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Opinnaytety6 tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen oikeuskemian osastolle Hel-
singin toimipisteeseen. Tyon tavoitteena oli kehittda kvantitatiivinen maaritysmene-
telma enalaprilaatin pitoisuuksien maarittamiseen post mortem -verinaytteista hyo-
dyntamalla LC-MS/MS-massatekniikkaa. Opinnaytetydssa maaritettiin 1aakeaineelle
optimaaliset massaspektrometriset olosuhteet, ja validoinnin perusteella selvitettiin
menetelman toimivuus.

Enalaprilaatti on aihioladkkeena annettavan enalapriilin aktiivinen l1aakeaine, joka
metaboloituu imeytymisen jalkeen maksassa entsymaattisesti. Menetelman kehityk-
sessa enalaprilaatille selvitettiin parametrit, joilla on mahdollista tuottaa korkein inten-
siteetti tutkittavalle 1adkeaineelle. Samalla tarkasteltiin analyytin fragmentoitumista
massa-analysaattorilla positiivisella ionisaatiolla. Menetelman kehityksen jalkeen
suoritettiin esivalidointi ja validointi menetelman toimivuuden tarkasteluun. Validoin-
nin yhteydessa tarkasteltiin myds vanhoja vainajanaytteita, joilla on saavutettu positii-
vinen tulos enalapriililla. Tulosten perusteella saatiin tietoa enalaprilaatin oikeista pi-
toisuuksista PM-verinaytteissa.

Validointitulosten perusteella toteamisrajan pitoisuudeksi saatiin 0,0002 mg/l ja maa-
ritysrajan pitoisuudeksi 0,0005 mg/l. Suhteellinen poikkeama molemmilla pitoisuusta-
soilla jai alle 6 %:n, ja toistettavuusnaytteiden suhteellinen keskihajonta jai alle 20
%:iin Naytteiden matriisivaikutus on suhteellisen suuri, mutta se ei vaikuta analyysitu-
lokseen merkitsevasti, koska suhteellinen poikkeama odotusarvosta jaa alle 10 %:n.
Laajennetuksi mittausepavarmuudeksi saatiin 21 %.

Validointitulokset vastasivat odotuksia ja tayttivat validointisuunnitelmassa asetetut
vaatimukset. Todelliset vainajanaytteet asettuivat hyvin kalibrointisuoralle, ja mene-
telma toimii hyvin enalaprilaatin maarittamiseen. Enalaprilaatti pidattyy C-18-kolon-
nissa epatasaisesti, mika nakyy piikin epasymmetrisyytena. Siitd huolimatta analyysi-
tuloksen toistettavuus sailyy. Enalaprilaatti ei aiheuta hairidsignaaleja muihin maari-
tysmenetelman analyyttien kromatogrammeihin, eivatka muut analyytit hairitse
enalaprilaatin maarittamista merkitsevasti.
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The work was commissioned by the National Institute for Health and welfare in Hel-
sinki. The aim of the work was to develop a suitable assay method for the determina-
tion of enalaprilat in postmortem blood samples by an LC-MS/MS mass analyzer. In
the work, the optimized mass spectrometric conditions for the drug were determined
and based on the validation, the functionality of the method was determined.

Enalaprilat is the active drug of the prodrug enalapril, which is enzymatically metabo-
lized in the liver after absorption. In the development of the method for Enalaprilat,
the parameters that can produce the highest intensity of the drug of interest were elu-
cidated. At the same time, the fragmentation of the analyte with positive ionization
was examined by a mass analyzer. Following the development of the method, preval-
idation and validation were performed to review the functionality. In addition, with val-
idation old postmortem blood samples with a positive result with Enalapril were also
examined. Based on the result of the blood samples, information was obtained on the
correct concentrations of enalaprilat in real postmortem samples.

Based on the validation results, the limit of detection was 0.0002 mg/l and the limit of
quantification was 0.0005 mg/I. The relative deviation at both concentration levels
was less than 6 %, and the relative standard deviation of the repeatability samples
was less than 20 %. The expanded measurement uncertainty was 21 %. The matrix
effect of the samples is relatively high, but it does not significantly affect the analytical
result, as the relative deviation from the expected value is less than 10 %.

The validation results correspond to the expectations and requirements of the valida-
tion plan. Actual postmortem samples settled well on the calibration line and the
method is suitable for the determination of enalaprilat. Enalaprilat is unevenly re-
tained on the C-18 column, which is reflected in the asymmetry of the peak. Never-
theless, the reproducibility of the analytical result remains. Enalaprilat does not inter-
fere with the chromatograms of other analytes in the analytical method and other an-
alytes do not significantly interfere with the determination of enalaprilat.

Keywords: LC-MS/MS, drugs, mass spectrometry, drug concentration
of blood sample, enalaprilat
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Lyhenteet

ACE:

APCI:

CE:

ESI:

FTI:

HPLC:

MRM:

MS/MS:

PM:

Angiotensiinikonvertaasientsyymi. Elimiston entsyymi, joka synteti-

soi plasman angiotensiini I:n muuntumista angiotensiini II :ksi.

Atmospheric Pressure Chemical lonisation, iimanpaineinen kemialli-

nen ionisaatio.

Collision Energy, tormaysenergia. Energia, jolla massaspektromet-

riin tuleva ioni hajotetaan fragmenteiksi.

Electron spray ionisation, sahkosumutusionisaatio. Elektrostaatti-

seen sahkokenttaan perustuva molekyylien ionisaatiotekniikka.

Fatal toxicity index. Indeksi, joka ottaa huomioon kuolemaan johta-
neen myrkytyksen esiintyvyyden suhteessa laakeaineen kulutuk-

seen.

High Pressure Liquid Chromatography, korkean erotuskyvyn neste-
kromatografia. Molekyylien erotteluun kaytetty tekniikka, joka perus-
tuu molekyylien tasapainoihin stationaarifaasin ja likkuvan faasin va-

lila.

Multiple Reaction Monitoring. Tandem-massaspektrometriassa kay-
tetty pyyhkaisytekniikka, jossa analysoidaan tiettyja valittuja mole-

kyyli-ioni ja kaksi tai useampi fragmentti.

Tandem mass spectrometry, tandem-massaspektrometri. Massa-
spektrometrinen analyysilaitteisto, joka koostuu kolmesta kvadrupo-

lista.

Post mortem, kuoleman jalkeinen.



PMR: Post Mortem Redistribution, kuoleman jalkeinen uudelleenjakautu-
minen. Laakeaineiden jakautuminen elimistdssa laakeainevaras-

tosta kuten maksasta.

SFS-EN ISO/IEC 17025:2005:

Testauslaboratorioiden noudattama laatustandardi.

SPE: Solid Phase Extraction, kiinteafaasiuutto. Naytteenkasittelytekniikka

laakeaineiden eristamiseen naytematriisista.

SRM: Selected Reaction Monitoring. Tandem-massaspektrometriassa

kaytetty pyyhkaisytekniikka, jolla valitaan aiti-ioni ja yksi tytarioni.

THL: Terveyden ja hyvinvoinnin laitos.



1 Johdanto

Opinnaytety6 toteutettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) oikeuske-

mian toksikologian osastolla. Laboratoriossa kehitetaan uusia kaytantoja ja me-
netelmia paihdetestauksiin ja niiden perusteella laaditaan asiantuntijalausuntoja
seka tehdaan uusia laboratoriotutkimuksia. Oikeustoksikologian osasto valittaa
tietoa huumausaineiden kaytosta kansainvalisesti ja kansallisesti. [1.] Laborato-
rio on akkreditoitu ja noudattaa SFS-EN ISO/IEC 17025:2005 -laatustandardia.

Suomessa kaikki oikeuslaaketieteelliset kuolemansyyn selvitykset suorittaa oi-
keuslaakari viidella eri paikkakunnalla. Oikeuslaaketieteellinen kuolemansyyn-
selvitys tehdaan, jos lain (1.6.1973/459) maaraamat edellytykset tayttyvat. Maa-
rayksen antaa joko poliisi, asianomainen syyttajaviranomainen, tuomioistuin tai
Terveyden ja hyvinvoinnin laitos. [2.] Vuosina 2016—2018 tehdyn tutkimuksen
mukaan Suomessa tapahtui yhteensa 2400 itsemurhaa, josta noin 20 %:lla hen-
kiloista itsemurhan tekotapana oli myrkytys. Yleisimmat laakeaineet itsemurha-
tapauksissa olivat ketiapiini, tramadoli ja tsopikloni, mutta myos muita ladkeai-

nekuolemia on havaittu. [3.]

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli parantaa sydan- ja verisuonilaakkeiden
maaritysmenetelmaa oikeuslaaketieteellisessa kuolemansyyn selvityksessa.
Maaritysmenetelmalla maaritetaan talla hetkella yhteensa 38 eri sydan- ja veri-
suonilaakettd, ja mihin on tarkoitus lisata yhden aihiolaadkkeen aktiivinen ladke-
aine, jota kutsutaan enalaprilaatiksi. Enalaprilaatin lisdaminen auttaa myrkytys-
kuolemien tunnistamisessa, silla aihiolaake (enalapriili) pilkkoutuu entsymaatti-
sesti enalaprilaatiksi elimistdssa, joten noin 4 tunnin kuluttua enalapriilia ei

voida havaita suurina pitoisuuksina [4].

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittaa enalaprilaatille optimoidut massaspektro-
metriset olosuhteet seka tehda validointi kyseisen menetelman toimivuuden tar-
kastelua varten. Validointitulosten perusteella laadittiin validointiraportti, joka on

myOs osana tata opinnaytetyota.



2 Enalaprilaatin ominaisuudet

Enalaprilaattia kaytetaan hypertension eli kohonneen valtimoverenpaineen hoi-
dossa ja se luokitellaan angiotensiinikonvertaasientsyymia (ACE) inhiboiviin 1aa-
keaineisiin [5, s. 543]. Enalaprilaatin Iasnaolo estaa ACE:n toiminnan elimis-
tossa, mika syntetisoi plasman angiotensiini I:n muuntumista angiotensiini II
‘ksi. Angiotensiini II vaikuttaa lisamunuaisen kuorikerroksesta erittyvan al-
dosteronituotantoon positiivisesti, jolloin elimiston natriumin takaisinimeytymi-
nen munuaisissa muuttuu, mika vaikuttaa veren suola- ja vesipitoisuuteen su-
pistaen verisuonia. [6, s. 200-201.] ACE:n toiminnan estyminen johtaa taman
tapahtumasarjan katkeamiseen, jolloin verisuonien supistuminen estyy ja veren-

paine ei nouse.

Enalaprilaatti annostellaan oraalisesti aihioladkkeena (enalapriili), jossa laa-
keainemolekyyli yhdistetaan aihio-osaan kovalenttisella sidoksella, kuten esteri-
sidoksella. Aihiolaakkeen tarkoituksena on parantaa aktiivisen laakeaineen
imeytymista ruuansulatuskanavasta lisaamalla sen rasvaliukoisuutta, silla isot
ladkeainemolekyylit kulkeutuvat ruuansulatuskanavan solukalvon lapi passiivi-
sella diffuusiolla. Kuvassa 1 on esitetty aihioladkkeen toimintaperiaate ruuansu-

latuskanavassa yksinkertaisesti. [7.]

Solukalvo

Laake A

Entsymaattinen jaitai
kemiallinen muutos

/

Laake Aihio | —» | Laske

Aihio —_— Laake + Aihio

Kuva 1 . Aihiolaaketeknologian toimintaperiaate ruuansulatuskanavassa [7].



Elimistoon paasseet aihioladkkeet pilkotaan joko entsymaattisesti tai kemialli-
sesti, jolloin laakeainemolekyyli aktivoituu. Laakeaineen aktivoituminen voi ta-
pahtua muun muassa suolen luumenissa, suolen seindmassa, maksassa tai
kohdekudoksessa. [7.]

Enalapriili kulkeutuu maksaan, jossa se pilkotaan karboksyyliesteraasientsyy-
min vaikutuksesta, minka jalkeen aktiivinen enalaprilaatti kulkeutuu koh-
desoluun. [7.] Kuvassa 2 esitettyjen molekyylirakenteiden perusteella voidaan
todeta, etta enalaprilaatin karboksyyliosaan on yhdistetty etanoliryhma aihio-
osana. Muodostuneen esterin rasvaliukoisuus on korkeampi kuin happaman

enalaprilaatin.

COOH 0 COOH

: CH;, : CH,
' N z N |
o
o) o

Enalapril (prodrug) Enalaprilate (anti-hypertensive agent)
can cross membrane

Kuva 2. Enalaprilaatin ja enalapriilin molekyylirakenteet [8].

MacFadyen-tutkimuksessa on osoitettu, etta enalapriili pilkkoutuu maksassa no-
peasti imeytymisen jalkeen, minka seurauksena sita ei voida havaita suurina pi-
toisuuksina noin 4 tunnin kulutta nauttimisen jalkeen. Enalapriilin biotransfor-
maation jalkeen enalaprilaatin huippukonsentraatio saavutettiin noin 3—4 tunnin
kuluttua. [4.] Enalapriilin nopean biotransformaation vuoksi sen mahdollinen

osuus myrkytystapauksissa on voinut jaada huomaamatta.



3 LC-ESI-MS/MS-analyysitekniikka

Tassa luvussa kasitellaan opinnaytetydssa kaytetyn LC-ESI-MS/MS-tekniikan

toimintaperiaatetta.

3.1 Aineiden erottuminen nestekromatografiassa

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC) kaytetaan laajalti ladkeainei-
den erotteluun eri biologisista matriiseista ennen massa-analysaattoria. Neste-
kromatografiassa laékeaineiden erottuminen perustuu aineen dynaamiseen ta-
sapainoon, minka periaatteena stationaarifaasiin herkasti pidattyvat analyytit
kulkeutuvat kolonnin ohi pidemman aikaa. Liikkuva faasi on yleensa orgaanisen
liuottimen ja puskuriliuoksen seos, jonka mukana analyytit kulkevat niiden tasa-
painon ollessa liikkuvan faasin puolella. Kiintea faasi on puolestaan yleensa
kiinteda hienojakoista ainetta, jonka koostumuksen mukaisesti analyytit pidatty-

vat kiinteassa aineessa. [9, s. 140, 153.]

Kaanteisfaasikromatografia on yleisesti kaytetty erotustapa, missa erottuminen
tapahtuu molekyylin poolisuuden perusteella. Poolittomat molekyylit pidattyvat
kiinteassa faasissa pidempaan ja liikkkuvat siten myohemmin detektoriin. Tydssa
kaytettiin Gemini NX-C18 -kaanteisfaasikolonnia, joka soveltuu hyvin seka kor-
kean etta matalan pH:n menetelmiin. Silika on tehty stabiiliksi etaanisilloilla,
jotka on liitetty yhden happiatomin tilalle. Kolonnissa 18 hiilen yhdiste on kiinni-
tetty silikan OH-ryhmaan. [10.] Kuvassa 3 on esitetty kolonnin tarkempi ra-

kenne.



Gemini NX-C18 2
TWIN-NX Technology

Kuva 3. Opinnaytetydssa kaytetty kolonni. Vasemmalla kuvattu silikarakenne
tarkemmin ja oikealla kolonnin silikaan kiinnitetty 18 hiilen sivuketju. [10.]

Usean analyytin erottaminen voi olla haastavaa, jos maaritysmenetelma sisal-
taa analyytteja, joilla on erilaiset poolisuusindeksit. Talloin suositaan gradient-
tiajoa, jossa liikkuvan faasin polaarisuus muuttuu ajon aikana. Gradienttiajolla
heikosti pidattaytyvat yhdisteet pystytdan erottamaan selkeasti ja voimakkaasti
pidattaytyvien pohjaluku pienenee, jolloin resoluutio kasvaa. [11, s.120.] Ku-
vassa 4 on esitetty tyossa kaytetty gradienttiajon kuvaaja, jossa orgaanisen liu-

ottimen pitoisuus kasvaa ajon aikana.
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Kuva 4. Opinnaytetydssa hyddynnetty gradienttiajo.



Opinnaytetydssa hyddynnetiin gradienttiajoa, koska maaritysmenetelman ana-
lyyteilld on laaja polaarisuusalue. Yleisesti lipofiilisyytta mitataan logP-arvolla,
joka kuvaa neutraalin molekyylin jakautumiskertoimen logaritmia kahden sekoit-
tumattoman aineen, kuten oktanolin ja veden, valilla. Laakeaineanalytiikassa
logP-arvo ei kuitenkaan aina selita taysin laakeaineiden lipofiilisyytta, minka
vuoksi hyodynnetaan logD-arvoa, joka huomioi seka ionisoimattoman etta ioni-
soituneen muodon jakautumista kahden faasin valilla. Suurin osa ladkeaineista
sisaltaa ionisoituvia ryhmia, minka vuoksi gradienttiajoa suunniteltaessa on hyo-
dyllisempaa kayttaa logD-arvoa. [12.] Kuvassa 5 on esitetty sydan- ja veri-

suonilaakkeille tyypillinen kromatogrammi gradienttiajoa hyodyntaen.
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Kuva 5. Sydan- ja verisuoniladkkeiden LC-MS/MS-tekniikan kromatogrammi
gradienttiajoa hyodyntaen kaanteisfaasikolonnilla.

Kuvan 5 avulla voidaan havainnollistaa logD-arvon eroa logP-arvoon gradient-
tiajon aikana. Piikki retentioajan 1,47 min kohdalla vastaa atenololia ja kohdalla
2,37 min vastaa amiloridia. Liitteen 1 analyyttien perusteella amiloridin logP-

arvo on -0,3 ja atenololin 0,16, minka perusteella analyyttien pitéisi tulla C-18-



kolonnin lapi toisinpain. Kuitenkin atenololin logD-arvo fysiologisessa pH:ssa on
-1,82 ja amiloridin -0,89 [12; 13], joten logD-arvo selittaa paremmin aineiden

kulkeutumisen kolonnin lapi.

3.2 Sahkosumutusionisaatio

Sahkdsumutusionisaatiossa (ESI) eluentti kulkee ohuita kapillaareja pitkin, joi-

hin on johdettu korkeajannite ja sumutinkaasua. Korkeajannite aiheuttaa elekt-

rostaattisen kentan, jonka vaikutuksesta liuottimesta poistuu elektroneja kapil-

laariputkien seinamiin. [9, s. 211; 14, s. 72.] Liuotin kulkeutuu kammioon, missa
se haihtuu mikrometrin kokoisista sahkoisesti varautuneista pisaroista tiivistaen
sahkovarausta. Varauksen kasvaessa sahkoinen poistovoima poistaa pintajan-
nityksen, jolloin pisarat hajoavat pieniksi aerosoleiksi. [9, s. 212.] Positiivisessa
ionisaatiossa syntyy muun muassa protonoituneita molekyyleja ([M+H]*), mutta
my®0s niin sanottuja addukti-ioneja, kuten [M+Na]*-ioni. Sahkdisesti varautuneet
hiukkaset kulkevat paine-eron ansiosta ionisaatiokammiosta massa-analysaat-
toriin, ja neutraalit molekyylit poistetaan poistoputken kautta. [14, s.69, 74.] Ku-

vassa 6 on esitetty sahkdsumutusionisaation toimintaperiaate.

Sumuttimen kaasu(typpi)
Nestekromatografista
l Kuivauskaasu(typpi)

 I—
e Korkea jannite

Kuva 6. lonisoitumisen toimintaperiaate sahkdsumutusionisaatiossa [15, s.44].



ESI luokitellaan iimanpaineessa tapahtuvaan ionisaatiotekniikkaan, joka sovel-
tuu seka pienten etta suurten poolisten molekyylien ionisointiin, mutta neutraa-
leille ja poolittomille yhdisteille ionisointi ei ole yhta tehokas. ESI soveltuu positii-
visille ja negatiiviselle ionisaatiolle, mutta se asettaa vaatimuksia liuottimelle ja
tutkittaville analyyteille. [14, s. 68—75.]

Liuottimen sahkonjohtokyvyn tulee olla tarpeeksi suuri, jotta elektrostaattinen
kentta pystyy siirtdmaan negatiiviset tai positiiviset varaukset liuottimesta kapil-
laariputkissa. Puskurin komponenttien tulee olla haihtuvia, jotta ionilahde ei li-
kaannu ja aiheuta hairitsevia taustasignaaleja. Yleisesti kaytetaan noin 1-10
mM:sta ammoniumformaattia tai -asetaattia puskuriliuoksena, ja positiivisen io-
nisaation varmistamiseksi puskurin pH on hyva saataa happamaksi joko etikka-

tai muurahaishapolla. [14, s. 75-76.]

3.3 Kolmoiskvadrupoli

Kvadrupoli on neljan yhdensuuntaisen elektrodin komponentti, jonka valiin muo-
dostetaan sahkokentta jannitteen avulla. Tutkittavat varautuneet ionit tulevat
sauvojen valiin ja kulkevat niiden ohi detektorille. Elektrodien valissa oleva sah-
kokentta aiheuttaa ioneihin varahtelya kulkusuuntaan nahden kohtisuorassa,
mika saa ionit pyorimaan kvadrupolin sisalla. Jos varahtely ei ole analyytille op-
timaalinen, ionit tormaavat elektrodeihin. Varahtelyn optimoinnilla voidaan valita
juuri tietyt m/z-arvon omaavat molekyylit, joita halutaan tarkastella. [14, s. 27—
28.]

Kolmoiskvadrupoli koostuu kolmesta kvadrupolista, joista ensimmainen (Q1) ja
kolmas (Q3) yksikko ovat tavallisia neljan elektrodin komponentteja [14, s.32].
Q1-komponentissa valitaan aiti-ioni, joka on yleensa [M+H]*-ionin suuruinen
ESlI-tekniikassa positiivisella ionisaatiolla [9, s.213]. Aiti-ioni kulkee térmays-
kammioon (Q2), jonka periaatteena on hajottaa valittu ioni pienemmiksi frag-
menteiksi tormayskaasun ja jannitteen avulla. Térmayskaasu on inerttia kaasua,
joka on usein typpi- tai argonkaasua. Koska tormayskammiossa kaytetaan tasa-

virtaa, ei tassa kvadrupolissa suodateta molekyyleja. [14, s.32.] Muodostuneet



fragmentit kulkevat Q3-komponenttiin, jossa niista voidaan valita tarkasteltavat

fragmentit. [9, s.214]. Kuvassa 7 on esitetty kolmoiskvadrupolin prosessikaavio.

Térméyskaasu

J] D e
A g el PuiaTE=D | Detektori
AN O S— (O — (O —
Ensimmainen Kvadrupoli- Kelmas
kvadrupoli erottelee térméayskammiossa kvadrupoli analysoi
valitun &iti-ionin ionit tormaavat tytédrionit
kaasuun ja

fragmentoituvat.
Kaikki ionit ovat stabiileja.

Kuva 7. Tandem-massaspektrometrian prosessikaavio [15, s.52].

Kolmoiskvadrupolissa voidaan hyodyntaa useita pyyhkaisytekniikoita riippuen,
mihin tarkoitukseen analysaattoria halutaan kayttaa. Naita tekniikoita ovat muun
muassa tuoteionipyyhkaisy-, lahtdionipyyhkaisy-, neutraalipalan lohkeamispyyh-
kaisy- ja SRM-tekniikka (Selected Reaction Monitoring). Kuvassa 8 on havain-

nollistettu pyyhkaisytekniikoiden hyodyntamista kolmoiskvadrupolissa. [14, s.

32-34.]
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Kuva 8. Pyyhkaisytekniikat, joita on mahdollista hyddyntaa kolmoiskvadrupolilla
[16, s. 9].

Naiden lisaksi on myos MRM-tekniikka (multiple reaction monitoring), joka toimii
samaan tapaan kuin SMR-tekniikka, mutta Q3-komponenttiin siirtyy yhden spe-
sifisen fragmentin sijasta useampi. Tassa opinnaytetydssa hyddynnettiin seka

tuoteionipyyhkaisya etta MRM-tekniikkaa.

4 Post mortem -toksikologia

Tassa luvussa kasitelldan post mortem (PM) -analytiikkaa ja sen tuomia haas-
teita ladkeaineiden maarittamiseen seka myrkytyspitoisuuksien rajallista tulkin-

taa myrkytysepailyssa.

4.1 Bioanalyysit

Bioanalyyseiksi kutsutaan analyyseja, joissa laakkeita, laakeainemetaboliitteja

ja biomarkkereita maaritetaan biologisesta matriisista, kuten veresta, plasmasta
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ja virtsasta. Naytteenkasittelyssa biologisesta matriisista halutaan eristaa selek-
tiivisesti monimutkaisen rakenteen omaavia molekyyleja, jotka sisaltavat lukui-

sia eri komponentteja, kuten emaksia ja happoja. [17, s. 227].

Verimatriisi on yksi yleisimmista biologisista matriiseista Iaakeaineiden ja niiden
metaboliittien maarittamiseen. Laakeaineiden eristamiseen voidaan kayttaa joko
kokoveri- tai plasmanaytetta, riippuen laakeaineiden jakautumisesta naytteessa.
Jotkin ladkeaineet jakautuvat verinaytteeseen tasaisesti verisolujen ja plasman
valille, kun taas osa sitoutuu selektiivisesti plasmaproteiineihin. [17, s. 228.] Me-
netelman kehityksessa on tarkea selvittaa, miten analyytit jakautuvat verinayt-

teessa ennen matriisin ja naytteenkasittelytekniikan valintaa.

Kokoverianalyyseissa perinteisia eristysmenetelmia ovat neste-nesteuutto, pro-
teiinisaostus, kiinteafaasiuutto (SPE), dialyysi, hemolyysi, kalvosuodatus seka
antikoagulaatio. Monissa naytteenkasittelytekniikoissa vaaditaan suuri maara
naytetta, ja monivaiheisessa kasittelyssa voi tapahtua merkittavia havioita ana-
lyytin suhteen, mika vaaristaa analyysitulosta. [17, s. 229.] Analyytin haviota
voidaan korjata sisdisen standardin avulla, jos analyysitekniikka on monivaihei-

nen ja havio oletetaan merkittavan suureksi.

Useiden laakeaineiden samanaikainen uuttaminen yhdesta naytematriisista on
haasteellista, koska kaikki analyytit eivat kayttaydy samalla tavalla valitussa
naytteenkasittelyprosessissa. Siksi joudutaan maarittdmaan samasta naytemat-
riisista eri analyytteja eri menetelmilla, mika toisaalta vaatii enemman naytetta,

aikaa ja valineita.

PM-verinaytteet eroavat tavallisesta kokoverinaytteesta niiden vaihtelevan
koostumuksen vuoksi, mika aiheutuu kuoleman ja naytteenoton valisen ajan
vaihtelusta sekda PM-muutoksista. PM-muutoksia ovat muun muassa solujen se-
dimentaatio, hyytymien muodostuminen, kontaminaatio kudosnesteissa, ma-
dantyminen ja mikrobinen hajoaminen seka joissain tapauksissa vainajan kuivu-

minen tai vainajan laimentuminen riippuen kuolintavasta. [18, s.39—40; 38.]
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Myés vainajan yksildlliset tekijat, kuten verenohennuslaakkeet ja hyytymisteki-

jat, vaikuttavat PM-verien erilaisuuteen [19].

Vaikka normaaleissa verianalyyseissa on mahdollista hyddyntaa seka koko-
verta etta veriplasmaa ladkeaineen maarittamiseen, PM-verissa kaytetaan aina
reisilaskimosta kerattya kokoverta. PM-verissa plasman erottaminen veriso-
luista on lahes mahdotonta punasolujen hemolyysin vuoksi, ja Suomessa PM-
vali eli kuoleman ja ruumiinavauksen valinen aika on keskimaarin suhteellisen
pitka, jolloin seerumin tai plasman erottaminen kokoveresta on lahes mahdo-
tonta. [19.]

PM-muutosten ja kuolintavan vuoksi verta ei valttamatta ole saatauvilla, jolloin
hyodynnetaan vaihtoehtoista matriisia, kuten lihasta tai maksaa. [20.] Suurien
elinten hyddyntadminen naytematriisina on huomattu aiheuttavan vaihtelua 1aa-
keainepitoisuuksiin, mika pitaa huomioida analyysitulosten tarkastelussa [18, s.
40]. Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen nakemyksen mukaan lihaksen laa-
keainepitoisuus vastaa parhaiten veren laakeainepitoisuutta, minka vuoksi sita
suositaan vaihtoehtoisena matriisina, kun verta ei ole saatavilla [19; 21]. Mene-
telman kehitysvaiheessa olisi hyva tarkastella myos analyytin kayttaytymista

vaihtoehtoisessa matriisissa.

4.2 Laakeaineiden eristaminen

Laakeaineiden maaritykseen kaytetaan nykyisin lisaantyvasti LC-MS/MS-ana-
lyysitekniikkaa laitteen herkkyyden vuoksi, mutta biologisia matriiseja ei voi suo-

raan analysoida talla analyysitekniikalla.

Korkea proteiini- ja rasvapitoisuus naytematriisissa vaikuttaa heikentavasti ko-
lonnin suorituskykyyn ja ionilahteen kontaminaatioon, minka vuoksi niiden pois-
taminen naytematriisista on ehdottoman tarkeaa [17, s. 235]. Kolonnin suoritus-
kyvyn heikentyminen nakyy yleensa piikkien paallekkaisyytena eri analyyttien
valilla. Likaantuessa kolonnin pohjaluku laskee, mika vaikuttaa resoluution ja

sita kautta analyyttien erottumiseen. [9, s. 155.]
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Proteiinisaostus on yksinkertainen ei-selektiivinen naytteenkasittelymenetelma,

jossa tarkoituksena on saada erotettua haitalliset proteiinit ja vapauttaa laake-

aine valittuun liuokseen esimerkiksi orgaaniseen liuottimeen [17, s. 236]. Saos-

tus voidaan tehda orgaanisen liuottimen lisaksi myos suolalla tai hapoilla riip-

puen, mita naytteesta halutaan maarittaa. Proteiinien aggregaatio suolan tai or-

gaanisen liuottimen vaikutuksesta perustuu proteiinien vesikuoren haviamiseen,

jolloin vesimolekyylien ja proteiinin valiset vetysidokset katkeavat. [22.] Kuvasta

9 huomataan, etta ladkeaine vapautuu supernatanttiin ja proteiinit saostuvat

putken pohjalle.

Proteiinisaostus

Nayte

- e*e lini
— Proteiinit

0\ '\—_._-— Analyytit

-.\ \- Muut valiaineet
.\ \.

\ o

1) Lisaa orga

nninen liuotin tai

muu kemiallinen reagenssi

2) Sekoita

| —— Saostunest
proteiinit

3) Sentrifugointi tai

4) Poista supernatantti

5) Analysol supernatantti
kuivauksen ja uudelleen
liuottamisen jalkeen

Kuva 9. Proteiinisaostustekniikan yksinkertainen toimintaperiaate [17, s. 236].

Verinaytteiden ladkeainepitoisuudet ovat usein hyvin pienia, joten naytteen lai-

mentuminen vaikeuttaa analyyttien havaitsemista massa-analysaattorilla. Or-

gaaniset liuottimet on helppo haihduttaa, jolloin l1adkeainejaannds voidaan liuot-
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taa pienempaan tilavuuteen. Laakeaineiden konsentraatiot kasvavat, jolloin nii-
den maarittaminen on helpompaa. Tata kaytantoa hyodynnetaan monissa paih-

deanalyyseissa.

4.3 Matriisivaikutus

LC-MS/MS-tekniikka on osoitettu tehokkaaksi Iadkeaineiden kvantitatiiviseen
maarittamiseen verinaytteista, mutta selektiivisyys on tuonut haasteita voimak-
kaan lonisuppression vuoksi. lonisuppression vaikutus analyysitulokseen voi
olla joko negatiivinen tai positiivinen, jolloin matriisikomponentit muuttavat ana-
lyytin pinta-alaa pienentamalla tai kasvattamalla sita. [23.] Merkitseva matriisi-
vaikutus voi kasvattaa analyysituloksen systemaattista virhetta, jolloin analyysi-
tuloksien pitoisuudet ovat toistuvasti joko liilan suuria tai pienia oletettuun arvoon

verrattuna [24, s. 8].

Matriisivaikutuksen lahteena on seka endogeeniset etta eksogeeniset aineet.
Endogeenisia aineita ovat muun muassa suolat, lipidit, aminohapot ja hiilihyd-
raatit. Eksogeenisia aineita ovat erilaiset puskurisuolat, muovimateriaalit ja muut
samantapaiset aineet. [25.] Taman lisaksi on todettu, etta ionisaatiotyypilla,

naytteenkasittelylla seka naytteella on eroa matriisivaikutuksen suhteen. [26.]

Murphyn vuoden 2003 tutkimuksen mukaan matriisivaikutus on todettu olevan
yleisempaa sahkosumutusionisaatiossa kuin ilmanpaineisessa kemiallisessa io-
nisaatiossa (APCI). Tyypillisesti matriisivaikutusta oli enemman laajan polari-
teettialueen omaavilla komponenteilla ESI-tekniikassa ja hydrofobisten mole-
kyylien, kuten fosfolipidien, todettiin myo6s vaikuttavan merkitsevasti tassa ioni-

saatiotekniikassa. [26.]

Laakeaineiden eristamiseen usein hyddynnetaan proteiinisaostusta sen epa-
spesifisyyden vuoksi, mutta matriisivaikutuksen on todettu olevan merkitsevan
suuri talla naytteenkasittelytekniikalla LC-ESI-MS/MS-analyysitekniikassa [26].
Tama voi johtua proteiinisaostuksen kyvyttomyydesta poistaa fosfolipideja nay-

tematriisista, jolloin ionisuppression vaikutus kasvaa [27].
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4.4 Matriisivaikutuksen vahentaminen naytteenkasittelylla

Nykyisessa maaritysmenetelmassa hyodynnetaan proteiininsaostusmenetel-
maa, jossa kaytetaan metanolia saostavana kemikaalina. Kohdassa 4.3 on
osoitettu, etta proteiinisaostusmenetelmalla on suuri matriisivaikutus ESI-teknii-
kassa aiheuttaen ionisuppressiota, mika voi vaikuttaa menetelman herkkyyteen.
Kohdassa 4.2 todettiin, etta naytteiden epapuhtaudet kuluttavat kolonnia, minka
vuoksi resoluutio heikkenee. Maaritysmenetelmaan olisi hyva |0ytaa parempi
naytteenkasittely, jolla voidaan saada puhtaampia naytteita ja joka mahdollis-

taisi paremman herkkyyden analyyttien havaitsemiseen.

Nykyisessa maaritysmenetelmassa on useita sydan- ja verisuoniladkkeita (liite
1), jotka kayttaytyvat seka fysikaalisesti etta kemiallisesti eri tavalla. Analyy-
teissa on emaksisia, neutraaleja ja happamia molekyyleja, joten yhden selektii-
visen ionivaihtotekniikan hyodyntaminen naytteenkasittelyssa ei ole mahdollista.
Taman lisaksi niilla on myos laaja logP-alue, joten poolittoman tai poolisen

SPE-tekniikan hyddyntaminen on haastavaa.

Molekyylit voidaan jakaa eri fragmentteihin niiden kemiallisten ja fysikaalisten
ominaisuuksien suhteen. Laakeaineet jaettiin happoihin, emaksiin ja neutraalei-
hin niiden pKa-arvon perusteella, jolloin kolmen erityyppisen ionivaihtosovelluk-
sen hyddyntaminen on mahdollista. Taman lisaksi tarkasteltiin naytteenkasitte-
lysovelluksia hydrofobisten ja lipofiilisten [adkeaineiden eristamiseen. Taulu-
kossa 1 on esitetty eri valmistajien sovelluksia, jotka soveltuvat eri analyyttien

eristamiseen.

Taulukko 1. Analyyttien luokittelu eri ominaisuuksien suhteen ja niihin sopivat
naytteenkasittelytekniikat [28; 29].

Tuote Soveltu- Tekniikka | Sopimattomat | Funktionaalisuus
vuus analyytit

Strata-X- | Emaksiset | Kationi- Liitteen 1 ana- | | n

CW, Phe- | yhdisteet | vaihto lyytit 1-23

nomenex | (pKa > 8) sekd 38ja39. | - )



https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/marketing/global/documents/284/485/solid-phase-extraction-products-brochure-br3075en-mk.pdf

16

Strata-X- | Happamat | Anioni- Liitteen 1 nayt- |

AW, phe- | yhdisteet | vaihto teet 24-39 3

nomenex | (pKa < 5) . NH N
Stara-X, Lipofiiliset | Kadanteis- | Liitteen 1 ana- |

Pheno- (logP > 0) | faasi lyytit 3,4 ja28 | >

menex % ¥
Stara-XC, | Heikosti Kationi- Liitteen 1 ana-

Pheno- emaksiset | vaihto lyytit 19-36 \ N H’
menex (pKa ~ 0) ©
Discovery | Happamat | Anioni- Liitteen 1 ana-

ion DSC- | yhdisteet | vaihto lyytit 1-23 — Si— (CH,) s NH,
NH2, (pKa <

Supelco 7,8)

Discovery | Emaksiset | Kationi- Liitteen 1 ana- | -

ion DSC- | yhdisteet | vaihto lyytit 21-37

WXC, (pKa >

Supelco 6,8)

Discovery | Polaariset | Normaali- | Liitteen 1 OH OH
Normal- molekyylit | faasi analyytit 3,4 ja

Phase, 28 §i— (CH,),CH,CH —CH,
DSC-Diol |

Supelco

Selektiivisen naytteenkasittelyn hydodyntaminen sydan- ja verisuonilaakkeiden

maarittamiseen vaatii enemman aikaa, koska analyytit tulee maarittaa erikseen.

Tama vaatii enemman naytetta, joten naiden tekniikoiden hyodyntaminen ei

valttamatta ole tehokkain tapa. Laakkeiden jatkuvan kehityksen vuoksi myos

uusien analyyttien lisdaminen selektiiviseen menetelmaan on haastavampaa,

joten ei-selektiivinen naytteenkasittelymenetelma voi olla soveltuvampi, kun ha-

lutaan lisata uusia laakkeita samaan menetelmaan.

Ei-selektiivisen proteiinisaostuksen rinnalla fosfolipidien poisto voi olla tehok-

kaampi tapa saada aikaan puhtaampia naytteita, mika soveltuu kaikkien ana-



17

lyyttien maarittdmiseen samanaikaisesti ja mahdollistaa uusien analyyttien li-
saamisen helposti. Taulukossa 2 on esitetty muutama kaupallinen sovellus fos-

folipidien poistoon.

Taulukko 2. Fosfolipidien poistoon soveltuvat kaupalliset tuotteet ja valmistajat
[27; 29; 30].

Kaupallinen sovellus

Valmistaja/jalleenmyyja

Phree ™-kuoppalevy

Phenomenex

Ostro-kuoppalevy

Waters Corporation

HybridSPE®-kuoppalevy

Merck Life Science Oy

Kuoppalevy- ja SPE-sovellukset eivat suoraan ole soveltuvia vainajaverien ana-
lysointiin, koska naytteet eivat ole pipetoitavia. Osa naytteista sisaltaa hyytymia
ja verisuonen palasia, tai ovat muuten kiinteita, minka vuoksi vainajaveret pun-
nitaan yksitellen. Kiinteat naytematriisit tarvitsevat lisdkasittelyn, jotta naytteet
saadaan homogeeniseen muotoon. Naytteiden homogenisointiin 16ytyy myds

useita kaupallisia sovelluksia, ja osa niista on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Verinaytteiden homogenisointiin sopivat laitteet [31].

Laite Kapasiteetti (nay- | Valmistaja ja jalleen-
tetta) myyja

Minilys®, personal homoge- 3 Bertin, VWR

niser

Precellys® 24 homogeniser 24 Bertin, VWR

Bead Mill MAX homogeniser 24 VWR

Fastprep-24 5G™ homogeni- 24 MP Biomedicals, VWR

ser

Kaikki homogenisointilaitteet ovat suljettuja, joten tartuntavaaraiset naytteet ei-
vat paase kontaminoimaan muita naytteitd homogenisoinnin aikana. Kertakayt-

toisten nayteastioiden kayttaminen on valttamatonta, mika ei valttamatta ole
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kustannustehokasta. Yhdessa naytteenkasittelysarjassa on yleensa yli 40 nay-

tetta samaan aikaan, joten ylimaarainen homogenisointi voi vieda enemman ai-
kaa nykyiseen maaritysmenetelmaan verrattuna, mutta kokonaisaika analysoin-
nista tulosten vastaamiseen voi pienentya, kun yon yli saostus poistuu koko-

naan.

4.5 Myrkytyspitoisuuden rajallinen tulkinta

Post mortem -toksikologian tarkoituksena on auttaa kuolemansyyn selvityk-
sessa tai saada lisatieto kuoleman lahitapahtumista. PM-toksikologian rajalli-
sessa tulkinnassa hyodynnetaan plasman terapeuttisia ladkeainepitoisuuksia,
koska halutaan kattaa seka hoidollinen etta toksinen alue. Myrkytystapauksissa
on aiemmin arvioitu pelkastaan ladkkeiden normaalia ja terapeuttista plasmapi-
toisuutta, koska oletettiin laakeaineiden pitoisuuksien olevan samat myos kuole-
mahetkella. Nykyisin kuitenkin tiedetaan, etta normaalit PM-laakepitoisuudet ei-

vat vastaa taysin terapeuttista plasmapitoisuutta. [18, s.38—40; 32.]

Ojanpaan vuoden 2013 tutkimuksen perusteella on |0ydetty yhteys PM-laakkei-
den uudelleen jakautumiseen, minka vuoksi vainajaverien ladkeainepitoisuudet
eivat ole samat kuolemahetkella. Tata toimintoa kutsutaan PMR-toiminnoksi
(Post Mortem Redistribution). PMR-toiminnon taustalla on muun muassa laake-
aineen passiivinen vapautuminen ladkevarastosta, kuten ruuansulatuskana-
vasta ja maksasta, ja heti kuoleman jalkeen sekd myohemmin tapahtuvasta so-
lujen autolyysista etta madantymisprosessista. Toiminnon vuoksi naytteenotto-
paikalla ja -ajalla on suuri merkitys vainajan laakeaineiden pitoisuuksiin. [8.]
Koska matanemismuutokset lahtevat liikkeelle ruuansulatuskanavasta, syda-
men ja isojen valtimoiden verien PMR-toiminto on suhteellisen suuri. Sen vuoksi
PM-toksikologiassa hyodynnetaan aina reisiluun laskimoverta, jossa PMR-toi-

minnon on havaittu olevan pienempi. [19; 32.]

Vanhojen myrkytyskuolemien hyddyntaminen myrkytystapauksien tulkinnassa

on hyodyllistd, mutta tutkimusdatasta tulee selvittdéd mahdolliset virhelahteet.
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Uusien laakeaineiden myrkytyspitoisuuksista ei ole tietoa, jolloin myrkytyspitoi-
suudet uuden laakkeen kohdalla joissain tapauksissa ei vastaa oikeita myrky-

tyskuolemia. Myds uusien myrkytystapauksien tulkinnassa hyodynnetaan FTI-
toksisuusindeksia (Fatal Toxicity Index), joka ottaa huomioon kuolemaan johta-

neen myrkytyksen esiintyvyyden suhteessa laakeaineen kulutukseen. [33; 19.]

Uusien tutkimusten avulla myrkytysepailyjen rajallisessa tulkinnassa on kehitytty
ja sen avulla opittu hydédyntamaan muun muassa kliinistd farmakologiaa, vai-
najan ikaa, kuolemahetken olosuhteita, mahdollisia ensiaputoimia kuten elvytys,
ruumiin sailytysolosuhteita seka analysoitavan naytteen naytteenottomenetel-
maa, kun epaillaan kuoleman johtuneen myrkytyksesta. Nykyaan tiedetaan
my0s tarkemmin [ddkeaineiden haviamisesta ja muodostumisesta kuoleman jal-
keen, joten niiden mahdolliset vaikutukset on hyva huomioida myrkytystapauk-
sissa. [18, s. 40.] Myrkytystapauksien rajallista tulkintaa hyddynnetaan uusien
maaritysmenetelmien kehittamisessa, minka vuoksi niiden tunteminen on tar-

keaa.

5 Tyon toteutus

5.1 Laitteet ja reagenssit

Menetelman kehityksessa seka validoinnissa kaytettiin taulukon 4 mukaisia lait-
teita ja datan kasittelyohjelmia. Nestekromatografian ajo-olosuhteet on esitetty

liitteessa 2.

Taulukko 4. Menetelman kehityksessa ja validoinnissa kaytetyt laitteet ja datan-
kasittelyohjelmat.

Laitteisto ja datankasittelyohjelmat Valmistaja

Agilent Technology 1200 1312 A (nayt- | Agilent technology
teensyottaja: Agilent 1200 1357B)

Kolonni: Gemini-NX, C1s, 100mm * 2,0 | Phenomenex
mm ID, 3 ym
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4000 QTrap, Turbo lon Spray Sciex

Esikolonni: Security Guard Gartridges | Phenomenex
C18,4,0mmL*2,0mmID, 3 um

3000 QTrap, Turbo lon Spray Sciex

Shimadzu Prominence LC-20AD (nayt- | Shimadzu
teensyottaja: SIL-20AHT)

Analyst Software Sciex
Multiquant 3.0.3 Sciex
XcelVap evaporation Horizon Technology

Tyossa kaytettiin seuraavia reagensseja:

metanoli, VWR, p.a. -laatu

ammoniumasetaatti, = 98 %, Merck

enalaprilaatti-D5 dihydrate, Toronto Research Chemicals Ins
enalaprilat dihydrate, European Pharmacopeia reference standard
typpikaasu 5.6

muurahaishappo, 98—100 %, Merck.

5.2 Liuokset

Kaikki kantaliuokset valmistettiin 100-prosenttiseen metanoliin ja ne sailytettiin

pakastimessa koko validoinnin ajan. Menetelman kehitysta ja validointia varten

puhtaasta enalaprilaatista valmistettiin liuokset, joiden pitoisuudet ovat valilla

0,1-1000 mg/l. Ajoliuoksina kaytettiin ammoniumasetaattipuskuria (0,01 mol/l)

ja puhdasta metanolia. Molempiin ajoliuoksiin oli lisatty 0,1 %:n verran muura-

haishappoa.

Naytematriiseina kaytettiin seka sairaalasta saatua ihmisen verta etta todellisia

vainajanaytteita, joihin oli lisatty 1 %:n verran natriumfluoridia. Tarkemmat tiedot

tyossa kaytetyista liuoksista on esitetty liitteessa 3.
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5.3 Menetelman kehitys

Menetelman kehitys aloitettiin massa-analysaattorin optimoinnilla, minka tarkoi-
tuksena oli I0ytaa optimaaliset parametrit, jolla saadaan tuotettua mahdollisim-
man suuri vaste tutkittavalle analyytille. Menetelman kehitys suoritettiin

3000QTrap-massaspektrometrilla sekd Shimazun nestekromatografilla.

Parametrien optimointi aloitettiin selvittdmalla enalaprilaatin fragmentoitumi-
sionit precursor ion scan -analyysilla, jossa kaytettiin puhdasta enalaprilaattia
(10 mg/l). Térmaysenergian jannitetta muuttamalla enalaprilaatti hajotettiin pie-
nemmiksi osiksi aiti-ionin ja varmistusionien valitsemista varten. Enalaprilaatti
ionisoitiin positiivisella ionisaatiolla, koska ajoliuosten pH oli saatettu alas muu-

rahaishapolla.

Aiti-ioni nakyi selkedsti massaspektrissa (kuva 10) m/z-arvolla 349,1 Da, mika
vastaa [M+H]*-ionia. Korkean aiti-ionia vastaavan piikin vasemmalla puolella on
kaksi mahdollista varmistusionia eli tytarionit. Massa-varaussuhteeltaan aiti-io-
nia suuremmat piikit vastaavat addukti-ioneita. 407 Da:n suuruinen piikki on
enalaprilaatin (M=348 g/mol) ja asetaatti-ionin (M=59 g/mol) addukti-ioni eli
[M+CH3COOQ]*-ioni.
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Kuva 10. Enalaprilaatin hajoaminen térmaysenergian (25 kV) avulla.
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Haluttiin selvittdaa, miten molekyyli kayttaytyy suuremmalla térmaysenergialla
asettamalla tormaysenergia arvoon 50 kV. Uusia fragmentteja ei syntynyt Ii-
sayksesta huolimatta, joten tytarionipareiksi valittin m/z 206,2 Da ja m/z 303,1
Da. Massavaraussuhteiden perusteella voidaan todeta, ettd molekyylista irtoaa
karboksyyliryhmaa vastaava osa (M=45 g/mol), jolloin fragmentti vastaa m/z
303,1 Da:n suuruista massaa. Toinen fragmentti katkeaa amidisidoksen jalkeen

kuvan 11 osoitetulla tavalla.

CHa

N

HO -
0 COOH

o

Kuva 11. Enalaprilaatin fragmentoitumiskohta, josta oikeanpuoleinen fragmentti
nakyy massaspektrissa m/z 206,2 Da:n kohdalla.

Aiti- ja tytarionien valinnan jalkeen optimoitiin analyytista riippuvat parametrit
massa-analysaattorilla MRM-pyyhkaisytekniikalla. Parametrien optimointi tehtiin
analysoimalla enalaprilaattiliuosta (1 mg/l) muuttamalla manuaalisesti tarkastel-
tavaa parametria. Taman tarkoituksen oli tuottaa enalaprilaatille suurin intensi-
teetti molemmille fragmenteille. Kuvassa 12 on havainnollistettu intensiteetin

muutos térmaysenergian (CE) suhteen ensimmaisella tytarionilla.
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Kuva 12. Intensiteetin muuttuminen térmaysenergian suhteen.

Korkein intensiteetti saavutettiin, kun tormaysenergia asetettiin arvoon 20 kV

molemmilla ioneilla. Kaikki muut parametrit optimoitiin samaan tapaan, ja arvot

on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5. Optimoidut massa-analysaattorin parametrit 3000QTrap-LC-

MS/MS-analysaattorille.

Optimoidut parametrit

Valitut asetukset [kV]

Enterance Potential 10
Decluster Potential 35
Collision Energy 20
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Cell Exit Potential 2

Validointi suoritettiin eri massaspektrometrilla, joten optimoidut parametrit

ekstrapoloitiin kyseisen laitteen spekseihin (liite 4).

Menetelman kehityksessa varmistettiin myos enalaprilaatin aiheuttamat hairio-
signaalit muiden maaritysmenetelman analyyttien kohdalla. Hairitsevia signaa-

leja ei havaittu muiden analyyttien kromatogrammeissa.

Enalaprilaatin molekyylirakenteesta voidaan todeta, etta se sisaltaa vahan poo-
littomia osia, minka perusteella se pidattyy kdanteisfaasikolonnissa epatasai-
sesti. Tama voidaan huomata enalaprilaatin kromatogrammista epasymmetri-
syytena. Kuvassa 13 on havainnollistettu enalaprilaatin kromatogrammi Analyst

Software -datankasittelyohjelmalla.

5726.37861 8.21¢

Kuva 13. Enalaprilaatin kromatogrammi.

Epasymmetrisyys johtuu yleensa liian vakevasta nayteliuoksesta, naytteelle so-
pimattomasta stationaarifaasista tai epahomogeenisesta faasista [9, s.147].

Tassa tapauksessa kyseessa on luultavasti kolonnin sopimattomuus. Kuitenkin
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nykyisilla datan kasittelyohjelmilla pystytdan korjaamaan hantimista tasoitustyo-

kalulla.

5.4 Validointi

Validointi tehtiin oikeuskemiayksikon sisaisen toimintaohjeen mukaan, joka jaet-
tiin esivalidointiin ja varsinaiseen validointiin [34]. Validointi suoritettiin
4000QTrap-laitteella ja Agilentin nestekromatografialla. Seka esivalidoinnissa
etta validoinnissa kaytettiin Iadkeaineiden eristamiseen olemassa olevaa proteii-

nisaostusmenetelmaa, joka on esitetty kohdassa 5.5.

Ennen varsinaista validointia suoritetiin esivalidointi, jossa selvitettiin enalapri-
laatin lineaarisuusalue ja kalibrointimalli. Naiden avulla maaritetaan sisainen
toistotarkkuus seka kalibrointisuoran painottuneisuus. Farmakokineettisten tutki-
musten mukaan enalaprilaatin hoidollisesta maksimiarvosta on saatu vaihtele-
via tuloksia, mutta tutkimusten perusteella korkein pitoisuus ulottui arvoon 0,1
mg/l. Viimeinen kalibrointipiste tulee olla suuruusluokaltaan 10 kertaa suurempi
kuin hoidollinen maksimiarvo, jotta kalibrointisuora kattaa myrkytyspitoisuudet.
Taman perusteella viimeinen kalibrointipiste tulee olla vahintaan 1 mg/l. [35;
36.]

Validoinnissa maaritettiin seuraavat validointiparametrit: selektiivisyys, saanto,
toteamisraja, alempi maaritysraja, oikeellisuus, toistettavuus, ajettujen nayttei-
den sailyvyys, uusittavuus, laajennettu mittausepavarmuus seka matriisivaiku-
tus. Ylempaa maaritysrajaa ei maaritetty, koska naytteet laimennetaan aina,

kun ne ylittavat kalibrointisuoran.

Naiden lisaksi tarkasteltiin laimennettujen naytteiden poikkeavuutta laimenta-
mattomiin naytteisiin verrattuna, jotta oikeellinen tulos saavutetaan myds, kun
naytetta ei ole riittavasti saatavilla. Validointiin lisattiin myos vanhoja vainaja-
naytteita, joilla on saatu positiivinen tulos enalapriililla. Taman avulla tarkastel-
tiin menetelman toimivuutta seka todellisien naytteiden sijoittumista kalibrointi-

suoralle.
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5.5 Naytteiden esikasittely

Kaikki naytteet esikasiteltiin samalla tavalla. Laakeaineiden uuttamiseen kaytet-
tiin proteiinisaostusmenetelmaa, jossa metanolia lisattiin 2 ml 1 g verinayttee-
seen. Naytteet sentrifugoitiin -10 °C:ssa 20 minuutin ajan, ja saostumisen an-
nettiin tapahtua yon yli. Metanolifaasista siirrettiin haihdutusputkiin 1 ml nay-
tetta, joka haihdutettiin 40 °C:n vesihauteessa vetykaasun avulla. Naytejaama
liuotettiin 300 ul:aan loppuliuotinta. Naytteet sekoitettiin ja sentrifugoitiin 3000

RPM:n pydrimisnopeudella 3 minuutin ajan ennen injektiopulloihin siirtoa.

6 Tulokset

6.1 Esivalidointi

Lineaarisuusaluetta tarkasteltiin 8:lla eri pitoisuustasolla valilla 0,003-3 mg/l.

Nollanaytteen avulla varmistettiin analyysin mahdolliset kontaminaatiot.

Kalibrointisuoran toimivuutta tarkasteltiin residuaaleilla seka regressioanalyysin
avulla. Residuaalikuvaajassa kaytettiin konsentraatioiden logaritmisia arvoja,
jotta residuaalit saadaan selkeammin nakyviin. Lineaarisen mallin residuaaliku-

vaaja on esitetty kuvassa 14.
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Residuaalikuvaaja lineaarisella mallilla
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Kuva 14. Lineaarisen mallin residuaalit.

Lineaarisen mallin residuaalikuvaajasta huomataan, etta residuaalit eivat asetu
satunnaisesti nollan molemmille puolille vaan muodostavat selkean kayran.
Tama voidaan korjata joko pienentamalla mittausaluetta tai kayttamalla kva-
draattisen yhtalon sovitusta [37, s 17]. Mittausaluetta ei voi pienentaa, koska
halutaan ylettda myrkytyspitoisuuksiin, joten paadyttiin kvadraattisen yhtalon so-

vitukseen. Kvadraattisen mallin residuaalikuvaaja on esitetty kuvassa 15.

Residuaalikuvaaja kvadraattisella mallilla
2,5
®
1,5
1
® 0,5
0 [ )

001 0,01 0,1 1 10
> -0,5

esiduaalit

o R

_1.

Konsentraatio [mg/l]

Kuva 15. Kvadraattisen mallin residuaalit.
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Kuvasta 15 huomataan, etta kvadraattisella mallilla residuaalit asettuvat satun-
naisesti nollan molemmille puolille, joten malli sopii hyvin enalaprilaatin maarit-

tamiseen.

Regressioanalyysin perusteella molemmat regressiomallit ovat merkitsevasti

parempia kuin malli, jossa vastemuuttuja on vakio. Molemmissa malleissa p-ar-
vot eroavat tilastollisesti merkitsevasti nollasta. Kalibrointikuvaajan ja selitysas-
teen perusteella kvadraattinen malli on kuitenkin parempi enalaprilaatin maarit-

tamiseen. Kalibrointikuvaaja on esitetty kuvassa 16.

Kalibrointisuoran kuvaaja R?=0,9998
8,00E+07

7,00E+07
6,00E+07
5,00E+07

4,00E+07

Pinta-ala

3,00E+07 .

2,00E+07

1,00E+07 .
K J

o
0,00E+00 @
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

Pitoisuus [mg/l]

Kuva 16. Kalibrointikuvaaja kvadraattisella mallilla.

Taman esivalidoinnin perusteella valittiin 7 kalibrointisuoran pistetta valilta
0,001-3,0 mg/l varsinaiseen validointiin. Toteamisrajan pitoisuudeksi valittiin
0,0002 mg/l ja maaritysrajaksi 0,0005 mg/l, koska haluttiin ylettdda mahdollisim-

man pieniin pitoisuuksiin.
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6.2 Selektiivisyys

Selektiivisyyden testaus tehtiin todellisilla vainajanaytteilla, jotka eivat sisalta-
neet enalaprilaattia. Rinnakkaismaarityksia tehtiin yhteensa 10 kpl erilaisilla ve-
rinaytteilla, jotta saadaan tietoa mahdollisista hairidpiikeista erilaisten naytemat-
riisien valilla. Menetelma todetaan riittavan selektiiviseksi, jos hairitsevien sig-

naalien pinta-alat ovat alle 10 maaritysrajan pitoisuudesta.

Ensimmaisten ajosarjojen aikana huomattiin, ettd selektiivisyysnaytteissa nakyi
analyytin kohdalla huomattavan korkea piikki, joka ulottui lahes toteamisrajan
pitoisuuksiin. Kuvassa 17 on esitetty selektiivisyysnaytteen seka toteamisrajan

kromatogrammit.

Kuva 17. Selektiivisyysnaytteen kromatogrammi vasemmalla puolella ja
toteamisrajan oikealla.

Molempien naytteiden piikit ovat yhta korkeat ja laitteen antamat pitoisuudet
molemmille mittauksille olivat noin 0,00030 mg/I. Laitteella ajetussa blank-nayt-
teessa ei nakynyt piikkia, joten kontaminaation oletettiin tulevan uuttoprosessin

aikana.

Naytteenkasittelyssa kaytetyt laitteistot puhdistettiin, ja selektiivisyysnaytteet
ajettiin uudelleen. Seuraavien naytteiden kromatogrammeissa ei esiintynyt piik-
keja enalaprilaatin retentioajan kohdalla, joten kontaminaatio oli luultavasti ollut
pipeteissa. Kuvassa 18 on esitetty uuden selektiivisyysnaytteen kromato-

grammi.
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Kuva 18. Puhdas selektiivisyysnayte, jossa enalaprilaatin kohdalla ei havaita
piikkia.

Selektiivisyysnaytteen pinta-ala on maaritysrajan pitoisuudesta 4,0 %, joten

maaritysmenetelma on riittdvan selektiivinen analyytin suhteen.

6.3 Toteamis- ja maaritysraja

Toteamisrajan avulla voidaan maarittaa, onko naytteessa analyyttia vai ei.
Alempi maaritysraja on se pitoisuus, jolla analyytti voidaan maarittaa hyvaksyt-
tavalla tasmallisyydella ja tarkkuudella. [37, s. 23—-24.] Toteamisraja on riittava,
kun signaalikohinasuhde (S/N) on suurempi tai yhta suuri kuin 3. Validointisuun-
nitelman mukaan maaritysrajan rinnakkaismaaritysten keskiarvo saa poiketa to-
dellisesta arvosta enintdan 20 %. Naytteet valmistettiin nollamatriisiin pitoisuus-
tasoilla 0,0002 mg/I (toteamisraja) ja 0,0005 mg/l (maaritysraja). Molemmilla pi-

toisuustasoilla tehtiin 12 todellista rinnakkaismaaritysta.

Toteamisrajan rinnakkaismaaritysten signaalikohinasuhteiksi saatiin tuloksia va-
lille 13—40. Kuvassa 19 on esitetty toimintarajan arviointiin kaytetty tyypillinen

kromatogrammi.
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Kuva 19. Toteamisrajan arviointiin kaytetty kromatogrammi pitoisuustasolla
0,0002 mgl/l.

Tulosten perusteella enalaprilaatti on mahdollista tunnistaa pitoisuustasolla
0,0002 mg/l. Maaritysrajan rinnakkaismaarityksista laskettiin suhteellinen keski-
hajonta ja suhteellinen poikkeama (bias-%). Kuvassa 20 on esitetty maaritysra-

jan arviointiin kaytetty tyypillinen kromatogrammi pitoisuustasolla 0,0005 mg/I.
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Kuva 20. Kromatogrammi pitoisuustasolla 0,0005 mg/I.
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Konsentraatioiden avulla laskettu RSD-% oli 18 %, joka asettuu validointisuun-
nitelman kriteereihin. Bias-%:n arvoksi saatiin 58 %, joka on reilusti yli oletetun
arvon. Kalibrointisuora ei kuitenkaan yleta maaritysrajaan asti, minka vuoksi pi-
toisuudet ovat korkeampia oletettuun arvoon verrattuna. Tulosten perusteella
0,0005 mg/l on kuitenkin riittava pitoisuus maarittdmaan enalaprilaatti hyvaksyt-

tavalla tasmallisyydella ja tarkkuudella.

6.4 Tarkkuus

Menetelman tarkkuus kasittda menetelman oikeellisuuden seka tasmallisyyden

(toistettavuus ja uusittavuus), mika kuvaa analyysituloksen ja tuntemattoman oi-
kean arvon laheisyytta. [38, s. 3.] Analyysimenetelma on riittavalla tarkkuudella,
kun suhteellinen poikkeama seka suhteellinen keskihajonta ovat maksimissaan

20 %. Tarkkuuden arviointiin kaytettiin tunnettua vertailunaytetta, josta nollamat-
riisiin valmistettiin naytteita kahdella eri pitoisuustasolla (0,0020 mg/l ja 0,020

mg/l). Molemmiilla pitoisuustasolla tehtiin yhteensa 6 rinnakkaismaaritysta.

Oikeellisuus arvioitiin suhteellisen poikkeaman avulla (kaava 1):
Bias — % = =+ 100 % (1)

x on mitattujen arvojen keskiarvo
g on todellinen oletettu arvo. [37, s.43.]

Molemmilla pitoisuutasoilla paastiin hyvin tavoitteeseen. Suhteellinen poik-

keama pitoisuustasolla 0,002 mg/l oli 1,5 % ja -5,9 % pitoisuustasolla 0,2 mg/I.
Toistettavuus arvioitiin suhteellisen keskihajonnan avulla (kaava 2):
%RSD = >+ 100% (2)

s on keskihajonta
x on tulosten keskiarvo. [37, s. 26.]
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Molemmilla pitoisuustasoilla suhteellinen keskihajonta jai alle 20 %:n. Suhteelli-
nen keskihajonta oli 11 % pitoisuustasolla 0,2 mg/l ja 17 % pitoisuustasolla
0,002 mg/l. Pienemman pitoisuuden RSD-arvo oli suhteellisen korkea, mutta tu-

lokset ovat kuitenkin tavoitteiden rajoissa.

Uusittavuus arvioitiin kahden henkilon valisilla tuloksilla, joissa paiva ja mahdol-
liset valineet vaihtelevat. F-testin perusteella luottamustasolla 0,05 p-arvoksi
saatiin 0,85 pitoisuustasolla 0,002 mg/l ja 0,60 pitoisuustasolla 0,2 mg/l. F-testin
perusteella varianssit eivat poikkea tilastollisesti merkitsevasti toisistaan, joten
uusittavuutta tarkasteltiin kahden otoksen t-testilla olettaen varianssit yhta suu-

riksi. T-testin tuloksia arvioitiin seuraavasti:

o p-arvo > |luottamustaso (0,05), niin tulokset eivat poikkeaa tilastolli-
sesti merkitsevasti

o p-arvo < luottamustaso (0,05), niin ainakin yksi tulos poikkeaa muista
tilastollisesti merkitsevasti.

Pitoisuustasolla 0,002 mg/l p-arvoksi saatiin 0,069, joten tulosten keskiarvot ei-
vat poikkea tilastollisesti merkitsevasti. Korkeamman pitoisuustason (0,2 mg/l)
p-arvoksi saatiin 0,023, joten tulosten keskiarvot poikkeavat tilastollisesti merkit-
sevasti. Kuitenkin kaikkien tulosten suhteellinen poikkeama jaa alle laajennetun
mittausepavarmuuden (21 %), jolloin tulokset ovat uusittavuuden suhteen hy-

vaksyttavia. Tarkemmat tarkkuuteen liittyvat tulokset on esitetty liitteessa 5.

6.5 Pienemman naytemaaran verifiointi

Pienemman naytemaaran verifioinnin tarkoituksena on selvittaa laimennettujen
naytteiden oikeellisuus. Samasta oikeellisuusnaytteesta valmistettiin 6 rinnak-
kaismaaritysta 1/10-laimennoksella pitoisuustasolla 0,2 mg/l. Tavoitteena on,
etta laimennettujen naytteiden pitoisuudet poikkeavat laimentamattomasta nayt-
teesta enintdan + 30 %. Taulukossa 6 on esitetty rinnakkaismaaritysten tulokset

ja niiden keskiarvot seka laimentamattomalla etta laimennetulla naytteella.
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Taulukko 6. Pienemman naytemaaran verifiointi.

Rinnakkaismaaritykset Konsentraatio lai- | Konsentraatio lai-
mennettu [mg/l] mentamaton [mg/l]

1 0,205 0,218

2 0,173 0,202

3 0,215 0,216

4 0,203 0,214

5 0,201 0,222

6 0,239 0,217

Keskiarvo 0,205 0,215

Laimennetun naytteen poikkeama

laimentamattomasta nadytteesta (%) 4%

Taulukon 6 mukaan laimennettujen naytteiden keskiarvo poikkeaa laimentamat-
tomien naytteiden keskiarvosta 4 %, joten pienempi ndytemaara soveltuu hyvin
enalaprilaatin maarittamiseen. Laimennettujen naytteiden pitoisuus on lahes
poikkeuksetta pienempi kuin alkuperainen tulos. Tama johtuu todennakoisesti

matriisiefektin muutoksesta laimentumisessa.

6.6 Uuttoprosessin saanto

Uuttoprosessin saantoa tarkasteltiin analyytin ja sisaisen standardin pinta-alojen
suhteella, jonka avulla arvioitiin analyytin havion korjaus sisaisen standardin
avulla. Tarkastelua varten valmistettiin naytteet, jossa loppuliuokseen lisattiin
sama pitoisuus kuin uuttoprosessin naytteissa. Saantoprosentti laskettiin kaa-

valla 3:

C1 +x100% (3)

%R = Cc2

C1 on naytteiden pinta-alojen suhde (lisdys ennen uuttoa)
C2 on naytteiden pinta-alojen suhde (lisdys uuton jalkeen).
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Saantoprosenttien keskiarvo rinnakkaismaarityksille oli 108 %, mika on varsin
hyva tulos. Voidaan todeta, etta sisaisen standardin lisays korjaa hyvin uutto-
prosessissa havinneen analyytin. Kaikille saantokokeille lasketut tulokset on

esitetty liitteessa 6.

6.7 Mittausepavarmuuden arviointi Nordtest TR 537 -oppaan mukaan

Laajennettu mittausepavarmuus arvioitiin Mukit-laskentaohjelman avulla luotta-
mustasolla 95 %. Tulosten laskentaan kaytettiin varmennettua vertailumateriaa-
lia (0,002 mg/l ja 0,2 mg/l) ja rutiininaytteiden rinnakkaismaarityksia (0,1 mg/l).
Varmennetun vertailumateriaalin epavarmuudeksi arvioitiin 0,5 %. Tulokset on

esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Laajennettu mittausepavarmuus.

Konsent- u (Rw) u (bias) Yhdistetty stan- Laajennettu mit-
raatio alue dardiepavarmuus | tausepavarmuus
(mg/l)

0,001-1,0 | 12,32 % 4,30 % 13,05 % 27 %

Yhdistetty standardiepavarmuus arvioitiin laboratorion sisaisen uusittavuuden
(Rw) ja suhteellisen poikkeaman (bias) avulla. Mukit-raportti on esitetty liitteessa
7. Laajennettu mittausepavarmuus on suhteellisen korkea, mika voi johtua laa-
jasta mittausalueesta. Rutiininaytteita tehtiin vain yhdella pitoisuustasolle, joten

mittausalueen jakaminen kahteen osaan ei ollut mahdollista.

THL:n validointiohjeen [34] mukaan mittausepavarmuus maaritettiin systemaat-

tisen virheen ja satunnaisvirheen avulla kaavalla 4.

U=+U1% + U22 (4)

U1 on systemaattinen virhe

U2 on satunnaisvirhe
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Systemaattinen virheen arviointiin kaavalla 5.

_ |Ulq|+ |Up|

U1 - (9)

U1a on oikeellisuusnaytteiden bias-%
U1 on standardilisdysnaytteiden (matriisivaikutus) bias-%.

Satunnaisvirhe arvioitiin kaavalla 6.

_ |U24|+|U2p[+|U2Z]

U2 - (6)

U2a on toistettavuusnaytteiden sisainen hajonta (RSD-%)
U2p on uusittavuus- ja toistettavuusnaytteiden RSD-%
U2c on standardilisadysnaytteiden RSD-%.

Tulosten avulla mittausepavarmuudeksi saatiin 10,2 %, joten laajennettu mit-

tausepavarmuus (2U) oli 21 %. Tarkemmat tulokset on esitetty liitteessa 8.

6.8 Prosessoitujen naytteiden sailyvyys

Tarkoituksena oli tarkastella naytteiden sailyvyytta tilanteessa, jossa ajot kes-
keytyvat viikonlopun aikana tai muun asian vuoksi naytteet joudutaan ajamaan
laitteistolla uudestaan. Sailyvyyden tarkasteluun kaytettiin QC-naytteita kahdella
eri pitoisuustasolla kolmen rinnakkaismaaritysten keskiarvolla. Samat naytteet
analysoitiin 3., 7., ja 16. paivan jalkeen ensimmaisesta analysoinnista. Tulokset

laskettiin muutosprosentteina:

Muutos — % = a

% 100% (7)

x(1.paiva)

x on tarkastelupaivan rinnakkaisten mittaustulosten keskiarvo

x (1.péiva) on 1. paivan rinnakkaisten mittaustulosten keskiarvo.

Laskennalliset arvot on esitetty taulukossa 8 muutosprosenttien avulla.
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Taulukko 8. Muutosprosentti paivien valilla ensimmaiseen ajoon verrattuna.

Pitoisuustaso 0,002 mg/I

Pitoisuustaso 0,2 mg/l

3. paivan muutos-% 93 95
7. paivan muutos-% 120 86
16. paivan muutos- % 106 76

Paivien 3 ja 7 tulokset eivat poikkea 1. paivan analyysituloksesta yli 20 %, joten
samat naytteet voidaan ajaa seuraavassa ajosarjassa. Paivan 16 kohdalla pitoi-
suustasolla 0,2 mg/l tulos poikkeaa enemman kuin 20 %, joten tulos ei valtta-
matta ole luotettava enaa kyseisen paivan kohdalla. Tulosten perusteella voi-
daan todeta, etta naytteita voidaan analysoida uudelleen samasta naytepullosta

7 vuorokauden jalkeen valmistamisesta.

6.9 Tilastollinen merkitsevyys eri analyysilaitteella

Tarkasteltiin kuuden rinnakkaismaarityksen avulla kahden eri LC-MS/MS-lait-
teiston tulosten poikkeavuutta parittaisen kahden otoksen t-testin avulla. Halut-
tiin selvittaa, onko laitteistolla eroja luottamustasolla 95 %. Alkuperaiset data-

analyysilla saadut tulokset on esitetty kuvassa 21.

Parittainen kahden otoksen t-testi keskiarvoille

Cafcufated Concentration Calculated Concentration

Keskiarvo 0,00205 0,00197
Varianssi 7,3736TE-08 6,003E-08
Havainnot & 6
Pearsonin korrelaatio 0,440
Arvioitu keskiarvojen ero 1]
va 5
t Tunnusluvut 0,77
P(T==t) yksisuuntainen 0,24
t-kriittinen yksisuuntainen 2,02
P(T==t) kaksisuuntainen 0,47
t-kriittinen kaksisuuntainen 257

Kuva 21. Kahden eri laitteen tarkastelu parittaisella kahden otoksen t-testilla.
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Tuloksen perusteella p-arvo on suurempi kuin luottamustaso, joten laitteiden va-

linen ero ei ole tilastollisesti merkitseva.

6.10 Matriisivaikutus

Matriisivaikutusta varten valittiin 10 vainajanaytetta, jotka eivat sisalla enalapri-
laattia. Naytteisiin lisattiin enalaprilaattia 0,1 mg/l, ja jokaisesta naytteesta tehtiin
4 rinnakkaismaaritysta. Matriisivaikutus arvioimiseen kaytettin ANOVA Single
Factory -data-analyysia. Alkuperaiset analyysitulokset ovat esitetty liitteessa 9.

Tulokset arvioidaan seuraavasti:

o f-arvo on yhta suuri tai pienempi kuin F (kriittinen), kun matriisi ei
vaarista tuloksia

. f-arvo on suurempi kuin F (kriittinen), kun matriisi vaikuttaa tuloksiin.

F-arvo on suurempi kuin f(kriittinen), joten vahintaan yhden naytematriisin tulos
poikkeaa muista. Naytematriisilla on vaikutusta analyytin pitoisuuteen tilastolli-

sesti merkitsevasti. Luokkien valinen p-arvo on yli 3 kertaa suurempi, joten mat-
riisivaikutus on tilastollisesti merkitseva. Kuitenkin bias-% on alle 10 %, joka on
alle laajennetun mittausepavarmuuden. Tulokset voidaan taman perusteella hy-

vaksya.

6.11 Menetelman toimivuuden testaus todellisilla vainajanaytteilla

Validoinnissa tarkasteltiin aiempia todellisia enalapriilipositiivisia naytteita. Valit-
tiin 10 aiemmin todettua positiivista naytetta, minka avulla arvioidaan menetel-
man toimivuus, ja enalaprilaatin PM-pitoisuuksien sijoittuminen kalibrointisuo-

ralle. Tulokset on esitetty taulukossa 9.

Taulukko 9. Naytteiden enalapriili- ja enalaprilaattitulokset.

Nayte | Enalapriili Enalaprilaatin pitoi- Enalaprilaatin pitoisuus
[mg/l] suus tytarionilla 206,2 | tytarionilla 303,1 Da
Da [mgl/l] [mg/l]
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N1 0,0014 0,052 0,052
N2 0,0084 0,23 0,21

N3 0,070 3,1 2,6

N4 0,020 0,044 0,040
N5 0,030 0,030 0,030
N6 0,030 0,42 0,39
N7 0,020 0,13 0,13
N8 0,020 0,20 0,20
N9 0,0 0,0 0,0

N10 0,040 0,50 0,48

Suurin osa naytteista osui hyvin kalibrointisuoralle, joten kalibrointisuora kattaa

todelliset PM-pitoisuudet. Kaikki kalibroinnista yli menevat naytteet laimenne-

taan, jotta todellinen maara saadaan laskettua. Nayte N9 oli negatiivinen seka

enalapriilin etta enalaprilaatin puolesta, koska naytenumero oli katsottu vaarin.

Voidaan todeta, etta menetelma toimii hyvin enalaprilaatin maarittamiseen PM-

verista. Huomioitavaa on, etta enalaprilaatin pitoisuus oli usein yli 10 kertaa

suurempi kuin enalapriilin pitoisuus samassa vainajanaytteessa. Joissain ta-

pauksissa paastiin jopa 50 kertaa suurempiin pitoisuuksiin.

6.12 Kontaminaatio

Kontaminaatiotestaus suoritettiin injektoimalla 6 rinnakkaismaaritysta kalibrointi-

suoran pitoisuustasoista 0,3 mg/l ja 1,0 mg/l. Kuuden rinnakkaisinjektoinnin jal-

keen ajettiin kaksi blank-liuosta, jotta nahdaan laitteella tapahtuva kontaminaa-

tio korkeissa pitoisuuksissa. Kuvassa 22 on esitetty puhtaan blank-liuoksen kro-

matogrammi rinnakkaisinjektointien jalkeen.
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Blank 2 - Enalaprilaatt 1 (Unknown) 3453 [ 206.2 - Z'WADT_prosessi_sirto'LC-M5MS Kyto\Hentsu\Raw data'Enalaprilaath validoint 6. ajosana &
Area: 1,108e3, Height: 7,57%1, RT: 7,85 min

180
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20
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Time, min

Kuva 22. Blank-naytteen kromatogrammi rinnakkaisinjektioiden jalkeen.

Voidaan todeta, ettd huomattavaa kontaminaatiota ei synny korkeampien pitoi-

suuksien jalkeen seuraavan naytteen injektoinnissa.

6.13 Valvontakortit

Valvontakortit laadittiin kontrolliliuosten pitoisuustasoille 0,002 mg/l ja 0,2 mg/l.
Kuvassa 22 on esitetty kontrollinaytteiden (0,002 mg/l) asettuminen valvonta-
kortille.



Valvontakortti 1. kontrollitasolle

Pitoisuus [mg/l]
¢

Mittapiste

Kuva 23. Valvontakortti pitoisuustasolle 0,002 mg/l.

Pienemman pitoisuuden kontrollindytteet asettuvat hyvin halytysrajojen sisalle
lukuun ottamatta mittapistetta 12, joka osuu halytysrajaan. Kuvassa 24 on esi-

tetty kontrollindytteiden (0,2 mg/l) asettuminen valvontakortille.

Valvontakortti 2. kontrollitasolle

Mittapisteet

Kuva 24. Valvontakortti pitoisuustasolle 0,2 mg/l.

41



42

Suuremman pitoisuuden kontrollinaytteet asettuvat hyvin halytysrajojen sisa-

puolelle.

7 Yhteenveto

Menetelman todettiin soveltuvan hyvin enalaprilaatin kvantitatiiviseen maaritta-
miseen. Pystyttiin toteamaan, ettd muut analyytit eivat hairitse enalaprilaatin
maarittamista eika enalaprilaatti aiheuta hairiopiikkeja muiden analyyttien kro-
matogrammeihin. Enalaprilaatti pidattaytyy nykyisessa kolonnissa epatasaisesti,
joten sen maarittamiseen voisi soveltua paremmin poolisesti modifioitu kolonni
kuten Luna Omega Polar C18, Kinetex Polar C18, Synergi Polar tai Synergi Fu-
sion-PR [27].

Matriisivaikutus oli suhteellisen suuri, mika voi johtua nykyisen uuttomenetel-
man kyvyttdmyydesta poistaa fosfolipideja, jolloin naytteet jaavat suhteellisen
likaiseksi. Naytteenkasittelytekniikkaan olisi hyva lisata fosfolipidien poisto, jol-
loin on mahdollista pienentaa ionisuppression vaikutusta ESl-analyysiteknii-

kalla.

Validointi onnistui suunnitellusti, ja tulokset vastasivat validointisuunnitelmassa
asetettuja vaatimuksia. Menetelmalla pystytaan hyvin maarittamaan enalapri-
laatin pitoisuus PM-verissa, ja todelliset pitoisuudet asettuivat hyvin kalibrointi-

suoralle.
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Maaritysmenetelman analyytit

Taulukko 1. Maaritysmenetelman analyytit [39; 40; 41].

nro Analyytti pKa1 pKa2 logP
1 Olmesartaani 0,91 4,96 0,73
2 EXP-3174 1 3,92
3 Dabigatraani 1,82 3,18 2,4
4 Enalaprilaatti 2,3 3,13 -0,74
5 Kandesartaani 2,45 6,7 6,1
6 Isradipiini 2,56 4,28
7 Nisoldipiini 2,67 3,26
8 Kinapriili 2,8 0,86
9 Enalapriili 3 54 0,007
10 Eprosartaani 3,11 3,76 3,9
11 Perindropiili 3,15 2,6
12 Kaptopriili 3,7 9,8 0,34
13 Ramipriili 3,74 5,15 2,9
14 Furosemidi 3,8 7,5 2,03
15 Telmisartaani 3,86 7,7
16 Nifedipiini 3,9 2,2
17 Irbesartaani 4,08 4,29 45
18 Valsartaani 473 5,8
19 Flodipiini 5,07 3,86
20 Losartaani 5,5 1,2
21 Pratsosiini 6,54 1,3
22 Amiodaroni 6,56 7,2
23 Moksonidiini 7,11 0,9

Liite 1
1(2)



24 Klonidiini 8,05 1,59
25 Nebivololi 8,13 4,04
26 Kinidiini 8,56 3,44
27 Trikloorimetiartsidi 8,6 0,62
28 Amiloridi 8,7 -0,3
29 Indapamidi 8,8 2,2
30 Propafenoni 8,91 3,2
31 Labetaloli 9,3 3,09
32 Amlodipiini 9,4 3
33 Esmololi 9,5 1,7
34 Atenololi 9,6 0,16
35 Lerkadipiini 9,63 6,4
36 Dabigartaanieteksi- | 9,88 3,9
laatti

37 Nilvadipiini 12 2,97
38 Spironolaktoni neutr. 2,78
39 Eplerenoni neutr. 1,3

Liite 1
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Nestekromatografian ajo-olosuhteet

Nestekromatografian ajo-olosuhteet:

Taulukko 1. Tasapainotusajon olosuhteet.

Liite 2
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Minimum pressure 0 psi

Maximum pressure 3800 psi

Compressibility 50

Dead volume 40

Stroke volume -1

Maxsimum pressureramp 100 psi/sec

Maksimum flow ramp 290 ml/minA2

Time 7 min
Taulukko 2. Ajo-olosuhteet.

Injection volume 20 pl

Draw speed 200 pl/min

Eject speed 200 pl/min

Washtime 30 sec

Total time 28 min

Taulukko 3. Gradienttiajo.

Tota Itime (min) | Flow rate (ul/min) | B (%) A (%)
2 4 300 35 65
3 12,5 300 50 50
4 22 300 95 5
5 26 300 95 5
6 28 300 15 85
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Liuokset

Ammoniumasetaattipuskuri: 3850 mg ammoniumasetaattia 5000 ml mittapul-

loon ja 5 ml muurahaishappoa. Taytetaan ultrapuhtaalla vedella merkkiin asti.

Metanoliajoliuos: 5 ml muurahaishappoa 5000 ml mittapulloon. Taytetaan meta-

nolilla merkkiin asti.

Enalaprilaatti kantaliuos 1000 mg/I: 0,5—-1,0 mg enalaprilaattia. Pipetoidaan

sama maara metanolia (ml).

Ammoniumasetaattipuskuri+ 7 % MeOH: 70 ml ammoniumasetaattpuskuria + 5

ml metanoli



Massa-analysaattorin olosuhteet

Massa-analysaattorin olosuhteet:

Taulukko 1. Sciex 4000Qtrap massa-analysaattorin olosuhteet.

Liite 4
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Optimoidut parametrit

Valitut asetukset

Enterance Potential

10

Decluster Potential

90

Collision Energy

30

Cell Exit Potential

15




Tarkkuusnaytteiden tulokset

Liite 5
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Taulukko 1. Oikeellisuusnaytteiden tulokset ja poikkeama odotetusta arvosta.

Nayte 1.pitoisuustaso Nayte 2. pitoisuustaso

[mg/l] [mg/l]
QC1-1 0,00265 QC2-1 0,21839
QC1-2 0,00206 QC2-2 0,20231
QC1-3 0,0026 QC2-3 0,21574
QC1-4 0,00234 QC2-4 0,21455
QC1-5 0,00201 QC2-5 0,22261
QC1-6 0,00266 QC2-6 0,21759
QC1-7 0,00165 QC2-7 0,16522
QC1-8 0,0018 QC2-8 0,17375
QC1-9 0,00219 QC2-9 0,15815
QC1-10 0,00186 QC2-10 0,18594
QC1-11 0,00212 QC2-11 0,1739
QC1-12 0,00121 QC2-12 0,16984
QC1-13 0,00136 QC2-13 0,18246
QC1-14 0,00194 QC2-14 0,19187
QC1-15 0,00201 QC2-15 0,17687
QC1-16 0,00162 QC2-16 0,18384
QC1-17 0,00259 QC2-17 0,16167
QC1-18 0,00194 QC2-18 0,17465
Bias % 1,7 Bias-% 59

Taulukko 2. Toistettavuusnaytteiden rinnakkaismaaritykset ja laskennallinen

RSD-%.

Ajosarjan rinnakkaismaaritykset

1. pitoisuustaso [mg/l]




0,00265

0,00206

0,00260

0,00234

0,00201

(o220 & I I~ I GS I I \ O

Ajosarjan rinnakkaismaaritykset

0,00266

1. pitoisuustaso [mg/l]

Ajosarjan rinnakkaismaaritykset

7 0,00165
8 0,00180
9 0,00219
10 0,00186
11 0,00212
12 0,00121

1. pitoisuustaso [mg/l]

Ajosarjan rinnakkaismaaritykset

13 0,00136
13 0,00194
13 0,00201
13 0,00162
13 0,00259
13 0,00194

2. pitoisuustaso [mg/l]

QC2-1

0,218

QC2-2 0,202
QC2-3 0,216
QC2-4 0,215

Liite 5
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QC2-5

0,223

QC2-6

Ajosarjan rinnakkaismaaritykset

0,218

2. pitoisuustaso [mg/l]

QC2-7

0,165

Ajosarjan rinnakkaismaaritykset

QC2-8 0,174
QC2-9 0,158
QC2-10 0,186
QC2-11 0,174
QC2-12 0,170

2. pitoisuustaso [mg/l]

QC2-13

0,182

QC2-14 0,192
QC2-15 0,177
QC2-16 0,184
QC2-17 0,162
QC2-18 0,175

Liite 5
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Kahden otoksen t-testi olettaen varianssit yhtdsuuriksi
Pitoisuustasolla 0,002 mg/|

Henkild 1 Henkild 2

Keskiarvo 0,002386667 0,00205
Varianssi 8,8006/7E-08 7,4E-08
Havainnot & &)
Yhdistetty varianssi 8,09017E-08
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 10
t Tunnusluvut 2,039983713
P(T<=t) yksisuuntainen 0,034324612
t-kriittinen yksisuuntainen 1,812461123
P(T<=t) kaksisuuntainen 0,068649224

t-kriittinen kaksisuuntainen 2,228138852

Kahden otoksen t-testi olettaen varianssit yhtasuuriksi
Pitoisuustasolla 0,2 mg/|

Henkild 1 Henkilé 2

Keskiarvo 0,215198332 0,20289
Varianssi 4,75325E-05 7,8E-05
Havainnot b b
Yhdistetty varianssi 6,2963E-05
Arvioitu keskiarvojen ero 0
va 10
t Tunnusluvut 2,687779789
P(T<=t) yksisuuntainen 0,011393188
t-kriittinen yksisuuntainen 1,812461123
P(T<=t) kaksisuuntainen 0,022786377

t-kriittinen kaksisuuntainen 2,228138852

Kuva 1. Uusittavuusnaytteiden t-testit.
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Saantoprosentit

Taulukko 1. Enalaprilaatin pitoisuus ennen uuttoa ja uuton jalkeen.

Liite 6
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Ennen uuttoa | Pitoisuus | Area ratio | Uuton jalkeen | Pitoisuus | Area ratio
[mg/1] [mg/l]
QC2-1 0,22 3,61 R1 0,18 3,34
QC2-2 0,20 3,35 R2 0,17 3,32
QC2-3 0,22 3,57 R3 0,18 3,60
QC2-7 0,17 3,37 R7 0,16 3,00
QC2-8 0,17 3,54 R8 0,16 2,90
QC2-9 0,16 3,23 R9 0,18 2,91
QC2-13 0,18 3,65 R10 0,17 3,17
QC2-14 0,19 3,84 R11 0,18 3,42
QC2-15 0,18 3,54 R12 0,18 3,48

Taulukko 2. Saantoprosentit rinnakkaismaarityksella.

Recovery-%

Recovery %
(Area ratio)

120,7 108,3
115,9 101,1
123,3 99,2

101,0 112,2
106,9 1221
89,5 111,2
110,0 115,3
106,8 112,2




96,7 101,7
Ka 106,9
Ka (Areara- | 107,6

tio)
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Mukit-raportti

Liite 7

1(2)

MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Action

Enalaprilaatin kvantitatiivinen

mairittEminen verindytbeests 12f12/2011

i Specily Measurand

Measurand ! Enalapri.aatin konsentraatio
Concentration range: 0.001-1 ma/l

Sample Type (Matrix): Past martem -ver
Analysis Principle (Analyzer ate.): LC-MS/MS
Sarnple preparation: Proteiinisanstus

Quantify within-labaratery repraducibility,
. |#R

A Control sample B: Possible steps nat
covered by eantrol sample

A: Control samples
Nurmber ol control samples: 18
Average concentration: 0.1B83 ma/l

Standard deviation, Sme: 11.43 %

B: Routine replicate samples

Number of routine replicate series: 10
Nurnber of parallell measurements: 4
Concentration ramge: 0.07984-0.05968 mgfl

Posled standard devistion, v : 4,50 %%

— =, 3
U[Ru'] = N Epw +5:'-._ 12.32 %

ﬂuaﬁ_ﬁ‘l‘r method and laboratory bias,
3 ulbias)

Method and laboratory bias from certified reference
material

Differant cartified reference materials count, N : 2

1 . 2
Certified concentration, “ref | 0.2 mgd | 0.002 gl
Standard uncertainty of cemified
il s 0.50 % D50 o
concertration,
[ 0.1883 0.D0203
Heagured concentration, ©i maf g
Standard deviatien of measunsd
5 1143 % 2094 %
concentration, M
Number of Measuremants, ! 18 1B
oo - =2 1o SHEE % | L%
Pariod of Maasurements
Sample Type (Matrix)
Additional informration
"
=1 M (Cpar )
_ =1 rard
r.:{c".lr] e
- 0,50 %
—
5 3 %
_ | Eizy bias,”
RME&IM; _'J .|'.|'
P27 %
: | -
u(blas) = |RMSy,” + Ul e)
b : 4.30 %

Convert eomponents te standard
4 | uncertainty

w(R) - 12,32 %
u(biag) = 430 %

5 Calculate combined standard uncertainty,
u

[3

U. = ..."u(}i‘w s u{biﬂﬂz = 13.05 %

6 | Caleulate expanded uncertainty, U

U=2-U _y7e

Kuva 1.

Mittausepavarmuuden arviointi mukit-ohjelmalla.




12/12/2021

Summary of the method's measurement uncertainties

Method information

Method

Measurand

Sample

(Matrix)

name

verindytteesta

Type

Analysis

Principle
(Analyzer

etc.)
Sample

LC-MS/MS

Post mortem -veri

Proteiinisaostus

preparation

Enalaprilaatin konsentraatio

Calculated Uncertainties at Different Measurand Levels

Enalaprilaatin kvantitatiivinen maarittdminen

Concentration within-lal? - u Bias u Combined Expanded
Reproducibility - standard -
range (mg/l) Data (Rw) | Data (bias) uncertainty uncertainty
Certified
Control sample
. reference
0.001-1 and routine 12.32 | aterial 7 | 230 | 13.05 % 27 %
sample % Control %
replicates ontro
Sample

Kuva 2. Laajennettu mittausepavarmuus.
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Mittausepavarmuustulokset yrityksen ohjeen mukaan

Taulukko 1. Lahtdarvot mittausepavarmuuden laskentaan.

Lahtoarvot
Oikeellisuus bias-% 5,9
Standardilisays bias-% 7,2
Toistettavuus RSD-% 11,43

toistettavuus ja uusittavuus RSD-% | 10,44

Matriisiefektin RSD-%

1,52

Taulukko 2. Mittausepavarmuus lahtéarvojen perusteella.

Suure Tulos
Systemaattinen virhe (U1) 6,5
Satunnaisvirhe (U2) 7,8
Mittausepavarmuus (U) 10,2
Laajennettu mittausepavarmuus | 20
(2*U)

Liite 8
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Matriisivaikutuksen varianssianalyysi

Anova: yksisuuntainen

Liite 9
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YHTEEMWVETO
Ryhmat Lukumddré Summa Keskiarvo Varianssi

M1 4 0,38164 0,09541 5,06E-05
N2 4 0,37581 0,093953 1,34E-03
M3 4 0,38724 009681 1,98E-05
M4 4 00,3987 0,099675 2,99E-06
N5 4 0,39101 0,097753 1,14E-05
ME 4 0,31935 0,079838  B,5E-06
N7 4 0,38696 009674  2,3E-03
ME 4 0,39243 0,098108 2,19E-05
M9 4 0,34948 0,08737 1,32E-05
N10 4 0,32842 0,082105 1,75E-03
ANOVA

Vaihtelun ldhde NS va KN F P-arvo  F-kriittinen
Luokkien valissa 000180638 9 0,000201 11,01119 24E-07 2,210696983
Ryhmiss3 0,000546832 30 1,82E-05
Yhteensd 0,002353212 39

Ryhmissd/Luokkien vilissé=

Kuva 1. Matriisivaikutuksen rinnakkaismaaritysten avulla laadittu varianssiana-

lyysi.
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