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- menetelman optimointi ja menetelmaohjeen paivittdminen

Plasman katekoliamiinit ovat monipuolinen tutkimuskohde (Ribeiro ym. 2016). Katekoliamiinien
pitoisuuksien maaritys biologisista naytteistéd on edelleen analyyttisesti haasteellista, huolimatta
useista menetelmistg, joita tdhan tarkoitukseen on kehitelty vuosien varrella. Suurimmat haasteet
plasman katekoliamiinien analysoinnissa johtuvat niiden taipumuksesta hapettua helposti ja
niiden pienisté pitoisuuksista. (Bicker 2013.)

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli analysoida erdan taustamelun stressivaikutuksia arvioivan
tutkimushankkeen naytteista plasman katekoliamiinien pitoisuudet HPLC-EC -menetelmalla
luotettavasti ja laadukkaasti. Taméa edellytti menetelmé&n optimointia. Opinnaytetyén toimeksianto
tuli Turun yliopiston Bioldaketieteen laitokselta ja opinnaytetyd toteutettiin Bioldéketieteen
laitoksen Bioanalyyttisessa laboratoriossa. Bioanalyyttinen laboratorio vastasi opinnaytetyon
toteutuksen ohjauksesta ja kuluista. Opinnaytetydn tuotoksena syntyi paivitetty menetelméaohje
Bioanalyyttiselle laboratoriolle.

Téassa raportissa kasitelladn plasman katekoliamiinien analysoinnin tietoperustaa ja esitelladn
opinnaytetyoprojektin toteutumista. Tietoperustassa kasitellaédn katekoliamiineja ja niiden
analyyttista metodologiaa, erityisesti opinnaytetytprojektissa kaytettya HPLC-EC-menetelmaa ja
alumiinioksidiuuttoa. Liséksi raportissa kerrotaan toteutuneesta menetelman optimoinnista ja
syntyneesta tuotoksesta, menetelmaohjeesta.

Menetelméan optimoinnissa onnistuttiin parantamaan huomattavasti menetelman herkkyytta.
Tulevaisuudessa voitaisiin viela jatkaa tyotd sopivan ajoliuoksen valmistamiseksi itse ja
menetelman herkkyyden parantamiseksi entisestddn. Opinnaytetyon toimeksiantaja ol
tyytyvdinen syntyneeseen menetelméaohjeeseen ja uutta menetelméohjetta hyddynnettiin
tutkimushankkeen naytteiden analysoinnissa.
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ANALYSING PLASMA CATECHOLAMINES WITH
HPLC-EC

- optimizing the method and updating the method description

Determination of catecholamines in plasma is needed for several purposes (Ribeiro et al. 2016).
Despite the wide range of methods developed for this purpose, determination of plasma
catecholamines is still an analytical challenge. The greatest issues stem from oxidation of
catecholamines in the samples and the low levels of catecholamines in blood. (Bicker 2013.)

This thesis project aimed to determination of plasma catecholamines with high quality in a
research project concerned with the stressor effects of background noise. In order to perform the
analysis, the HPLC-EC method needed to be optimized. The request for this thesis project came
from the Institute of Biomedicine of the University of Turku, and the project was actualized at the
Bioanalytical Laboratory of the Institute of Biomedicine. As an outcome, the thesis project
produced an updated method description for the determination of plasma catecholamines to the
Bioanalytical Laboratory.

Catecholamines, the methods used for their determination in plasma and especially the method
used in this research project, HPLC-EC with alumina extraction of the samples, are discussed in
this thesis report. Also, the process of optimizing the method for research and the new method
description are introduced.

The work to optimize the method significantly improved the method’s sensitivity. However, the
expirements to improve the method’s sensitivity and to prepare the running buffer, instead of
using commercial product, could be continued in the future projects. The new method description
was approved by the Institute of Biomedicine and used in determination of plasma
catecholamines for this research project.
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

Adsorboida

Eksosytoosi

EC

Feokromosytooma

HPLC

Herkkyys, sensitiivisyys

Kromaffiininen solu

Lineaarinen mittausalue

Kiinnittda pinnalleen (Duodecim 2018)

Aineiden kuljetusta solun sisdpuolelta ulos solusta kalvopaal-
lysteisissa rakkuloissa (Solunetti 2006 a)

Elektrokemiallinen detektointi (electrochemical detection)

Lisamunuaisen ytimen kromaffiinisolukosta lahtbisin oleva
kasvain, joka erittd& adrenaliinia ja noradrenaliinia (Paronen
ym. 2013)

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia ( high performance
liquid chromatography) (Jaarinen & Niiranen 2005, 153)

Mittalaitteen signhaalin arvon muutoksen suhde analyytin pi-
toisuuden muutokseen (Jaarinen & Niiranen 2005, 13)

Lisamunuaisen ytimen erilaistunut hermosolu,joka tuottaa
katekoliamiineja (Solunetti 2006 b)

Konsentraatioalue, jolla tulokset ovat suoraan verrannollisia
analyytin pitoisuuteen (Rautio ym. 2013, 149)

Maaritys- eli kvantitointiraja

Neuroblastooma

Resoluutio

Retentioaika

Spesifisyys

Validointi

Naytetaustaa vastan mitatun analyytin pienin pitoisuustaso,
jolle kvantitatiivisia mittauksia voidaan suorittaa tietylla luot-
tettavuustasolla (Jaarinen & Niiranen 2005, 13)

Lapsuusian tavallisin pahanlaatuinen kiinted kasvaintauti
keskushermoston ulkopuolella ja tavallisin sydpatauti ensim-
maisen elinvuoden aikana (Lohi ym. 2014)

HPLC-asiayhteydesséa resoluutiolla tarkoitetaan kahden vie-
rekkaisen piikin erottumista toisistaan (Jaarinen & Niiranen
2005, 147-149).

Aika injektiohetkesta piikin huipun detektointiin (Jaarinen &
Niiranen 2005, 149)

Spesifisyys tarkoittaa, ettd mittauksesta saatava signaali on
perdisin vain tutkittavasta analyytista (Jaarinen & Niiranen
2005, 11).

Validointi tarkoittaa menettelyd, jolla osoitetaan, ettd mene
telma sopii kayttotarkoitukseensa ja antaa luotettavia tuloksia
(Rautio ym. 2013, 147).



1 JOHDANTO

Eloperéisiin katekoliamiineihin kuuluvat dopamiini, noradrenaliini ja adrenaliini (Ri-
beiro ym. 2016). Katekoliamiinit ovat monipuolinen tutkimuskohde, koska ne ovat mu-
kana monissa tarkeisséa elimiston biologisissa toiminnoissa. Tieteellisessa tutkimuk-
sessa ja kaytannon ladketieteessa plasman katekoliamiinien maaritykselle onkin lukuisia
kayttokohteita. Muutokset elimiston katekoliamiinien toiminnassa on yhdistetty useisiin
sairauksiin, kuten Alzheimerin tautiin ja Parkinsonin tautiin (Ribeiro ym. 2016). Kasvanut
ymmarrys katekoliamiinien merkityksesté erilaisissa sairauksissa on tarke&é paitsi diag-
nostilkkan kannalta, mutta myds tutkimuksen ja laakekehityksen kannalta (Bicker ym.
2013). Katekoliamiinien vapautumista voidaan myos hyddyntaa elimiston palkitsemisjar-
jestelmén toiminnan indikaattorina muun muassa paihde- ja laékeriippuvuuksissa (Ri-
beiro ym. 2016). Taman lisaksi katekoliamiinipitoisuudet ovat kayttdkelpoinen stressin
mittari ihmisissa ja elaimissa (Grouzmann & Lamine 2013). Kliinisessa terveydenhuol-
lossa plasman katekoliamiinipitoisuuksien maarityksia kaytetaan neuroblastooman diag-
nosoinnissa (Grouzmann & Lamine 2013) seka feokromosytooman osoittamisessa ta-
pauksissa, joissa virtsasta tutkittujen katekoliamiinien metaboliittien pitoisuudet ovat ris-
tiriidassa kliinisen kuvan kanssa (HUSLAB 2017).

Taman toiminnallisen opinnaytetydn tarkoituksena oli analysoida HPLC-EC-menetel-
malla eraan taustamelun hairitsevyytta koskevan tutkimushankkeen verinaytteiden plas-
man katekoliamiinipitoisuuksia laadukkaasti ja luoda kéytetystd menetelmasta paivitetty
menetelmaohje Turun yliopiston Biolaédketieteen laitoksen Bioanalyyttiselle laboratori-
olle. Taman opinnaytetydn tavoitteena oli, ettd menetelméohjeesta plasman katekoli-
amiinien analysoinnille tulisi entista selkedmpi ja informatiivisempi. Menetelmaa myos
optimoitiin vastaamaan taman tutkimushankkeen tarpeita, minka vuoksi menetelméaohje
piti paivittaa ajantasaiseksi. Naytteiden analysoinnin tavoitteena oli saada luotettavia tu-
loksia tassa hankkeessa tutkittavien plasmanéaytteiden katekoliamiinipitoisuuksista. Vas-

taavaa plasman katekoliamiiinien analytiikkaa ei talla hetkella tehdd muualla Suomessa.



2 KATEKOLIAMIINIT

2.1 Kemiallinen rakenne

Oliver ja Schafer osoittivat vuonna 1895 lisdmunuaisen ytimen verenpainetta kohottavan
kemiallisen tekijan lahteeksi. Taméa yhdiste eristettiin ja tunnistettiin ensimmaisen kerran
katekoliamiiniksi vuonna 1897. Vuonna 1901 Takamine ja Aldrich kuvailivat adrenaliinin
rakenteen toisistaan riippumattomissa tutkimuksissa. Aldrich otti k&yttdon nimityksen
“epinephrine”, kun taas Takamine nimesi yhdisteen “adrenaliiniksi”. Vasta vuonna 1949
Peart osoitti noradrenaliinin tarkeimmaksi sympaattisen hermoston hermovalittajaai-
neeksi. (Peaston & Weinkove 2004.)

Kemialliselta rakenteeltaan katekoliamiinit ovat monoamiineja, joiden osana on kaksi vie-
rekkaista hydroksyyliryhmaa sisaltava bentseenirengas. Bentseenirengas tekee kateko-
liamiineista luonnostaan fluoresoivia, mutta myos herkkid valolle ja helposti hapettuvia.
(Peaston & Weinkove 2004.)

2.2 Synteesi ja metabolia

Katekoliamiineja syntetisoidaan aminohappo tyrosiinista, jota voidaan saada sellaise-
naan ravinnosta tai tuottaa maksassa fenyylialaniinista. Soluliman entsyymi tyrosiinihyd-
roksylaasi muuttaa tyrosiinin L-dopaksi eli 3,4-dihydroksifenyylialaniiniksi, jonka jalkeen
aromaattisten L-aminohappojen dekarboksylaasi muuttaa L-dopan dopamiiniksi pyridok-
saalihapon toimiessa kofaktorina. Hermosolujen erikoistuneissa varastorakkuloissa do-
pamiini muuttuu noradrenaliiniksi dopamiinihydroksylaasin katalysoimassa reaktiossa.
Lisamunuaisen ytimessa ja joissakin keskushermoston soluissa ilmentyvan fenyylieta-
noli-N-metyylitransferaasin  (PNMT) vaikutuksesta noradrenaliiniin liitetdan metyyli-
ryhma, jolloin syntyy adrenaliinia. Sympaattisen hermoston stimulaatio lisa tyrosiininyd-
roksylaasin toimintaa, kun taas L-dopa, noradrenaliini ja dopamiini puolestaan inhiboivat

sen toimintaa. (Valimaki ym. 2009.)



Katekoliamiinit varastoituvat synteesinsa jalkeen hermopaaétteisiin ja lis@munuaisen yti-
men solujen kalvopaallysteisiin varastorakkuloihin. Varastorakkuloissa katekoliamiinit
ovat sitoutuneena liukenemattomiin proteiineihin. Varastointi pitaa katekoliamiinit inaktii-
visinas ja estd& niiden entsymaattista hajotusta, kunnes ne vapautetaan eksosytoosin
avulla. Suurin osa niista otetaan takasin sympaattisen hermoston hermopéaétteisiin. Vain
pieni osa hermopé&étteistéa vapautuneista katekoliamiineista siirtyy verenkiertoon. (Peas-
ton & Weinkove 2004.)

Verenkiertoon paasseet katekoliamiinit metaboloituvat mm. maksassa ja munuaisissa
inaktiiviseen muotoon ja erittyvat sitten glukuronidi- tai sulfaattikonjugaatteina virt-
saan. Vain noin 0,5 % niista erittyy muuttumattomana virtsaan. Tarkein noradrenaliinin
ja adrenaliinin metaboliatie on katekoli-o-metyylitransferaasin (COMT) katalysoima re-
aktio normetanefriiniksi tai metanefriiniksi. Nama voivat metaboloitua edelleen mo-
noamiinioksidaasien (MAO) vaikutuksesta 3-metoksi-4-hydroksimantelihapoksi (MOMA)
eli vanilliininapoksi (VMA) tai vastaavaksi alkoholijohdokseksi, 3-metoksi-4-hydroksi-
fenyyliglykoliksi (MHPG). Dopamiini metaboloituu 3-metoksityramiiniksi ja edelleen ho-
movanillinihapoksi (HVA). (Valimaki ym. 2009.) Tama on kuitenkin karkea yksinkertais-
tus katekoliamiinien metaboliasta. Eisenhofer (2004) varoittaa, etta lahes kaikki kateko-
liamiinien metaboliaa kasittelevat oppikirjat ja katsaukset perustuvat vanhoihin tutkimuk-
siin ja sisaltavat virheellista tai epatasmallista tietoa. Katsauksessaan han on pyrkinyt
korjaamaan sitkedasti elavia virhekasityksia katekoliamiinien metaboliasta ja kertoo myos

metaboliareittien valituotteista.

2.3 Fysiologinen merkitys

Adrenaliini ja noradrenaliini ovat hermovalittdjaaineita ja hormoneja. Hermostollinen saa-
tely vaikuttaa suuresti katekoliamiinien erittymiseen lisamunuaisen ytimesta eli niiden
toimintaan hormoneina. (Nienstedt ym. 2004.) Katekoliamiinit vapautuvat lisamunuaisen
ytimen kromaffiinisoluista verenkiertoon eksosytoosin kautta kolinergisen eli asetyyliko-

liinivalitteisen hermoarsytyksen seurauksena. (Valimaki ym. 2009, 365.)

Katekoliamiinien vaikutuksen voimakkuus on riippuvainen muun muassa verenkierron
vilkkaudesta kohdekudoksessa, sympaattisesta hermotuksesta ja solujen pinnalla ole-
vien adrenergisten reseptorien maarasta ja laadusta. Adrenergisia reseptoreja on yhdek-
san alatyyppid, joilla on erilaiset kudosjakaumat ja funktiot kohdesolujen aktiivisuuden

saatelyssa. (Valimaki ym. 2009.)
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Katekoliamiinit osallistuvat mm. glukoositasapainon saatelyyn. Katekoliamiinit vahenta-
vat ruuansulatuskanavan toimintoja. Niiden vaikutuksesta elimiston hapenkulutus li-
saantyy ja maksasta mobilisoituu glukoosia verenkiertoon. Noradrenaliini supistaa veri-
suonten seindmien siledlihassoluja, jolloin verisuonten virtausvastaus kasvaa ja veren-
paine nousee. Adrenaliini muun muassa nopeuttaa voimakkaasti sydamen sykettd seka
laajentaa lihasten ja maksan arterioleja eli pienia valtimoita. Liséksi adrenaliini veltostaa
keuhkoputkien sileité lihassoluja. (Nienstedt ym. 2004.)

2.4 Katekoliamiinit verenkierrossa ja verinaytteissa

Katekoliamiinien biologinen vaikutus vaistyy nopeasti. Veren katekoliamiineista jopa
kolme neljasosaa inaktivoituu jo kulkiessaan ensimmaisen kerran maksan ja sydamen
kautta. (Lamberg ym. 1997, 294.) Verenkierrossa adrenaliini ja noradrenaliini ovat osin
l6yhasti sitoutuneina valkuaisiin, kuten albumiiniin ja globuliineihin. Verenkierron ad-
renaliini on paaosin peraisin lisdmunuaisen ytimesta. Adrenaliinin pitoisuus perifeeri-
sissa laskimoissa on pienempi kuin valtimoissa, miké kuvastaa adrenaliinin ekstraktiota
ja metaboliaa perifeerisissa kudoksissa. Noradrenaliinin pitoisuus sitd vastoin on suu-
rempi aareislaskimoissa kuin valtimoissa, mikd johtuu noradrenaliinin vapautumisesta
hermopé&atteistd verenkiertoon. (Valiméaki ym. 2009, 365.) Asento vaikuttaa merkittavasti
veren noradrenaliinipitoisuuteen. Noradrenaliinin pitoisuus veressa kaksinkertaistuu sei-
somaan noustessa, ja tama ilmié voimistuu ikaantymisen mydéta (Valimaki ym. 2009,
366).

Tutkittaessa katekoliamiinipitoisuuksia verindytteistd tulee naytteenotossa huomioida
useita tekijoitd, kuten noradrenaliinin erittymisen vuorokausirytmi, erot laskimo- ja valti-
mopitoisuuksien valill4, ja mm. stressin, asennon, kahvin ja tupakoinnin vaikutus. Kate-
koliamiinien ja niiden metaboliittien sailymisesta plasmanaytteissa on runsaasti tietoa.
Katekoliamiinit sailyvét jopa kuusi viikkoa - 20°C:ssa ja ainakin vuoden -80 ‘C:ssa. Sai-
lytyslampdétila onkin tarkein naytteiden sailymiseen vaikuttava tekija, ja plasmanaytteet

tulisi sailéa - 80 °C:een aina kun se on mahdollista. (Peaston & Weinkove 2004.)

Vahimmaisvaatimuksena keskendan vertailukelpoisten naytteiden saamiseksi naytteen-
otossa tulisi kayttda kanyylia, joka on asennettu vahintdan puoli tuntia ennen naytteen-
ottoa, naytteet tulisi ottaa makuuasennossa, kayttaa EDTA-veriputkia (tai hepariiniveri-

putkia), kuljettaa naytteet jaissa laboratorioon, sentrifugoida naytteet + 4 “‘C:ssa puolen
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tunnin sisalla naytteenotosta ja pakastaa plasmanaytteet - 80 ‘C :een. (Peaston & Wein-
kove 2004.)

2.5 Katekoliamiinit, melu ja stressi

Adrenaliinia ja noradrenaliinia kaytetd&n usein stressin mittareina. Melulle altistumisen
voidaan odottaa lisddvan noradrenaliinin pitoisuutta veresséa. Babisch nimeadakin artik-
kelissaan (2003) useita tutkimuksia, joissa tdmé& on osoitettu. Suuria adrenaliinin ja kor-
tisolin pitoisuuksia veressa on puolestaan esiintynyt myts melualtistusten verrokkihen-
kiloilla. Epdmukavuuden kokeminen, emotionaalinen stressi ja tavanomaisesta poik-
keava melu on yhdistetty kohonneisiin adrenaliinitasoihin. Uusimmilla tutkimuksilla on
kuitenkin ollut taipumusta keskittya mittaamaan vapaan kortisolin ja sen tiettyjen meta-
boliittien maaraa plasmassa tai virtsassa. Kortisolin mittaamisessa ongelmaksi voi
muodostua sen vahva vuorokausivaihtelu, seka liian lyhyet tarkkailuajat, silla kortisolin
pitoisuus laskee hitaasti. (Babisch 2003.)

Aiemmissa tutkimuksissa on usein ollut ongelmana, etta koetilaisuus itsessaan on
stressaava, mika voi peittdd melun stressivaikutuksen. Sen lisdksi hormonitoiminnassa
on seké suuria yksildiden vélisia eroja etta fysiologista vuorokausi- ja viikkorytmeihin
liittyvaa vaihtelua. Kroonisen stressin maaran arvioiminen keraysvirtsanaytteiden avulla
voi olla luotettavampi tapa mitata stressia kuin tietyssa aikapisteessa tehdyt hormo-
nimittaukset plasmasta tai syljesta, koska keraysvirtsanaytteet ovat vihemman alttiita
hormonien vuorokausivaihtelun aiheuttamille muutoksille. Kun vuorokausivirtsanayttei-
den yhteydessa maaritetaan myaos virtsaan erittyneen kreatiniinin méara, voidaan ke-

raysvirtsan katekoliamiinipitoisuus suhteuttaa virtsan eritykseen. (Babisch 2003.)
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3 KATEKOLIAMIINIPITOISUUKSIEN
ANALYSOINTIMENETELMAT

Katekoliamiinien pitoisuuksien méaaritys biologisista naytteista on edelleen analyyttinen
haaste, huolimatta useista menetelmisté, joita on kehitelty vuosien varrella. Suurimmat
haasteet katekoliamiinien analysoinnissa asettavat niiden taipumus hapettua helposti ja
niiden pienet pitoisuudet biologisissa naytteissa. Taman vuoksi ei voida liikaa koros-
taa preanalyyttisten tekijoiden merkitysta katekoliamiinien maarittamisessa. (Bicker ym.
2013.)

Katekoliamiinien ja niiden metaboliittien analyysi kudoksista ja biologisista nesteistéa on
tuottanut valtavan maaran menetelmakirjallisuutta, kun mukaan luetaan kaikki fluoromet-
riset, spektrofotometriset, radioentsymaattiset, kaasukromatografiset, nestekromatogra-
fiset ja immunologiset menetelmat. Naista vain HPLC on saavuttanut yleisen hyvaksyn-
nan katekoliamiinien analyyseissa. (Peaston & Weinkove 2004.) Se onkin vakiintunut
katekoliamiinien erotus- ja analyysimenetelméksi. Kvantitatiivisten tulosten saamiseksi
korkean erotuskyvyn nestekromatografia taytyy yhdistad detektoriin — yleensa joko fluo-
resenssiin, kemiluminesenssiin, elektrokemiallisiin reaktioihin tai massaspektrometriaan

perustuvaan detektoriin. (Bicker ym. 2013.)

Katekoliamiinit ovat luonnostaan fluoresoivia, mik& helpottaa fluorometristen menetel-
mien kayttéa. Monet muut yhdisteet ja ladkkeet plasmassa kuitenkin absorboivat ja emit-
toivat valoa parhaiten juuri samoilla aallonpituuksilla kuin katekoliamiinit, mink& vuoksi
fluoresenssiin perustuvien menetelmien kayttd edellyttaa erittain spesifistéa katekoliamii-

nien puhdistusta ndytemateriaalista. (Peaston & Weinkove 2004.)

Radioentsymaattinen metodi puolestaan mahdollistaa herkan analyysin hyvin pienista
naytemaarista. Menetelma on monimutkainen ja tyolas seka vaatii suurta tarkkuutta, eika

siksi sovi rutiininomaiseen tyoskentelyyn. (Peaston & Weinkove 2004.)

HPLC yhdistettynda amperometriseen tai koulometriseen elektrokemialliseen detektoriin
on hallitseva analyysimenetelm&. HPLC-menetelmien suurin etu on niiden monipuoli-

suus. Pienilla muutoksilla kromatografiaolosuhteissa voidaan analysoida my6s virtsan
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katekoliamiineja ja niiden metaboliitteja. Elektrokemiallisen detektorin signaalin tausta-
kohina reagoi herkasti ajoliuoksen virtauksen muutoksiin, mik& voi ndkya kohonneena

taustasignaalina ja heikentd&d menetelmén sensitiivisyytta. (Peaston & Weinkove 2004.)

HPLC-EC-menetelmassa katekoliamiinien esipuhdistus naytemateriaalista on valttama-
tonta. Uutto aktivoituun alumiinioksidiin eméaksisessé pH:ssa on yksi yleisimmista nayt-
teen esipuhdistusmenetelmista. Esikasittelyn tavoitteena on mahdollistaa riittéva mene-
telman herkkyys ja samalla minimoida kaikki hairitsevét yhdisteet, jotka tulevat naytema-
teriaalista tai esikasittelystd. Alumiinioksidiuutto ei ole taysin selektiivinen prosessi,
mutta noudattamalla erityista tarkkuutta kaytettdvdn HPLC-EC menetelmén vakioin-
nissa, voidaan alumiinioksidiuuton avulla tehda luotettavaa analyysia. Erityistd huomiota
tulee kiinnittaa liikkuvan faasin valintaan ja elektrokemiallisten kennojen potentiaalien
valintaan. Niilld voidaan parantaa huomattavasti menetelman selektiivisyytta. (Peaston
& Weinkove 2004.)

Bicker ym. julkaisivat v. 2013 katsauksen nestekromatografisista menetelmista katekoli-
amiinien ja niiden metaboliittien ma&arittdmisessa biologisista naytteista. Tassa katsauk-
sessa vertailtiin erilaisia kromatografisia olosuhteita ja pohdittiin erilaisten detektorien
etuja ja rajoituksia. Bicker ym. maarittelivat katekoliamiinimaaritysten suurimmaksi
haasteeksi katekoliamiinien taipumuksen hapettua ja niiden hyvin pienet pitoisuudet bio-
logisissa naytteissa. Menetelmén kehittdminen katekoliamiinien méaarittdmiseksi pysyy

edelleen kiehtovana haasteena, Bicker ym. toteavat katsauksessaan. (Bicker ym. 2013.)

Weinkove osoitti, ettd HPLC yhdistettyné elektrokemialliseen detektioon tarjoaa spesifi-
sen ja sensitiivisen tekniikan, jossa on mahdollisuuksia automatisointiin. Tama onkin
edelleen yleisesti parhaana pidetty menetelma. Lupaaviksi vaihtoehdoiksi ovat kehitty-
massa immunologiset menetelmat ja tandem-massaspektrofotometria. (Peaston &
Weinkove 2004.)

Vuonna 2013 julkaistiin myés Grouzmannin ja Laminen artikkeli katekoliamiinien maari-
ttamisesta plasmasta ja virtsasta. Artikkeli tarjosi paivitettya tietoa katekoliamiinien maa-
ritysmenetelmistd seka esitteli yleisimpia preanalyyttisia ja analyyttisia virhelahteita
naissd analyyseissd. Grouzmann ja Lamine korostivat preanalyyttisten tekijoiden tar-
keytta.

Ribeiro ym. kertoivat v. 2016 julkaistussa katsauksessaan elektrokemiallisista senso-

reista ja biosensoreista katekoliamiinien maarittamisessa. Katsauksessaan he pyrkivat
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kuvailemaan ja ryhmittelemaan elektrokemiallisia sensoreita, seka pohtivat elektrokemi-
allisten sensorien nykytilannetta ja tulevaisuutta katekoliamiinien analytiikassa. Ri-
beiron ym. mukaan elektrokemialliset sensorit voivat olla edullinen, yksinkertainen, no-
pea ja selektiivinen tyovaline katekoliamiinien tunnistamisessa. Katsauksessaan he ku-
vailevat, miten nanoteknologian kehittyminen mahdollistaa elektrokemiallisten senso-

rien kayton tulevaisuudessa seka laboratorio-olosuhteissa etté elavissa soluissa.
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4 KORKEAN EROTUSKYVYN NESTEKROMATOGRAFIA
JA ELEKTROKEMIALLINEN DETEKTOINTI

4.1 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Kromatografiassa nayte erotellaan komponenteikseen tunnistamista ja pitoisuusmaari-
tyksia varten. Nestekromatografiakolonnissa likkuvana faasina on neste ja stationaari-
faasina kiinted faasi tai siihen sidottu neste. Nestekromatografiassa yhdisteiden erottu-
miseen vaikuttaa useimmissa sovelluksissa [&hinna niiden poolisuus. Nestekromatogra-
fialaitteisto koostuu pumpusta, injektorista, kolonnista ja detektorista. (Jaarinen & Niira-
nen 2005, 140-153.)

Korkean erotuskyvynnestekromatografia (HPLC, high performance liquid chromato-
graphy) hyodyntdd korkeaa painetta tyontaékseen ajoliuoksen eli eluentin mikropartik-
keleilla pakattujen kolonnien I&pi. Pumppu pumppaa ajoliuosta laitteiston Iapi. Pumpun
taytyy pystya tuottamaan pulssiton virtaus stationdarifaasilla taytetyn kolonnin aiheutta-
maa vastapainetta vastaan. (Rautio ym. 2013,131.)

Nayte syotetaan nestekromatografiin injektorin eli naytteensyottajan avulla. Injektointi
voidaan tehd& kasin tai automatisoidusti. Nykyaan suurin osa kliinisen kemian laborato-
rioista kayttdd automaattisia naytteensyottajia. Lampotilatermostoidut ndytteensyottajat
mahdollistavat herkasti hajoavien yhdisteiden (kuten katekoliamiinien) analysoinnin.
(Penttila 2004, 103.)

Kolonnin sisélla oleva pake koostuu pienista tasalaatuisista partikkeleista, joiden pintaa
peittad kiinteafaasi. Kaanteisfaasinestekromatografiassa yleisin on  C18-kolonni,
jossa oktadekyylimolekyyli on sidottu silikapartikkeleihin muodostaen oktadekyylisilaa-
niketjuja (ODS). (Penttila 2004, 104.) Mitd pienempia stationaarifaasin mikropartikkelit
ovat, sitd enemman niilla on aktiivista pinta-alaa ja sitd tehokkaampaa kromatografiaa
voidaan odottaa (Jaarinen & Niiranen 2005). Tyypillisi& ajoliuoksia ovat veden tai pusku-

riliuoksen seokset metanolin ja asetonitriilin kanssa (Rautio ym 2013, 132).

Tiedonkasittelyohjelmisto nayttdd detektorin antaman signaalin eli vasteen kuvaa-
jana, kromatogrammina (Rautio ym. 2013, 131). Tassa opinnaytetydssa kaytettiin Chro-
meleon 7.2. -ohjelmistoa. Ohjelmistolla maaritettiin mittaustulosteista kunkin analyy-

tin aiheuttaman piikin pinta-ala integroimalla ja laskettiin niiden suhde menetelmassa
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kaytetyn sisaisen standardin signaalin tuottaman piikin pinta-alaan. Naytteiden pitoisuu-
det saatiin laskettua kalibrointikuvaajaan vertaamalla.

Kun liikkuva faasi on poolisempi kuin stationaarifaasi, puhutaan kaanteisfaasinestekro-
matografiasta. Valtaosa HPLC-analyyseista tehdaén talla tekniikalla. Normaalifaasines-
tekromatografiassa sité vastoin paikallaan pysyva eli stationaarifaasi on poolisempi kuin
likkuva faasi. Verrattuna normaalifaasinestekromatografiaan, kdanteisfaasinestekroma-
tografian etuina ovat halvemmat eluentit ja stabiilimmat olosuhteet. (Jaarinen & Niiranen
2005, 155 -156.)

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia on laajalti kaytetty sek& epéorgaanisten etta
orgaanisten yhdisteiden analyysitekniiikka, joka mahdollistaa monen aineen samanai-
kaisen analysoinnin. Periaatteessa HPLC:n soveltamisen ainoa edellytys on, etté analy-
soitava yhdiste saadaan liukenemaan johonkin liuottimeen. (Jaarinen & Niiranen 2005,
153.) Korkean erotuskyvyn nestekromatografia on keskeinen tekniikka kvantitatiivisessa
ladketutkimuksessa (Rautio ym. 2013, 131). Kliinisessa ladketieteessa HPLC:ta kayte-
tddn muun muassa laékeaine-, vitamiini-, hormoni-, katekoliamiini-, aminohappo-, pep-
tidi- ja proteiinim&arityksiin (Penttila 2004, 101). HPLC:n suurimmat edut muihin erottelu-
ja analyysimenetelmiin verrattuina ovat suuri erotuskyky, nopeus, herkkyys, automaatti-
nen toiminta ja soveltuvuus lahes kaikille kuviteltavissa oleville yhdisteille (Penttila
2004, 101).

4.2 Elektrokemiallinen detektointi

Elektrokemiallinen detektointi eli sahkokemiallinen detektointi soveltuu hapettuvien ja
pelkistyvien yhdisteiden analysointiin (Jaarinen & Niiranen 1997, 156). Amperometri-
sessé detektorissa analyytit hapetetaan tai pelkistetaan elektrodin pinnalla vakiojannit-
teen avulla. Hapetus- tai pelkistysreaktiossa syntyvan sahkdvirran maara on suoraan
verrannollinen ohi virtaavassa liuoksessa olevien hapettuvien tai pelkistyvien yhdisteiden
pitoisuuteen. (Penttila 2004.) Amperometrisessa detektorissa naytteessa olevasta aine-

maarasta hapettuu tai pelkistyy yleensa noin 5 — 15 % (Thermo Scientific 2012).

Koulometrinen detektori on amperometristd herkempi. Siind nayte kulkee huokoisen
elektrodin lapi, jolloin voidaan saavuttaa l&hes 100 %:n hapetus- tai pelkistystulos, kui-

tenkaan taustakohinan kasvamatta samassa suhteessa. (Thermo Scientific 2012.) Klii-
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nisessa kemiassa koulometrista detektoria sovelletaan erityisesti Cl-titrauksissa ja kate-
koliamiinien analytiikassa (Penttila 2004, 78). HPLC yhdistettyna elektrokemiallisia reak-
toita mittaavaan detektoriin voi tarjota vaadittavan sensitiivisyyden ja spesifisyyden,
mutta katekoliamiinien esipuhdistus néytemateriaalista on edelleen valttaméatonta.
(Peaston & Weinkove 2004.)

4.3 Naytteiden esikasittely HPLC-EC -menetelmaa varten

Opinnaytetyossa kaytettiin naytteiden esikasittelymenetelmaa, jossa naytteiden kateko-
liamiinit adsorboidaan tutkittavasta plasmandaytteesta alumiinioksidiin ja uutetaan sitten
alumiinioksidista 2 % etikkahappoliuokseen. Adrenaliini- ja noradrenaliinipitoisuu-
det méaaritettiin korkean erotuskyvyn nestekromatografialla koulometrisella elektrokemi-
allisella detektorilla kayttéden sisdisen standardin menetelmaa. Sisdisena standardina

kaytettiin 3,4-dihydroksibentsyyliamiinia. (Orpana 2016.)

Opinnaytetydssa kaytetty alumiinioksidiuuttotekniikka perustuu alun perin Antonin
ja Sayren vuonna 1962 julkaisemaan kuvaukseen katekoliamiinien alumiinioksidiuuttoon
vaikuttavista tekijoista. Ko. tutkimuksessa verinaytteet kerattiin hepariinia ja natrium-
metabisulfaattia sisaltaviin veriputkiin, sentrifugoitiin kylmassa ja plasma eroteltiin ja pa-
kastettiin analysointia varten. Naytetilavuus oli 30 ml, mika helpotti pienten pitoisuuksien
analysointia. Naytteet kasiteltiin ja analysoitiin yksi kerrallaan. Alumiinioksidi pestiin va-
hintddn nelja kertaa. Kaikki sentrifugoinnit tapahtuivat kylméassa. Katekoliamiinit eluoi-

tiin perkloorihappoon. (Anton & Sayre 1962.)

Vuonna 1991 Ganhao ym. osoittivat, ettd alumiinioksidiuutto voidaan myo6s tehda nope-
asti ja yksinkertaisesti. Kriittisia tekijoita olivat lAhinn& alumiinioksidin laatu, alumiinioksi-
din maara ja pH. Sen sijaan he eivéat ndhneet vaikutusta silla, oliko naytteet sentrifugoitu
heti, 30 min sisélla vai 60 min sisalla naytteenotosta ja kaytettiinkd nayteputkissa (hepa-
riini) glutationia antioksidanttina vai ei. Eroa ei mydskaan havaittu sen suhteen, annet-
tiinko alumiinioksidin, plasman ja pH:n saatamisessa kaytetyn Tris-puskurin sekoittua
15, 30 vai 60 min, eik&a sen suhteen, annettiinko katekoliamiinien eluoitua happoon 15,
30 vai 60 min ajan. Kaiken kaikkiaan he pitivat alumiinioksidiuuttoa yksinkertaisena, no-
peana, taloudellisena ja suhteellisen vaarattomana naytteenkasittelytekniikkana. (Gan-
hao ym. 1991.)
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Antonin ja Sayren kuvailema alumiinioksidiuutto on muodostanut perustan useille HPLC-
naytteiden kasittelyohjeille. Bouloux osoitti, ettéd kaupallinen happopesty alumiinioksidi
sopii korvaamaan laboratorioiden omat alumiinioksidin happokasittelyt, ja ettéa eluointi-
liuoksen valinta voi vaikuttaa kromatografiaan. Monet hapot, esim. fosforihappo, perkloo-
rihappo ja etikkahappo, ovat sopivia ja laajalti kaytettyja. Alumiinioksidiuuton rajoituksia
on, etta alumiinioksidiin adsorboituvat kaikki yhdisteet, joissa on katekoliamiinirengas ja
siksi sen spesifisyys on rajallinen. Erityisesti kdytettdessa elektrokemiallista detektoria
alumiinioksidiuuton yhdistdminen toiseen naytteenkasittelytekniikkaan, kuten kiinte&faa-
siuuttoon voi ratkaista monia ongelmia. Talléin kuitenkin seka kulut ettd naytteenkasitte-
lyyn kuluva aika lisdantyvat. (Peaston & Weinkove 2004.) Katekoliamiinien analytiikassa
pyritdan pitamaan naytteiden kasittelyaika mahdollisimman lyhyena, silla katekoliamiinit

hapettuvat helposti huoneenlammdssa ja valoisassa.
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5 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

5.1 Opinnaytetydn tarkoitus ja tavoitteet

Taméan toiminnallisen opinndytetytn tarkoituksena oli mahdollistaa tutkimushankkeen
tarvitsema plasman adrenaliini- ja noradrenaliinipitoisuuksien analysointi HPLC-EC-me-
netelmalla laadukkaasti. Taman opinnaytetydn tavoitteena oli saada luotettavia tuloksia
tassa hankkeessa tutkittavien naytteiden katekoliamiinipitoisuuksista. Laboratorio-
analyysien luotettavuus on tarkea edellytys tutkimuksen luotettavuudelle. Tutkimusnayt-
teiden luotettava ja laadukas analysointi edellytti menetelman optimointia.

Tuotoksena tassa opinnaytetytssa syntyi pdivitetty menetelmdohje katekoliamiinien
maarittamiselle HPLC-EC-menetelmalla Turun yliopiston Biold&ketieteen laitoksen Bio-
analyyttiselle laboratoriolle (Liite 3). TAman menetelm&ohjeen paivittaminen oli ajankoh-
taista ja tarkeada, koska se edesauttoi tutkimushankkeen naytteiden analysoinnin toteut-

tamista.

Tassa opinnaytetytssa opinnaytetydn tekijan henkilékohtaisena ammatillisen kasvun ta-
voitteena oli oppia tydskentelemaan itsendisesti ja laadukkaasti uudessa moniammatilli-
sessa ymparistossa, samalla osallistuen sen tydtapojen kehittdAmiseen. TAman opinnay-
tetydn tekijan tavoitteena oli myos osoittaa kykya yhdistad kaytannoén osaaminen ja teo-
reettinen tieto innovatiivisella ja tydyhteis6a hyddyttavalla tavalla.

5.2 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Tamé opinndytetyd on toiminnallinen opinndytetyd. Toiminnallisella opinnayte-
tydlla on kehittamistehtavéa ja se perustuu useimmiten toimeksiantoon (Turku AMK
Messi 2018). Kehittamistyotyyppisia opinnaytetdita yhdistaa, etta ne koostuvat kahdesta
osasta: tuotteesta ja sitd taustoittavasta raportista (Hakala 2004, 28). Toiminnalli-
sen opinnaytetydn kehittamistehtava tavoittelee esimerkiksi kaytdnnén toiminnan oh-
jeistamista, toiminnan jarjestamista tai sen toteuttamista entistéa paremmalla tavalla. Toi-
minnallisessa opinndytetydssa syntyva tuote tai tuotos voi olla esimerkiksi ohje, opastus,
ohjeistus tai tapahtuman toteuttaminen (Vilkka & Airaksinen 2004, 9). Uuden kehittdmi-
nen perustetaan ldhdeaineistosta rakennettavaan tietoperustaan (Turku AMK Messi
2018).
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Opinnaytetyolla halutaan osoittaa kykya yhdistaa kaytannollinen osaaminen ja teoreetti-
nen tieto niin, etta siitd voidaan hyotya (Vilkka & Airaksinen 2004,160). Korkeakouluta-
soinen opinnaytetyon tulee olla toteutettu tutkimuksellisella otteella ja se tulee raportoida
tutkimusviestinnan keinoin (Vilkka & Airaksinen 2004,10).

Taman opinnaytetydn toimeksianto tuli Turun yliopiston Bioladketieteen laitokselta ja
opinnaytety0 toteutettiin Bioladketieteen laitoksen Bioanalyyttisessé laboratoriossa. Bio-
analyyttinen laboratorio vastasi opinnaytetydn toiminnalliseen osuuteen perehdyttami-
sesta ja opinnaytetyoprojektin kuluista. Taman opinnaytetydn tuotoksena syntyi paivi-
tetty menetelmé&ohje Bioanalyyttiselle laboratoriolle ja sita taustoittava raportti.

5.3 Toimintasuunnitelma ja aikataulu

Tahan opinnaytetydhon rekrytoiminen tapahtui maaliskuussa 2018. Rekrytoinnin tapah-
duttua alkoi kadytannon toteutuksen suunnittelu yhdessa muun tutkimusryhméan kanssa.
Talloin suunniteltiin tarkemmin opinnaytetydn aihetta, tarkoitusta ja tavoitetta, seka so-
vittiin opinnaytety6hon liittyvistd vastuualueista. Toukokuussa 2018 kasiteltiin viela ta-
man opinnaytetydn aiheen rajausta tarkemmin aiheseminaarissa yhdessa opettajan

kanssa.

Tietoperustan rakentamista HPLC-EC-menetelmasta jatkettiin kesan 2018 aikana. Elo-
kuussa saatiin perehdytys Turun yliopiston Biolaaketieteen laitoksella HPLC-EC-mene-

telmasta ja yleisista laboratorion kaytanndistd, kuten turvallisuusasioista.

Opinnaytety6n suunnitelma valmistui syksylla 2018. Menetelméan optimointi ja naytteiden
analysoinnin aloittaminen tapahtuivat loppuvuoden aikana. Opinnaytetydn raportointia
taydennettiin koko prosessin ajan. Valmis menetelmaohje hyvaksyttiin ja opinndytety6
esitettiin kevaalla 2019.

5.4 Tutkimusnaytteiden analysointi

Toimeksianto opinnaytetydhon tuli Turun yliopiston Biol&dketieteen laitokselta. Biolaa-
ketieteen laitoksen Bioanalyyttinen laboratorio vastasi opinnaytetyén toiminnallisessa

osuudessa kaytettavaan laitteistoon ja menetelmaan perehdyttamisesta, tarvikkeista ja
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kuluista. Naytteiden alumiinioksidiuutto ja analysointi tapahtuivat Medisiina C:ssa Bio-
laaketieteen laitoksen tiloissa. Opinnaytetyon tekijan tydparina menetelman optimoin-
nissa ja naytteiden analysoinnissa toimi toinen bioanalyytikko-opiskelija.

Adrenaliini- ja noradrenaliinipitoisuuksien maarityksissa hyddynnettiin Turun yliopiston
Bioanalyyttisen laboratorion menetelmaohjetta 286, versio 01 vuodelta 2016. Ennen tut-
kimushankkeen naytteiden analysointia menetelm&a optimoitiin toteutettavan tutkimuk-
sen tarkoitusta vastaavaksi. Menetelman optimoinnin jalkeen menetelméohjeesta luotiin

uusi versio.

Analysoitavia tutkimushankkeen naytteita oli 540 kappaletta. Analysoitavat naytteet oli
otettu varta vasten tata taustamelututkimusta varten. Tutkittaville koehenkil6ille oli oh-
jeistettu naytteenottoon valmistautuminen. Naytteet oli otettu kylméanaytteenottona ka-
nyylin kautta. Naytteet oli sentrifugoitu jaahdytettavassa sentrifugissa (0 - + 4 °C) ja pa-
kastettu véaliaikaisesti — 20 “C:een, josta ne oli siirretty saman péivan aikana — 80 ‘C:een
syvgjaahan. Naytteiden kerddmisesta ja kasittelysta vastasivat toiset bioanalyytikko-
opiskelijat.

Yhden tutkimushenkilon kaikki naytteet kasiteltiin ja mitattiin aina samalla analysointiker-
ralla, jotta naytteistd saatavat tulokset olisivat mahdollisimman vertailukelpoisia keske-
naan. Tutkimusnaytteiden tulokset ja kromatogrammit keréattiin tutkimuskansioon. Tassa
opinnaytetydssa ei tulkittu tutkimustuloksia, vaan ne lahetettiin analysontipalvelun tilaa-

jalle.

5.5 Eettisyyden ja luotettavuuden tarkastelu

Tama opinnaytetyd toteutettiin Tutkimuseettisen neuvottelukunnan (2012) maéarittele-
man hyvan tieteellisen kdytdnnén mukaisesti. TAman opinnaytetydn tekemisessa nou-
datettiin rehellisyyttd ja huolellisuutta kaikissa sen vaiheissa. Naytteiden analysoinnissa
toteutettiin tieteellisen tiedon luonteeseen kuuluvaa avoimuutta ja vastuullista viestintaa.
Tutkittavien anonymiteetin suojelemiseksi naytteet oli yksiloity koodeilla. Missaan kasi-
tellyissa naytteissa ei ollut koehenkildiden tunnistamisen mahdollistavia tietoja. Jatteet

havitettiin Turun yliopiston ohjeistuksen mukaisesti.
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6 MENETELMAN OPTIMOINTI

Menetelman optimointi oli valttamatonta tutkimushankkeen katekoliamiinien maarittami-
selle tarkoituksenmukaisesti ja luotettavasti. Menetelmé&n optimointi ja validointi olivat

osa menetelmaohjeen paivittamista.

Kromatografia oli muuttunut HPLC-pumpun huollon jalkeen. Erityisesti noradrenaliinin
retentiota haluttiin hidastaa niin, ettd sen aiheuttama piikki kromatogrammissa siirtyisi
kauemmas liuotinrintamasta tasaisemmalle alueelle pohjaviivaa. Koska orgaanisen liu-
ottimen osuutta muuttamalla ei saatu haluttua lopputulosta, kokeiltiin vaikuttaa kromato-
grafiaan ajoliuoksen pH:ta sdatamalla ja muuttamalla ioniparireagenssin méaaraa ajoliu-

oksessa.

Aiemman menetelmaohjeen mukainen menetelma oli toiminut hyvin laboratorion edelli-
sessa projektissa. Nyt tutkimusasetelma oli erilainen ja tarvittiin suurempaa herkkyytta.
Injektio- ja uuttotilavuutta muuttamalla pystyttiin toteamaan entista pienempié pitoisuuk-

sia.

Tyoskentelysta pidettiin laboratoriopaivékirjaa, josta kay ilmi muun muassa kuka analyy-
sit teki sek& milloin ja mitad havaintoja tyon aikana tehtiin. Olennainen raakatieto kerattiin

projektikansioon. Laitekohtaiset kayttotiedot kirjattiin laitekansioihin tai -paivékirjoihin.

6.1 Retentioaikoihin vaikuttaminen

Retentioaika kuvaa aikaa naytteen injektiohetkesta analyytin piikin huipun detektoimi-
seen. Retentioaikoihin vaikutettaessa on keskeista huolehtia riittdvan resoluution saily-
misestd. Resoluutio kuvaa piikkien erottumista toisistaan (Jaarinen & Niiranen 2005, 147
- 149). Pienin ja yksinkertaisin muutoksin, kuten muuttamalla orgaanisen aineksen maa-
raa ajoliuoksessa tai lisaamalla ioniparireagenssia voidaan vaikuttaa merkittavasti kro-
matografiaan (Peaston & Weinkove. 2004). Ajoliuoksen koostumusta muuttamalla pyri-
tdan sdatamaan analyysiolosuhteita niin, ettd analysoitavat komponentit erottuvat par-

haalla mahdollisella tavalla.

Kaanteisfaasinestekromatografiassa analysoitavien yhdisteiden taytyy olla neutraaleja

molekyyleja. Eluentin poolisuuden lisddminen kasvattaa neutraalien yhdisteiden reten-
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tioaikaa. (Jaarinen & Niiranen 2005, 160 -161.) Heikot hapot ja emékset esiintyvat vesi-
liuoksissa seka ionisoituneina ettd molekyylimuodossa. Naiden muotojen keskindinen
esiintymissuhde riippuu liuoksen pH-arvosta ja yhdisteen pKa-arvosta. pKa-arvo ilmoittaa
liuoksen pH-arvon, jossa puolet yhdisteesta on ionisoituneena ja puolet ionisoitumatto-
massa muodossa. (Rautio ym. 2013, 19.) Analyyttien ionisoituminen vaikuttaa merkitta-
vasti niiden retentioon. lonisoitumattomat yhdisteet sitoutuvat paremmin poolittomaan
station&arifaasiiin. Ajoliuoksena on yleensa puskuriliuos, koska pienetkin vaihtelut ajo-
liuoksen pH:ssa saattavat vaikuttaa merkittavasti analyyttien retentioon. (Rautio ym.
2013, 132.) Jos yhdiste on niin voimakas happo tai emas, ettd se ionisoituu kaytettavalla
pH-alueella, voidaan soveltaa ioniparikromatografiaa, jossa eluentin joukkoon lisataan

vastaioni analyytille (Rautio ym. 2013, 157).

Menetelman optimoinnissa ei kyetty l0ytdm&an sopivaa ajoliuosta ja siksi kayttoon valit-
tiin kaupallinen ajoliuos. Huolena oli erityisesti odotettua suuremmat noradrenaliinipiikit.
Taman syyna saattoi olla, etta noradrenaliinin kanssa yhta aikaa retentoitui jokin toinen
yhdiste. Useilla kokeilluilla ajoliuoksilla ongelmana oli mygs, ettd dopamiinin metaboliitti
DOPAC ja menetelmdassa kaytetty sisdinen standardi eivat erottuneet riittavasti toisis-
taan. Menetelman optimointia olisi haluttu jatkaa, mutta siihen ei voitu kayttdd enempéaa

aikaa. Kaupallinen ajoliuos oli turvallinen valinta.

Virtausnopeus valittiin ajoliuoksen ominaisuuksien mukaan. Ajoliuoksen viskositeetti
seka kolonnin ja stationaarifaasin ominaisuudet maaraavat mahdollisen virtausnopeu-
den. (Jaarinen & Niiranen 2005, 162 — 163.) Menetelman optimoinnissa kokeiltiin eri vir-
tausnopeuksia omien ajoliuosten kanssa. Mitd suurempi virtausnopeus oli, sitd nopeam-
min yhdisteet eluoituivat. Samalla taustapaine kasvoi. Kaupallisen ajoliuoksen kanssa
kaytettiin virtausnopeutta 1,0 ml/min, jonka totesimme hyvaksi. Ajoaika valittiin niin, etta
kaikki tutkittavat yhdisteet retentoituivat riittdvasti. Naytteensyoéttajan ja kolonniuunin

lAmpdtilaa ei muutettu.

Todistimme referenssiaineiden puhdasliuoksilla noradrenaliinin, adrenaliinin, dopamiinin
ja sisaisen standardin retentioajat naissa ajo-olosuhteissa seka muutimme ne menetel-
maohjeeseen. Todistimme myds, ettd katekoliamiinien dihydroksyloidut metaboliitit DO-

PAC ja DHPG eivat ndy naissa ajo-olosuhteissa, eivatka hairitse maaritysta.

Menetelman optimoinnissa tultiin yhteisymmarrykseen siita, etta ajoliuosta voidaan kier-
rattdd, kun ajoliuoksen tilavuus on riittavan suuri verrattuna naytteiden injektiotilavuuteen

ja katekoliamiinipitoisuuteen. TallGin pohjaviivan laatua ja nollanaytteita taytyy kuitenkin
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tarkkailla erityisen huolellisesti. Kaytannodssé ajoliuos ohjattiin jatepulloon tdméan projek-
tin aikana, koska pohjaviivan laatu oli kriittinen riittavan herkkyyden kannalta. Ajoliuok-
sen kierrattaminen mahdollisuuksien mukaan haluttiin kuitenkin pitdéa vaihtoehtona me-

netelméohjeessa, koska se on taloudellista ja my6s vahentéa liuotinjatteen maaraa.

6.2 Herkkyyden parantaminen

Katekoliamiinien analytiikan suurimpia haasteita on niiden pienet pitoisuudet biologisissa
naytteissé (Bicker ym. 2013). Terveydenhuollon kayttamasséa katekoliamiinien analytii-
kassa riittaa, etta pystytaan erottamaan patologiset katekoliamiinien pitoisuudet fysiolo-
gisista. Tutkittavissa plasmanéaytteissa odotettiin olevan fysiologisia pitoisuuksia kateko-
liamiineja ja haluttiin pystya vertailmaan ndité pitoisuuksia luotettavasti. Edeltavissa tut-
kimuksissa tutkimusasetelma oli ollut erilainen ja tamén takia kaytdssa ollut mittausalue
ei soveltunut nyt odotettaville tuloksille. Menetelman optimoinnissa tutkittiin mittausalu-
een LLOQ:ta eli kvantitoinnin alarajaa useilla matalan pitoisuuden rinnakkaisilla kontrol-
linaytteilld. Taman perusteella menetelmaan tehtiin muutoksia herkkyyden paranta-

miseksi.

Naytteen injektiotilavuutta suurennettiin suuremman vasteen saamiseksi. Injektiotilavuu-
den kasvattaminen leventaa piikkeja jonkin verran, mika ei ole toivottua. Tama johtuu
siitd, etta pienempi naytevolyymi kulkee kolonnin lapi nopeammin kuin suurempi nayte-

volyymi (Jaarinen & Niiranen 2005, 174).

Uuttotilavuutta etikkahappoon pienennettiin naytteiden katekoliamiinipitoisuuden kon-
sentroimiseksi ja paremman herkkyyden saavuttamiseksi. Haittapuolena pipetointi alu-
miinioksidiuutossa taytyi olla nyt entista tarkempaa HPLC-kolonnin suojelemiseksi alu-
miinioksidisakalta. Analysoinnissa jouduttiinkin vaihtamaan esikolonni huomattavasti
useammin kuin ennen. Haasteeksi voidaan my0s listata, etta tama naytetilavuus riittaa
vain yhteen injektioon. Olikin erittéin tarkeaa, etta naytteille oli otettu varaputket, jotta ne

voitiin tarvittaessa analysoida uudestaan.

Chromeleon-ohjelmaan pyrittiin [6ytamaan sellaiset parametrit, ettd ohjelma pystyisi
automaattisesti integroimaan kaikki piikit. Toistaiseksi jouduttiin viela kayttdmaan paljon
manuaalista integrointia, mutta tyé automaattisen integroinnin hyddyntamiseksi tulevissa

projekteissa jatkuu.
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Menetelman optimoinnin myotd menetelmén herkkyys parani huomattavasti ja saavu-
tettu mittausalue oli optimaalinen tdman tutkimushankkeen plasmannéaytteiden norad-
renaliinipitoisuuden méaarittdmiselle. Suuri osa tutkimushankkeen plasmanaytteiden ad-

renaliinipitoisuuksista jai kuitenkin alle saavutetun mittausalueen.

6.3 Standardit ja kontrollit

Menetelman mittausalue todettiin lineaariseksi ensin puhdasaineliuosten laimennossar-
jalla (Liite 1) ja sen jalkeen uutetuilla standardeilla (Liite 2). Standardit haluttiin vastaa-
maan mahdollisimman hyvin naytteiden odotettua pitoisuutta. Standardien pitoisuudet
valittiin niin, etta ne jakaantuvat kattavasti mittausalueelle, kuitenkin painottuen pieniin
pitoisuuksiin. Aikaisemman menetelmaohjeen perusteella tiesimme, ettd menetelma on
lineaarinen ainakin kymmenen kertaa suurempiin pitoisuuksiin kuin mittausalueemme
ylaraja. Tassa tutkimuksessa odotimme pienia pitoisuuksia ja halusimme, etté lineaari-
suuden osoitus kuvaa mahdollisimman hyvin menetelmén lineaarisuuden toteutumista
tutkimusnaytteilld. Lineaarisuuden osoitukset puhdasaineliuoksilla toistettiin aina, kun

valmistettiin uudet katekoliamiinien kanta- ja valilaimennokset.

Paivittdisessa tyoskentelyssa ja tulosten laskemisessa kaytettiin yhden pisteen kalib-
rointia. Tulosten laskemiseen kaytettava standardindyte uutetaan ja ajetaan paivittain
naytesarjan mukana. Tulosten laskemiseen kéaytettava standardi valittiin sijoittumaan
mittausalueen puolivéliin (2,5 nM). Laatukontrollien pitoisuuksien valintaan ohjasivat Bio-
analyyttisen laboratorion vakioidut toimintaohjeet. Kaytimme pienen pitoisuuden kontrol-
lia (0,4 nM) ja suuren pitoisuuden kontrollia (3,0 nM). Jokaisessa naytesarjassa oli aina-
kin yksi kontrollindyte. Kaytannossa pyrimme siihen, etta jokaisessa naytesarjassa olisi

seka pienen etta suuren pitoisuuden kontrollinayte.

Standardit ja laatukontrollit valmistettiin kaupalliseen ladkevapaaseen K;EDTA-plas-
maan. Kaupallisesta plasmasta tehtiin katekoliamiinivapaata seisottamalla sita huoneen-
lAmmaossa paivanvalossa. Jokaisessa sarjassa oli myds blank-nayte, jolla varmennettiin,
ettd kaupallisessa plasmassa ei ole jdljella endogeenisia katekoliamiineja, eika naytteen-
k&sittelyssa tai analysoinnissa ole tapahtunut ndytteiden kontaminoitumista katekoliamii-

neilla.
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Katekoliamiinien menetysta naytteenkasittelyssé kontrolloitiin siséisen standardin avulla,
joka pipetoitiin jokaiseen ndytteeseen, standardiin ja laatukontrolliin ennen alumiinioksi-
diuuttoa. Naytteet, joissa sisaisen standardin pitoisuus oli poikkeava, hylattiin ja tehtiin

uudestaan.

6.4 Muuta huomioitavaa

Menetelm&ohjeen laitteet ja tarvikkeet -kappale tarkistettiin ja siihen liséttiin vialien ja
inserttien tiedot. Menetelm&n optimoinnin yhteydessa kaytdssé oli lasisia naytteensyot-
tajapulloja ja -insertteja. Menetelmaohjeen kirjoittamisen yhteydessa tutkittiin lasi- ja
muovivialien eroja pienimuotoisesti, koska katekoliamiinien mahdollinen adsorboitumi-
sesta lasiin aiheutti huolta. Eroja lasi- ja muovivialien valilla ei pidetty merkittavia ja lasi-
vialien kayttba jatkettiin. Mitatut pitoisuudet nayttivat kuitenkin olevan saannénmukai-

sesti hieman suurempia muovivialeja kaytettdessa. Tata voisi jatkossa tutkia lisaa.

Menetelman optimoinnissa kohdattiin ongelmia nollanaytteiden kontaminoitumisella ka-
tekoliamiineilla. Kontaminaation lahde ei selvinnyt, mutta alumiinioksidiuutossa opittiin
kiinnittdmaan erityistd huomiota aseptiikkaan. Pipetoidessa kaytettiin kertakayttdisia ka-
sineitd, kertakayttoisia pipetin karkia ja varottiin koskemasta pipetilla nayteastiaa, jos pi-
petoitiin jotakin reagenssia samalla karjella useaan nayteastiaan. Erityisesti vakevien
kantaliuosten kasittelyssa tuli varoa, etta kaytettavat pipetit eivéat joutuneet suoraan kos-
ketukseen katekoliamiiniliuosten kanssa. Suodattimellisten karkien kayttéa pohdittiin,
mutta niita ei koettu tarpeellisiksi, silla kontaminaation ei uskottu tulevan pipetin sisalta.
Haluttaessa niita voitaisiin kuitenkin kayttda varotoimena vakevien kantaliuosten pipe-
toinnissa. Suodattimelliset karjet ovat kallimpia kuin tavalliset. Sen sijaan pipetin kérjen
ulkoreunan puhdistamisesta pipetointien valilla koettiin hyddylliseksi, etenkin pipetoita-
essa kantaliuoksien valilaimennoksia kapeista 15 ml Falcon-putkista. Kromatografiin oli
ohjelmoitu pesu- ja puhdistustoimintoja, jotka estivat mahdolliset kontaminaatiot nayt-
teensyottdjan valityksella naytteesta toiseen. Kromatografi esimerkiksi pesi naytteen-
syottdjaneulan naytteiden valissa. Tarkemmat tiedot kromatografiaolosuhteista on liitetty

menetelmaohjeeseen.
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7 OPINNAYTETYON TUOTOS: MENETELMAOHJE 286
VERSIO 2

Taméan opinndytetydn tuotoksena syntyi paivitetty menetelmé&ohje Turun yliopiston Bio-
lAdketieteen laitoksen Bioanalyyttiselle laboratoriolle (Liite 3). Menetelméohje on asia-
kirja, jota noudattamalla varmistetaan, etté validoinnin yhteydessa maaritellyt luotetta-
vuuden kriteerit toteutuvat (Jaarinen & Niiranen 2005). Syntyneen menetelméohjeen ra-
kenne perustuu Bioanalyyttisen laboratorion vakioituihin toimitaohjeisiin eli SOP:in. Pai-
vitettyyn menetelméohjeeseen korjattiin menetelman optimoinnin yhteydessa tehdyt
muutokset, jasenneltin menetelméohjetta helppolukuisemmaksi, tdsmennettiin ohjeita
yksiselitteisemmiksi ja painotettiin naytteenkasittelyssa ehdottomasti huomioitavia asi-

oita kuten naytteiden pitdmista kylmana.

Menetelmaperiaatteeseen lisattiin, ettd menetelma voi sopia myés dopamiinin maaritta-
miseen. Talldin dopamiini taytyy kuitenkin lisaté standardeihin ja kontrolleihin. Menetel-
maohjeeseen lisattiin myds lyhyt kappale naytteille asetetuista vaatimuksista.

Liuosten valmistusohjeita yhdenmukaistettiin ja tarkennettiin selkeyden vuoksi. Liuosten
valmistusohjeista k&y nyt myos ilmi vaadittu mittaustarkkuus. Liuokset-kappale supistui,
kun siirryimme kaupalliseen ajoliuokseen itse valmistetun ajoliuoksen sijasta. Luettelo

laitteista ja tarvikkeista sek& kemikaaliluettelo tarkistettiin ja paivitettiin.

Maarityssarjassa on aina tutkimusnaytteiden lisdksi mukana yksi 2.5 nM standardinayte
tulosten laskemista varten ja ainakin yksi kontrolli. Blank—ndayte eli nollanayte tulee ajaa
kerran paivassd ennen nayteajoja. Aiemmassa menetelmaohjeessa blank-naytteen li-
saksi ollutta zero-naytetta ei pidetty tarpeellisena. Tassd menetelmassa blank (matrix)
tarkoittaa katekoliamiinitonta humaaniplasmaa. Zero on blank-nayte, johon on lisatty si-

sdinen standardi.

Aiemmassa menetelméaohjeessa standardien valmistus oli ohjeistettu niin, etta standar-
dien lopputilavuus on 1000 mikrolitraa, joka vaaditaan naytteenkasittelyyn. Naytteenka-
sittelyssa todettiin, ettéd standardeihin tarvitaan pieni hukkatilavuus pipetointia varten.
Laskimme uusien standardien valmistusohjeet niin, etta lopputilavuudeksi tuli 1100 mik-

rolitraa, jolloin siitd pystytdan pipetoimaan tarkasti 1000 mikrolitraa naytteenkasittelyyn.
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Yhden pisteen kalibrointiin kaytettavan standardin haluttiin olevan mittausalueen keski-
vaiheilta. Myds se laskettiin tarkan pipetoimisen mahdollistamiseksi siten, ettéa lopputila-
vuudeksi tuli 1100 mikrolitraa.

Kontrolleja valmistettiin kerralla iso era niiden tasalaatuisuuden takaamiseksi ja mittaus-
virheen minimoimiseksi. Kontrollit jaettiin kerta-annoksiin ja pakastettiin — 70 asteeseen.
Valitettavasti pakastettu kontrolliera ei talla kertaa vastannut odotuksia, vaan myohem-
min siirryttiin tekemé&an uudet kontrollit ndytesarjojen mukana. Jatkossa suositellaan kui-
tenkin tekemaan kerralla iso eré kontrollinaytteita. Kun laatukontrollit pakastetaan samoi-
hin olosuhteisiin kuin tutkimusnaytteet, voidaan ajatella kontrollien kayttaytyvan kuten
tutkimusnaytteiden. Pakastamisen ei pitéisi kirjallisuuden eik& Bioanalyyttisen laborato-

rion aiemman vankan kokemuksen perusteella vaikuttaa katekoliamiinien pitoisuuksiin.
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8 POHDINTA

Opinnaytety6n tarve tuli tydelamasta ja se toteutettiin tutkimuksellisella otteella moniam-
matillisessa tydyhteisdssa. Aihe oli haastava. Vastaavaa plasman katekoliamiinien ana-
lytiikkaa ei talla hetkelld tehdd muualla Suomessa. Opinnaytetydssa syntyi uutta tietoa
ja silla oli selkea kehittamistehtava. Yhteistyd Bioanalyyttisen laboratorion kanssa sujui
hyvin ja toimeksiantaja oli tyytyvainen tehtyyn tychon.

Menetelman optimointi vei arviotua enemman aikaa, mutta se oli valttamatonta ennen
tutkimusnaytteiden analysointia. Menetelman optimoinnissa ei syntynyt ajoliuosta, joka
olisi vastannut tutkimuksen tarpeita. Analysoinnissa paadyttiin kayttamaan kaupallista
ajoliuosta ja kromatografiaolosuhteet valittiin talle ajoliuokselle sopiviksi. Sen sijaan me-
netelmé&én tehtiin muita parannuksia. Uuttotilavuuden pienentdminen ja injektiotilavuu-
den suurentaminen mahdollistivat huomattavasti aiempaa pienempien pitoisuuksien
maarittdmisen. Kaantopuolena pipetoimisen tarkkuuden merkitys kasvoi ja kolonnin ra-
situs lisdéntyi. Saavutettu mittausalue oli sopiva taman tutkimushankkeen plasmanayt-
teiden noradrenaliinin maarittamiselle. Valitettavasti edes tdma herkkyys ei kuitenkaan
riittdnyt plasmanaytteiden adrenaliinipitoisuuksien luotettavaan vastaamiseen.Menetel-
maohje paivitettiin vastaamaan menetelman optimoinnissa tapahtuneita muutoksia. Tar-
peettomiksi tulleet osiot poistettiin, muuttuneet osiot paivitettiin ja naytteenkasittelyohje

jasenneltiin selkedmmaksi.

Projekti saatiin kunniakkaasti paatokseen kevaalld 2019. Naytteiden analysoinnissa hyo-
dynnettiin menetelman optimoinnissa syntynytta tietoa ja valmistunutta menetelmaoh-

jetta.

Tulevaisuudessa voitaisiin muun muassa jatkaa tyota sopivan ajoliuoksen valmista-
miseksi itse seka pyrkia kehittdmaan menetelmésta viela aiempaa herkempi. Projektin
lopuksi todettiin, ettd oksidaatiokennon vaihtamisesta uuteen voisi olla jonkin verran
apua herkkyyden parantamisessa. Liséksi voitaisiin tutkia lisdé muovi- ja lasivialien eroja

katekoliamiinien analytiikassa.
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Calibration Type : Lin

Calibration

120,0

Offset (CO) 0,0000

Evaluation Type Area Slope (C1) 2,1448

Number of Calibration Points 10 Curve (C2) 0,0000

Number of disabled Calibration Points 0 R-Square 09998
Noradrenaline Internal 'IS' ECDRS_3

12,5
100,04

87,5

75,0
g 62,5
50,0
37,5
25,0

12,54

60,0

Injection Name Calibration X Value Y Value Area Height
Level nA*min nA
ECDRS_3 ECDRS_3 ECDRS_3 ECDRS_3
Noradrenaline | Noradrenaline |Noradrenaline | Noradrenaline |

2 PA1 01 1,0 2,09 ; 0,67
3 PA2 2 2,0 438 0,24 1,33
4 PA3 3 30 6,42 0,36 1,95
5 PA4 4 40 8,77 0,48 2,61
6 PA5 5 50 11,28 0.62 3.30
7 PA6 6 8.0 17,20 0,93 517
8 PA7 7 10,0 22,46 1.21 6,61
9 PA8 8 20,0 43,03 2,32 12,92
10 PA9 9 40,0 86,35 473 26,43
|11 PA10 10 50,0 106.45 579 32,21

Default/Calibration

Chromeleon (c) Dionex
Version 7.2.8.10783
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JLTIMATE )190206_PAsuora_DA Page 10f 1

Calibration

Lin Offset (C0)
Area Slope (C1) 1,8951
Number of Calibration Points 10 Curve (C2) 0,0000
Number of disabled Calibration Points 0 R-Square 0,9996

T e,  — e ety — o5 |

90

804

704

60 4
g 50]

40+

304

204

104

0% 10,0 200 300 40,0 500 600

Amount
No. |Injection Name Calibration X Value Y Value Area Height
Level nA*min nA
ECDRS_3 ECDRS_3 ECDRS_3 ECDRS_3
Adrenaline Adrenaline Adrenaline Adrenaline

2 PA1 01 1,0 2,08 0.11 0,48
3 |PA2 2 2,0 3,09 017 0,89
4 |PA3 3 30 5,30 029 1,38
5 PA4 4 40 7,93 043 1.93
6 PAS 5 50 8,93 0,49 2,30
4 PA6 6 8.0 14,14 0,77 3,69
8 PA7 7 10,0 18,94 1,02 4,79
F; PA8 8 20,0 38,32 2,07 9,60
10 PA9 9 40,0 76.71 420 19,59
11 PA10 10 50,0 94,10 511 2386

- n Chromeleon (c) Dionex
Default/Calibration Version 7.2.8.10783
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Liite 2: Mittausalueen lineaarisuuden osoitus
humaaniplasmasta uutetuilla standardeilla

JLTIMATE 1214_standardit_KS Page 10f 1

Calibration

Calibration Type —— - Offset (C0)

Evaluation Type Area Slope (C1) 20,1421
Number of Calibration Points 7 Curve (C2) 0,0000
Number of disabled Calibration Points 1 R-Square 0.9978
110,0. Noradrenaline = = Internal IS’ ECDRS_3
100,04
87,5
75,0
*
625
g 50,0
375
25,0
12,5
0.0 T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Amount
No. |Injection Name Calibration X Value Y Value Area Height
Level nA*min nA
ECDRS_3 ECDRS_3 ECDRS_3 | ECDRS_3
Noradrenaiine | Noradrenaiine | Noradrenaline | Noradrenaline |
01 020 482 0,02 017
2 0,30 6,93 0,03 0.24
3 0,50 174 0,05 0,30
4 0.80 8.82 0,08 044
5 1,00 0,00 0, 073
2,00 41,60 0, 24
2 4,00 70.80 0, 223
5,00 99,53 0,46 2,89

o Chromeleon (c) Dionex
Default/Calibration Version 7.2.8.10783
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JLTIMATE 181214 _: L_KS Page 10f 1

Calibration

Calibration Type Lin Offset (C0O) 0,0000
Evaluation Type Area Slope (C1) 17,0852
Number of Calibration Points T Curve (C2) 0,0000
Number of disabled Calibration Points 1 R-Square 0,9981

Adrenaline Internal 'IS' ECDRS_3

80,0
70,04

60,0 4 *

4 st1 01 0.20 3,75 0,02 0,13
5 st2 2 0,30 3.89 0,02 012
6 st3 3 0.50 9.84 0,04 0.21
7 st4 4 0.80 1427 0,06 0,30
8 sts 5 1,00 17,96 0,11 0,53
9 sté 6 2,00 36,10 0,17 0.84
10 |Ist7 74 4.00 58,59 0,30 1,49
11 st8 8 5,00 84,31 0,39 197

Chromeleon (c) Dionex
Default/Calibration Version 7.2.8.10783
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1 PERIAATE

Katekoliamiinit ~ (noradrenaliini ja adrenaliini) adsorboidaan plasmasta
alumiinioksidiin, josta ne uutetaan 2 % etikkahappoon. Pitoisuudet maaritetaan
HPLC-EC:lla kayttden sisdisen standardin menetelmaa. Sisdisena standardina
kaytetaan 3,4-dihydroksibentsyyliamiinia. Menetelmda voidaan soveltaa myos
plasman dopamiinipitoisuuden maarittdmiseen.

2 LAITTEET JA TARVIKKEET

Analyysivaaka, Mettler Toledo AG135 (Mettler Instrumente AG)
Analyysivaa“an printteri, Mettler Toledo LC-P45 (Mettler Instrumente AG)
Koeputkiravistelija (Vortex)

Koeputkisekoittaja (FinePCR)

Finnpipette — pipetteja ja niihin karkia

Mikrosentrifuugiputkia (Eppendorf-putkia), 1,5 mi

15 ml ja 50 ml Falcon-putkia

Nayteensyéttajapullot (lasivialit 1,5.ml) ja.insertit (Micro-Insert, 0,1 ml, kirkas lasi,
15 mm) g

Mikrosentrifuugi Eppendorf 5415D

Sentrifuugi Eppendorf 5810R

pH-mittari, Mettler Toledo Seven compact pH/lon S220

HPLC-EC-laitteisto

Thermo Scientific Ultimate 3000 1ISO-3100BM HPLC-pumppu

Thermo Fisher Scientific WPS-3000RS automaattinen naytteensyottaja

Thermo Scientific Ultimate 3000 kolonniuuni

Chromeleon 7.2 (tai uudempi) systeemiohjain

Thermo Scientific Dionex Ultimate ECD-3000RS koulometrinen detektori, jossa
6020RS omni coulometric sensor-elektrodi ja 6011RS ultra coulometric analytical
sensor-kaksoiselektrodi (Thermo Fisher Scientific)

Kolonni: Thermo Scientific HR-80 C18 4,6 mm x 80 mm, 3 um

Esikolonni: Phenomenex SecurityGuard C18 (2 esikolonnia perakkain),

4 mm x 3 mm (AJ0-4287)

3 KEMIKAALIT

Noradrenaliini, M = 169,2 g/mol (Sigma Aldrich, A7257)

Adrenaliini, M = 183,2 g/mol (Sigma Aldrich, E4250)

Dopamiini HCI, M= 189,6 g/mol (Sigma Aldrich, H8502)3,4 -
Dihydroksibentsyyliamiini HBr, M= 220,1 g/mol (Sigma Aldrich, 858781)

3,4 -Dihydroksifenyylietikkahappo, M=168,15 g/mol (Sigma Aldrich, 850217
Natriummetabisulfiitti (Na2S20s), M= 190,1 g/mol (Fisher, S/5210/53)
Titriplex 11l, EDTA-Naz, M= 372,2 g/mol (Merck, 1084180100)
Jaaetikkahappo (CH3COOH) reagentplus = 99 % (Sigma Aldrich, A6283)
Tris-(hydroxymethyl)Jaminomethane, M=121,14 g/mol (Sigma Aldrich, T1378)
Aktivoitu alumiinioksidi (Al203), M=101,96 g/mol (Merck, 101814923)

HCI (Merck, 1.00317.1000)

Mobile Phase CAT-A-Phase Il (Thermo Scientific, LOT: 070318)

Liite 3
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4 LIUOKSET
Kaikki kaytetty vesi on jélkipuhdistettua kaanteisosmoosivetts, ellei toisin mainita.

5 mM Na»S-05/ 21,5 mM EDTA

Liuos valmistetaan 50 millilitran mittapullossa.

Punnitaan kevyessa astiassa 47,5 mg natriummetabisulffiittia ja 400 mg Titriplex
lil:a ja liuotetaan ne pieneen vesimaaraan mittapullossa.

Taytetasdn mittapullo 50 millilitran merkkiviivaan asti.

Siirretdan liuos puhtaaseen lasipuiloon.

Liuos sailyy n. 1 kk jaakaapissa suljetussa lasipullossa.

1 % etikkahappo

Valmistetaan liuos 500 ml:n mittapullossa.

Taytetdaan mittapullo puolilleen vetta.

Pipetoidaan tai mitataan mittalasilla 5 millilitraa jdetikkahappoa ja liuotetaan se
veteen mittapullossa.

Taytetdsn mittapullo 500 millilitran merkkiviivaan asti.

Siirretdan liuos puhtaaseen lasipulloon

Liuos voidaan valmistaa myds mittalasitarkkuudella.

Liuos sailyy n. 1 kk huoneenldmmadssé suljetussa lasipullossa.

2 % etikkahappo

Valmistetaan liuos 50 mi:n mittapullossa.

Taytetdan mittapullo puolilleen vetta.

Pipetoidaan tai mitataan mittalasilla 1 millilitra jadetikkahappoa ja liuotetaan se
veteen mittapullossa.

Taytetdan mittapullo 50 millilitran merkkiviivaan asti.

Suodatetaan liuos Millipore-laitteistolla 0,22 pm suodattimen I4pi.

Siirretdan liuos puhtaaseen lasipulloon.

Liuos sailyy n. 1 kk huoneenldmmdssa suljetussa lasipullossa.

Tris-puskuri

45,5 g Tris-(hydroxymethyl)Jaminomethane
500 ml vettd
pH 8.6 (vak. HCI)

Liuos valmistetaan 500 millilitran mittapullossa.

Punnitaan Tris ja liuotetaan se pieneen vesimaaraan mittapullossa.
Taytetdan mittapullo 500 millilitran merkkiviivaan asti.

Sadadetaan pH 8.6:ksi vakevalla suolahapolla.

Suodatetaan Millipore-laitteistolla 0,22 ym suodattimen lapi.
Jaetaan 5 x 100 ml lasipulloihin.

Liuos sailyy n. 1 kk jadkaapissa suljetussa lasipullossa.
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5 STANDARDIT JA KONTROLLIT

Katekoliamiinien kantaliuokset ja vélilaimennokset séilyvat jadkaapissa valolta
suojattuna n. 1 kk ajan.

Kaikki kantaliuokset ja valilaimennokset tehdaan mittapulloissa, jotka on huuhdottu
ensin 1 % etikkahapolla. Kantaliuokset ja vélilaimennokset siirretddn heti
valmistamisen jélkeen kertakayttéisiin Falcon-putkiin, jotka on myds huuhdottu 1 %
etikkahapolla. Kantaliuosten ja valilaimennosten valmistuksessa voidaan
varotoimena kéayttda suodattimellisia pipetin karkid pipettien suojelemiseksi
mahdollisilta kontaminaatioilta.

Katekoliamiinit noradrenaliini ja adrenaliini

Katekoliamiinit 1 mM kantaliuos

Punnitaan 8,5 mg noradrenaliinia ja 9,2 mg adrenaliinia. Jos aiotaan maarittda myos
dopamiinin pitoisuus, punnitaan liséksi 11,7 mg dopamiinia (HCI).

Liuotetaan punnitut katekoliamiinit 1 % etikkahappoon 50 millilitran mittapuliossa ja
taytetaan mittapullo merkkiviivaan asti. Siirretdéan kantaliuos 50 ml Falcon-putkeen.

Katekoliamiinit 500 nM vélilaimennos

Pipetoidaan ja liuotetaan 25 ul noradrenaliinin 1 mM kantaliuosta ja 25 pi
adrenaliinin 1 mM kantaliuosta 1 % etikkahappoon 50 millilitran mittapullossa.
Taytetdaan mittapullo merkkiviivaan asti. Siirretddn vélilaimennos 50 ml Falcon-
putkeen.

Katekoliamiinit 50 nM valilaimennos

Pipetoidaan ja liuotetaan 1 millilitra katekoliamiinien 500 nM vélilaimennosta 1 %
etikkahappoon 10 millilitran mittapullossa. Taytetaén mittapullo merkkiviivaan asti.
Siirretdan vélilaimennos 15 ml Falcon-putkeen.

Katekoliamiinit 5 nM vélilaimennos
Pipetoidaan ja liuotetaan 1 millilitra katekoliamiinien 50 nM vélilaimennosta 1 %
etikkahappoon. 10 millilitran mittapullossa. Taytetddn mittapullo merkkiviivaan asti.
Siirretdan valilaimennos 15 ml Falcon-putkeen.

Sisdinen standardi 3,4- dihydroksibentsyyliamiini (DHBA)

Sisdinen standardi 1 mM kantaliuos
Punnitaan 17,4 mg 3,4-dihydroksibentsyyliamiinia (HBr), liuotetaan se 1 %
etikkahappoon 50 millilitran mittapullossa ja téytetdan mittapullo merkkiviivaan asti.

Sisdinen standardi 500 nM vélilaimennos
Pipetoidaan ja liuotetaan 25 pl sisdisen standardin 1 mM kantaliuosta 1 %
etikkahappoon 50 millilitran mittapullossa ja taytetdan mittapullo merkkiviivaan asti.

Sisdinen standardi 50 nM vélilaimennos
Pipetoidaan ja liuotetaan 1 millilitra siséisen standardin 500 nM vélilaimennosta 1
% etikkahappoon 10 millilitran mittapullossa ja taytetdan se merkkiviivaan asti.

Liite 3
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Standardit menetelmin lineaarisuuden tarkastamista varten

Standardit 0.2 — 5.0 nmol/l menetelman lineaarisuuden tarkastamista varten
valmistetaan jadvesihauteessa pidettyihin mikrosentrifuugiputkiin lisdamélla
katekoliamiinien valilaimennosta kylméan, katekoliamiinittomaan
humaaniplasmaan seuraavan taulukon mukaisesti:

Lyhenne | Pit. (nM) ngs:;:ﬂh:m:g‘:} Plasma (ul)
St1 0.2 44 pl (5.0 nM) 1056
St2 0.3 66 pl (5.0 nM) 1034
St3 0.5 110 ul (5.0 nM) 990
St4 0.8 176 pl (5.0 nM) 924
St5 1.0 22 ul (50.0 nM) 1078
Sté 2.0 44 ul (50.0 nM) 1056
St 4.0 88 pl (50.0 nM) 1012
St8 5.0 110 ! (50.0 nM) 990

Pipetoimisen jdlkeen standardit vorteksoidaan hyvin, pidetdén kylmana ja

kasitelladn analysointia varten heti.

Standardien matriisiksi pyritddn hankkimaan EDTA-plasmaa, joka siséltaa
mahdollisimman véhdn endogeenisia katekoliamiineja. Katekoliamiinien mééaraa
plasmassa voidaan vdhentdéd esim. seisottamalla plasmaa huoneenldmmdssa ja
valoisassa. Kunkin matriisieran siséltdmat katekoliamiinit pitdé mitata ennen eran

kayttédnottoa.

Standardi tulosten laskemista varten

Kun menetelmain lineaarisuus on tarkastettu, voidaan paivittdisessé tydskentelyssa
ja tulosten laskennassa kayttaa ns. yhden pisteen menetelméa. Tulosten laskemista
varten valmistetaan kussakin ndytesarjassa yksi standardinéyte, jonka vahvuus on
25 nM. Se valmistetaan madrityssarjojen  kasittelyn  yhteydessd
mikrosentrifuugiputkessa lisagamalla 55 pl 50 nM katekoliamiinien vélilaimennosta
1045 plaan kylmdad humaaniplasmaa. Pipetoimisen jilkeen standardi
vorteksoidaan hyvin, pidetddn kylmana ja kasitellddn analysointia varten heti.

Standardi késitellaén tydohjeen mukaan kuten tutkimusnaytteetkin.

Kontrollit menetelmén toiminnan tarkastamista varten

Kontrollit (KA ja KB) ja Blank valmistetaan humaaniplasmaan. Niiden matriisiksi
pyritddn hankkimaan EDTA-plasmaa, joka siséltad mahdollisimman vahén
endogeenisia katekoliamiineja. Katekoliamiinien maardéd plasmassa voidaan
véhentdd esim. seisottamalla plasmaa huoneenldmmdssa ja valoisassa. Kunkin

matriisierdn sisdltdmat katekoliamiinit pitda mitata ennen erédn kayttdonottoa.

Lyhenne Pit. (nM) Katekoliamiinit Plasma (ul)
Blank 0 - 1000
KA 0.4 272 i (50 nM) 33728
KB 3.0 204 pI (500 nM) 33796

5(8)
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Kontrollit valmistetaan kertakayttdisiin Falcon-putkiin, jotka on ensin huuhdottu 1 %
etikkahapolla. Kontrollit KA ja KB jaetaan 1,1 ml eriin mikrosentrifuugiputkiin ja
sdilytetd&n -80 °C:ssa. Ennen kdytttdnottoa kontrollit sulatetaan huoneenldmmésséa
valolta suojattuna. Sulamista seurataan tarkasti ja kontrollit laitetaan
jaavesihauteeseen heti, kun ne ovat sulat.

Blank ja kontrollit kasitellddn naytteenkasittelyohjeen mukaan kuten
tutkimusndytteetkin. Blank-ndytteeseen ei tule siséista standardia.

6 MAARITYSSARJA

Blank-nayte ajetaan kerran péivdssd. Madrityssarjassa ovat aina
tutkimusnéytteiden liséksi mukana 2.5 nM standardinayte ja ainakin yksi kontrolli.

Naytteet

Maaritykseen tarvitaan 1 millilitra EDTA-plasmaa. Jaavesihauteessa jadhdytetyt
EDTA-veriputket suositellaan  sentrifugoitavan puolen tunnin  kuluessa
ndytteenotosta + 4 °C:ssa. Naytteitd sailytetdan — 70 °C:ssa. Ennen kayttocnottoa
néytteet sulatetaan varovasti huoneenlammdssa valolta suojattuna. Sulamista
seurataan tarkasti ja naytteet laitetaan jadvesihauteeseen heti, kun ne ovat sulat.
Mm. stressi, pystyasento, monet |&ékeaineet ja jotkin ruoka-aineet, kuten banaani,
suklaa ja vanilja voivat vaikuttaa plasman katekoliamiinien pitoisuuteen.

Kromatografia

HPLC-EC -olosuhteet on kuvattu tarkemmin tdmén menetelméohjeen liitteessa.

Virtausnopeus 1,000 ml / min
Injektiotilavuus 50,00 pi
Autosamplerin lampétila + 4 °C (£ 1 °C)
Kolonniuunin Iampétila + 30 °C
Retentioajat (ohjeelliset):
Noradrenaliini 3,9 min
Adrenaliini 4,6 min
DHBA (IS)  6,9min
Dopamiini 9,2 min

Ohjeellisten retentioaikojen tunnistus on tehty menetelman
kehittamisvaiheessa.

Menetelmdn optimoinnin  yhteydessd on varmistuttu, ettd katekoliamiinien
plasmassa esiintyvat aineenvaihduntatuotteet 3,4-dihydroksifenyylietikkahappo
(DOPAC) ja DHPG eivat héiritse maaritysta.

Detektorin potentiaalit
ECDRS_1: + 350 mV
ECDRS_2: +250 mV
ECDRS_3: - 200 mV

Ensimmainen kenno eli Omni cell on yhdistetty Peek-kapillaarilla pumpun ja injektorin
véliin. Toisen kennon molemmat elektrodit ovat kaytdssa naytteiden hapettamiseen
ja pelkistdmiseen.
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o ;s w

10.
. Siirretddn naytteet naytteensyottdjapullohin, joissa on insertit ja sentrifugoidaan

1"

MAARITYS

Naytteenkasittel

Naytteenkasittelyssa pyritdén toimimaan niin, ettd naytteet eivat tarpeettomasti
ldmpene missdan vaiheessa. Naytteenkasittely viedaan alusta loppuun
yhtéjaksoisesti ilman taukoja. Naytteenkdasittelyssé noudatetaan erityista
huolellisuutta mahdollisten kontaminaatioiden valttamiseksi mm. puhdistamalla
pipetin ulkopuali ja vaihtamalla suojakésineité tarpeeksi usein.

Mikrosentrifuugiputkiin punnitaan n. 10 mg aktivoitua Al-oksidia.
Pipetoidaan mikrosentrifuugiputkiin Al-oksidin paalle 50 yl 5 mM Na-metabisulfiittia
ja 60 pl 50 nM DHBA:ta sisdiseksi standardiksi (IS 3 nM). Lisatdan putkiin 1000 pl
plasmaa (ndyte, kontrolli tai standardi) ja lopuksi 400 pl Tris-puskuria.

Huom. Blank-naytteeseen ei tule sisaistd standardia, vaan sen tilalle pipetoidaan

60 pl vetta.
Putket suijetaan ja kopautetaan alassuin, jotta Al-oksidi lahtee pohjalta liikkeelle.
Nayteputkia sekoitetaan FinePCR-laitteessa 10 minuuttia.
Naytteitd sentrifugoidaan Eppendorf Centrifuge 5415D:ll& 2 min 13 000 rpm.
Alumiinioksidi pestddn kaksi kertaa. Alumiinioksidin pesu tapahtuu pipetoimalla
varovasti mutta tarkasti supernatantti pois, pipetoimalla jagdkylm&a vetta (noin 1 ml)
alumiinioksidin paélle, vorteksoimalla ja sentrifugoimalla Eppendorf Centrifuge
5415D:11a 1 min 13 000 rpm. Pesujen jélkeen vesi pipetoidaan pois tarkasti ja
varovasti.
Pipetoidaan alumiinioksidin paalle 100 pl 2 % etikkahappoa ja vorteksoidaan n. 10
sekuntia.
Sentrifugoidaan naytteet Eppendorf Centrifuge 5415D: lla 5 min 13 000 rpm.
Siirretddn supernatantti uuteen mikrosentrifuugiputkeen. Varotaan pipetoimasta
alumiinioksidisakkaa.
Sentrifugoidaan putkia Eppendorf Centrifuge 5415D:1la 1 min 13 000 rpm.

vield 2 min 2000 rpm Eppendorf 5810R -sentrifuugilla.

Analysoidaan néytteet heti tai tarvittaessa sdilytetddn muutama péivé -20 °C:ssa.
Pakastetut naytteet sulatetaan valolta suojattuna ja sentrifugoidaan ennen analyysia
2 min 2000 rpm Eppendorf 5810R -sentrifuugilla.

HPLC

Ajoliuoksen3 kaytetddn kaupallista Thermo Scientific Mobile Phase CAT-A-PHASE
Il -liuosta. Ajoliuosta kierratetdan. Haluttaessa ajoliuos voidaan myos ohjata
jatepulloon nayteajojen aikana. Muussa tapauksessa pohjaviivaa ja Blank-naytetta
tarkkaillaan erityisen huolellisesti ja ajoliuos vaihdetaan tarvittaessa. Ajoliuos
sdilytetddn alkuperdisessa pakkauksessaan huoneenlammossé.
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8 PIPETOINTIKAAVIO
Blank Kontrollit Standardi Nayte
Al-oksidi n. 10 mg n. 10 mg n. 10 mg n. 10 mg
5mM 50 pl 50 pl 50 l 50 ul
Na,S:0s
50nM IS - 60 pl 60 pl 60 pl
Plasma 1000 pi 1000 pl 1000 pl 1000 pl
Tris-puskuri 400 pl 400 yl 400 ul 400 pl
9 TULOSTEN LASKEMINEN

8(8)

Mittaustulosteista lasketaan kunkin analyytin piikin pinta-alan suhde sisdisen
standardin piikin pinta-alaan. Piikkien pinta-alojen méaarittdmiseen kaytetdan
tarvittaessa manuaalista integrointia. Kalibrointikuvaaja esittéa standardindytteiden

pinta-alasuhteet

pitoisuuksien

funktiona.

Naytteiden

pitoisuudet

luetaan

kalibrointikuvaajalta, joka on yhden pisteen (2.5 nM) ja origon kautta sovitettu suora.

Laskemiseen kéytetddn Chromeleon 7.2 (tai uudempi versio) —ohjelmistoa.
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Instrument Method: Catecholamine method 181116_1,0mimin
Last Update Operator: daalra

Script

Stage Time Command Value Comment
min
Instrument
Setup
initial
ECDRS.PostCellCleanDuration 10,00 [min]
ECDRS.ECC_ColumnOven.WaitForTempReady Yes
ECDRS.ECC_ColumnOven.TemperatureNominal 30 [°C]
ECDRS.ECC_ColumnOven.TempCirl On
ECDRS.Data_Collection_Rate 10 [Hz]
Sampler.InjectWash AfterDraw
Sampler.WashSpeed 20,000 [ul/s]
Sampler.WashVolume 100,000 [pl]
Sampler.SampleHeight 5,000 [mm]
Sampler.WasteSpeed 32,000 [pl/s]
Sampler.DispenseDelay 0,000 [s]
Sampler.DispSpeed 20,000 [pl/s]
Sampler.DrawSpeed 2,000 [ul/s]
Sampler.DrawDelay 5,000 [s]
Sampler.InjectMode Normal
Sampler.PumpDevice "Pump”
Sampler.LoopWashFactor 2,000
Sampler.TempCitrl On
Sampler.Temperature.Nominal 4,0 [°C]
Sampler.ReadyTempDelta 1,0[°C]
Sampler.Temperature.LowerLimit 4,0 [°C]
Sampler. Temperature.UpperLimit 45,0 [°C]
PumpModule.Pump.%A.Equate "fosfaattipuskuri
pH3.1"
PumpModule.Pump.Pressure.LowerLimit 20 [bar]
PumpModule.Pump.Pressure.UpperLimit 401 [bar]
PumpModule.Pump.MaximumFlowRampUp 5,001 [ml/min?]
PumpModule.Pump.MaximumFlowRampDown 9,996 [ml/min?]
ECDRS.ECDRS_1.Potential 350 [mV]
ECDRS.ECDRS_1.FilterConstant 5,0 [s]
ECDRS.ECDRS_1.CellClean Off
ECDRS.ECDRS_1.CellCleanPotential 0[mV]
ECDRS.ECDRS_1.CellCleanDuration 1,0 [s]
ECDRS.ECDRS_2.Potential 250 [mV]
ECDRS.ECDRS_2.FilterConstant 5,0 s]
ECDRS.ECDRS_2.CellClean Off
ECDRS.ECDRS_2.CellCleanPotential 0[mV]
ECDRS.ECDRS_2.CellCleanDuration 1,0 [s]
ECDRS.ECDRS_3.Potential -200 [mV]
ECDRS.ECDRS_3.FilterConstant 5,0 [s]
ECDRS.ECDRS_3.CellClean Off
ECDRS.ECDRS_3.CellCleanPotential 0 [mV]
ECDRS.ECDRS_3.CellCleanDuration 1,0 [s]
Inject
Preparation
0,000

Chromeleon 7,

Version 7.2.8.10783, Therma Fisher Scientific

ECDRS.Autozero
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Instrument Method: Catecholamine method 181116_1,0mimin Script
Last Update Operator: daalra
Wait ECDRS.Ready
And
Sampler.Ready
nd
PumpModule.Pu
mp.Ready
Inject
0,000
Sampler.Inject
Start Run
0,000
ECDRS.ECDRS_1.AcqOn
ECDRS.ECC_ColumnOven.AcqOn
PumpModule.Pump.Pump_Pressure.AcqOn
ECDRS.ECDRS_2.AcqOn
ECDRS.ECDRS_3.AcqOn
Run Duration =
12,000 [min]
0,000
PumpModule.Pump.Flow.Nominal 1,000 [ml/min]
PumpModule.Pump.Curve 5
12,000
PumpModule.Pump.Flow.Nominal 1,000 [ml/min]
PumpModule.Pump.Curve 5
Stop Run
12,000
ECDRS.ECDRS_1.AcqOff
ECDRS.ECC_ColumnOven.AcqOff
PumpModule.Pump.Pump_Pressure.AcqOff
ECDRS.ECDRS_2.AcqOff
ECDRS.ECDRS_3.AcqOff
End
Chromeleon 7, Printed by daalra
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