kudok-
sen tai biologisen nesteen analysointi antaa lisavarmuutta 16ydoksille. Joskus on mah-
dollista tehda paatelmida myrkytysajankohdasta, myrkyn saantitavasta ja myrkytyksen
akillisyydesta. [29, s.394]

Elavien henkildiden oikeustoksikologisia naytteita ovat veri (plasma, seerumi), virtsa ja
mahansisaltd. Tarpeen vaatiessa hiusnaytteita voidaan myds ottaa haluttaessa arvioi-

da huumeiden kayton historiaa kuukausien ajalta. [29, s.394]

Hieman yli puolet oikeuslaaketieteellisesti tutkittavista tapauksista kuuluu &killisten
odottamattomien kuolemien ryhm&an. Huomattava osa henkildista I0ytyy siis kuolleena
ilman silminnakijoita tai niitd ei ainakaan ole tiedossa. Ryhma on erityisen tarkea siina-
kin mielessa, ettd oikeusladketieteelliseen ruumiinavaukseen lahetetyista luonnollisena
pidettyjen akkikuolemien joukosta paljastuu sdanndllisesti erityyppisid vakivaltaisia kuo-

lemia ja jopa henkirikoksia. [29, s.121]



Kuoleman &killisyys perustuu yleensa taudille ominaiseen kuolinmekanismiin, joka joh-

taa kuolemaan joko lahes valittdomasti tai sekuntien/minuuttien kuluttua. [29, s.121]
Kuolinmekanismi eroaa kuolemansyysta siten ettéd kuolinmekanismilla tarkoitetaan
normaalista poikkeavaa elimiston fysiologisten ja biokemiallisten tapahtumien sarjaa,
joka johtaa suoraan kuolemaan tai jonka peruskuolemansyy kaynnistda. Kuoleman-
syylla tarkoitetaan siis puolestaan jotakin vakavaa vammaa, myrkytysta tai sairautta,
joka aloittaa elimistdssa kuolemaan johtavan tapahtumaketjun. [29, s.93]
Kuolemansyy johtaa siis aina kuolemaa edeltavaan agonaaliseen shokkiin, jolloin eli-
mistéssa puolustusmekanismit toimivat uupumukseen asti. Akillinen uhkaava agonaali-
nen shokki voidaan hoitotoimenpiteillda kumota ja kuolema estéa. [29, s.93]
Vuoden 2016 alusta lahtien Suomessa tehdéaén oikeuslaaketieteellisia ruumiinavauksia
viidelld paikkakunnalla; Helsingissa, Turussa, Tampereella, Oulussa ja Kuopiossa.
Terveyden ja hyvinvoinnin laitos hyvaksyy sairaalan tai muun paikan, jossa ruumiin-
avaus tehdaan.
Kuolemansyyn selvittdmisen tavoitteena on:

¢ vainajan henkil6llisyyden varmentaminen.

e kuoleman olosuhteiden selvittdminen.

¢ vainajan kuolemansyyn ja kuolemanluokan maarittaminen.

¢ antaa hautauslupa.

e tehdéa ilmoitus kuolemasta rekisteriviranomaiselle.

e antaa kuolintodistus. [22.]



Taulukko 1.  Oikeuslaaketieteellisten ruumiinavausten maara vuosina 2008-2015.

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Kuolemien lkm. 49094 | 49883 | 50887 | 50585 | 51707 | 51472 | 52186 | 52492

Oikeuslaaketieteellisia| 24,4 24,4 23,2 21,0 19,4 18,5 18,4 ?
avauksia (%)

Oikeuskemiallisia 13,7 13,8 14,0 13,2 12,6 12,8 12,9 11,8
tutkimuksia (%)

Oikeuslaaketieteellisten ruumiinavausten maara on sittemmin hieman vahentynyt. [23.]

3 Diabetes

Diabetes on aineenvaihdunnansairaus, joka estdd kehoa kayttaméasta kunnolla ravin-
nosta saatua energiaa. Diabetes kehittyy silloin kun haima tuottaa insuliinia hyvin va-
han tai vaihtoehtoisesti se ei tuota sita ollenkaan. Diabetes voi kehittyd myds silloin kun
haima tuottaa insuliinia mutta keho ei pysty hyodyntamaan sitéa kunnolla. [13.] Diabetes
on maailman viidenneksi yleisin kuolinsyy. Se luokitellaan kahteen erityyppiseen diabe-
tekseen. [6.]

Tyypin 1 diabetesta sairastaa keskimaarin 10 % kaikista diabetespotilaista. Se on sai-
raus jossa haiman beeta-solujen tuhoutuminen johtaa absoluuttiseen insuliinin puutok-
seen. Yleisin tyypin 1 diabeteksen aiheuttaja (n. 95 %) on geneettinen virhe immuu-
nisysteemissd, jota pahentaa ymparistotekijat. Tyypin 1 diabeteksessa insuliinin injek-

tointi paivittdin on tarkeaa. [6.]

Tyypin 2 diabetesta, aikuistyypin diabetesta, ("insuliinista riippumaton diabetes”), sai-
rastaa keskiméérin 90 % kaikista diabeetikoista. Tyypin 2 diabetes kehittyy, kun keho
tuottaa puutteellisesti insuliinia tai kun keho ei pysty sitda hyddyntdamé&an kunnolla, tata

kutsutaan insuliiniresistanssiksi. Sita tavataan yleisesti yli 40-vuotiailla, joiden suku-




taustassa on todettu olevan diabetesta. Ylipaino on vahvasti yhteydessa 2 tyypin dia-
betekseen. [6.] Etenkin vyotardlihavuus eli rasvakudoksen kertyminen vatsaonteloon ja
maksaan johtavat sokeriaineenvaihdunnan hairioon ja sita kautta diabetekseen. [34.]
Esidiabetes on aikuistyypin diabeteksen esivaihe, joka vuosien varrella kehittyy varsi-
naiseksi diabetekseksi. Heikentynyt paastosokeri ja heikentynyt glukoosinsieto ovat
sokeriaineenvaihdunnan hairioita ja naita voidaan kutsua esidiabetekseksi. [35.]

4 Ketonit, ketoaineet, ketoosi ja ketoasidoosi

Ketonit ovat orgaanisia yhdisteita jotka sisaltavat funktionaalisena ryhmana hiiliatomin,
joka on sitoutuneena kaksoissidoksella happiatomiin ja kahteen muuhun hiiliatomiin.
Asetoni ja asetoasetaatti luokitellaan ketoneiksi, mutta B-hydroksibutyraatti ei kemialli-
sessa mielessa ole ketoni, vaikkakin se luokitellaan kyseiseksi yhdisteeksi esiintyes-

saan tasapainossa asetoasetaatin kanssa. [1.]

Ketoaineita muodostuu kehoon maksassa, jossa suurin osa rasvahappo-oksidaation
tuotoksesta, asetyyli-CoA:sta hapettuu mitokondriaalisessa sitruunahappokierrossa
hiilidioksidiksi ja energiaksi. Osa kuitenkin hajoaa ketogeneesissa eli maksan ja munu-
aisten soluissa tapahtuvassa prosessissa asetoasetaatiksi. [2.]

Asetoasetaatti hajoaa entsymaattisesti B-hydroksibutyraatiksi, tai spontaanisti aseto-
niksi ja hiilidioksidiksi. Reaktio voi olla my6ds reversiibeli -hydroksibutyraatti dehydro-
genaasi entsyymin vaikutuksesta. Asetonin merkitys ketoasidoosin muodostumisessa
on vahainen. [1.] Kokonaisketoaineista asetonilla on vain 2 %:n osuus. [6.] Ketoaineista

yleisimpia kehossa on asetoasetaatti, §-hydroksibutyraatti ja asetoni. [3.]

Kehon korkeaa ketoainepitoisuutta kutsutaan ketoosiksi. [4.] Ketoosissa asetoasetaat-
tia muodostuu kehoon nopeammin kuin sitd pystytadan metabolisoimaan. [2.] Nain ollen
korkea ketoainepitoisuus aiheuttaa veren pH:n madaltumista (happamoitumista), tata
kutsutaan ketoasidoosiksi. [5.] Ketoasidoosin voi olla tulos monista sairauksista, mutta
paasaantoisesti se johtuu alkoholin vaarinkaytosta ja diabeteksesta. Alkoholismissa,
alkoholin (etanoli) suurkulutus johtaa kehon kuivumiseen (kautta oksentelun ja ripuloin-
nin) ja BHB:n muodostumiseen rasvahapoista. [39.] Aivot pystyvat kayttamaan ketoai-

neita energian lahteend, silloin kun glukoosia ei ole kehossa tarpeeksi. Asetonin lasna-
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olo ei esta korkeita BHB-pitoisuuksia (>250 mg/l), nain ollen sita voidaan kayttaa indi-

kaattorina patologisesti merkittéavassa ketoasidoosissa. [38.]

] 0 CH 0 8]
] o ! o |
CHz—C—CH;—C., CHz—C—CH—C., CHz—C—CHg
o- | o~
H
asetoasetaatti B-hydroksibutyraatti asetoni

Kuva 1. Ketoaineiden kemialliset rakennekaavat [2.]

4.1 B-hydroksibutyraatti

BHB:a pidetdan hyvin potentiaalisena biomarkkerina alkoholiketoasidoosissa (AKA).
BHB:lla on mahdollista indikoida kroonista alkoholismia tai hetkellista alkoholin kulutus-
ta, ja se voidaan todeta vield pitkan ajan jalkeen etanolin hajottua kehosta. Silla on
myds suuri merkitys diabeettisen ketoasidoosin (DKA) maarityksessa. [3.] BHB:n, ase-
tonin ja glukoosin pitoisuuksien maéarittdminen on oleellisen tarke&é tunnistettaessa ja
eroteltaessa alkoholiketoasidoosi diabeettisesta ketoasidoosista. [37.] Glukoosipitoi-
suuden maaritysta ei tosin ole hyva tehda vainajan veresta, koska yleensa pitoisuuk-
sien on todettu laskevan lédhelle nollaa muutama tunti kuoleman jalkeen. Silman la-
siaisnesteen glukoosipitoisuuksia voidaan pitda luotettavampina AKA:n ja DKA:n erot-
telussa glukoosipitoisuuksien pysyessa alle 2000 mg/l, huonosti hoidetussa diebetek-
sessa pitoisuudet voivat kohota yli 2000 mg/l. BHB:a voidaan mitata veren sijasta myos
silmén lasiaisnesteesta, niiden pitoisuuksien on todettu korreloivan hyvin keskenaan.
[38.]

BHB-pitoisuutta alle 50 mg/l voidaan pitaa normaalina, 51-249 mg/l pitoisuus ilmaisee
kohonneen BHB-pitoisuuden, kun taas yli 250 mg/l BHB pitoisuus on korkea ja patolo-

gisesti merkittava. [39.]

Kokonaisketoainepitoisuus on riippuvainen BHB:n konsentraatiosta. BHB:n osuus ko-

konaisketoaineista on keskim&arin 78 %. [6.]
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4.2 Alkoholiketoasidoosi (AKA)

Matala tai puuttuva etanolipitoisuus veressd, kohonneiden asetonipitoisuuksien kanssa
ei viela itsestdan selitéa vainajan kuolinsyytd, mutta antaa viitteitd kroonisen alkoholis-
min taustan omaavien vainajien mahdollisesta ketoasidoosista. Alkoholiketoasidoosi on
yhdistettavissa krooniseen alkoholismiin ja vahentyneeseen ravinnon saantiin. Ravin-
non vahentymisen johdosta glukoosia on saatavilla vahemman ja nain ollen maksan
glykogeenivarastojen pienentyminen johtaa kasvaneeseen lipolyysiin ja ketogeneesiin.
[6.] AKA eroaa diabeettisesta ketoasidoosista siten etta BHB/asetoasetaatti-suhde on
korkeampi kuin diabeettisessa ketoasidoosissa. [3.]

4.3 Diabeettinen ketoasidoosi (DKA)

DKA yhdistetdan tyypin 1 diabetekseen ja se liittyy insuliinin puutokseen ja hypergly-
kemiaan, korkeaan verensokeriin. Insuliini kontrolloi kehon glukoosia; jos insuliinipitoi-
suus on alhainen, se aiheuttaa kehoon nestehukkaa ja ylikuormittumista glukoosista.

Talloin kehoon muodostuu ketoasidoosi. [3.]

DKA on hengenvaarallinen tila, joka voi ilmeté insuliinin puuttuessa kokonaan kehosta,
kuten tyypin 1 diabeteksessa, tai puutteellisesta insuliinipitoisuudesta stressin tai vaka-
van sairastumisen yhteydessa, joko tyypin 1 tai 2 diabeteksessa. Arviolta noin kolmas-
osa kuolemista johtuu diabeettisesta ketoasidoosista, ihmisilla joiden tiedetaan sairas-

tavan diabetesta. [1.]

Diabeettinen ketoasidoosi kehittyy varsin Iyhyella aikavalilla, alle 24 h:ssa ja kuollei-
suus on talléin 2-5 %. Diabeettisesta ketoasidoosista johtuva kuolema voidaan osoittaa
korkeiden ketoaine- ja glukoosipitoisuuksien aiheuttaman hyperglykemian kehittymi-

sestd ennen kuolemaa. [6.]
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AKA: DKA:
+ Asidoosi * Asidoosi
* Ketoosi * Ketoosi
* Hypoglykemia tai normaali glu- « Hyperglykemia
koosi
- Korkea ketonipitoisuus - Korkea ketonipitoisuus
- Matala/normaali glukoosipitoi- - Korkea glukoosipitoisuus
suus

Kuva 2. Tyypillisia tunnusmerkkejé/eroja alkoholiketoasidoosista (AKA) ja diabeettisesta keto-
asidoosista (DKA) [6.]

5 Hypersmolaarinen hyperglykeeminen tila (HHS)

HHS on yksi vakavista aineenvaihdunnan hairioista, jota esiintyy yleensa vanhemmilla
tyypin 2 diabeetikoilla, joilla on samanaikaisesti jokin sairaus joka johtaa vahentynee-
seen nesteiden saantiin. Kuolleisuus on suurempi verrattuna diabeettiseen ketoasidoo-
siin, arviolta 10-20%. HHS ei kehitd kehoon merkittavaa ketoasidoosia, toisin kuin
DKA, syy tahan on tuntematon. [40.] BHB:n analysointi auttaa myds erottamaan DKA:n
HHS:sta, asetonin mahdollisesti ollessa negatiivinen veressa joissakin tapauksissa.

HHS on selvasti alitunnistettu tila. [37.]

6 y-hydroksibutyraatti ("Gamma”) ja y-butyrolaktoni (”Lakka”)

Vuonna 1963 y-hydroksibutyraattia (GHB) todettiin esiintyvan luonnollisesti ihmisten
aivoissa, jossa sen voidaan olettaa toimivan neurotransmitterina eli hermojen valittaja-
aineena. [12.] 1960-luvulla sitd kuitenkin syntetisoitiin kaytettavaksi nukutusaineena,
mutta kayttd lopetettiin pian sen huonon kipua lievittdvan vaikutuksen vuoksi. 1970-
luvulla GHB:a suositeltiin narkolepsian hoitoon. 80-luvulla sité kaytettiin rasvanpolttaja-
na ja lihasten kasvattajana. 1990 Yhdysvaltain elintarvike- ja ladkevirasto (FDA) julkisti

kemikaalin vaaralliseksi. 1999 GHB alkoi saavuttaa suosiota huumausaineena, ja maa-
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liskuussa 2000 FDA luokitteli GHB:n virallisesti huumausaineeksi. [8.] Suomessa GHB

luokiteltiin huumausaineeksi vuonna 2001. [11.]

GHB on keskushermoston inhibitorisen valittdjaaineen gamma-aminovoihapon (GABA)
aineenvaihduntatuote ja esiaste. GHB tunnettiin alun perin uniladkkeena ja rauhoitta-
vana aineena. Nykyisin sita kaytetaan ladkeaineena narkolepsiapotilailla. GHB sitoutuu
aivoissa GHB-reseptoreihin, joita esiintyy runsaasti muistia ja tunteita kasittelevassa
hippokampuksessa. Lisaksi se sitoutuu GABA-reseptoreihin. Vaikutukset naihin resep-
toreihin johtavat my6s muiden keskushermoston valittdjaainejarjestelmien toiminnan

moninaisiin muutoksiin. [27. s, 42.]

y-hydroksibutyraatti on erittdin vaarallinen viihdekaytdssa oleva huumausaine, jonka
akuutti myrkyllisyys on aiheuttanut useita tahattomia yliannostuskuolemia. Se on vahva
keskushermoston stimulantti ja sen pieni molekyylikoko ja hyva liukoisuus veteen teke-
vat siitd nopeasti verenkiertoon imeytyvan. [9.] GHB aiheuttaa kayttdjilleen euforiaa,
seksuaalista estottomuutta ja tyyneyttd. GHB annostellaan yleisesti alkoholijuomiin
sekoitettuna. Sita kaytetddn myos jonkin verran seksuaalirikoksissa, sen tehdessa uh-
rin toimintakyvyttomaksi vastustamaan seksuaalista hyvaksikayttoa. Se voi aiheuttaa
my6s muistinmenetyksen. [14.]

GHB pitoisuus kehossa kuitenkin puolittuu jo alle tunnissa ja n. 5 % suunkautta nauti-

tusta annoksesta erittyy hajoamattomana virtsan mukana. [7.]

O

HO\/\)L
OH

Kuva 3. y-hydroksibutyraatin rakennekaava [10.]

y-butyrolaktoni (GBL) on hyvin samankaltainen Kliinisilta oireiltaan GHB:n kanssa. GBL
imeytyy nopeasti ruuansulatuskanavasta muuttuen GHB:ksi alkoholidehydrogenaasin,
aldehydihydrogenaasin ja laktonaasien vaikutuksesta. Se kulkeutuu nopeasti keskus-
hermostoon ja vaikutus alkaa jo n. 15-30 minuutissa. Vaikutuksen kesto on 1-3 tuntia.
Saatavilla oleva GBL on nestemadista ja sitéd kaytetdan yleisesti teollisuudessa esim.

limanpoistoaineena ja maalien ohenteena. [27. s, 42.]
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GBL on vaikutukseltaan nopeampi kuin GHB, sen potenssi kuin myds aktiivisuuden
kesto ovat pidempia ja ndin ollen sen vaarinkayttdé mahdollisuudet ovat suuremmat kuin
GHB:lla itsessaén. [24.]

O

Kuva 4. y-butyrolaktonin rakennekaava. [25.]

GBL on fyysisiltd ominaisuuksiltaan varitonta oljymaista nestettd, joka liukenee hyvin
esim. etanoliin, metanoliin, asetoniin eetteriin jne. Liukenemista veteen ei juuri tapahdu.

Silla on myos hyvin ominainen kitkeréd maku ja makeahko tuoksu.

7 Kaasukromatografi-massaspektrometri

Kaasukromatografia-massaspektometria (GC-MS) on menetelma, jossa kaasukroma-
tografi on yhdistettynd massaspektrometriin. Jotta yhdiste voidaan analysoida GC-MS -
laitteistolla, tulee sen olla riittavan haihtuva ja termisesti stabiili. Funktionaaliset yhdis-
teet saattavat vaatia kemiallista muokkausta, kuten derivatisointia, jotta saadaan elimi-
noitua ei-toivottuja absorption vaikutuksia mitka voivat omalta osaltaan vaikuttaa saa-
tavan datan laatuun. [15.] Massaspektrometria ei hyddynna sahkdmagneettisen satei-
lyn spektrig, vaan siind on kyse massajakaumasta. Massaspektrometri erottelee mas-
safrakmentit toisistaan niiden massa/varaussuhteen (m/z) mukaan. Laite ei siis havait-
se neutraaleja molekyyleja tai niiden osia. Massaspektri kuvaa molekyylin rakennetta ja

spektrin pohjalta voidaan yhdisteet tunnistaa. [20, s. 122.]
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_ Injektori
A "'
’ Massa- Elektroni-
| Kantaja- Filamentti @nalysaattori monistin
| kaasun = —- gos = =
| syotto |1 H ’ |
| . | T pr 1] | Tiedon- |
GC -kolonni ; I | b
. \
GC -uuni ’
Sirtolinja __ lonien

ohjauslinssit

Kuva 5. GC-MS -laitteiston rakenne. [16.]

Nayte injektoidaan kaasukromatografin injektoriin, jossa se hoyrystetaan ja johdetaan
kolonniin kantajakaasun mukana. Kolonnissa yhdisteet erottuvat toisistaan stationaari-
faasin ja likkuvan faasin kesken. Kolonnin jalkimmainen osa lapaisee lAmmitetyn siirto-
linjan ja paattyy ionildhteen sisdantuloon, missa kolonnissa erottuneet yhdisteet ioni-

soidaan. [15.]

lonisointimenetelmid on kaksi, El (elektroni-ionisaatio) ja Cl (kemiallinen ionisaatio).
Naista yleisin kaytossa oleva ionisointimenetelm& on EIl. Elektroni-ionisaatiossa elekt-
ronisuihku ionisoi ndytemolekyylit niin etta yksi elektroni irtoaa ja muodostuu positiivi-
sesti varautuneita ioneja/yhdisteitd. Kun kyseinen ioni/yhdiste muodostaa piikin massa-
spektriin, se antaa télle yhdisteelle molekyylipainon. Positiivisesti varautuneisiin ionei-
hin/yhdisteisiin kohdistuu valtavasti energiaa ja ne fragmentoituvat muodostaen viela
pienempia ioneita, nama muodostavat ns. sormenjalkia kyseiselle molekyylirakenteelle.
Tata voidaan hyodyntaa yhdisteiden tunnistamisessa sekd havainnollistamisessa tun-

temattomien yhdisteiden rakenteita. [15.]
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Elektroni- Loukk
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Kuva 6. Kaavakuva elektroni-ionisaatiosta (EI) [17.]

Kvadrupolimassa-analysaattorissa erotellaan positiivisesti varautuneet ionit. Erotellut
ionit kulkeutuvat detektorille joka lahettdd kaiken saadun datan tietokoneelle. lonilahde,
massa-analysaattori ja detektori ovat tyhjidssa, koska varautuneet partikkelit reagoivat

herkasti ilman komponenttien kanssa. [15, 16.]

Detektorile
Kvadrupolisauvat

lonin ulostulo

Resonoiva ioni

lonien ohjauslingsi Resonoimaton ioni

Kuva 7. Kaavakuva kvadrupolimassa-analysaattorista. [15.]

8 Sisaisen standardin menetelma

Sisdisen standardin menetelmaa kaytetaan hyvin yleisesti kvantitatiivisissa menetel-
missa. Injektiotilavuuden vaihtelut eivat talldin aiheuta virhetté lopputulokseen. Sisaisen
standardin on hyva olla yhdisteen kanssa samankaltainen, koska se kayttaytyy nayt-
teen kasittelyssa ja injektorissa samoin kuin tutkittava yhdiste. Sisédinen standardi vali-

taan niin, etta piikki erottuu muista kromatogrammin piikeista ja on talléin helposti integ-
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roitavissa. [20, s.198] Tosin massaspektrometriassa mitataan yksittaisia ioneita ja téal-

I6in sisdisen standardin ei valttAmatta tarvitse erottua muista piikeista.

9 Validointi

Mittausmenetelman validoinnin tarkoituksena on osoittaa analyysin antamien tulosten
luotettavuus ja menetelmén sopivuus kayttétarkoitukseensa. Validoinnissa olennaisinta
on arvioida mittausmenetelmén suorituskykya sek& menetelman soveltuvuutta halut-
tuun tarkoitukseen. [18.] Validoitujen analyysimenetelmien kaytté on yksi olennainen
keino parantaa tulosten luotettavuutta. Validoinnilla voidaan osoittaa laatua. Validointia
tarvitaan myos asiakkaan tarpeiden tyydyttdmiseen. Laboratorio on vastuussa tuotta-

mistaan tuloksista.

Validointi koostuu suunnitelmasta, kokeellisista suorituksista, tulosten tilastollisesta
arvioinnista ja dokumentoinnista. Mittauksia suoritetaan yleensa pidemmalla aikavalilla,
jolloin mahdolliset ymparistonvaikutukset saadaan mukaan tuloksiin. Tutkittavia omi-
naisuuksia on useita, mutta kaikkia niita ei aina méaaritetd. Menetelmén kayttdalueesta
ja tutkittavista naytteista riippuen laboratorio maarittda ominaisuudet, jotka ovat analyy-

situlosten luotettavuuden kannalta valttamattomia. [19.]

10 Validoitavat parametrit

10.1 Menetelman kalibroinnin lineaarisuus ja mittausalue

Lineaarisuudella tarkoitetaan analyyttisen menetelman kykya antaa tietylla alueella
hyvaksyttava korrelaatio tulosten ja tutkittavan aineen pitoisuuden valilla. Lineaarisuus-
tutkimusten avulla maaritetddn yleensa myos analyysimenetelman luotettava mittaus-

alue, jolla saavutetaan hyvaksyttava tarkkuus ja tasmallisyys. [26.]

10.2 Kalibroinnin oikeellisuus ja tarkkuus

Oikeellisuus ilmaistaan yleenséd poikkeamana. Oikeellisuus méaaritetaan vertaamalla

menetelméalld saatuja mittaustuloksia tiettyihin referenssiarvoihin. Oikeellisuus on
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useista mittauksista saatujen tulosten keskiarvon yhtapitavyys mitattavien suureiden

tosiarvon kanssa. [26.]

Tarkkuus on mittaustuloksen ja tosiarvon yhteensopivuus. [26.] Tulosten tarkkuutta

arvioidaan systemaattisten- ja satunnaisvirheiden kautta. [32.]

Kalibroinnin tarkkuudella eli paikkansapitavyydella ja tasmallisyydella tarkoitetaan mit-
tauslaitteen kykya antaa tuloksia, joiden keskiarvo on lahelld tosiarvoa, seka sita etta

mittaukset ovat riippumattomia satunnaisista vaihteluista. [28.]

10.3 Detektio- ja maaritysrajat

Detektio- eli toteamisrajalla tarkoitetaan maaritettavan komponentin pieninta pitoisuut-
ta, joka voidaan luotettavasti todeta ja joka eroaa nollanaytteesta merkittavasti. [26.]

Maaritys- eli kvantitointirajalla tarkoitetaan kvantitatiivisen maarityksen pitoisuusalara-

jaa matriisista mitattuna, jolle voidaan esittaa epavarmuusarvio. [26.]

10.4 Menetelman spesifisyys ja selektiivisyys

Selektiivisyydella tarkoitetaan menetelmén kykya maarittaa haluttu analyytti tarkasti ja
spesifisesti, kun naytematriisi sisaltdd muitakin komponentteja maaratyissa testiolosuh-
teissa. Menetelmén selektiivisyys tarkoittanee siis sitd, missa méaarin menetelmalla
voidaan maarittaa tiettyd analysoitavaa ainetta niin etta naytematriisin muut komponen-
tit eivat hairitse sitd. Kun menetelma on taysin selektiivinen analysoitavalle aineelle tai

yhdisteille, menetelméa voidaan kutsua spesifiseksi. [26.]

10.5 Toistuvuus (Tasmallisyys)

Toistuvuudella eli tAsmallisyydella tarkoitetaan useiden toistettujen mittauksien tulosten
suhteellista standardipoikkeamaa; se voidaan jakaa toistettavuuteen ja uusittavuuteen.
[31]
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10.5.1 Toistettavuus

Toistettavuudella tarkoitetaan maaritettdvan suureen perakkaisista mittauksista (rin-
nakkaismaaritykset) saatujen tulosten paikkaansapitavyytta, kun mittaukset on suorit-
tanut sama henkild, samalla laitteella ja samoissa mittausolosuhteissa. [26.]

10.5.2 Uusittavuus

Uusittavuudella tarkoitetaan samojen mittaussuureiden tulosten yhtapitavyytta, kun mit-
taukset on suorittanut sama henkild samalla laitteella, samoista naytteista pitkalla aika-
valilla (eri paivina suoritetut mittaukset). [26.]

10.6 Ulkoinen naytto tulosten oikeellisuudesta

Varmennettu referenssimateriaali on aine, jonka yhden taikka useamman aineen omi-
naisarvo on riittdvan vakaa ja tunnettu, jotta sitd voidaan kayttdd mittauslaitteen mit-

tausmenetelméan arviointiin. [28.]

10.7 Matriisiefektin maarittaminen

Matriisiefektilla tarkoitetaan sitd naytematriisin vaikutusta, mikéa vahentaa tai kasvattaa

analyytin signaalia. [31.]

Tuloksista laskettiin ndytteen ja naytteiden valiset keskiarvot, keskihajonnat ja suhteel-
liset keskihajonnat. Suhteellisista keskihajonnoista lasketaan keskiarvot, joita verrataan

kesken&aan.

10.8 Mittausepavarmuus ja laajennettu mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus on mittaustuloksiin liittyvd parametri, joka kuvaa mittaussuureen
arvojen oletettua vaihtelevuutta. Mittausepavarmuus on siis kvantitatiivinen arvio rajois-
ta, joiden sisdpuolella mittaustuloksen, esim. analyytin pitoisuuden, oletetaan olevan

tietylla todennakdisyydellda. Kaytannon mittauksissa tulosten mittausepévarmuuteen
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voivat vaikuttaa useat tekijat, kuten néytteenotto, matriisin vaikutus ja sen aiheuttamat

hairiot, vertailuarvot, satunnaiset vaihtelut jne. [26.]

Mittausepavarmuus lasketaan tilastollisia. menetelmia hyddyntden. Lopullinen mit-
tausepavarmuus ilmaistaan yleensa laajennettuna mittausepavarmuutena, joka saa-
daan kertomalla yhdistetty mittausepéavarmuus peittavyyskertoimella k=2. Tama vastaa
likimain 95%:n suuruista luotettavuusvalia, eli ilmoitetun mittausepavarmuusrajan sisal-
1& on n. 95% tuloksista. [26.]

Mittausepavarmuutta laskettaessa kaytetaan yleensa seuraavaa kaavaa:

U =Uz+U2 (Kaava 2)
Jossa U; on systemaattinen virhe, U, on satunnaisvirhe.

Laajennettua kokonaismittausepavarmuutta laskettaessa kaytetaén seuraavaa kaavaa:

U(95%) =2*U (Kaava 3)

10.9 Valvontakortti (X-kortti) ja sen rajat

Valvontakortin avulla seurataan systemaattisen- ja satunnaisvirheen summaa verrattu-
na kontrollinaytteiden tuloksiin. [33.] Valitut rajat x-korttiin ovat yleensa keskiarvo p,
hélytysraja p = 20 sek& toimenpideraja g + 30. o on vahintdan 20 mittauksen keskiha-
jonta. Rajojen tulee korreloida menetelméan laajennetun kokonaismittausepavarmuuden

kanssa, jolloin toimenpideraja ei saa olla suurempi kuin mittausepavarmuus. [31.]



21

—o—tulos

110 /’\ —keskiarvo
100 i A 4 f\' ~—ylempi toimenpideraja

é
\ / —vylempi halytysraja
m
\ —alempi halytysraja
20 Y / ——alempi toimenpideraja
70 - v e——— - — 1 — — —
60
0 5 10 15 20

Kuva 8. Esimerkki X-kortista. [31.]

Valvontakortit otetaan kayttoon samaan aikaan kuin menetelmakin, joten tassa kohtaa
on annettu vain esimerkki tulevasta valvontakortista. Valvontakorteissa kaytetaan toi-
menpiderajoina mittausepavarmuutta ja halytysrajoina 2/3 mittausepévarmuudesta.

11 TyoOssa kaytetyt laitteet ja reagenssit

11.1 Laitteet

e Kaasukromatografi: Agilent 6890 plus GC version A.03.08

o Massaspektrometri: Agilent technologies 5973 Mass selective detector

e Injektori: Agilent technologies 7683 series injector

e Kolonni: DB-1MS (12m x 0,2um x 0,33um), Agilent Technologies

e Haihdutin: Genevac EZ-2plus personal evaporator
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Ravistelija: Multitube vortexer, Lab-Tek corporation LTD

Sentrifugi: Megafuge 1.0, Heraeus instruments

Mantapipetit

11.2 Reagenssit

DL-B-hydroksibutaanihappo, Natrium-suola, Approx 98 %, Sigma-Aldrich

Ammoniumkloridi, for analysis, Merck

N,O-bis(trimetyylisilyyli)trifluoriasetamidi + 1% trimetyylikloorisilaani, Silyl-991,
BSTFA-TMCS (99:1), Macherey-Nagel Gmbh & Co.

Etyyliasetaatti, Suprasolv, Merck

Butyyliasetaatti, Chromasolv plus, Sigma-Aldrich

Natriumkloridi, Emsure, for analysis, Merck

Natriumdivetyfosfaatti (NaH.PO4 * 2H,0), emprove exp., Merck

Ortofosforihappo 85 %, pro analysis, Merck

N-Metyyli-N-(trimetyylisilyyli)trifluoroasetamidi, MSTFA, Macherey-Nagel

4-hydroksibutaanihappo, Natrium-suola, 98 %, Fluka

Nollaveri, Naudan veri, Ronka

Nollavirtsa, laboratoriohenkildkunnan virtsaa, luovutettu 040316
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12 Laiteparametrit

Taulukkoon 2 on keratty tydssa kaytetyt laiteparametrit.

Taulukko 2.  GC-MS laiteparametrit.

Ajo-ohjelma: GHB_HJT
Injektori: 250°C
12,5 psi
Splitless
Uuni: 70°C

Lampdétilaohjelma: | 70 °C /(0,5min) ->30
°C/min->140 °C->50
*C/min
->320°C/(2min)
Detektori: lonilahde 300°C
Kvadrupoli 150°C
Siirtolinja 300°C

Kaasunvirtaus: 1,5 ml/min
Solvent delay: 2,00 min
Ohjelmisto: MSD Chemestation
E.02.00.493

“Solvent delay” eli vapaasti suomennettuna liuottimen viivastyttamisella valtetdan de-
tektoimasta liuotin piikkid, nain menetellessa voidaan pidentaa filamentin ik&a. Laitepa-
rametreja kaytettiin aiemmin GHB:a madritettdessa ja niiden todettiin soveltuvan myds

BHB:in maarittamiseen.

13 Tyon suoritus

Ty6 suoritettiin liitteessa 1 olevan validointisuunnitelman mukaisesti. Suunnitelman

pohjana on kaytetty liitteessé 4 olevaa artikkelia.
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13.1 Alustava ionien valinta

Tutkittavista yhdisteista valmistettiin trimetyylisilyylijohdokset (TMS). Ensin suoritettiin
trimetyylisilyyli -johdosten scan-ajot, joista nahtiin yhdisteiden massaspektrit (Liite 1 ja
2). Spektreista valittin alustavasti seuraavat ionit m/z 117.1, 120.1, 130.1, 133.1,
147.1, 191.1, 204.1, 206.1, 233.1, 234.1, 235.1, 239.1, 240.1, 241,1. SIM-menetelma

luotiin alustavasti valituilla ioneilla.

13.2 Retentioajan lukitus

Tehtiin nollavirtsan scan-ajo, jossa sisdisen standardin lisdys (GHB-ds, deuteroitu y-
hydroksibutyraatti), viidessa eri paineessa (Liite 3). Retentioajan lukituksessa ajetaan
nayte viidella eri paineella (lahtdpaine, +10%, -10%, +20% ja -20% lahtdpaineesta),
jotta saadaan paine vs. retentioaikakuvaaja. Kuvaajan avulla voidaan laskea uusi pai-
ne, joka tarvitaan, jotta retentioaika palaa alkuperaiseen arvoon, esim. kolonnin lyhen-
nyksen jalkeen tai kolonnin ominaisuuksien muuttuessa esimerkiksi likaantumisen

myota.

Piikkien tunnistus ja menetelmien validointi helpottuvat huomattavasti, kun retentio-
ajoissa ei ole vaihtelua, talléin on hyva suorittaa retentioajan lukitus. [36.] Retentioajan
lukituksella paastaan erinomaiseen pitkan aikavalin kvalitatiiviseen toistettavuuteen

ilman retentioindeksien tai muiden mahdollisten korjausstandardien kayttéa. [30.]

13.3 Retentioajan toistettavuus

Retentioajan toistettavuus katsottiin kymmenesta eri naytegrammista ja tuloksia verrat-
tiin kyseisien analyyttien kokonaisionivirtakromatogrammien liitteen 2 retentioaikoihin
BHB:n ja GHB:n osalta. GHB-ds kokonaisionivirtakromatogrammia ei ole liitetty erik-

seen tyohon.
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13.4 Uuttomenetelmien vertailu

Terveyden ja hyvinvoinninlaitoksen Tilkanmaen ja Kytdsuontien uuttomenetelmia ver-
rattiin keskendan uuttamalla yksi kalibrointisarja ja vainajanaytteita seka veresta etta
virtsasta. Molemmissa menetelmissa kaytettin samaa sisaista standardia, 0,1 mg/ml
GHB-ds natriumsuolaa vedessa. Molempia uuttomenetelmia on kaytetty aikaisemmin-
kin GHB:n uuttamiseen ja BHB:n samankaltaisen rakenteen vuoksi ne soveltuvat myos

BHB:n uuttamiseen biologisista naytteista.

Vainajanaytteista valittin 10 tapausta, joista uutettin molemmilla menetelmilla veri-
seka virtsanayte. Testauksien tuloksista valittiin parhaiten, taustaltaan, helppoudeltaan

ja maaritysrajoiltaan soveltuva menetelma naytteiden uuttamiseen.

13.5 Naytteiden kasittely

13.5.1 Kytdsuontien menetelméa

0,1 mg/ml GHB-ds sisdisen standardin liuos valmistettiin siten etta y-hydroksibutyraattia
1 mg/ml sisaltavan ampullin koko sisaltd (1 ml) pipetoitiin pasteur-pipetilla mahdolli-
simman tarkasti koeputkeen. Samaiseen koeputkeen pipetoitiin 9 ml laboratoriovetta ja
putki suljettiin korkilla.

BHB kalibrointiliuos 1,0 mg/ml valmistettiin siten ettd 4 ml:n ruskeaan néaytepulloon
punnittin 3,28 mg DL-B-hydroksibutaanihapon natriumsuolaa. Punnitustulos jaettiin
korjauskertoimella 1,22, jolloin saatiin lisattavan laboratorioveden maara ml:na.

3,28 +1,22=2,68ml = 2,7ml

0,1 mg/ml kalibrointiliuos valmistettiin siten etta kalibrointiliuosta 1,0 mg/ml pipetoitiin
200 pl 4 ml ruskeaan naytepulloon seka 1800 pl vetta.



Taulukko 3.  Kytdsuontien menetelman standardit nollavereen/-virtsaan.

Kalibrointiliuoksen Pitoisuus veres- Pipetointitilavuus
pitoisuus salvirtsassa (KD
(mg/ml) (mall)
0 0 0

0,1 1 1,0
0,1 3 3,0
0,1 5 5,0
0,1 10 10,0
0,1 30 30,0
0,1 50 50,0
1,0 100 10,0
1,0 200 20,0
1,0 300 30,0
1,0 500 50,0
1,0 1000 100,0
1,0 2000 200,0
1,0 3000 300,0
10,0 5000 50,0
10,0 10000 100,0
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10,0 mg/ml B-hydroksibutyraatti kalibrointiliuos valmistettiin siten etta 31,77 mg DL-B-

hydroksibutaanihapon natriumsuolaa punnittiin 4 ml:n ruskeaan naytepulloon seka pi-

petoitiin 2,60 ml laboratoriovetta. Punnitustulos jaettiin korjauskertoimella 1,22.

10 ml kertakayttdputkiin punnittin 0,1 g (nolla)verta tai vastaavasti pipetoitiin 0,1 ml

(nolla)virtsaa. Tassa kohtaa standardinaytteille tehtiin taulukon 3 mukaiset kalibrointi-

liuosten lisaykset. Putkiin pipetoitiin 20 ul sisaisen standardin liuosta (0,1 mg/ml GHB-

ds natriumsuola vedessd), seka 1 ml kyllastettyd ammoniumkloridiliuosta (pH = 7,4),

jotta orgaaniset yhdisteet saadaan liukenemaan paremmin vesifaasista orgaaniseen

faasiin (ulossuolaus) ja nain ollen uuttumaan paremmin. Ammoniumkloridiliuos pusku-

roi ndytteen pH:n arvoon 7,4.
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Sekoitettiin vorteksoimalla kevyesti, jotta yhdisteet sekoittuisivat keskenaan. Vortek-
soinnin jalkeen lisattiin putkiin 2 ml etyyliasetaattia, vorteksoitiin viela viisi minuuttia ja
sentrifugoitiin viisi minuuttia 5000 rpm. Etyyliasetaattifaasi siirrettin 5 ml:n kertakaytto-
putkiin ja haihdutettiin haihduttimessa 30°C:ssa puolen tunnin ajan tai niin kauan, kun-
nes etyyliasetaatti oli haihtunut kuiviin. Putkiin pipetoitiin 10 pl Silyl-991 derivointirea-
genssia ja 90 pl butyyliasetaattia. Putket suljettiin korkeilla, vorteksoitiin hetki jonka
jalkeen naytteiden annettiin derivatisoitua 30 minuuttia huoneenlammaossa. Sentrifugoi-
tiin viisi minuuttia. Orgaanista faasia pipetoitiin 50 uyl naytteensyéttajan pulloihin, joihin

oli aiemmin laitettu 100 pl kartiopohjainen sisaputki.

13.5.2 Tilkanmaen menetelméa

Ensin valmistettiin 0,3 M natriumdivetyfosfaatti (pH 2,5) reagenssiliuos siten etta 20,7 g
NaH:PO.:a liuotettiin 500 millilitraan laboratoriovetta. pH saadettiin arvoon 2,5 1:10

laimennetulla orto-fosforihapolla (HsPO.).

Kalibrointiliuokset valmistettiin seuraavasti;

GHB 10 mg/ml kalibrointiliuosta varten punnittiin 4-hydroksibutaanihapon natriumsuo-
laa, 4 ml:n ruskeaan naytepulloon, 29,36 mg ja pipetoitiin 2,410 ml laboratoriovetta.

BHB 10 mg/ml kalibrointiliuosta varten punnittiin DL-B-hydroksibutaanihapon natrium-
suolaa, 4 ml:n ruskeaan naytepulloon, 22,51 mg ja pipetoitiin 1,840 ml laboratorio vet-
ta.

Kalibrointiliuoksista valmistettiin laimennos 1,0 mg/ml pipetoimalla 500 ul BHB ja GHB

10 mg/ml kalibrointiliuoksia 4,0 ml:aan nollaverta/-virtsaa.

Naytteet kasiteltiin seuraavasti;

Nayteputkiin pipetoitiin 200 yl NaH2PO4 liuosta ja 200 pl virtsaa tai vastaavasti punnit-
tiin 0,200 g verta. Kertakayttoputkiin lusikoitiin n. 50 mg natriumkloridia. Standardinayt-
teisiin kaytettiin taulukon 3 mukaista laimennosta. Vorteksoitiin kevyesti, jotta NaCl
liukenisi naytteisiin. Putkiin lisattiin suoraan 50 ul sisdisen standardin liuosta (0,1 mg/ml

GHB-ds natriumsuola vedessa) ja 500 ul butyyliasetaattia. Sekoitettiin vorteksoimalla ja
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sentrifugoitiin viisi minuuttia 5000 rpm. Naytteensyo6ttajan pulloihin, joihin laitettiin 100

pI sisdputket, lisattiin 20 yl MSTFA derivointireagenssia ja 50 pl liuotinfaasia.

Taulukko 4. THL:n Tilkanm&en menetelman standardit.

Kalibrointiliuoksen Pipetointitilavuus
pitoisuus (1)
(mg/l)
Laimennos Veri/Virtsa
0 - 1000
1 1 999
3 3 997
5 5 995
10 10 990
30 30 970
50 50 950
100 100 900
200 200 800
300 300 700
500 500 500

13.6 Varsinaisten ionien valinta

Molemmilla menetelmill& uutettujen vainajanaytteiden ionikromatogrammeja vertailtiin
kesken&an, jotta voitiin valita menetelm&én alustavista ioneista varsinaiset ionit. Lopul-
lisiksi ioneiksi valikoitui massa-varaussuhteeltaan (m/z) B-hydroksibutyraatille 117,1,
191,1, 233,1, y-hydroksibutyraatille 204,1, 233,1, 234,1, 235,1 ja GHB-ds-TMS:lle
206,1, 239,1, 240,1 ja 241,1.

13.7 Nollaverien ja -virtsan B-hydroksibutyraatin taustapitoisuuden maarittami-
nen

Synteettisen veren puutteellisesta saatavuudesta johtuen selvitettiin kumpaa, lampaan

vai naudan verta, voitiin jatkossa kayttda kalibrointia tehdesséa nollaverena.
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Lampaan- ja naudanveresta seka nollavirtsasta maaritettiin viidet rinnakkaiset naytteet.

13.8 Menetelmén kalibroinnin lineaarisuus ja mittausalue

Veri- ja virtsanaytteille valmistettiin omat kalibrointindytteet. Pitoisuustasoiksi valittiin 1
mg/l, 3 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l, 30 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l, 300 mg/l ja 500 mg/I.
Mydhemmin valmistettiin viela BHB:sta standardit 1000, 2000, 3000, 5000 ja 10000
mg/l, koska vainajanaytteita ajettaessa huomattiin pitoisuuksien olevan hyvinkin korkei-
ta. Standardit valmistettiin sivun 25 ohjeen mukaisesti. Ohjeen kohdassa 2 nollavereen
ja -virtsaan pipetoitiin kontrolliliuoksia taulukon 3 mukaisesti. Jokaisesta tasosta méaaéri-
tettiin viisi rinnakkaista. Tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta, suhteellinen kes-
kihajonta (RSD- %) sek& analyysimenetelman tuloksen poikkeama teoreettisesta ar-
vosta eli bias- %. Excel-ohjelmaa kaytettiin kaikissa muissa laskuissa paitsi menetel-
man poikkeamaa laskettaessa.

13.9 Toistuvuus (Tasmallisyys)

13.9.1 Toistettavuus

Maaritettiin analysoimalla eri pitoisuustasoisia, aikaisemmin positiivisiksi todettuja vai-
najan veri- ja virtsanaytteitd. Jokaisesta pitoisuustasosta maaritettiin nelja rinnakkaista.

Tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta (RSD-%).

13.9.2 Uusittavuus

Maaritettiin analysoimalla eri pitoisuustasoisia, aikaisemmin positiivisiksi todettuja vai-
najan veri- ja virtsanaytteita neljana eri paivana. Tuloksista laskettiin keskiarvo, keski-

hajonta ja suhteellinen keskihajonta (RSD-%).

13.10 Ulkoinen naytto tulosten oikeellisuudesta

GHB laaduntarkkailundytteesta maaritettiin kymmenen rinnakkaisméaaritysta. Tuloksista
laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen keskihajonta (RSD-%). BHB:lle ei ollut

laboratoriossa laaduntarkkailunaytetta.
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13.11 Matriisiefektin maarittaminen

Matriisiefektia eli signaalin pienenemista tai kasvamista tutkittiin kymmenesta negatiivi-
siksi todetuista post mortem -virtsanaytteista, joihin tehdaén tutkittavan yhdisteen li-
says. Pitoisuustasoiksi valittin suunnitelmasta poiketen GHB:lle ja BHB:lle 300 ja 500
mg/l, koska naytteet sisdlsivat entuudestaan jonkin verran endogeenista BHB:a ja
GHB:a. Suunnitelman mukaiset pitoisuudet GHB:lle oli 10 mg/l ja 50 mg/l ja BHB:lle 50
mg/l ja 100 mg/l.

Kymmenesta negatiiviseksi todetuista vainajan virtsanaytteista maéaritettiin matriisiefek-
tia siten etta naytteisiin lisattiin eli spiikattin GHB:a ja BHB:a. Viiden eri vainajan nayt-
teisiin pipetoitiin  y-hydroksibutyraatin 0,1 mg/ml standardiliuosta 10 pl ja pB-
hydroksibutyraatin 0,1 mg/ml standardiliuosta 50 pl, jotta naytteissad saavutettin GHB
pitoisuus 10 mg/l ja BHB pitoisuus 50 mg/l. Sek& seuraavien viiden vainajan virtsanayt-
teisiin pipetoitiin  y-hydroksibutyraatin 0,1 mg/ml standardiliuosta 50 pl ja -
hydroksibutyraatin 1,0mg/ml standardiliuosta 10 pl, jotta naytteissa saavutettin GHB
pitoisuus 50 mg/l ja BHB pitoisuus 100 mg/l. Jokaisesta vainajasta maaritettiin kolme
rinnakkaista. Tuloksista laskettiin ndytteen ja naytteiden véliset keskiarvot, keskihajon-
nat ja suhteelliset keskihajonnat. Suhteellisista keskihajonnoista laskettiin viela kes-

kiarvot, joita verrattiin keskenaan.

14 Tulokset

14.1 Retentioajan lukitus

Retentioaika lukittiin sisdisen standardin mukaan (GHB-ds. -TMS) 2,700 min jolloin pai-
neeksi maaraytyi 12.83 psi. Retentioajan lukituksesta on hyodtya esim. kolonnia lyhen-
nettaessa, jolloin ohjelmalla lasketaan uusi paine, jossa retentioaika pysyy kohdillaan.
Liite 3.

14.2 Retentioajan toistettavuus

Retentioaikojen voidaan todeta olevan toistettavia ja tavoitearvon +0,02 min sisalla -

hydroksibutyraatilla, GHB-de:lla ja y- hydroksibutyraatilla.



Retentioaikojen toistettavuus
Retentioaika Retentioaika Retentioaika
GHB-de-TMS BHB-TMS GHB-TMS
(min) (min) (min)
1 2,697 2,419 2,711
2 2,698 2,420 2,712
3 2,698 2,420 2,713
4 2,698 2,421 2,711
5 2,697 2,418 2,712
6 2,699 2,421 2,711
7 2,698 2,419 2,716
8 2,697 2,421 2,715
9 2,700 2,419 2,717
10 2,703 2,418 2,715
Ka 2,699 2,420 2,713
Sallittu vaih- 2,697-2,703 2,418-2,421 2,711-2,717
teluvali
(min)
RSD- % 0,0682 0,0485 0,0834

14.3 Uuttomenetelmien vertailu
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Vaikkakin lineaarisuutta kuvaavissa kalibrointikuvaajissa ei ole huomattavia eroja me-
netelmien valilla niin yksittiisten ionien ionikromatogrammeissa voitiin todeta hairitse-
vid tekijoitd Tilkanm&en menetelmalld uutetuissa naytteissa. Kytdsuontien menetelmé
soveltui paremmin kayttdtarkoitukseen. Siind uuttoliuoksena kaytetty etyyliasetaatti on

butyyliasetaatin sijaan parempi liuos uuttamiseen, koska se uuttaa enemman poolisia
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yhdisteitd, kun taas butyyliasetaatti uuttaa naytteistd enemman rasvaa, jolloin massa-
spektreissa todettiin enemman hairiopiikkeja tutkittavien analyyttien retentioaikojen
kohdalla. Tilkkanm&en menetelman voitiin todeta soveltuvan huonommin vainajanayttei-
den uuttamiseen naytematriisin ollessa haasteellisempi esim. madat naytteet, nayttei-

den epdhomogeenisuus jne.

14.4 Nollaverien ja -virtsan BHB:n taustapitoisuuden maarittdaminen

Rinnakkaisten tuloksista voitiin tulkita lampaan veren sisaltavan keskimaarin jopa 50
mg/l endogeenista BHB:a, kun taas naudan veri sisélsi endogeenista BHB:a huomatta-
vasti vdhemman. Nain ollen valittin naudan veri nollavereksi. Synteettista verta ei ollut
tyon suorituksen hetkella saatavilla. Nollavirtsa sisélsi endogeenista BHB:a keskimaa-
rin 8 mg/l. Nollavirtsana kaytettiin laboratoriohenkilokunnan luovuttamaa virtsaa.

14.5 Menetelman kalibroinnin lineaarisuus ja mittausalue

Menetelman todettiin tayttavan validointisuunnitelmassa asetetut tavoiteparametrit uu-
sittavuuden, toistettavuuden ja tulosten oikeellisuuden osalta télla osa-alueella. BHB
veressa on lineaarinen pitoisuusalueella 30-5000 mg/l. Virtsassa BHB on lineaarinen
pitoisuusalueella 50-2000 mg/l (Taulukko 7 ja 8) Yhdisteiden voitiin todeta uuttuvan
virtsasta paremmin, jolloin lineaarisuus karsi detektorin ylikuormittuessa. GHB on line-
aarinen veressa seka virtsassa pitoisuusalueella 3-500 mg/l (Taulukko 5 ja 6). Suunni-
telmasta poiketen kalibrointiin valittiin nelja kalibrointipistettd, jotta voidaan luotetta-

vammin maarittdd kyseisia yhdisteita naytteista.



Taulukko 5.

Konsentraatio mg/I

Keskiarvo
Keskihajonta
RSD- %

Bias- %

Taulukko 6.

Konsentraatio mg/|
Virtsa

Keskiarvo
Keskihajonta
RSD- %

Bias- %

Taulukko 7.

Konsentraatio mg/I

Keskiarvo
Keskihajonta
RSD- %

Bias- %

Lineaarisuus veresta.

GHB

GHB

3,2
3,3
3,0
3,3
3,0

32
0,1
43
5,0

53
5,4
5,6
4,8
4,6

5,1
0,4
8,1
2,6

Lineaarisuus virtsasta.

GHB

1

GHB

3,1
2,5
2,7
2,8
2,5

2,7
0,3
0,0

-9,4

Lineaarisuus veresta.

BHB

30

36,8
35,0
33,7
33,6
33,7

34,5
1,4
4,0

15,1

BHB

50

59,4
57,2
54,9
52,3
54,6

55,7
2,7
4,9

11,4

4,6
4,7
5,1
4,9
5,2

4,9
0,2
5,1

2,5

BHB

GHB

GHB

100

91,1
90,0
89,8
89,9
97,6

91,7
3,4
3,7

-8,3

10

10,0

9,6
10,1
10,3
10,1

10,0
0,3
2,6
0,2

10

11,2
11,3
11,5
11,3
11,3

11,3
0,1
0,9

12,9

BHB

GHB

GHB

200

160,1
204,1
196,5
170,1
181,2

182,4
18,2
10,0
-8,8

30

GHB

30,6
29,9
30,5
30,4
30,9

30,4
0,4
1,2
1,5

30
GHB

30,8

31,0

31,1

31,1

30,8

30,9
0,1
0,4
3,1

300

BHB
269,1
285,7
308,0
303,5
270,0

287,2
18,2
6,3
-4,3

50 100 200 300

GHB GHB GHB
50,1 104,3 212,5 309,5
50,8 99,4 201,4 305,3
50,4 102,2 200,9 315,2
49,6 101,2 206,5 300,0
51,5 100,2 209,2 311,1
50,5 101,5 206,1 308,2
0,7 1,9 5,0 5,8
1,4 1,9 2,4 1,9
0,9 1,5 3,0 2,7
50 100 200 300

GHB GHB GHB
51,5 99,1 197,4 294,9
50,9 96,5 195,0 294,5
50,9 98,0 194,5 293,2
51,1 98,1 197,1 295,2
53,5 96,4 196,0 299,1
51,6 97,6 196,0 295,4
11 1,2 1,3 2,2
2,2 1,2 0,6 0,8
3,1 -2,4 -2,0 -1,5
500 1000 2000 3000

BHB BHB BHB BHB

472,7  1031,1  2060,4  3180,1
480,4 978,6 21202 31257
469,8 11005 2229,8  3356,4
500,9 1038,5 21360 30216
492,4 999,8  1990,4 31485
483,3  1029,7 2107,4  3166,4
13,2 46,4 89,2 121,7
2,7 4,5 4,2 3,8
-3,3 3,0 5,4 55
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500

GHB
506,7
509,4
509,4
517,8
522,1

513,1
6,5
1,3
2,6

500

GHB

506,6
504,5
513,2
498,9
503,1

505,3
5,3
1,0
1,1

5000

BHB
5230,2
5766,2
5404,4
5061,9
5531,0

5398,7
2713
5,0
8,0
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Taulukko 8.  Lineaarisuus virtsasta.

Konsentraatio mg/| 50 100 200 300 500 1000 2000
Virtsa BHB BHB BHB BHB BHB BHB BHB
55,4 106,6 199,4 296,9 502,9 996,0 2166,9
57,4 98,5 197,4 297,7 507,8 1119,9 2286,0
60,9 100,9 199,2 288,9 507,7 1042,4 2285,6
57,4 95,4 200,6 290,5 499,8 1001,3 2381,3
58,2 99,6 199,1 297,4 504,2 968,4 2191,5
Keskiarvo 57,9 100,2 199,1 294,3 504,5 1025,6 2262,3
Keskihajonta 2,0 4,1 1,2 4,2 3,4 59,0 85,7
RSD- % 3,4 4,1 0,6 1,4 0,7 5,8 3,8
Bias- % 15,7 0,2 -0,4 -1,9 0,9 2,6 13,1

Kaytettavat pitoisuudet, suunnitelmasta poiketen, kalibroinnissa oli BHB:lle 50, 100,
300 ja 500 mg/l seka lineaarisuutta testatessa kaytettiin myods kalibroinnissa pitoisuuk-
sia 1000, 2000, 3000 ja 5000 mg/l. GHB kalibroinnissa kaytettiin pitoisuuksia 10, 50,
100 ja 300 mg/l. Kuvista 9, 10, 11 ja 12 voidaan néhd& menetelmien kalibrointikuvaajat.
R? on yli suunnitelman mukaisen tavoitearvon. Suoria ei ole pakotettu kulkemaan nol-

lan kautta.

Taulukko 9.  Kalibrointikuvaajien kooste.

Naytematriisi | Yhdiste STD Ikm. | Leikkauspiste | Kulmakerroin | r?

(b) (a)
Veri GHB 4 0,231 1,220 0,999994
Virtsa GHB 4 0,3031 1,161 0,999622
Veri BHB 4 -0,03888 0,3401 0,999895
Virtsa BHB 4 0,5758 0,4578 0,998026

Suorien yhtalét noudattavat seuraavaa kaavaa

Y=ax+b (Kaava 5)

jossa a on suoran kulmakerroin ja b on y-akselin leikkauspiste.



GHB-TMS
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Kuva 9. Veren y-hydroksibutyraatin kalibrointikuvaaja pitoisuuksille 10, 50, 100 ja 300mg/l.
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Kuva 10. Veren B-hydroksibutyraatin kalibrointikuvaaja pitoisuuksille 50, 100, 300 ja 500mg/I.
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GHB-TMS
Response Ratio

10

0 5 10 18
Concentration Ratio

Kuva 11. Virtsan y-hydroksibutyraatin kalibrointikuvaaja pitoisuuksille 10, 50, 100 ja 300mg/I.

BHB-TMS
Response Ratio

0 10 20
Concentration Ratio

Kuva 12. Virtsan B-hydroksibutyraatin kalibrointikuvaaja pitoisuuksille 50, 100, 300 ja 500mg/I.

14.6 Detektio- ja maaritysrajat

Detektiorajaksi eli toteamisrajaksi GHB:lle saatiin 1 mg/l, joka taytti validointisuunnitel-
massa asetetut tavoitteet toistettavuuden, uusittavuuden ja tulosten oikeellisuuden

osalta. BHB:lle saatiin laskennallisesti detektioraja seuraavalla kaavalla
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LOD = x + 3s (Kaava 4)

Naudanveren keskiarvo BHB:lle oli 28,00 mg/l ja keskihajonnaksi saatiin viidelle rin-

nakkaiselle méaaritykselle 2,99 mg/I.

28,00+ (3*2,99) =3696 =~ 37mg/l

Poikkeuksena suunnitelmasta maaritysrajaksi saatiin BHB verelle ja virtsalle 50 mg/I.

GHB:lle mé&aritysrajaksi sen sijaan saatiin veresta seka virtsasta 3 mg/I.

Raportointirajat BHB:lle on 50 mg/l ja GHB:lle elavista potilaista 10 mg/l ja vainajista 50
mg/l.

14.7 Kalibroinnin oikeellisuus ja tarkkuus

Bias- % laskettiin seuraavalla kaavalla

Bias —% = (x — u) + u*100% (Kaava 6)

Missa x on mitattu arvo ja 1 on odotusarvo.

Alla olevista taulukoista tarkasteltiin kalibrointinaytteiden bias- % ja suhteellisia keski-
hajontoja.
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Taulukko 10. vy-hydroksibutyraatti kalibrointinaytteiden suhteellinen keskihajonta (RSD- %) ja

bias- %.

Standardit
GHB (mg/I) Virtsa

Keskiarvo
Keskihajonta
RSD- %

Bias -%

Keskiarvo
Keskihajonta
RSD- %

Bias -%

10
11,2
11,3
11,5
11,3
11,3

11,3
0,1
0,9

12,9

10
10,0
9,6
10,1
10,3
10,1

10,0
0,3
2,6
0,2

50
51,5
50,9
50,9
51,1
53,5

51,6
1,1
2,2
3,1

50
50,1
50,8
50,4
49,6
51,5

50,5
0,7
1,4
0,9

100
99,1
96,5
98,0
98,1
96,4

97,6
1,2
1,2

-2,4

100
104,3
99,4
102,2
101,2
100,2

101,5
1,9
1,9
1,5

300
294,9
294,5
293,2
295,2
299,1

295,4
2,2
0,8

-1,5

300
309,5
305,3
315,2
300,0
311,1

308,2
5,8
1,9
2,7

Bias- % ja suhteellisen keskihajonnan (RSD- %) tuli olla alle 15 %, mé&aritysrajalla alle

20 %.

Taulukko 11. B-hydroksibutyraatti kalibrointindytteiden suhteellinen keskihajonta (RSD- %) ja

bias- %.

Standardit
BHB (mg/I) Virtsa

Keskiarvo
Keskihajonta
RSD- %

Bias -%

Keskiarvo
Keskihajonta
RSD- %

Bias -%

50
55,4
57,4
60,9
57,4
58,2

57,9
2,0
3,4

15,7

50
59,4
57,2
54,9
52,3
54,6

55,7
2,7
4,9

11,4

100
106,6
98,5
100,9
95,4
99,6

100,2
4,1
4,1
0,2

100
91,1
90,0
89,8
89,9
97,6

91,7
3,4
3,7

-8,3

300
296,9
297,7
288,9
290,5
297,4

294,3
4,2
1,4

-1,9

300
269,1
285,7
308,0
303,5
270,0

287,2
18,2
6,3
-4,3

500
502,9
507,8
507,7
499,8
504,2

504,5
3,4
0,7
0,9

500
472,7
480,4
469,8
500,9
492,4

483,3
13,2
2,7
-3,3
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Taulukoista 10 ja 11 voimme todeta menetelmén tulosten oikeellisuuden ja tarkkuuden

olevan hyvaksyttavissa rajoissa.

14.8 Menetelméan selektiivisyys

Menetelman voidaan todeta olevan selektiivinen kyseisille analyyteille. Analysoitujen
tapausten kromatogrammeista voitiin todeta, ettei hairitsevia piikkeja ei esiinny BHB- ja

GHB -piikkien kyljessa.

14.9 Tunnistuksen oikeellisuus

Tunnistuksen oikeellisuudessa tarkasteltiin analysoitujen tapauksien kromatogrammeja
ja voitiin todeta, ettd menetelma tayttaa tutkittavien yhdisteiden kohdalla oikeellisuuden
kriteerit. Pienemmilla pitoisuuksilla (alle maaritysrajan) voi naytematriisi siséltaa tunnis-

tusta hairitsevia tekijoitd mutta ne eivat vaikuta oleellisesti tunnistuksen oikeellisuuteen.

14.10 Toistuvuus

14.10.1 Toistettavuus

Toistettavuutta tutkittiin mittaamalla GHB:n kohdalla viidestad ja BHB:n kohdalla kym-

menesta vainajanaytteesta nelja rinnakkaismaaritysta veresta seka virtsasta.
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Taulukko 12. Vainajanaytteiden toistettavuus mitattaessa y-hydroksibutyraattia, pitoisuudet

ovat mg/l.
Néyte nro. Naytematriisi Rinnakkaiset Ka Keskihajonta (mg/1) RSD- %
1 2 3 4
Vainaja 1 Veri 69,0 74,1 64,2 71,2 69,6 4,2 6,0
Virtsa 222,6 235,3 213,6 231,4 225,7 9,7 4,3
Vainaja 2 Veri 79,6 77,1 84,2 97,3 84,5 9,0 10,6
Virtsa 559,4 554,0 522,6 551,9 547,0 16,6 3,0
Vainaja 3 Veri 722,6 624,1 640,6 739,2 681,6 57,7 8,5
Virtsa 2614,7 2722,6 2679,9 2682,8 2675,0 44,7 1,7
Vainaja 4 Veri 2935,6 2770,4 3199,2 2707,3 2903,1 219,6 7,6
Virtsa 848,9 829,3 802,1 836,5 829,2 19,8 2,4
Vainaja 5 Veri 95,9 93,3 79,0 80,6 87,2 8,7 9,9
Virtsa 169,9 161,4 169,7 164,2 166,3 4,2 2,5

Taulukko 13. Vainajanaytteiden toistettavuus mitattaessa B-hydroksibutyraattia, pitoisuudet

ovat mg/l.
Ndyte nro. Naytematriisi Rinnakkaiset Ka Keskihajonta (mg/I) RSD- %
1 2 3 4

Vainaja 1 Veri 885,3 888,9 928,1 751,1 863,3 77,3 9,0

Virtsa 601,2 606,5 783,1 768,5 689,8 99,5 14,4

Vainaja 2 Veri 523,5 719,3 689,9 684,9 654,4 88,6 13,5

Virtsa 458,1 478,7 427,1 424,1 447,0 26,1 5,8

Vainaja 3 Veri 627,2 756,7 576,6 773,5 683,5 96,7 14,2

Vainaja 4 Veri 689,9 574,2 497,0 537,3 574,6 83,1 14,5

Virtsa 105,8 122,9 125,3 120,7 118,7 8,8 7,4

Vainaja 5 Veri 345,1 353,9 470,6 506,4 419,0 81,7 19,5

Virtsa 9861,5 9620,9 | 9650,1 | 10154,8 | 9821,8 246,5 2,5

Vainaja 6 Veri 109,6 116,8 106,9 113,4 111,7 4,3 3,9

Virtsa 2276,3 2263,3 2759,6 2588,1 2471,8 243,6 9,9

Vainaja 7 Veri 275,4 250,2 300,5 284,7 277,7 21,0 7,6

Virtsa 52,4 52,0 52,3 53,0 52,4 0,5 0,9

Vainaja 8 Veri 135,8 142,8 118,6 140,0 134,3 10,8 8,1

Vainaja 9 Veri 142,1 123,5 155,1 152,4 143,3 14,3 10,0

Virtsa 1936,3 1692,9 1855,1 1890,5 1843,7 105,9 5,7

Vainaja 10 Veri 95,2 100,7 109,0 91,0 99,0 7,8 7,9

Menetelman voidaan todeta olevan toistettavuudeltaan hyvaksyttavissa raja-arvoissa.

Punaisella merkittyja suhteellisia keskihajontoja ei ole kaytetty myohemmassa vai-

heessa mittausepavarmuutta laskettaessa, koska naytteiden pitoisuudet ylittivat lineaa-

risuuden rajan (Taulukot 13 ja 15). Toistettavuudessa RSD- % tulee olla alle 15%,

maaritysrajalla alle 20%.
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14.10.2 Uusittavuus

Uusittavuutta tutkittiin mittaamalla GHB:n kohdalla viidesté ja BHB:n kohdalla kymme-
nesta vainajanaytteesta rinnakkaismaaritykset neljana eri paivana veresta seka virtsas-

ta.

Taulukko 14. Vainajanaytteiden uusittavuus maaritettdessa y-hydroksibutyraattia, pitoisuudet

ovat mg/l.
Nayte nro. Naytematriisi | Naytteenkasittely paiva Ka Keskihajonta (mg/l) RSD- %
26.4.2016 27.4.2016|28.4.2016]29.4.2016

Vainaja 1 Veri 81,6 77,5 87,1 85,0 82,8 4,2 5,1
Virtsa 199,6 211,3 2444 233,4 222,1 20,4 9,2

Vainaja 2 Veri 87,5 86,7 97,6 86,1 89,5 5,5 6,1
Virtsa 515,5 558,5 546,3 528,1 537,1 19,1 3,5

Vainaja 3 Veri 785,0 908,1 691,1 838,2 805,6 91,5 11,4
Virtsa 2616,3 2729,3 3034,3 2991,4 2842,8 202,4 7,1

Vainaja 4 Veri 3161,3 2952,5 2814,8 3209,1 3034,4 184,0 6,1
Virtsa 789,0 827,9 813,1 811,2 810,3 16,0 2,0

Vainaja 5 Veri 86,8 96,9 107,5 112,3 100,9 11,4 11,3
Virtsa 155,2 173,2 170,4 162,4 165,3 8,1 4,9

Taulukko 15. Vainajanaytteiden uusittavuus maaritettdessa B-hydroksibutyraattia, pitoisuudet

ovat mg/I.
Nédytenro. | Nédytematriisi | Néytteenkasittely paiva Ka Keskihajonta (mg/l) RSD- %
20.4.2016 21.4.2016(22.4.2016(25.4.2016|26.4.2016
Vainaja 1 Veri 1973,6 2336,5 2174,6 2131,7 2154,1 149,2 6,9
Virtsa 3206,3 2013,4 1146,6 1513,3 1969,9 897,6 45,6
Vainaja 2 Veri 1810,9 1602,9 1437,3 1492,3 1585,8 165,1 10,4
Virtsa 1365,5 14246 | 1472,4 | 13573 1405,0 54,0 38
Vainaja 3 Veri 2300,1 2604,3 2351,8 2766,3 2505,6 218,8 8,7
Vainaja 4 Veri 54,4 46,1 45,6 45,0 47,8 4,4 9,3
Virtsa 30,5 24,3 21,6 26,3 25,7 3,8 14,6
Vainaja 5 Veri 2636,5 2298,2 1888,7 2128,8 2238,0 314,3 14,0
Virtsa 1596,4 1058,1 1111,9 1196,8 1240,8 243,8 19,7
Vainaja 6 Veri 78,7 91,8 106,2 91,0 91,9 11,3 12,2
Virtsa 35,8 32,0 38,7 38,7 36,3 3,2 8,7
Vainaja 7 Veri 1875,5 1743,0 1453,7 2010,2 1770,6 237,8 13,4
Vainaja 8 Veri 1825,4 1627,2 1370,9 1547,3 1592,7 188,5 11,8
Virtsa 6137,6 5726,6 6579,8 7913,4 6589,4 949,0 14,4
Vainaja 9 Veri 30,9 33,7 40,2 41,8 36,7 5,2 14,1
Vainaja 10 Veri 330,8 | 3458 | 4202 | 3714 | 3671 39,2 10,7
Virtsa 202,2 200,8 197,2 200,4 200,2 2,1 1,1
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Menetelman voidaan todeta olevan uusittavuudeltaan hyvéksyttavissa rajoissa. RSD-

% tulee olla alle 20%.

14.11 Ulkoinen nayttd tulosten oikeellisuudesta

Esimerkkina alla oleva taulukko GHB varmennetun referenssimateriaalin tuloksista.

Taulukko 16. GHB laaduntarkkailunaytteen tulosten oikeellisuudesta.

Mitattu pitoisuus
Todellinen Pitoisuus (mg/I) (mg/1)

53,0

51,8
53,3
51,7
53,4
49,7
56,4
54,9
59,1
56,9
57,3

O[NP WIN |

=
o

Ka 54,5
Keskihajonta 3,0
RSD- % 5,4
Bias-% 2,8

BHB:sta ei ollut saatavila varmennettua referenssimateriaalia. Jatkossa -

hydroksibutyraatin osalta osallistutaan ulkoisiin vertailumittauksiin, jos niita on tarjolla.

14.12 Matriisiefektin maarittaminen

Matriisiefektia ei voitu maarittdd post mortem -verinaytteista, johtuen siitd, etta endo-
geenistd GHB:a ja BHB:a muodostuu vainajaan yhtena matanemisen tuotteena. Tau-
lukkoon 17 on kerétty tulokset matriisiefektin maarityksestd kymmenen vainajan virt-

sasta.
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Taulukko 17. B- ja y-hydroksibutyraatin matriisiefektin maaritys.

_ Vainajal Vainaja2 Vainaja3 Vainaja4 Vainaja 5 Ka Keskihajonta (mg/I) RSD- %

1 2462 308,4 264,4 283,6 256,3 271,8 24,7 9,1
2 2590 284,1 236,6 273,9 293,8 269,5 22,4 8,3
3 2747 279,9 262,9 316,0 269,7 280,6 20,7 7,4
8,3
Ka 260,0 290,8 254,6 291,2 273,2
keskihajonta 14,3 15,4 15,6 22,1 19,0
RSD- % 55 5,3 6,1 7,6 7,0 6,3

_ Vainaja6 Vainaja7 Vainaja8 Vainaja9 Vainaja 10 Ka Keskihajonta (mg/I) RSD- %
1

502,9 525,1 501,0 540,6 541,8 522,3 19,7 3,8
2 5849 501,2 494,7 499,4 514,3 518,9 37,6 7,2
3 5898 489,1 471,7 483,8 469,4 500,7 50,4 10,1
7,0
Ka 559,2 505,1 489,1 508,0 508,5
keskihajonta 48,8 18,3 15,4 29,4 36,5
RSD- % 8,7 3,6 3,2 5.8 7,2 5,7

_ Vainajal Vainaja2 Vainaja3 Vainaja4 Vainaja 5 Ka Keskihajonta (mg/I) RSD- %

1 3010 302,9 294,6 301,6 303,4 300,7 3,5 1,2
2 308,7 295,0 296,0 303,0 303,9 301,3 5,7 1,9
3 3028 295,1 294,3 304,0 305,1 300,3 51 1,7
1,6
Ka 304,2 297,7 295,0 302,9 304,1
keskihajonta 4,0 4,5 0,9 1,2 0,9
RSD- % 1,3 1,5 0,3 0,4 0,3 0,8

_ Vainaja6 Vainaja7 Vainaja8 Vainaja9 Vainaja 10 Ka Keskihajonta (mg/I) RSD- %

1 5051 510,3 515,3 523,0 515,6 513,9 6,7 1,3
2 506,3 514,3 517,5 520,0 514,7 514,6 51 1,0
3 5084 510,8 517,5 509,0 504,6 510,0 4,7 0,9
1,1
Ka 506,6 511,8 516,8 517,3 511,6
keskihajonta 1,7 2,2 1,3 7,4 6,1
RSD- % 0,3 0,4 0,2 1,4 1,2 0,7

Taulukosta 17 voimme todeta, ettéa naytteet eivat sisalla matriisiefektida, koska suhteelli-
set keskihajonnat ovat hyvin pienia. Mikali matriisiefektia olisi suhteelliset keskihajonnat

olisivat reilusti yli kymmenen prosenttia.

14.13 Mittausepavarmuus ja laajennettu mittausepavarmuus

Ensin laskettiin taulukoista 10 ja 11 suhteellisten keskihajontojen (RSD- %) keskiarvot.
Bias-%:ssa laskettiin ensin - merkkisille tuloksille itseisarvot ja taman jalkeen keskiar-

Vot.

Tulokseksi GHB virtsalle saatiin taulukosta 10 suhteellisten keskihajontojen keskiar-
voksi 1,26 % ja bias-% keskiarvoksi 4,99 %. GHB verelle saatiin sen sijaan RSD- %
keskiarvoksi 1,96 % ja bias-% 1,32.
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Taulukosta 11 BHB virtsalle saatiin RSD- % keskiarvoksi 2,41 % ja bias-% keskiarvoksi
4,68 %. BHB verelle saatiin RSD- % keskiarvoksi 4,40 % ja bias-% 6,82 %.

Taulukoista 12, 13, 14 ja 15 laskettiin verien ja virtsojen suhteellisten keskihajontojen
keskiarvot. Tulokset on keratty alla oleviin koosteisiin. Tassa kohtaa huomioon ei otettu
punaisella merkittyja arvoja, naytteiden pitoisuuksien ylittdessa lineaarisuuden rajan.
Taulukon 12 saatuihin tuloksiin lisattiin viela laaduntarkkailunaytteesta (taulukko 16)

saatu suhteellinen keskihajonta, koska naytematriisi oli verta.

Taulukko 18. Kooste GHB verien ja virtsojen toistettavuusmittauksista saaduista tuloksista,

lasketuista RSD- %:sta, seka niiden keskiarvoista (Taulukko 12).

Vainaja RSD- % veri RSD- % virtsa
1 6,0 4,3
2 10,6 3,0
3 8,5 1,7
4 7,6 2,4
5 9,9 2,5
laaduntarkkailunayte 5,4
Ka 8,0 2,8

Taulukko 19. Kooste GHB verien ja virtsojen uusittavuusmittauksista saaduista tuloksista, las-

ketuista RSD- %:sta, seka niiden keskiarvoista (Taulukko 14).

Vainaja RSD- % veri RSD- % virtsa
1 51 9,2
2 6,1 3,5
3 11,4 7,1
4 6,1 2,0
5 11,3 4,9
Ka 8,0 5,3
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Taulukko 20. Kooste BHB verien ja virtsojen toistettavuusmittauksista saaduista tuloksista,

lasketuista RSD- %:sta, seka niiden keskiarvoista (Taulukko 13).

Vainaja
1

O 00N O Ul b WN

A =
Q O

RSD- % veri
9,0
13,5
14,2
14,5
19,5
3,9
7,6
8,1
10,0
7,9
10,8

Vainaja

1

u B~ W N

Ka

RSD- % virtsa
14,4
5,9
7,4
0,9
5,7

6,9

Taulukko 21. Kooste BHB verien ja virtsojen uusittavuusmittauksista saaduista tuloksista, las-

ketuista RSD-%:sta, seka niiden keskiarvoista (Taulukko 15).

Vainaja
1

O 00 NO U b WN

-
o

A
Q

RSD- % veri
6,9
10,4
8,7
9,3
14,0
12,2
13,4
11,8
14,1
10,7
11,2

Vainaja

1

u b~ W N

Ka

RSD- % virtsa
3,8
14,6
19,7
8,7
1,1

9,6

Veren GHB-pitoisuuden mittausepévarmuutta laskettaessa kaytettiin seuraavia arvoja.

Veren GHB toistettavuuden RSD- % keskiarvon ja veristandardien RSD- % keskiarvon

keskiarvoksi saatiin 4,98 %. Uusittavuuden RSD- % keskiarvo oli 7,97%. Laaduntark-

kailundytteen bias-% ja veristandardien bias-% keskiarvoksi saatiin 2,06 %.

Tulokset sijoitetaan mittausepavarmuutta kuvaavaan kaavaan

U= 4,982+ 7,972 + 2,062 = 9,62 %

Veren GHB-pitoisuuden laajennettu kokonaismittausepavarmuus on

U(95%) =2%9,62=1924 = 19%
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Virtsan GHB-pitoisuuden mittausepavarmuutta laskettaessa kaytettiin seuraavia arvoja.
Virtsan GHB toistettavuuden RSD- % keskiarvon ja virtsastandardien RSD- % keskiar-
von keskiarvoksi saatiin 2,02 %. Uusittavuuden RSD- % keskiarvo oli 5,35 %. Virt-

sastandardien bias-% keskiarvoksi saatiin 4,99 %.

Tulokset sijoitetaan mittausepavarmuutta kuvaavaan kaavaan

U= /2,022 + 5352 + 4,992 = 7,59 %

Virtsan GHB-pitoisuuden laajennettu kokonaismittausepavarmuus on

U(95%) = 2% 7,59 = 15,18 ~ 15 %

Veren BHB-pitoisuuden mittausepavarmuutta laskettaessa kaytettiin seuraavia arvoja.
Veren BHB toistettavuuden RSD- % keskiarvon ja veristandardien RSD- % keskiarvon
keskiarvoksi saatiin 7,60 %. Uusittavuuden RSD- % keskiarvo oli 11,17 %. Veristan-

dardien bias-% keskiarvoksi saatiin 6,82 %.

Tulokset sijoitetaan mittausepévarmuutta kuvaavaan kaavaan

U= \/7,602 + 11,172 + 6,822 = 15,14 %

Veren BHB-pitoisuuden laajennettu kokonaismittausepavarmuus on

U(95%) = 2 * 15,14 = 30,28 ~ 30 %

Virtsan BHB-pitoisuuden mittausepavarmuutta laskettaessa kaytettiin seuraavia arvoja.
Virtsan BHB toistettavuuden RSD- % keskiarvon ja virtsastandardien RSD- % keskiar-
von keskiarvoksi saatiin 4,64 %. Uusittavuuden RSD- % keskiarvo oli 9,58 %. Virt-

sastandardien bias-% keskiarvoksi saatiin 4,68 %.

Tulokset sijoitetaan mittausepévarmuutta kuvaavaan kaavaan
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U= 4,642+ 9,582 + 4,682 = 11,63 %
Virtsan BHB-pitoisuuden laajennettu kokonaismittausepavarmuus on

U(95%) =2+11,63 =23,25 =23 %

15 BHB pitoisuuden korrelaatio PMI:n kanssa

Naytteista maaritettyjen BHB-pitoisuuksien osuutta koko ketoainepitoisuudesta verrat-
tiin PMI-aikaan eli vainajan kuolinajan ja ruumiinavausajan véliseen aikaeroon. Aikai-
semmissa tutkimuksissa on havaittu BHB pitoisuuden pysyvan melko vakaana kuole-
man jalkeen, kun taas muiden ketoaineiden pitoisuudet pienenevat hajoamisen takia.
Na&in ollen voitaisiin olettaa, etta mita pitempi on PMI, sitd suurempi osuus koko ketoai-
nepitoisuudesta koostuu B-hydroksibutyraatista.

PMI y =2,8454x+ 9,233
RZ =0,0888
35
30 L 4
25
20 * ¢
= *
o *
15 ’: .
®e
10 -+ s ¢
*
* 9 *
5 A/ +
L 2 4
U T T T T T T T T 1
0,0% 50,0 % 100,0 % 150,0 % 200,0% 250,0% 300,0 % 350,0% 400,0 % 450,0 %
BHB pitoisuuden %-osuus kokonaisketoaineista

Kuva 13. Naytteiden PMI:n korrelaatio BHB-pitoisuuden prosenttiosuuteen kokonaisketoaineis-
ta.

Kaaviokuvasta voimme todeta, ettd BHB:n pitoisuus ei korreloi PMI:n kanssa. Maari-
tyksissa veren BHB pitoisuuden osuus kokonaisketoaineista oli 9,6-100,2 % (N = 9,

Keskiarvo 66,9 % ja mediaani 73,9 %) lasiaisissa BHB:n osuus oli pienempi 16,8-381,7
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% (N = 30, keskiarvo 61,8 % ja mediaani 48,2 %). PMI:n vaihteluvali oli 4-31 paivaa (N
= 39, keskiarvo 10,9 ja mediaani 10 paivad). Korrelaatiotutkimuksen epéavarmuutta li-
saa myds se, etta tutkimuksissa kaytettavien PMI-arvoista peréati 32 eli 82 % oli arvioita
eli kuolinajasta ei ollut varmaa tietoa. Suhteeseen saattaa vaikuttaa myos se, ettd BHB
maaritykset tehtiin huomattavasti myohemmin kuin ketoainepitoisuus maaritykset, jol-
loin naytteiden sailytys on voinut vaikuttaa pitoisuuksiin. Jatkossa BHB-maéaritykset
tehddaan samaan aikaan kuin ketoainepitoisuudet, eli naytteiden juuri saavuttua labora-
torioon.
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16 Johtopaatokset

Uuttomenetelmia vertailtaessa todettiin Kytésuontien menetelmén olevan soveltuvampi
kayttdtarkoitukseensa, vaikka Tilkanméen ja Kytdsuontien menetelmien lineaarisuus-

kuvaajissa ei ollut eroja, niin yksittaisista ionikromatogrammeista hairitsevia tekijoita
[Oytyi.

Kaiken kaikkiaan menetelméan voidaan todeta antavan luotettavia mittaustuloksia mo-
lemmille yhdisteille sekéa veresta etta virtsasta. Lopullisesti - hydroksibutyraatin osalta
maaritysta suoritetaan verestd, koska virtsa ei valttamatta anna, etenkin jos vainaja on
ennen kuolemaa juonut paljon, luotettavaa kuvaa kehon ketoasidoosista kuolinhetkell&.
Virtsalle ei myoskaan ole viitearvoja kirjallisuudessa. Laboratorion toimesta menetel-
maa mahdollisesti laajennetaan - hydroksibutyraatin osalta myos lasiaisiin.

Toteamisrajaksi BHB:lle saatiin laskennalliseksi 37 mg/l. Maaritysrajaksi BHB:lle saatiin
veresta (seka virtsasta) 50 mg/l, koska tata pienempien pitoisuuksien voidaan todeta
olevan normaaleja, tasta syysta validointisuunnitelmaan asetetut tavoitearvot eivat
kohdanneet toteamis- ja maadritysrajoilla seké& mittausalueella BHB:n kohdalla. GHB:lle
toteamisrajaksi saatiin 1 mg/l ja maaritysrajaksi 3 mg/l. Raportointiraja BHB:lle vainajis-

ta on 50 mg/l ja GHB:lle vainajista 50 mg/l ja elavista 10 mg/l.

Kalibrointipisteita valittin kolmen sijaan neljd, jotta voidaan luotettavammin tunnistaa
yhdisteet. Kalibrointiin kaytetdan y- hydroksibutyraatilla pitoisuuksia 10, 50, 100 ja 300
mg/l. B- hydroksibutyraatilla kalibrointiin kaytetaan pitoisuuksia 50, 100, 300 ja 500
mg/l, vaikkakin menetelma on lineaarinen alueella 30-5000 mg/I.

Laajennetut kokonaismittausepavarmuudet ovat; GHB verelle 19 % ja virtsalle 15 %
seka BHB verelle 30 % ja virtsalle 23 %.

BHB-pitoisuuksien osuutta koko ketoainepitoisuuksista verrattiin PMI-aikaan ja voitiin
todeta, ettda BHB-pitoisuus ei korreloi PMI:n kanssa. Epavarmuutta korrelaatiotutkimuk-
siin tuo kuitenkin se, etté perati 82% PMI-arvoista on arvioita eli kuolinaika ei ole taysin
varma ja se ettd BHB-maaritykset tehtiin myéhemmin kuin ketoainepitoisuus maarityk-

set. Jatkossa BHB-maaritykset suoritetaan naytteiden juuri laboratorioon saavuttua.
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Menetelman voidaan todeta olevan selektiivinen, toistettava ja uusittava, seka tunnis-
tus on oikeellinen tutkittaville yhdisteille, néin ollen menetelm& voidaan ottaa laborato-
riossa rutiinikayttoon.
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validoida molemmat analyytit. Betahydroksibutyraattia pidetaan hyvana biomarkkerina
alkoholi ketoasidoosissa ja diabeettisessa ketoasidoosissa. Alkoholi ketoasidoosissa
BHB/asetoasetaatti suhde on korkeampi kuin diabeettisessa ketoasidoosissa 7:1 ver-
rattuna 3:1. Betahydroksibutyraatin osuus kokonaisketoaineista on n. 78 %.

Aikataulu
14.3.- 30.5.2016

Tekijat
Heidi Tarvainen ja llpo Rasanen

Laitteet
GC-MS3

Matriisit
Vainajien ja elavien kokoveri ja virtsa

Yhdisteet
Betahydroksibutyraatti (BHB) ja gammahydroksibutyraatti (GHB)

Pitoisuusalueet
10-300mg/I

Lahdeviite

Huda M.A. Hassan, Gail A.A. Cooper. Determination of 3-Hydroxybutyrate in Blood and
Urine Using Gas Chromatography-Mass Spectrometry. Journal of Analytical Toxicolo-
gy, Vol. 33, October 2009.

Joanna Hockenhull, Waljit Dhillo, Rebecca Andrews, Sue Patterson. Investigation of
markers to indicate and distinguish death due to Alcoholic Ketoacidosis, Diabetic Ke-
toacidosis and Hyperosmolar Hyperglycemic State using post-mortem samples. Foren-
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Tavoiteparametrit (soveltuvin osin)

Katsotaan ja paatetaan yhdessa.

Parametri Tavoitearvo tai vastaava

Injektion toistettavuus -

Toistettavuus RSD <15%, méaaritysrajalla <20%

Uusittavuus RSD <20%

Tulosten oikeellisuus BIAS <15%, méaaritysrajalla <20%

Toteamisraja 1 mgl/l

Maaritysrajat 10 mg/l

Retentioajan toistettavuus 0,02 min

Kalibroinnin tarkkuus ja oikeellisuus BIAS ja RSD < 15%, maaritysra-
jalla < 20%

Menetelman kalibrointikuvaaja R? > 0,99

Mittausalue

maaritysraja — 300

Spesifisyys tai selektiivisyys

negatiivisten naytteiden tausta ei
aiheuta hairiéta yhdisteiden koh-
dalla huomioon ottaen endogee-
ninen pitoisuus

Tunnistuksen oikeellisuus

Qualifier ionien suhteellinen pinta-
ala £20% (suhteellinen) tavoitear-

vosta
Hairidalttius -
Matriisiefekti ei matriisiefektia
Mittausepavarmuus < 30%
Valvontakortti ja sen rajat 15% ja 30%
Ulkoinen naytto tulosten oikeellisuudesta osallistutaan jatkossa vertailumit-

tauskierroksille, jos niitd on tarjol-
la

Raportointiraja

GHB: vainajilla 50 mgl/l, elavilla 10
mg/l, BHB 50 mg/I

Yhdisteiden sailyvyys

Validointitoimenpiteet

1. Kirjallisuus

Ensin tutustuttiin kirjallisuuteen ja menetelméaohjeisiin (THL:n Kytdsuontien ja
Tilkanmé&en). Tarkoituksena miettid kummalla ohjeistuksella lahdetdan esikasit-
telemaan naytteita. Kirjallisuudesta otettiin myds viitteita BHB:n pitoisuusaluee-

seen ja tutkittaviin ioneihin.
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1. lonien alustava valinta

Tehdaan trimetyylisilyyli — johdosten (TMS) scan-ajot joissa nahdaan yhdistei-
den massaspektrit. Spektrista valitaan ionit jotka ovat mahdollisesti soveltuvia
kysesiten analyyttien maarittamiseen. Luodaan SIM-menetelma alustavasti vali-
tuilla ioneilla.

2. Uuttomenetelméa
THL:n (Tilkanmé&en ja Kytdsuontien) uuttomenetelmid verrataan keskenaén uut-
tamalla yksi kalibrointisarja ja vainajanaytteitéd seka veresta etta virtsasta. Tes-
tauksien tuloksista valitaan parhaiten taustaltaan, helppoudeltaan ja maaritysra-
joiltaan, soveltuva menetelma naytteiden uuttamiseen.

3. lonien varsinainen valinta

Uutetaan valitulla uuttomenetelmélla kymmenen vainajan kokoverinadytetta ja
virtsanaytetta (seka kaytetaan jo kohdassa 3. ajettujen naytteiden tuloksia). Aje-
taan naytteet luodulla SIM-ohjelmalla taustatekijdiden selvittamiseksi ja valitaan
ne ionit jotka soveltuvat parhaiten yhdisteille. Valitaan kolme ionia per yhdiste,
myds sisdisille standardeille.

4. GC-MS ajo-ohjelma

Jos yhdisteet eroavat toisistaan nykyisella lineaarisella ohjelmalla, pyritaan
kayttamaan sita.

5. Menetelman kalibroinnin tarkkuus, lineaarisuus ja maaritysrajat

Veri- ja virtsanaytteille valmistetaan omat kalibrointindytteet. Nollave-
reen/nollavirtsaan lisatdan tutkittavia yhdisteita siten etta saavutetaan seuraavat
pitoisuustasot 1mg/l, 3mg/l, 5mg/l, 10mg/l, 30mg/l, 50mg/l, 100mg/l, 200mg/I,
300mg/l ja 500mg/l. Jokaisesta tasosta madritetdan viisi rinnakkaista. Lineaari-
suutta tutkitaan kalibrointikdyréan kuvasta. Jos kalibrointikuvaaja menee lineaa-
risesti, valitaan kalibrointiin jatkossa kolme pistetta.

6. Oikeellisuus (Tulosten tarkkuus)

6.1 Toistettavuus



Liite 1
4 (5)

& ) TERVEYDEN JA
&’ HYVINVOINNIN LAITOS
VALIDOINTISUUNNI-

TELMA
Oikeustoksikologiayksikké MENETELMAN NIMI

PVM 21.3.2016

LAATIJA HJIT

Toistettavuus maaritetaan analysoimalla kymmenen eri pitoisuustasolla, ai-
kaisemmin positiivisiksi todettuja vainajien veri- ja virtsanaytteita, jokaisesta
pitoisuudesta valmistetaan nelja rinnakkaista. Laskuihin voidaan kayttaa
myoOs kohdassa 6. ajettuja naytteitd. Tuloksista lasketaan suhteellinen kes-
kihajonta (RSD, %).

1.1 Uusittavuus

Maéaritetdan analysoimalla kymmenen positiivista naytetta veresta ja virt-
sasta siten, etta naytteet analysoidaan eri paivina. Tuloksista lasketaan
suhteellinen keskihajonta (RSD)

Matriisiefektin maarittaminen

Signaalien pienenemisté tai kasvamista tutkitaan lisaamalla yhdisteita kymme-
neen negatiivisiksi todettuihin vainaja naytteisiin (tai jo aiemmin analysoiduista
naytteista valitaan ne, joissa on mahdollisimman vahan GHB:a ja/tai BHB:a),
mukaan pyritaan valitsemaan my6s matia naytteita. Jokaisesta naytteesta val-
mistetaan kolme rinnakkaista. Pitoisuustasoiksi valitaan GHB:lle 10mg/l ja
50mg/l ja BHB:lle 50mg/I ja 100mg/l. Tuloksista verrataan rinnakkaisten nayttei-
den suhteellista keskihajontaa naytteiden valisiin suhteellisiin keskihajontoihin.

Mittausepavarmuus ja kokonaismittausepavarmuus

Mittausepavarmuus maaritetdan kayttaen alla mainittua kaavaa
U= \/U12 + U2

U, = Systemaattinen virhe. Laskemisessa kaytetaan oikeellisuutta eli kalibroin-
tikuvaajan pisteiden (kolmen pisteen kalibrointi) poikkeamaa teoreettisesta ar-
vosta.

U, = Satunnaisvirhe. Laskemisessa kaytetdan todellisten naytteiden ja kalib-
rointinaytteiden rinnakkaisten hajontaa. Saadaan kohdista 6, 7.1 ja 7.2.

Menetelmien mittausepévarmuus ilmoitetaan laajennettuna mittausepavarmuu-
tena.
Se saadaan kaavasta;

U(95%) = 2 x U
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Tai voidaan kayttadd Mukit -ohjelmaa mittausepévarmuuksien laskemisessa.
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BHB:n kokonaisionivirtakromatogrammi ja massaspektri

Abundance TIC: ghb_003.D\data.ms
8000000 2.804
2.454
7500000

7000000

6500000 ”

6000000, d
5500000? “ ‘
5000000, “

4500000‘ | |
4000000 - }‘ ‘
3500000 “ |‘
3000000 |
2500000! | i

2000000 |

1500000 R ||
1000000 | ||

500000;

o e P e 3RS [\ Lo
T

S T

=~ = T
Time--> 215 220 225 230 235 240 245

AR AR A T N BRI N e e T T
250 255 260 265 2.85 2.90 295 3‘00

TE] 1y
3.05 3.10 3.15

e MR | \‘
2.80

= L i
T T T

INERN
270 275

Abundance Scan 65 (2.453 min): ghb_003.D\data.ms
| 1471

2000000
1800000+

1600000+

1400000+

1200000/

1000000
17

800000
| 191.1

600000
400000

| 881 130.1 253w
|
204.1
1}

163.1175.1 | 2171 2472 8144
rry R riy .. 1
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

59.0 ; ‘ 1011 ‘
il

0 ettt
m/z--> 50 60 70 80 90 100 110

T T P T T T T T

270 280 290 300 310



Liite 3
1(1)

Retenticn Time Lockihg Data Report
Retention Locked Method: C:\MSDCHEM\1\METHCDS\GHB_ HJT.M
‘Retention Locked Cal Date: 1% May 2016 12:20 pm
Instrument: GC-MS3
Operator:
Method Lock is currently On
Compound: GHB-d6

Retention Time Calibration:

psi Time Spec  Deviation
File Pressure min. Xcor Seconds
RTLCCK1.D 9.98 2.79%6 0.99881 5.151
RTLOCK2.D 11.23 2.751 0.992438 2.407
RTLOCK3 .D 12.48 2.711 1.00000 0.000
RTLOCK4 .D 13.73 2.676 0.99865 -2.064
RTLOCKS.D 14.97 2,642 0,99874 ~4.118

Maximum Deviation: 5.151 seconds
RTL Curve: R = 3.11e+006 A*A - 1.91e+007 A + 2.99e+007

Terms of Curve Fit: 5
Constant = 2,98996e+007
Linear = -1.91361e+007
Quadratic = 3.10755e+006
Coefficient = 0.999888 ** Geod Fit »»

Locked Retention Time information:
Retention Locked File: C:\MSDCHEM\1\METHCDS\GHB_HJT.M\rtlock\rtlock3.d
Acq Date: 19 May 2016 12:20 pm
Instxument: GC-M4S3
Operator:
Measured Retention Time: 2.711 Pressure: 12.438 (psi)
Locked Retention Time: 2,700 Pressure: 12.83 (psi)
**+ Locked RT and Pressure Within Calibrated Limits *+

Lock run spectrum XCor: 1.0000

Report created: Thu May 19 12:56:43 2016



Liite 4
1(6)

Journal of Analytical Toxicology, Vol. 33, October 2009

4

Determination of 3-Hydroxybutyrate in
Blood and Urine Using Gas Chromatography-

Mass Spectrometry

Huda M.A. Hassan* and Gail A.A. Cooper

Forensic Medicine and Science, University of Glasgow, Glasgow G12 8QQ, Scotland, United Kingdom

Hydroxybutyrate (BHB) is considered a potential biomarker
for alcoholic ketoacidosis (AKA). A robust and sensitive method
was developed and validated for the quantitative determination
of BHB in postmortem blood and urine using deuterated

" q

y-hy ybutyrate as an internal st ples were analyzed
by gas cf graphy-mass spectrometry following liquid-liquid
ion and silyl derivatization. The limits of detection and

lower limits of quantification in blood and urine were 2 and 7
mg/L and 2 and 6 mg/L, respectively. The interday and intraday
precision was measured by coefficients of variation for blood and
urine and ranged from 1.0 to 12.4% for quality control samples
spiked at 50 and 300 mg/L. The linear range of 50-500 mg/L
Ited in an average correlation of RZ > 0.99, and the average

extraclion recoveries in blood and urine were = 82% and = 59%,
respectively. BHB remains stable in blood spiked at a
concentration of 300 mg/L for 15 days when stored within a

frig (2-5°C). Postmortem blood and urine samples were
analyzed using the validated method for cases where the deceased
had a history of chronic alcohol abuse to establish the use of BHB
as a potential marker of AKA.

Introduction

Alcohol biomarkers have the potential to be indicators for
chronic and acute alcohol consumption and can be detected in
the body long after the elimination of ethanol, which decreases
rapidly over time (1). B-Hydroxybutyrate (BHB) is one of the
ketone bodies and is considered a potential biomarker for al-
coholic ketoacidosis (AKA) (2-4).

Ketone bodies are created at moderate levels in human
bodies. A high concentration of ketones reduces the pH of
the body and causes ketoacidosis. Ketone bodies are formed
by the breakdown of fatty acids and deamination of amino
acids; the common ketone bodies produced in the body

* Author to whom correspondence should be addressed
E-mail: Huda. Hassan@formed gla.ac.uk

are acetone, acetoacetate, and BHB as illustrated in Figure 1.
Ketoacidosis can occur in starvation, diabetic ketoacidosis
(DKA), and AKA.

In many sudden deaths among individuals with a history of
alcohol abuse, the cause of death is undetermined following
the postmortem examination and associated investigations
(e.g., histology, microbiology, and toxicology). Low or absent
blood ethanol along with elevated levels of acetone do not in
themselves determine the cause of death, but these findings
in combination with a history of chronic alcohol abuse suggest
AKA (5).

DKA is associated with Type 1 diabetes and is related to in-
sulin deficiency and hyperglycemia. Insulin controls the level
of glucose in the body; if it is low, it causes a glucose overload,
dehydration, and then acidosis. AKA is associated with chronic
ethanol abuse and decreased food intake. AKA can lead to hy-
poglycemia, and in some cases, hyperglycemia due to gluco-
suria and low food intake in chronic alcoholics may occur (4).
Other factors that differentiate between AKA and DKA are that
the BHB/acetoacetate ratio is higher in AKA versus DKA, 7:1
versus 3:1, respectively, and the ratio of lactate/pyruvate is 19:1
versus 11:1 (6).

Analytical methods originally utilized for the analysis of y-
hydroxybutyrate (GHB) (7) and BHB (8) were modified and op-
timized for the analysis of BHB in postmortem blood and
urine. The aims of this study were to develop a sensitive and

(0] M OH OH
/U\ HO' CH;
A B C
0
|
HO—CD;~C0;~C0;~C~0Na
D
Figure 1. Ketone bodies acetone (A), acetoacetate (B], BHB (C), and
GHB-d; (D).

502 Reproduction (photocopying) of editorial content of this journal is prohibited without publisher's permission.



Liite 4
2(6)

Journal of Analytical Toxicology, Vol. 33, October 2009

robust method for determination of BHB in blood and urine,
to investigate the potential of BHB as a biomarker for AKA in
medicolegal cases, and to investigate the stability of BHB in
blood.

Materials and Methods

Materials

The internal standard used was deuterated GHB (GHB-d;,
1 mg/mL) as illustrated in Figure 1 and was purchased from
Cerilliant (Round Rock, TX). BHB and O-bis (trimethylsilyl)
trifluoroacetamide (BSTFA) with 1% trimethylchlorosilane
(TMCS) were sourced from Sigma Aldrich (Basingstoke, Eng-
land). Acetonitrile, methanol, and ethyl acetate, all HPLC-
grade, and 98% sulfuric acid were all obtained from VWR In-
ternational (West Chester, PA). Expired packed red blood cell
pouches were obtained from the Western Infirmary Blood
Bank (Glasgow, Scotland), and urine was obtained from drug-
free volunteers.

Preparation of blank blood, working standards,
and quality controls

Saline solution was prepared by weighing 9.5 g of sodium
chloride into a volumetric flask and dissolving in 1 L of deion-

ized water. The volume of packed red blood cells was measured
and diluted 1:1 with saline solution. An intermediate standard
was prepared in water at a concentration of 500 mg/L from a
stock standard of BHB prepared at a concentration of 2.0 g/L
in water. The internal standard solution was prepared at a con-
centration of 10 mg/L in methanol. Quality control material
was prepared by spiking blood and urine at concentrations of
50 and 300 mg/L, respectively.

Specimens

Postmortem blood (2 = 13) and urine (n = 12) were selected
from 14 cases where the cause of death was not known and
there was a history of alcohol abuse (Table I). Preserved sam-
ples were analyzed in preference to unpreserved samples, but
these were not available for all cases. The samples collected
with preservative (0.2% sodium fluoride) are noted in the
table. All unpreserved and preserved samples were stored at
4°C + 1°C until analysis.

Instrumentation

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) was uti-
lized using a Thermoquest Trace GC with X-calibur software
(Thermo Fisher Scientific, Leicestershire, U.K.). The column
used was a DB-5 capillary column (5% phenyl/95% methyl-
siloxane, 30 m x 0.25-mm i.d., 0.25-mm film thickness) pur-

Table I. BHB Summary of Case Results
Case BHB mg/L Acetone mg/L Ethanol mg/dL
No. Blood Urine  VH Blood  Urine  VH Blood Urine VH History/Cause of Death
1 205 >500 145* 431 152 19* 81 30 Alcoholic/fatty liver, cause of
death undermined
2 343 >500 35% 452 41 NEG* NEG NEG Fatty liver
3 239 429 694* 780 30* NEG Diabetic/possible ketoacidosis or
drug/alcohol-related
4 >500 201 325 12 25 Known alcohol abuser
5 <50 >500 20* 164 12¢ 58 Chronic alcohol abuse
6 203 >500 40* 54 NEG* NEG Fatty liver
7 328 387* NEG* Diabetic/possible ketoacidosis or
drug/alcohol related
8 214* >500 19* 89 NEG* NEG Alcoholic/fatty liver, cause of
death undetermined
9 198* 432 194% 342 12* NEG Alcohol abuse
10 138* 323 341 76* 103 7 67* 88 72 Undetermined cause of death, fibrosis
1 233 307 157* 225 340* 538 Liver failure, known alcoholic,
smell of alcohol, micronodular cirrhosis,
heart disease
12 211 3 NEG* Suspected drug-related death/
alcohol abuse but no smell of alcohol
13 * 246 252 50* 76 297¢ 347 Found dead in his room
14 267 >500 250* 314 NEG* NEG Fatty degeneration of the liver,
chronic alcohol abuse, fatty liver
* Preserved samples.

503



Liite 4
3(6)

chased from Agilent Technologies (Berks, U.K.).

GC-MS conditions

The initial oven temperature was held at 60°C for 2 min,
ramped to 180°C at 20°C/min, then ramped to 250°C at
50°C/min, and held for a further 1 min. Total run time was
10.3 min. The source temperature was 200°C; the transfer line
temperature was 250°C; the injector base temperature was
250°C using splitless mode, and the carrier gas flow rate was
1.2 mL/min. The mass detector multiplier voltage was 500 V,
dwell time was 0.25, and scan range was 40-300.

Data were collected in full scan mode, and the ions monitored
were m/z 191, and 117 for BHB and m/z and 240 for the inter-
nal standard GHB-dg. The ions used for quan-

Journal of Analytical Toxicology, Vol. 33, October 2009

spectra for BHB and the internal standard GHB-dg extracted
from urine.

Method Validation

Linearity

Calibration standards were prepared by spiking blank blood
and urine with BHB at concentrations ranging from 50 to 500
mg/L. The calibration standards were extracted with the post-
mortem samples and quality control samples. The peak-area
ratio of the BHB to the GHB-d; was calculated, and the cali-

tification were m/z 233 for BHB and m/z 239 [ -0 -

VO raOD A B 20 v

for GHB-dg. -

- i

AA Sauzoerr

. ce
05'50)

o s

e (Snen 1
A

Experimental

Blood extraction method
One hundred microliters of blood was trans-
ferred to a 2-mL snap top polypropylene mi-

crocentrifuge tube, and 100 plL of internal

standard (10 mg/L) was added to all samples in
addition to 500 pL acetonitrile as the extrac-
tion solvent. Samples were vortex mixed for 30
s and then centrifuged at 1500 ypm for 15 min.
The upper layer was collected, transferred
to a clean vial, and evaporated at 45°C + 1°C to
dryness with nitrogen. For the derivatization
step, 75 L of BSFTA + 1% TMCS was added

(50 mg/L).

Figure 2. Chromatogram and spectra for BHB and GHB-d; extracted from a blood control

to all samples, mixed, and heated at 90°C for

10 min. Samples were transferred to GC vials
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and 2 pL injected on column. Figure 2 illus-
trates a typical chromatogram and spectra
for BHB and the internal standard GHB-d;
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Urine extraction method
One-hundred microliters of urine was

" 8 7o

transferred to a 2-mL snap-top polypropylene

QCU30C W11C RT 840 AV 1 i

2 720,720 M- 151E8

P P0) - aBldeid02.00 Full me[40 06550 50)
microcentrifuge tube. One hundred micro- 1003 e T

liters of internal standard (10 mg/L) and 100 s 7

L of 0.025 M sulfuric acid were added to all PE 17 s

samples in addition to 1 mL ethyl acetate as P “il 3 o s 33

the extraction solvent. Samples were vortex I',-, e e L T - e o
mixed for 30 s and then centrifuged at 1500 s

rpm for 15 min. The upper layer was col- o Al
lected, transferred to a clean vial, and evapo- b
rated at room temperature to dryness with ni- =
trogen. For the derivatization step, 75 uL of “
BSFTA + 1% TMCS and 25 pL of ethyl acetate 2
were added to all samples, mixed, and heated
at 70°C for 30 min. Samples were transferred
to GC vials and 2 pL injected on column. Fig-
ure 3 illustrates a typical chromatogram and

sample (300 mg/L).
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Figure 3. Chromatogram and spectra for BHB and GHB-dj extracted from a postmortem urine
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bration curve was generated by plotting the area ratio against
the concentration (Figure 4). The correlation of coefficient (°2)
should be greater than 0.99.

BHB calibration curve in blood
Ratio = 09828 + 0.02856 conc. BHB

o 100 200 300
Conc. BHB

Figure 4. Calibration curve of BHB in blood.
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Figure 5. Stability study of spiked blood stored at 2-5°C for 15 days (A) and
processed blood samples stored at room temperature for 4 days (B).

Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ)

The LOD and lower LOQ (LLOQ) were determined by dilut-
ing the spiked samples with decreasing concentrations of BHB
within the expected range of the LODs (1.25-25 mg/L). Re-
gression analysis was undertaken, and the LOD and LLOQ were
calculated in accordance with Miller and Miller (9).

Case samples that are positive for BHB at concentrations
that are above or below the linear range (50-500 mg/L) of this
method, which is routinely used in the laboratory, are reported
as less than the LOQ (< 50 mg/L) or greater than the highest
calibrator (> 500 mg/L).

Recovery and matrix effect

The absolute recovery of BHB from blood and urine was as-
sessed by preparing spiked blood and urine controls at con-
centrations of 50 and 300 mg/L. The controls were extracted as
described previously; however, 100 pL of the internal standard
at a concentration of 10 mg/L was added prior to evaporation.
The absolute recovery was determined by comparing the ex-
tracted BHB/GHB-d; ratio to that of the unextracted standards
at the same concentration. All analyses were carried out in
triplicate and the average calculated.

The relative recovery was obtained by extracting water
spiked at concentrations of 50 and 300 mg/L, calculating the
BHB/GHB-d; ratio and comparing that to the ratio calculated
for blood and urine, which is expressed as a percentage. All
analyses were carried out in triplicate and the average calcu-
lated.

The purpose of assessing the absolute recovery was to check
the overall efficiency of the system. The relative recovery was
carried out to check the matrix effect (10).

Method precision

Intraday precision (within-day precision). Urine (n = 6) and
blood (n = 8) spiked controls were prepared at two different
concentrations (50 and 300 mg/L) and were then extracted in
a batch with case samples and injected on the same day.

Interday precision (between-day precision). Urine and blood
spiked controls were prepared at two different concentrations
(50 and 300 mg/L) and were then extracted in batches (n = 8)
with case samples on different days. The percentage of the co-
efficient of variation (CV%) was calculated, and the acceptable
CV% was < 20%.

Stability studies

Table I1. BHB Validation Results

Two small studies were carried out to assess
the stability of the derivatized extracts and to

(=8 (n=8) (n=8) (=8

Intraday Interday LOD and Relative Absolute assess the stability of BHB in blood. The sta-
Precision Precision LL0Q Recovery Recovery bility of the derivatized extract was evaluated
(CV%) (CV%) (mg/L) % % by repeatedly injecting the same two levels (50
50 300 50 300 50 300 50 300 and 300 mg/L) of processed samples for four
days following derivatization and storage at
Meth L L L L LOD LL L L L L
o el Nl et 0 gl WL Ml room temperature (22°C + 2°C).
Urine 7 5 12 6 2 6 149 191 73 59 The stability of BHB in blood was assessed
(n=6) (n=6) (n=8) (n=8) by extracting replicate spiked samples (50 and
Blood 5 , 9 . 5 - i 0 d 300 mg/L) from the same quality control lot

stored at 2-5°C and analyzed at time intervals
of day 1, 3, 11, 13, and 15. The percentage re-
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covery was calculated from the mean concentration of QC sam-
ples injected in day 3, 11, 13, and 15 and compared as a per-
centage to day one (normalized as 100%). The 95% confidence
interval (CI) from the mean concentration (n = 6) for day one
was calculated, and stability was assumed when the percentage
of the mean of the QC samples was within 80-120% as illus-
trated in Figure 5 (10).

Results and Discussion

Method validation results

Table IT summaries the validation data for BHB in urine and
blood. The LOD and the LLOQ in blood and urine were 2 and
7 mg/L and 2 and 6 mg/L, respectively, for BHB. The interday
and intraday precision was measured by CV% for blood and
urine and ranged from 1.0 to 12.4% for quality control samples
spiked at 50 and 300 mg/L. The linear range of 50-500 mg/L
resulted in an average correlation of R2 > 0.99 (Figure 4). The
absolute recovery of BHB from blood was = 82%, and the rel-
ative recoveries were 98% and 69% at concentrations of 50 and
300 mg/L, respectively. The recovery of BHB from blood using
the described method is not adversely affected by the matrix.

The absolute recovery of BHB from urine was = 59%, and
the relative recoveries were 149% and 191% at concentrations
of 50 and 300 mg/L, respectively. The recovery of BHB using
the described method was significantly lower from water than
urine.

The absolute recovery of BHB at the higher concentration of
300 mg/L was lower for both blood and urine raising questions
in relation to the efficiency of the method. However, both
methods demonstrated excellent linearity over an extended
calibration of 50-500 mg/L.

Table Il Stability Data Spiked Blood Stored at 2-5°C for
15 Days

Recovery %
Day 50 mg/L 300 mg/L
1 100 100
3 103 17
1 106 105
13 98 106
15 77 100

Table IV. Processed Samples Stored at Room Temperature
for 4 Days

Recovery %
Day 50 mg/L 300 mg/L
1 100 100
2 109 112
3 102 99
4 13 99
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Stability of BHB

Table IIT and IV summarize the stability data for BHB in
blood and BHB following derivatization. The initial study to
investigate the stability of BHB in blood was conducted over a
period of 15 days. Although there was some variation in the
measured concentrations, BHB remained stable in blood
spiked at a concentration of 300 mg/L for 15 days when stored
within a refrigerator (2-5°C) as illustrated in Figure 5A. There
was some loss of BHB in the control samples spiked at 50 mg/L
on day 15, and a longer stability study is required to investigate
this further. BHB remains stable for approximately four days at
room temperature after derivatization (Figure 5B).

Case studies

Fourteen cases (Table I) were investigated for BHB with
blood (n = 13) and urine (n = 12) samples predominantly avail-
able for analysis, but one vitreous humor sample was also avail-
able and analyzed. The cases were selected where levels of
acetone were high, and the cause of death was either undeter-
mined or the deceased had a history of chronic alcohol abuse.
Two of the 14 cases were known diabetics (Cases 3 and 7), but
in all cases, the deceased had a history of alcohol abuse, and
postmortem findings included fatty degeneration or fibrosis of
the liver.

BHB levels in postmortem blood = 260 mg/L have been as-
sociated with fatalities attributed to AKA (4). BHB was elevated
within the toxic or fatal ranges in blood for all the cases in-
vestigated except one (Case 5) where the BHB level was normal
< 50 mg/L. The range of BHB in urine in all 12 cases was be-
tween 252 and > 500 mg/L.

Blood acetone levels were elevated in all cases, although in
five cases acetone levels were < 50 mg/L. Ethanol levels in all
case samples were low or less than the LOD, except for samples
from Cases 11 and 13 where the ethanol level for both urine
and blood samples was high.

Conclusions

A robust and sensitive method for the analysis of BHB in
postmortem blood and urine was validated. The method was
utilized to investigate the stability of BHB in blood and the po-
tential of BHB as a biomarker for AKA. BHB was found to be
stable in blood for 15 days when stored in the refrigerator, and
initial findings support the use of BHB as a biomarker for AKA.
The presence of BHB in postmortem blood could provide sup-
porting evidence in deaths associated with chronic alcohol
consumption, but further work is required to fully investigate
the significance of these findings.
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