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Opinnaytety6 tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Helsingin toimipisteen oi-
keuskemian osastolle. Tavoitteena opinnaytetydssa oli validoida furosemidi happa-
mien ja neutraalien 1aakeaineiden kvantitatiiviseen seulontamenetelmaan (NEUT-
SEUL) post mortem -verinaytteille. Seulontamenetelman analyysilaitteistona toimii
UPLC-PDA-CAD. Furosemidia on aikaisemmin tutkittu kvantitatiivisesti Terveyden ja
hyvinvoinnin laitoksella LC-MS/MS-analyysimenetelmalla.

Furosemidi on loop-diureetiksi maaritelty 1aakeaine, jota kaytetaan esimerkiksi turvo-
tusten ja resistentin hypertension eli vaikean verenpainetaudin hoitoon. Furosemidi-
analyysille tehtiin esivalidointi ja validointi, jotta kyseisen analyysimenetelman toimi-
vuus analyytin kvantitoimiseen varmistui. Furosemidille on aikaisemmin tehty kvalita-
tiivinen analyysi samalla analyysimenetelmalla. Validoinnissa analysoitiin vanhoja po-
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Validointitulokset tayttivat validointisuunnitelmassa asetetut vaatimukset. Furosemidi
ei aiheuttanut maaritysmenetelmassa olevien muiden analyyttien kromatogrammeihin
hairidsignaaleja, ja menetelma todettiin sopivaksi furosemidin kvantitatiiviseen analy-
soimiseen. Menetelmassa olevat muut analyytit eivat myoskaan hairinneet itse fu-
rosemidin kvantitoimista.
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The thesis work was carried out for the National Institute for Health and Welfare in
Helsinki. Main purpose was to validate furosemide for the quantitative analysis
method of acidic and neutral drugs from postmortem blood samples by an UPLC-
PDA-CAD-analyzer. Furosemide has previously been analyzed quantitatively by LC-
MS/MS-analytical method at the National Institute for Health and Welfare.

Furosemide is a loop-diuretic, which is used to treat for example edema and resistant
hypertension. Furosemide was pre-validated and validated to see if the analysis
method is suitable for furosemide quantification. Furosemide has previously been an-
alyzed qualitatively by the same analysis method. Old furosemide positive postmor-
tem blood samples were analyzed. Examination of the old samples gave same re-
sults as the previous method that had been used to detect furosemide.

Based on the validation results, the lower limit of furosemide quantification is 0.1 mg/I
for the PDA-detector and 0.3 mg/| for the CAD-detector. The limit of detection was
defined to the concentration level of 0.05 mg/l and expanded measurement uncer-
tainty of 33 %. The matrix effect of postmortem samples did not affect the quantifica-
tion of furosemide. The relative standard deviation of the repeatability samples was
less than 20 %.

The validation result corresponds to the requirements set out in the validation plan.
Furosemide did not cause interfering signals in the chromatograms of the method’s
other analytes, and this analysis method was found suitable for furosemide quantifi-
cation. Other analytes of the method did not cause any problems in furosemides
quantification.

Keywords: HPLC-PDA-CAD, furosemide, drugs, validation, supported
liquid extraction, drug concentration of blood sample
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Lyhenteet

CAD:

MS/MS:

PDA-detektori:

PM:

SLE:

THL:

UPLC:

Charged Aerosol Detector, varautunut aerosolidetektori.

Tandem mass spectrometry, tandem-massaspektrometri.

Photodiode-array Detector tai Diode-array Detector,

diodirividetektori.

Post mortem, kuoleman jalkeinen.

Supported liquid extraction, tuettu nesteuutto.

Terveyden ja hyvinvoinnin laitos.

Ultra Performance Liquid Chromatography, erittain korkean

erotuskyvyn nestekromatografia.



1 Johdanto

Opinnaytetyd tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) oikeuskemian
toksikologian yksikdssa. Oikeuskemian laboratorio on akkreditoitu ja noudattaa
testauslaboratorioiden SFS-EN ISO/IEC 17025:2005 -laatustandardia. Opinnay-
tetyon tarkoituksena oli lisata happamien ja neutraalien Iadkeaineiden seulonta-
menetelmaan (NEUT-SEUL) uusi analyytti, furosemidi. Analyyttia on aikaisem-
min maaritetty samassa menetelmassa kvalitatiivisella analyysilla. Positiivisesta
havainnosta nayte menee kvantitatiiviseen analysointiin LC-MS/MS-analyysilait-
teelle. Furosemidin lisdaminen kvantitatiiviseksi NEUT-SEUL-menetelmaan va-

hentaa tydmaaraa ja helpottaa kuolinsyiden maarittamista.

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen oikeuskemian toksikologian yksikdssa suo-
ritetaan oikeuslaaketieteellisen kuolemansyyn selvittamisen lisatutkimukset.
THL:n toimintaan kuuluu paihdetestauksen seka oikeustoksikologian laborato-
riotutkimukset. Oikeustoksikologisiin laboratoriotutkimuksiin kuuluu huume-, al-
koholi- ja l1aakeainemaaritykset, kudosnaytteiden histologiset varjaykset ja kasit-

telyt seka lakisaateiset oikeusgeneettiset isyystutkimukset. [1.]

Vuonna 2018 huumausaineisiin kuoli 261 henkildéa ja kyseiset kuolemat painot-
tuivat nuorempiin ikaryhmiin. Huolestuttavaa oli, etta joka kuudes 15-19-vuoti-
aana menehtynyt kuoli tapaturmaiseen myrkytykseen vuosina 2016—2020. Huu-
meriippuvuudesta aiheutuvia kuolemia oli 49 ja huumeilla tehtyja itsemurhia 35
kappaletta vuonna 2018. Huumausainekuolemista suurin osa oli moniainemyr-
kytyksia, ja kuolemat ovat olleet tapaturmia. [2; 3.] Oikeustoksikologisten tutki-
muksien teko on hyvin tarkeaa, jotta pystytdan seuraamaan kansan kuolinsyita
ja tekemaan tilastoja, joilla voidaan mahdollisesti vaikuttaa kansan terveyteen ja

hyvinvointiin.

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittda furosemidille optimoidut nestekromato-

grafiset olosuhteet seka validoinnin tekeminen NEUT-SEUL-menetelman toimi-



vuuden tarkastelua varten. Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselle laadittiin vali-
dointiraportti validoinnista saatujen tuloksien perusteella. Validointiraportin teke-

minen oli osa tata opinnaytetyota.

Furosemidi on loop-diureetti, jota kaytetaan erilaisten sydan- ja verisuonitautien
hoitoon. Furosemidin kliinista toksikologiaa on tutkittu muun muassa sairaa-
lassa olevilla potilailla. Yhdessa tutkimuksessa 2 367 sairaalahoidossa olevan
potilaan sairauksia hoidettiin furosemidilla. Yksi kolmasosa naista henkildista oli
yli 69-vuotiaita. Naista 239 potilaalla todettiin furosemidin aiheuttamia haittavai-
kutuksia, joista vain 14:3a tapausta pidettiin henkea uhkaavana. 14 tapauksesta
kahdeksan potilasta kuoli, joista kahden kuolemaan katsottiin furosemidilla ol-
leen vaikutusta. Molemmilla kuolemantapauksilla oli vakava tai terminaalinen eli
kuolemaan johtava sairaus. Heille annettiin myds muita Iaakkeita, jotka vaikutti-
vat nesteen ja elektrolyyttien tasapainoon. Tutkimuksessa todettiin furosemidin
olevan suhteellisen turvallinen diureetti ja sen aiheuttaman vakavan myrkytysti-
lan olevan epatavallista. [4.] Kuitenkin furosemidi voi olla yhtena vaikuttavana
tekijana ihmisen menehtymiseen. Furosemidin tutkimisella vainajanaytteista
saadaan laajempi kokonaiskuva siitd, mika on mahdollisesti aiheuttanut vai-

najan kuoleman.

2 Terveyden ja hyvinvoinnin laitos

Terveyden ja hyvinvoinnin laitos huolehtii vaeston hyvinvoinnin ja terveyden
seuraamisesta. THL kehittaa, keraa ja tuottaa tutkimukseen ja tietoaineistoihin
liittyvia tietoja. Tarkeana osana on myods asiantuntemuksen ja ratkaisujen tar-
joaminen. THL tarjoaa monipuolista osaamistaan eri tahoille, joita on muun mu-
assa valtio, sosiaali- ja terveysalan toimijat, kansalaiset, tutkimusmaailma seka

erilaiset jarjestot. [5.]

Painopisteet THL:n toiminnassa ovat terveysuhkiin varautumisessa, hyvinvoin-
tiyhteiskunnan kestavyydessa, eriarvoisuuden ja syrjaytymisen vahentami-

sessa, muuttuvien sairauksien kirjossa seka palvelujarjestelmien muutossa.



Myds sosiaali- ja terveydenhuollon erityispalveluiden jarjestdminen ja ohjaami-

nen kuuluvat THL:n tydnkeskioon. [5.]

Terveyden ja hyvinvoinnin laitokseen kuuluu useita eri yksikoita, kuten esimer-
kiksi oikeuskemian yksikkd, joka sisaltaa oikeustoksikologian ja oikeusgenetii-
kan. Kyseinen yksikkd toimii kansallisena asiantuntijakeskuksena. Oikeustoksi-
kologian yksikko tekee laboratoriotutkimuksia, jotka liittyvat oikeustoksikologi-

aan ja paihdetestaukseen. Yksikko laatii myds asiantuntijalausuntoja. [6.]

Oikeustoksikologian toimintaan kuuluu paihteiden ja uusien muuntohuumeiden
kayton tutkiminen ja menetelmien seka kaytantdjen kehittdminen paihdetes-
tauksessa. Yksikko osallistuu my6s kansainvalisen ja kansallisen tiedon valitta-

miseen huumausaineiden kayttoon liittyvissa asioissa. [6.]

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksessa tehtavan oikeuslaaketieteellisen kuole-
mansyyn selvittamisen lisatutkimukset tehdaan oikeuskemian toksikologian yk-
sikdssa. Vainajan kuolinsyy selvitetaan tilanteissa, joissa vainaja ei ole ollut vii-
meisen sairautensa aikana laakarin hoidossa tai kuoleman ei tiedeta aiheutu-
neet sairaudesta. Myds silloin kun kuoleman on aiheuttanut rikos, myrkytys, ta-
paturma, itsemurha, hoitotoimenpide, ammattitauti tai epailldan jotain naista
syista, on kuolemansyyn selvittdminen tarpeellista. Jos kuolema on tapahtunut

yllattavasti, tutkitaan, mika on mahdollisesti ollut syyna tahan. [7.]

Oikeuslaaketieteellisen kuolemansyyn selvittdmiseen kuuluu poliisin suorittama
tutkinta, ruumiin ulkotarkastus ladkarin suorittamana ja tarvittaessa oikeuslaake-
tieteellinen ruumiinavaus ja siihen liittyvat lisatutkimukset. Ennen oikeuslaake-
tieteellisen ruumiinavausmaarayksen antamista tehdaan tarkka tapauskohtai-
nen harkinta. Epaselvissa tilanteissa poliisi konsultoi oikeuslaakaria, jotta sel-

viaa, onko tarpeellista suorittaa ruumiinavaus. [7.]



3 Happamat ja neutraalit laakeaineet

Opinnaytetyon NEUT-SEUL-menetelma analysoi happamia ja neutraaleja 1aa-
keaineita. Menetelmalla tutkitaan jopa 64 erilaista |adkeainetta verinaytteista.
Laakeaineet luokitellaan usein heikoiksi hapoiksi, emaksiksi tai neutraaleiksi. Li-
pofiilisyys, vetysidokset, molekyylipaino, protonin luovuttajat ja vastaanottajat
(pKa-arvo), polaarinen pinta-ala ja aromaattisuus ovat tarkeimpia ominaisuuk-

sia, joita tutkitaan, kun maaritelldaan, mihin ryhmaan laakeaine kuuluu. [8.]

Laakeaineiden jakaminen luokkiin erilaisin perustein on historian edetessa
muokkaantunut. 1800-luvun alussa ja puolivalissa saksalainen kemisti Justus
von Liebig yhdisti happamien ladkeaineiden maarittdmisen ladkeaineessa ole-
van vedyn lasnaoloon. Fyysikko Svante Arrhenius syvensi von Liebigin |aakeai-
nemaaritysta, johon Thomas Martin Lowry ja Johannes Nicolaus Brgnsted lisa-
sivat, ettd happamaksi luokiteltaisiin aine, joka maaritellaan protonin luovutta-

jaksi, ja emakseksi luokiteltaisiin vastaavasti protonin vastaanottaja. [9.]

1900-luvun alussa amerikkalainen fysikaalinen kemisti Gilbert N. Lewis laajensi
maaritelmaa entisestaan. Lewis lisasi happojen ja emasten maaritelmaan laake-
aineiden liukenemistavan vedettomissa liuottimissa, joissa ei ole mukana va-
paita protoneja. Kuitenkin Brgnstedin ja Lowryn tekema maaritelma on yleisim-
min kaytetty kuvaamaan happamuutta ja emaksisyytta ladkeaineiden ominai-

suuksissa. [9.]

Emaksisiin ladkeaineisiin verrattuna happamien ladkeaineaineiden suuri ioni-
saatioaste fysiologisessa pH:ssa tekee niistd enemman vesiliukoisemman [9].
Neutraalit 1adkeaineet ovat ionisoimattomia, mika tekee niista vahemman liuke-
nevia [8]. Happamat ja neutraalit Iadkeaineet voivat sietda suurempaa lipofiili-
syytta eli rasvaliukoisuutta. Happamien ladkeaineiden on huomattu myos sitou-

tuvat hyvin plasman proteiineihin. [9.]



4 Furosemidin toimintamekanismi

Furosemidi on loop-diureetiksi maaritelty l1adkeaine, jota kaytetaan esimerkiksi
turvotuksen ja resistentin hypertension eli vaikean verenpainetaudin hoitoon. Di-
ureettien toiminta perustuu veden ja natriumin poistamiseen. [10, s.579] Loop-
diureetit vaikuttavat munuaisten nefronien osan toiminnan muuttamiseen. [11.]

Furosemidin molekyylirakenne on esitetty kuvassa 1.

CH s CH

Cl N
e
No/
NHOS COOH
> B .

Kuva 1 Furosemidin molekyylirakenne [10].

Munuaiset koostuvat miljoonista pienista putkista, joita kutsutaan nefroneiksi.
Nefronit vastaavat elektrolyyttien ja nesteen tasapainottamisesta seka suodatta-
misesta veren ja virtsan valilla. Nefronit koostuvat viidesta osasta: glomeruluk-
sesta, proksimaalisesta tubuluksesta, henlen lingosta, distaalisesta kiertyneesta
tubuluksesta ja kokoojaputkesta. [11.] Henlen lingo on osa, johon loop-diureetit
vaikuttavat, ja se sijaitsee alhaalla munuaisen ytimessa [9, s. 584]. Vesi ja pie-
net molekyylit suodattuvat veresta glomeruluksessa, minka jalkeen vaihteleva

maara molekyyleja imeytyy uudelleen vereen, kun se kulkee munuaisen viiden



eri osan lapi. Glomeruluksessa suodatettua ainesta kutsutaan glomerulus-
suodokseksi. Se mita ei imeydy uudelleen takaisin vereen, muodostuu virtsaksi.

[11.] Nefronin rakenne ja toiminta on esitetty kuvassa 2.

Glomerulus Munuainen

Proksimaalinen tubulus Distaalinen

Paksu nouseva silmukka

Na+,K+,2C[~kuljetus-
proteiini

Ohut laskeva silmukka

Henlen lingo

Kuva 2 Nefronin rakenne ja toiminta [11; 9, s. 581].

Henlen lingossa poistetaan natrium-, kalium- ja kloridi-ionit virtsasta ja ne absor-
boidaan uudelleen vereen. Henlen lingon kaksi tarkeinta osaa ovat ohut laskeva
silmukka, jossa glomerulussuodos kulkee alaspain, ja paksu nouseva silmukka,

jossa suodos kulkee ylospain. [11.]

Paksu nouseva silmukka sisaltaa pylvasmaisia epiteelisoluja, jotka ovat tiiviisti
toisissaan kiinni. Tama estaa veden paasemisen ulos. Paksun nousevan silmu-
kan epiteelisolut sisaltavat Na*, K*, 2ClI- -kuljetusproteiinin, joka siirtaa kloridi-,
natrium- ja kaliumionit epiteelisolujen lapi munuaistiehyeen tilaan, jonne syntyy
korkean konsentraation alue. Korkean konsentraation alue syntyy, kun sinne

tulva neste sisaltaa paljon naita kolmea ionia. [11.]

Ohuen laskevan silmukan epiteelisolut lapaisevat hyvin vetta, joten vesi virtaa
osmoosin vaikutuksesta alhaisen konsentraation alueelta korkean konsentraa-

tion alueelle. Alue on sama, jossa nousevasta silmukasta siirretyt ionit ovat.



Ohuessa laskevassa silmukassa suodoksesta liukenee vetta pois, ja nouse-

vassa paksussa silmukassa suodoksesta liukenee ioneja pois.

Loop-diureetit toimivat siten, ettd ne estavat Na*, K*, 2CI" -kuljetusproteiinin toi-
minnan paksussa nousevassa silmukassa. Talléin natrium-, kalium- ja kloridi-
ioneja ei paase epiteelisolujen kautta imeytymaan korkean konsentraation alu-
eeseen, jolloin alueen nesteen konsentraatio pysyy alhaisena. Koska kyseinen
konsentraatio ei nouse, vetta ei myoskaan poistu laskevasta silmukasta. Talloin
suodokseen jaa enemman vetta seka natrium-, kalium- ja kloridi-ioneja, jotka
vapautetaan virtsan kautta pois. Tata jarjestelmaa, jossa eritetaan liuenneita ai-
neita paksusta nousevasta silmukasta veden vetamiseksi ulos ohuesta laskeu-
tuvasta silmukasta, kutsutaan vastavirtakertoimeksi. Diureetit ovat hyvin tehok-
kaita nesteen poistajia, koska ne estavat 20 % suodatetun natriumin ja 15 %
suodatetun veden uudelleen absorboitumisen, mika ilmenee veden maarasta

virtsassa. [11.]

Furosemidi on veteen liukenematon laakeaine eli pooliton yhdiste [12]. Furose-
midin kaytdlla on muutamia eri haittavaikutuksia. Todettuja haittavaikutuksia on
muun muassa potilaan kuivuminen, verenkiertokollapsi, hypokalemia, neste- ja
elektrolyyttitasapainon hairiot ja ototoksiset haittavaikutukset. Furosemidi lisaa

my0s kefalosporiinien ja aminoglykosidien munuaistoksisuutta. [10.]

5 Tuettu nesteuutto

OpinnaytetyOssa kaytettiin naytteenvalmistuksessa tuettua nesteuuttoa (SLE,
supported liquid extraction). SLE-menetelmassa kaytetaan inerttia materiaalia,
joka on pakattu esimerkiksi patruunaan. Inertti materiaali imee itseensa siihen
laitetun vesipohjaisen naytteen, esimerkiksi veren, ja pidattaa sen sisaltamat

analyytit [13]. Inertti materiaali koostuu piimaasta, jossa piimaahiukkaset imevat



veden hiukkasten pintaan [14]. Kuvassa 3 on esitetty SLE-uuttomenetelman

vaiheet.

Analyytti

X

Matriisin komponentit

=4

Inertti materiaali e — e
. o v -
(piimaa) ,,‘ » /‘4 \ ,} » /_ B 2

Kuva 3 SLE-uuttomenetelman vaiheet [14].

Uutossa analysoitava nayte, esimerkiksi veri, lisatdan kuivaan patruunaan ja
annetaan imeytya. Imeytymiseen menee yleensa 5—10 minuuttia. Imeytymisen
jalkeen, naytteessa olevat analyytit eluoidaan selektiivisesti pois materiaalista
lisdamalla veteen sekoittumatonta orgaanista liuotinta patruunaan. Liuottimen
annetaan imeytya kayttamalla joko painovoimaa tai kevytta painetta apuna. Or-
gaaninen liuotin kulkee sorbentin Iapi ja on samalla siella olevan naytteen
kanssa laheisesti kosketuksissa. Matriisin komponentit jaavat patruunan inerttiin
matriisiin. Naytteen analyytit liukenevat kaytettaviin liuottimiin ja kulkeutuvat nii-

den mukana pois patruunasta naytteenkeraysputkeen. [13; 14.]

6 UPLC-PDA-CAD-analyysitekniikka

Validoinnissa furosemidin analysoimiseen kaytettiin UPLC-PDA-CAD-analyysi-
tekniikkaa. Erittain korkean erotuskyvyn nestekromatografia (UPLC) on sopiva

ladkeainetutkimuksiin, koska se pystyy analysoimaan termisesti epastabiileja,



huonosti haihtuvia ja korkean molekyylipainon omaavia laakeaineita. Markki-
noilla kaytetaan analyysitekniikasta kahta lyhennettda UHPLC ja UPLC. Nama
ovat samanlaisia analyysilaitteistoja, mutta UPLC on Watersin oma tavara-
merkki. Diodirividetektori (Photodiode-array Detector, PDA-detektori) avulla
saadaan analysoitua laakeaineet, joilla on rakenteessaan kromoforeja. Kaikki
ladkeaineet eivat kuitenkaan sisalla kromoforeja, jolloin varautuneen aerosolide-
tektorin (Charged Aerosol Detector, CAD) kayttaminen PDA-detektorin lisaksi
mahdollistaa myos sellaisten ladkeaineiden tutkimisen, joilla ei ole kromoforeja.
Kahden eri detektorin kayttd analyysimenetelmassa mahdollistaa kattavan laa-
keainetutkimuksen tekemisen. [15.] Tassa luvussa kasitelladn syvemmin UPLC-

PDA-CAD-analyysitekniikan osat ja niiden toimintaperiaatteet.

6.1 Erittain korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Epaorgaanisten ja orgaanisten yhdisteiden analysoimiseen soveltuu erittain kor-
kean erotuskyvyn nestekromatografia menetelma (ultra performance liquid

chromatography, UPLC). Menetelma mahdollistaa usean analyytin samanaikai-
sen tutkimisen. Tutkittavina analyytteina voivat olla esimerkiksi suuret biologiset

molekyylit ja Iaékeaineet, proteiinit seka lipidit. [16, s.153]

Kromatografiamenetelmissa ladkeaineiden erottuminen perustuu tasapainoihin
ja jakaantumiseen kromatografiakolonnissa. Nayte jaetaan komponenteiksi ana-
lyysin aikana, jotta ne voidaan tunnistaa detektorilla ja maaritella niiden pitoi-
suudet. Liikkuva faasi ja stationaarifaasi ovat kromatografiakolonnissa kaksi toi-
siinsa liukenematonta faasia. Naiden faasien valilla naytemolekyylit tasapainot-
televat tarttuen toistuvasti stationaarifaasiin ja irtoavat siita likkuvaan faasiin,

joka kuljettaa niita eteenpain. [16, s.140]

Laakeaineet, jotka sitoutuvat voimakkaasti stationaarifaasiin, kulkevat hitaasti
likkuvan faasin mukana. Heikosti stationaarifaasiin sitoutuvat laakeaineet liikku-
vat nopeasti liikkuvan faasin mukana, koska ne eivat vieta paljon aikaa kiinni

stationaarifaasissa. Tama yhdisteiden erilainen tasapainottelu faasien valilla ja
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kulkeutumisnopeus kolonnissa mahdollistaa monien ladkeaineiden samanaikai-

sen tutkimisen ja erottelun toisistaan. [16, s.140]

UPLC-laitteisto vaatii toimiakseen tutkittavan analyytin nestemaisessa muo-
dossa. Tutkittavan naytteen tulee siis liueta johonkin liuottimeen, jotta se pysty-
taan analysoimaan UPLC-laitteella. Laitteisto koostuu paaosin pumpuista, injek-

torista, kolonnista ja detektorista tai detektoreista (kuva 4). [16, s.153]

tulosten

n kasittelyyn
|| T, Kolonni ||
' 2 !
n ' »
%2 Injektori
o | —
Liuotin Pumppu Detektori Jate

Kuva 4 UPLC-laitteiston osat [17].

Nayte syotetaan UPLC-laitteistoon injektorin kautta liikkuvaan nestefaasiin,
yleensa injektoitava naytetilavuus on 5—10 pl. Liikkuva nestefaasi on korkean
paineen alaisena ja kulkee kapeissa kapillaareissa. Eluentti kuljettaa naytteen
mukanaan kolonniin, joka koostuu stationaarifaasista eli pienikokoisista partik-
keleista. Partikkelien koko vaikuttaa naytteessa olevien yhdisteiden erottumi-
seen. Mita pienempia stationaarifaasin partikkelit ovat, sitd tehokkaampaa yh-

disteiden erottuminen on, koska aktiivinen pinta-ala on suurempi. [16, s.154]

Detektori ilmoittaa yhdisteen signaalin ajan funktiona eli kromatogrammina. Ta-
sapainoon faasien valilla vaikuttaa yhdisteiden poolisuus ja kolonnin materiaali
[16, s.154—156]. Opinnaytetydssa kaytettiin C18-kaanteisfaasikolonnia. Kaan-

teisfaasinimitys tulee siita, etta stationaarifaasi on pooliton ja eluentti poolinen,
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normaalifaasikromatografiassa nama poolisuudet ovat toisinpain. Kolonnin ma-
teriaali C18 on erittain pooliton, jolloin poolittomat yhdisteet tarttuvat siihen voi-
makkaasti ja pooliset yhdisteet heikommin. C18-nimitys tulee siita, ettd kolon-
nissa on 18 hiilta sitoutuneena piidioksidiin. Kolonni sopii hyvin |adkeaineiden
analysoimiseen. [16, s.156.] Opinnaytetydssa tutkittava furosemidi on pooliton
ladkeaine, jolloin se tarttuu C18-kolonniin hyvin [11]. Etuna kaanteiskromatogra-
fiassa ovat stabiilimmat olosuhteet verrattuna normaalifaasikromatografiaan [16,
s.156].

OpinnaytetyOssa kaytettiin gradienttiajoa. Gradienttiajossa eluentin koostu-
musta muutetaan portaittain ajon aikana tai jatkuvasti. Eluutiovoimakkuuden
kasvattamisella pystytaan lyhentdamaan yhdisteiden retentioaikaa ja gradient-
tiajoa kayttamalla pystytdan analysoimaan monikomponenttisia nayteseoksia.
[18, s. 143.] Heikosti pidattyvat yhdisteet pystytaan gradienttiajolla erottamaan
selkeasti. Gradienttiajossa voimakkaasti pidattyvien yhdisteiden pohjaluku kas-
vaa, jolloin kromatogrammille tulevan piikin resoluutio eli kyky erottua kasvaa.
[19, s.120]

6.2 Diodirividetektori

Kun tutkittavat yhdisteet absorboivat UV-sateilyn tai nakyvan valon alueilla, par-
hain detektori niiden analysoimiseen on UV/Vis-detektori. Kyseisen detektori
noudattaa Lambert-Beerin lakia signaalin, piikin korkeuden ja pinta-alan muo-
dostamisessa. UV/Vis-detektoreita on kolmenlaisia: monokromaattori, suodatin
tai diodirivi. Diodirivilla varustettu detektori mahdollistaa UV/Vis-spektrin mit-
tauksen milla tahansa retentioajalla. Opinnaytetydssa kaytetty diodirividetektori
eli PDA-detektori (Photodiode-array Detector) sisaltda deuteriumlampun, joka
emittoi valoa 190-600 nanometria. [16.] Detektori tunnetaan myds nimella DAD
(Diode-Array Detector). Detektorin paaosia ovat lamppu, sisddnmenoaukko,

naytekenno, hila ja diodirivi (kuva 5).
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Sisaanmenoaukko

I Naytekenno
L
amppu | |

Kuva 5 PDA-detektorin paaosat.

Fotodiodit

Kuvassa 5 sateilylahteesta tuleva valo kulkeutuu sisdanmenoaukon kautta nay-
tekennon l1api hilalle. Hila hajottaa sateilyn eri aallonpituuksiksi, jotka kulkeutu-

vat hilalta diodeille. Jokainen diodi mittaa yhta aallonpituutta. [20.]

Ultraviolettisateilyn ja nakyvan valon spektrialue on aallonpituudeltaan noin
190-1 000 nanometria. Orgaaniset yhdisteet ovat usein varittdmia, minka takia
ne eivat absorboi nakyvaa valoa. Niilla voi olla kuitenkin UV-alueella absorp-
tiota. Yhdisteen kromoforeilla on suuri vaikutus siihen, kykeneekd se absor-
boimaan UV- ja nakyvan valon sateilya. Kromoforit ovat molekyylissa olevia ra-
kenneosia esimerkiksi aromaattisia renkaita ja karbonyyliryhmia. [16, s.54.]
PDA-detektori kykenee mittaamaan useita aallonpituuksia samaan aikaan, mika
on sen yksi eduista. Detektori mittaa sekunnin valien spektreja samalla, kun
UPLC:lla tapahtuu erottumista. Komponentit tunnistetaan naytteesta puhdasai-
neen retentioajan perusteella, joten jos retentioajassa on pieni poikkeama, yh-
disteiden tunnistaminen voi hankaloitua. Tallaisissa tilanteissa voidaan kayttaa

apuna komponenttien tunnistamista spektrin vertailulla. [20.]

6.3 Varautuneen aerosolin detektori

Varautuneen aerosolin detektoria (Charged Aerosol Detector, CAD) kaytetaan

tutkittaessa esimerkiksi l1dadkeaineita, polymeereja ja biomolekyyleja. Detektori
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kykenee tunnistamaan haihtumattomia seka semi-haihtumattomia yhdisteita.
Detektori on sopiva esimerkiksi yhdisteille, jotka eivat sisalla kromoforeja ja joita
ei pystyta analysoimaan UV-detektoreilla. CAD-detektoria voidaan kayttaa myos
yhdessa PDA-detektorin kanssa. Yhteiskayttdé mahdollistaa hyvan analyyttien

detektoinnin. [21; 22.] Opinnaytetydssa kaytettiin Corona CAD -detektoria.

CAD-detektorissa eluenttivirtaus kulkee sumuttimeen, joka muodostaa liuok-
sesta hienoja pisaroita kayttaen typpikaasua apuna. Pisaroista haihdutetaan liu-
otin kuivausputkessa, jotta saadaan tuotettua kuivia partikkeleita. Toinen typpi-
kaasuvirtaus kulkee korkeajannitteisen koronaneulan ohi, jolloin muodostuu po-
sitiivisia typpi-ioneja. Kuivatut partikkelit eli analyyttihiukkaset tormaytetaan vas-
takkaisen ionivirtauksen kanssa reaktiokammiossa, ja tormays aiheuttaa partik-
keleiden aktivoitumisen, koska positiivinen varaus siirtyy analyytteihin. Aktivoitu-
misen voima riippuu partikkelin koosta. Mita suurempi partikkeli on kyseessa,
sitd voimakkaamman varauksen se saa tormayksesta. [21.] Kuvassa 6 on esi-

tetty CAD-detektorin paaosat.

4 Sumutin

; 1 s

K|0|0nt':'m Elektrometri
eluentti v

Kaasun
sisaantulo

’f\
=== \
;

Kuivausputki o~ g -

Kuva 6 CAD-detektorin paaosat [22].

loniloukulla poistetaan ylimaaraiset typpi-ionit, jotka eivat reagoineet analyytti-
partikkelien kanssa. Varautuneet analyyttipartikkelit kulkeutuvat 1api suodatti-

mesta, joka johtaa sahkoa ja mittaa herkalla elektrometrilla partikkelien varauk-
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sen. Elektrometri tuottaa signaalin, joka on verrannollinen analyytin pisaran ko-
koon ja massaan. Mita suurempi partikkeli on, sitd suurempi varaus silla on.
[21.]

7 Furosemidin analysoiminen eri menetelmilla

Opinnaytetydssa on kaytetty SLE-uuttomenetelmaa ladkeaineiden eristamiseen
verindytteesta. Laakkeiden eristamiseen on kuitenkin muitakin uuttomenetelma-
vaihtoehtoja. Tyypillisia veressa olevien ladkeaineiden eristysmenetelmia ovat
hemolyysi, neste-nesteuutto (liquid-liquid extraction, LLE), kalvosuodatus, anti-
koagulaatio, kiinteafaasiuutto (solid phase extraction, SPE) ja proteiinisaostus
[23 s.229]. Furosemidin analysoimiseen veresta on etenkin kaytetty SPE- ja
LLE-uuttomenetelmia [24; 25]. SPE- ja LLE-uuttomenetelmilla on saatu tutki-
musten mukaan hyvia saantoprosenttituloksia. Nama kaksi ladkkeiden eristys-

menetelmaa ovat tarvittaessa hyvia vaihtoehtoja SLE-uuttomenetelman tilalle.

Analyysilaitteistona furosemidin tutkimisessa on kaytetty UV/Vis-spektrofoto-
metria, kaasu-, ohutkerros- ja nestekromatografia [26]. Kaasukromatografiin
seka nestekromatografiin on usein yhdistetty massaspektrometri [27; 28]. Laa-
keaineiden tutkimiseen kaytetaan usein massaspektrometrisia analyysimeto-
deja. Kuitenkin laajassa kvantitatiivisessa ladkeseulonnassa massaspektromet-
rinen menetelma on tydlas kalibroinnin yllapitamisen takia. Korkean erotuskyvyn
nestekromatografilla ja kahdella perakkaisella detektorilla on todettu olevan kor-
kea suorituskyky samanaikaiseen monikomponenttianalyysiin. Opinnaytetydssa
kaytettavan menetelman kalibrointi pysyy vakaana yhden kuukauden ajan, jol-
loin uuden kalibroinnin tekeminen vaaditaan vain kerran kuukaudessa. Nama
ovat syitd, miksi UPLC-PDA-CAD-analyysitekniikka on hyva happamien ja neut-
raalien ladkeaineiden seulontamenetelmana. [29.] UPLC-analyysimenetelma on
kuitenkin hyvin herkka, jolloin myds Iadkeaineissa olevat epapuhtaudet tulevat
esiin, etenkin madantyneissa vainajanaytteissa. Epapuhtaudet nakyvat kroma-
togrammissa hairitsevina signaaleina. Menetelma tunnistaa myds yhdisteita,
jotka eivat erotu retentioaikojen perusteella ja iimenevat siten hairitsevina sig-

naaleina. Ladkeaineille, joille UPLC-PDA-CAD-analyysitekniikka ei ole sopiva,
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on kehitetty omat analyysitekniikat Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksella. Naita

laakeaineita on muun muassa statiinit eli kolesteroliladkkeet.

8 Tyon toteutus

Tassa luvussa kaydaan lapi validoinnin suoritus ja siina kaytetyt laitteet, rea-
genssit, liuokset ja naytteenkasittely. Tydhon valitut vainajanaytteet valittiin sen
mukaan, sisaltavatkoé ne furosemidia vai ei. Validoinnissa tutkittiin furosemidipo-
sitiivisia seka -negatiivisia naytteita, jotta tietyt validointiparametrit oli mahdol-
lista analysoida. Nollamatriisina kaytettiin lampaanverta. Osa validointiparamet-

rien naytteista tehtiin nollamatriisiin.

8.1 Validointi

Validoinnissa lisattin NEUT-SEUL-menetelmaan furosemidi. Furosemidista on
aikaisemmin tehty kyseisella analyysimenetelmalla kvalitatiivinen analyysi.
Opinnaytetyon tarkoituksena oli lisata furosemidi kvantitatiiviseksi, jotta voidaan
suoraan maarittaa analyytin pitoisuus verinaytteessa ilman lisatutkimuksia. Vali-
dointi suoritettiin kayttden nestekromatografia ja PDA- ja CAD-detektoreita. Vali-
dointi tehtiin oikeuskemiayksikon sisaisen validointiohjeen mukaan [30]. Ennen
varsinaisen validoinnin aloittamista suoritettiin esivalidointi, jossa selvitettiin fu-
rosemidin kalibrointipiste ja lineaarisuusalue. Seka esivalidoinnissa etta varsi-

naisessa validoinnissa kaytettiin samaa uuttomenetelmaa (SLE).

Esivalidoinnissa lineaariseksi alueeksi maaritettiin 0,1-20,0 mg/l, jonka mukaan
validointiin valittiin kuusi mittauspistetta. Validoitavassa menetelmassa kayte-
tdan yhden pisteen kalibrointia, johon valittiin arvoksi 10 mg/I. Lisaksi validoin-
nissa tarkasteltiin kuinka paljon tulokset eroavat, kun kaytetaan yhden pisteen

kalibrointia tai kuuden pisteen kalibrointia.
Validointiparametrit, joita validoinnissa maaritettiin:

° saanto
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o toteamisraja

o selektiivisyys

o alempi maaritysraja

o laimennetun ndytemaaran verifiointi
o toistettavuus

o oikeellisuus

o naytteiden sailyvyys

o uusittavuus

o suhteellinen matriisiefekti

o laajennettu mittausepavarmuus.

Ylempaa maaritysrajaa ei erikseen maaritetty, koska se on menetelmassa kalib-
rointisuoran piste (10 mg/l) kymmenkertaisena [30]. Tama varmistettiin laimen-
netun naytteen verifioinnissa. Naytteet laimennetaan, jos ne ylittavat kalibrointi-
suoran. Suurin menetelmassa tutkittava 1/10 laimennetun furosemidinaytteen
ladkeainepitoisuus voi olla 10 mg/l, jonka todellinen laakeainepitoisuus on sil-
loin 100 mg/I. Validoinnissa tarkasteltiin vanhojen vainajanaytteiden tuloksia.
Naytteiksi valittiin sellaisia, joilla on saatu aikaisemmin positiivinen furosemiditu-
los. Naytteiden tutkimisella saatiin selville menetelman toimivuus seka todellis-

ten positiivisten vainajanaytteiden sijoittuminen kalibrointisuoralle.

Vainajanaytteiden ongelmana on naytteiden rajallinen saatavuus. Taman vuoksi
validoinnissa tarkasteltiin myos, miten laimennettujen naytteiden tulokset eroa-

vat laimentamattomien naytteiden tuloksista. Nain pystyttiin varmistamaan, etta
oikeellinen tulos saavutetaan silloinkin, kun naytettd on saatavilla vahainen

maara.

8.2 Laitteet ja reagenssit

OpinnaytetyOssa kaytettiin taulukon 1 mukaisia datan kasittelyohjelmia ja laitteis-

toa. Nestekromatografialaitteen ajo-olosuhteet on esitetty liitteessa 1.



Taulukko 1 Opinnaytetydssa kaytetyt laitteistot ja datankasittelyohjelmat.

Laitteisto ja datankasittelyohjelmat

Valmistaja

XcelVap haihdutin typpipuhalluksella

Horizon Technology

Acquity UPLC (sisaltda automaattisen nayt-
teensyottajan, kolonniuunin, nelikanavaisen

pumpun ja PDA-detektorin) Waters
Corona CAD Ultra detektori ESA Inc.
Esikolonni: VanGuard Acquity UPLC HSS C18

1.8 um 2.1 x 150 mm Waters
Kolonni: Acquity UPLC HSS C18 1.8 um 2.1 x

150 mm Waters
Uuttokammio Biotage Pressure+ 48 Biotage
Empower 3/ohjelmisto Waters

Validoinnissa kaytettiin seuraavia reagensseja:

° metanoli, LCMS-laatu, Fluka

° ammoniumkloridi, Merck

o etyyliasetaatti 2 99,5 %, VWR chemicals

o trifluorietikkahappo (TFA), 1 ml:n ampulleissa, Fluka

o 5-metyyli-5-fenyylihydantoiini, sisdinen standardi, Sigma Aldrich

. Furosemidi, + 98,7 %, Dr. Ehrenstorfer.

8.3 Liuosten valmistus

Validoinnissa tehdyt kantaliuokset valmistettiin metanoliin ja ne sailytettiin jaa-
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kaapissa. Puhtaasta furosemidista valmistettiin liuokset pitoisuusvalilla 0,001-1

mg/l. A-ajoliuoksena kaytettiin 0,1-prosenttista trifluorietikkahappoa vedessa ja

B-ajoliuoksena 100-prosenttista LC-MS-metanolia.
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Lampaanveri ja todelliset vainajanaytteet toimivat validoinnissa naytemat-
riiseina. Naytematriiseihin oli lisatty 1 % natriumfluoridia saildntdaineeksi. Liuok-

sien valmistamisen tarkemmat tiedot on esitetty liitteessa 2.

8.4 Naytteen kasittely

Naytetta seka nollamatriisina kaytettya lampaanverta punnittiin koeputkeen
0,500 g + 0,025 g. Koeputkiin lisattiin 25 pl sisaisen standardin kayttdliuosta ja
500 ul kyllaista ammoniumkloridia. Sen jalkeen putkien sisaltd sekoitettiin kayt-

tamalla vortex-sekoittajaa minuutin ajan.

Vortex-sekoittajan jalkeen naytteet siirrettiin SLE-putkiin, jotka oli kiinnitetty uut-
tokammioon, joka on varustettu vakuumipumpulla. SLE-putkien alle sijoitettiin
kartiopohjaiset kerayskoeputket. Nayte absorboitiin matriisiin vakuumin avulla

5-10 sekunnin ajan ja annettiin imeytya viisi minuuttia.

SLE-putkien uutossa kaytettiin ensimmaisena uuttoliuottimena etyyliasetaattia
(1,5 ml) ja toisena uuttoliuottimena yksiprosenttista trifluorietikkahappoa (1,5
ml). Liuottimien valissa oli viiden minuutin odotusaika, jotta lisatty liuos kulki
SLE-putken lapi kartiopohjaiseen kerayskoeputkeen. Lopussa kaytettiin viela
pienta vakuumia 10 sekunnin ajan, jotta saatiin viimeisetkin pisarat koeputkiin.
Taman jalkeen uuttoliuotin haihdutettiin typpipuhalluksella XcelVap-haihdutus-

laitteessa. Haihdutus kesti noin 20 minuuttia.

Haihdutuksen jalkeen koeputkiin lisattiin 100 pl loppuliuosta (40 % metanoli). Li-
sayksen jalkeen koeputkia sekoitettiin vortex-sekoittajalla viiden minuutin ajan ja
sitten sentrifugoitiin viisi minuuttia 4000 rpm:ssa (4330 g). Sentrifugin jalkeen
nayteputkista pipetoitiin neste 2 ml:n naytteensyoéttajapulloon, jossa oli 250 pl:n

sisaputki.

9 Tulokset

Tassa luvussa kasitellaan esivalidoinnissa ja validoinnissa saadut tulokset.
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9.1 Esivalidointi

Lineaarisuusaluetta tarkasteltiin 7 pitoisuustasolla, jotka sijoittuvat valille 0,1-50
mg/I. Viimeisina kalibrointipisteina olivat pitoisuudet 30 mg/l ja 50 mgl/l, jotka
menivat laitekapasiteetin yli, joten paadyttiin ottamaan naiden tilalle pitoisuus 20
mg/l. Nollanaytteen avulla pystyttiin varmistamaan, ettei analyysissa ole konta-

minaatioita.

Esivalidoinnissa saatujen tuloksia kayttamalla tehtiin lineaarisen mallin kalib-
rointikuvaaja. Kuvassa 7 on esitetty kuuden pisteen kuvaaja PDA-detektorin
puolelta (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 20 mg/l). Kalibrointikuvaajan selitysasteen (R?) tulee

olla suurempi tai yhta suuri kuin 0,995.
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Kuva 7 PDA-detektorin 6 pisteen kalibrointikuvaaja.

PDA-puolen (kuva 7) kalibrointikuvaajan selitysasteen arvo osuu halutulle alu-
eelle. CAD-detektori ei ylety pitoisuuksiin 0,1 mg/l, joten usean pisteen kalib-

rointikuvaaja pystyttiin aloittamaan 0,3 mg/| pitoisuudesta (kuva 8)
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Kuva 8 CAD-detektorin 5 pisteen kalibrointisuora.

Jokaisesta kalibrointikuvaajasta nakyy, etta kalibrointiin kaytetyt pitoisuudet
osuvat hyvin lineaariselle suoralle. Menetelmassa kaytetaan yhden pisteen ka-
librointikuvaajaa, jonka pisteeksi maaritettiin 10 mg/Il. Yhden pisteen kalibrointi-
kuvaajalla laskettiin validoinnin tulokset. Toteamisrajan pitoisuudeksi arvioitiin
0,05 mg/l ja alemmaksi maaritysrajaksi PDA-detektorille 0,1 mg/l ja CAD-detek-
torille 0,3 mg/l.

9.2 Selektiivisyys ja spesifisyys

Spesifisyytta ei maaritelty opinnaytetydssa erikseen, koska kaytettiin hyvin se-
lektiivistd HPLC-PDA-CAD-tekniikkaa. Selektiivisyydessa tarkasteltiin negatiivi-
siksi todettuja vainajanaytteita ja analyytin kohdalla esiintyvia taustoja. Rinnak-
kaismaarityksia tehtiin 10 kappaletta erilaisilla vainajaverinaytteilla, jolloin eri-

laisten naytematriisien valilla olevat mahdolliset hairidpiikit saatiin tietoon.

Hairitsevia signaaleja ei paasaantoisesti esiintynyt. Analyysilaite teki 4 negatiivi-
seen vainajanaytteeseen furosemiditunnistuksen. Tunnistukset olivat kuitenkin

retentioajoiltaan vaaria. Myds PDA- ja CAD-detektoreilta saatujen tuloksien vali-
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set suuret erot viittaavat siihen, etta tunnistetut piikit ovat epapuhtauksista johtu-
via. Epapuhtaudet voivat johtua madantymisprosessista, jonka naytematriisi on
kaynyt. Madantymisprosessi esiintyy kromatogrammeissa useina pienina taus-
tapiikkeina. Kuvan 10 PDA-detektorin kromatogrammissa on esitetty, millaisena
madantynyt vainajanayte nakyy analyyseissa. Kuvassa oleva nuoli osoittaa koh-

dan, jossa furosemidin piikki normaalisti olisi. Furosemidin retentioaika on 8,414

min.
0.30
B
0.257 @ :
8
~
020 f
“
0.157 ‘
2
<
0.107 ‘ ‘
oce e s .l s X
o Qe 3 Q o o @
BE| % 2 faEfsEe) s, A 2o
~ o N /\ - iy ~ '~ 0 & o
000 === —3 wmzt~ T2 B o lezms B85 8 28
Al B wo T "al;lﬁe oo f o-0% _&EE
e S VAUG-G Al Wi
ALl ALLT
Y
-0.05
1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 1200 13.00

Minuuttia

Kuva 9 Madantyneen vainajanaytteen PDA-detektorin kromatogrammi.
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Normaalissa vainajanaytteessa taustaa esiintyy paljon vahemman, esimerkkina
tahan on furosemidinegatiivinen nayte PDA-detektorilta (kuva 11). Nuoli osoit-

taa kohdan, jossa furosemidin piikki olisi.
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Minuuttia

Kuva 10 Normaalin vainajanaytteen PDA-detektorin kromatogrammi.

Tuloksien pitoisuuksien vastaavuuksia vertaamalla, retentioaikojen tarkistami-
sella seka kromatogrammin piikkien puhtausanalyysilla voidaan maarittaa,
ovatko tunnistetut piikit oikeita tunnistuksia. Menetelma todettiin riittavan selek-

tiiviseksi erottamaan furosemidi taustasignaaleista.

9.3 Maaritys- ja toteamisraja

Maaritysrajanaytteet valmistettiin nollamatriisiin pitoisuustasoilla 0,1 mg/l (PDA)
ja 0,3 mg/l (CAD). Molemmista pitoisuustasoista tehtiin kolme rinnakkaismaari-
tysta viitena paivana. Koko validoinnin aikana tehtiin yhteensa 15 maaritysta
kummallakin pitoisuustasolla. Maaritysrajan rinnakkaismaaritysten keskiarvo
saa poiketa validointisuunnitelman mukaan todellisesta arvosta enintaan 20 %

(Bias-%) ja rinnakkaismaaritysten RDS-% tulee olla < 20 %.

Maaritysrajan PDA-detektorin pitoisuusarvoilla laskettujen 0,1 mg/l:n naytteiden

RDS-arvoksi saatiin 9,6 %. Pitoisuustason 0,1 mg/I tulokset laskettiin vain PDA-
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detektorin tuloksilla, koska CAD-detektori ei kykene tunnistamaan niin pienta pi-
toisuutta. CAD- ja PDA-detektorien konsentraatioiden keskiarvoilla laskettu 0,3
mg/l:n naytteiden RDS-tulokseksi saatiin 11,8 %, joten molemmat maaritysajat
pysyvat toivotulla alueella. Poikkeama todellisesta arvosta (bias) laskettiin pitoi-
suustuloksia kayttamalla. Tulokseksi saatiin 0,1 mg/l pitoisuustasolla 12 % ja

0,3 mg/l pitoisuustasolla 18 %. Tulokset pysyivat tavoitelluissa arvoissa.

Toteamisrajaksi valittiin pienin mahdollinen furosemidipitoisuus, jonka detektorit
pystyvat maarittamaan vainajanaytteesta. Yhdisteen piikin S/N-arvon tuli olla
suurempi tai yhta suuri kuin kolme. Rinnakkaismaarityksia tehtiin 5 kappaletta
yhden ajosarjan aikana, mika erosi validointisuunnitelmassa olevasta maarasta
(3 kappaletta/ajosarja). Yhteensa koko validoinnin aikana toteamisrajanaytteita
analysoitiin 15 kappaletta. Naytteet valmistettiin nollamatriisiin pitoisuustasolla
0,05 mgl/l.

Analyysilaitteiston S/N-laskentaohjelma ei ole toiminnassa. Taman takia to-
teamisrajan tuloksien S/N-arvojen laskeminen suoritettiin silimamaaraisesti arvi-
oimalla kromatogrammeista laskemiseen tarvittavat arvot. S/N-arvoiksi saatiin
1-2. Tulokset jaavat alle 3, johon voi vaikuttaa tuloksien laskemiseen kaytetty

silmamaarainen arviointi.

9.4 Tarkkuus

Menetelman tarkkuuden maarittelemiseen kuuluu menetelman oikeellisuus ja
tasmallisyys eli toistettavuus ja uusittavuus. Tarkkuus kuvaa oikean arvon ja
analyysituloksen laheisyytta. Kun suhteellinen poikkeama ja suhteellinen keski-
hajonta ovat <20 %, analyysimenetelma voidaan todeta riittavan tarkaksi. Tark-
kuuden analysoimiseen kaytettiin nollamatriisiin (lampaanveri) tehtyja vertailu-
naytteita kahdella eri pitoisuustasolla 0,8 mg/l ja 12 mg/l. Molemmille pitoisuus-
tasoille tehtiin yhteensa 6 rinnakkaismaaritysta kolmena paivana. Koko validoin-

nin aikana tehtiin yhteensa 18 maaritysta kummallakin pitoisuustasolla.
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Poikkeama teoreettisesta pitoisuudesta eli suhteellisen poikkeaman avulla las-

kettiin oikeellisuus (kaava 1)

VR Skl PP (1)
Bias — % = T 100%

x on mitattujen arvojen keskiarvo
T on teoreettinen arvo.

Suhteellinen poikkeama pitoisuustasolla 0,8 mg/l oli 4,6 % ja 4,5 % pitoisuusta-
solla 12 mg/l. Suhteellinen poikkeama jai molemmilla pitoisuuksilla alle 20 %.

Tarkkuusosion oikeellisuusnaytteet tayttivat tavoitteen.

Toistettavuus laskettiin suhteellisen keskihajonnan avulla (kaava 2):

RSD—%=§-100% ()

s on keskihajonta
x on mitattujen arvojen keskiarvo.

Toistettavuuden suhteellinen keskihajonta pitoisuustasolla 0,8 mg/l oli 6,7 % ja
5,9 % pitoisuustasolla 12 mg/I. Suhteellinen keskihajonta jai molemmilla pitoi-
suuksilla alle tavoitellun maksimiprosenttiarvon 20 %. Samalla kaavalla 2 las-

kettiin myos laitteen toistettavuus.

Laitteen toistettavuus suoritettiin injektoimalla yksi nayte nelja kertaa saman
ajon aikana. Laitteen toistettavuus mitattiin kahdessa eri ajosarjassa. Tuloksiksi
tuli ensimmaisessa toistettavuustestissa 6,5 % ja toisessa toistettavuustestissa

1,3 %. Tulokset tayttivat tavoitteen.
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Toistettavuutta tutkittin myos aikaisemmin esikasiteltyjen naytteiden kohdalla.

Naytteille laskettiin tulokset vanhalla ja uudella 6 pisteen kalibrointisuoralla seka

vanhalla ja uudella yhden pisteen kalibrointisuoralla. Naita tuloksia vertailtiin

keskenaan. Tulokset on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2 Toistettavuustulokset eri kalibrointisuorilla.

Vanha 6 pis- Uusi 6 pis-
teen kalibrointi- |teen kalib- Vanha 1 pisteen |Uusi 1 pisteen
Nayte |suora rointisuora kalibrointisuora kalibrointisuora
[mg/l] |(RDS-%) (RDS-%) (RDS-%) (RDS-%)
0,8 9,3 9,2 9,5 9,2
12 6,9 3,4 6,8 3,6

Suhteellinen keskihajonta pysyy 6 pisteen kalibrointisuorilla pienissa pitoisuuk-
sissa samana; suuremmissa pitoisuuksissa on hieman enemman eroa. Sama
nakyy yhden pisteen kalibrointisuorissa. Yleensa suhteellinen keskihajonta pie-
nenee, kun pitoisuus kasvaa. Huomattavaa tuloksissa on se, etta suhteellisen
keskihajonnan arvot ovat samanlaisia kummallakin suoralla, joten yhden pis-
teen kalibrointisuora voidaan todeta yhta toimivaksi kuin useamman pisteen ka-

librointisuora.

Menetelman uusittavuus suoritettiin vertailemalla kahden eri ihmisen saamia tu-
loksia samasta naytteesta, jonka pitoisuudet tunnetaan. Uusittavuus toteutettiin
kayttamalla pitoisuustasoja 0,8 mg/l ja 12 mg/l. Molemmista pitoisuustasoista
tehtiin kuusi rinnakkaismaaritysta kolmena paivana. Koko validoinnin aikana

tehtiin yhteensa 18 maaritysta kummallakin pitoisuustasolla.

F-testilla vertaillaan kahden eri otoksen keskihajontoja tai variansseja. T-testilla
tutkitaan opinnaytetydssa kahden riippumattoman otoksen keskiarvojen tulok-
sien yhtalaisyytta. F- ja T-testin tuloksien laskemiseen kaytettiin kahden labora-
toriokerran tuloksia, joissa analyysin tekija vaihtui. Tuloksista tehdyn F-testin

perusteella p-arvoksi saatiin 0,3 pitoisuustasolla 0,8 mg/l ja 0,5 pitoisuustasolla
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12 mg/l, luottamustasolla 0,05. Varianssit eivat poikkea tilastollisesti merkitse-
vasti toisistaan F-testin perusteella. F-testi tehtiin, jotta tiedettiin, mita t-testia
kaytetaan. Uusittavuuksien tuloksia tarkasteltiin kahden otoksen t-testilla, jossa

varianssit oletettiin yhta suuriksi. T-testin tuloksien hypoteesit olivat seuraavat:

o P-arvo > luottamustaso (0,05), eli tulokset eivat poikkea tilastollisesti
merkitsevasti.

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

P-arvoksi saatiin 0,0000025 pitoisuustasolla 0,8 mg/l ja 0,009 pitoisuustasolla
12 mgl/l, joten tulosten keskiarvot poikkeavat tilastollisesti merkitsevasti luotta-
mustasolla 0,05. Tuloksien RDS-prosentti jaa kuitenkin laajennetun mittausepa-
varmuuden alapuolelle (33 %), jolloin uusittavuuden tulokset ovat hyvaksyttavia.

Taulukossa 3 on esitetty uusittavuuden tulokset.

Taulukko 3. Uusittavuustulokset.

Keskiarvo [mg/l] Keskihajonta [mg/I]
Nayte RSD-%
Henkilé 1 + Henkild 2 | Henkild 1 + Henkild 2
QC1 0,76 0,08 11
QC2 12,5 0,8 6,4

RSD-prosentti pysyi pienempana kuin laajennetun mittausepavarmuuden arvo

(33 %). Voidaan todeta, ettd menetelma on toistettava, vaikka analyysin suorit-
tava henkild ja uutossa kaytettavat valineet vaihtuisivat. Tuloksien laskemiseen
kaytettiin kaikkien kolmen laboratoriokertojen tuloksia. Tarkemmat tulokset tark-

kuudesta on esitetty liitteessa 3.

9.5 Laimennetun naytemaaran verifiointi

Pienimman naytemaaran verifioinnilla varmistetaan laimennettujen naytteiden
oikeellisuus. Pitoisuustasosta 12 mg/l valmistettiin 1/10-laimennos ja tehtiin yh-

teensa 6 rinnakkaismaaritysta. Naytteiden tuloksia verrattiin aikaisemman
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ajosarjan oikeellisuusnaytteiden tuloksiin. Tavoitteena oli, etta tulokset saavat
poiketa toisistaan £30 %. Taulukossa 6 on esitetty saadut tulokset, jossa lai-
mennetuissa rinnakkaismaarityksissa on otettu huomioon laimennuskerroin
(10).

Taulukko 4 Pienimman naytemaaran verifiointitulokset

Pitoisuus laimen-

netusta nayt- Laimentamaton | Poikkeama
Nayte teesta [mg/l] pitoisuus [mg/l] (%)
1 11,6 11,8 1,69
2 11,5 11,9 3,49
3 13,5 12,1 10,6
4 13,7 12,2 10,9
5 13,3 13,1 1,34
6 12,3 12,5 2,39
Poikkeamien
keskiarvo [%] 3,09

Kokonaisuudessaan laimennettujen naytteiden poikkeama toisistaan oli 3 %, jo-

ten kriteerit tayttyivat.

9.6 Naytteiden sailyvyys

Tarkoituksena oli analysoida naytteiden sailyvyytta. Sailyvyyden tarkastelu on
tarkeaa, jos tulee tilanne, jossa naytteiden analysoiminen laitteilla keskeytyy tai
muun asian vuoksi naytteet joudutaan analysoimaan uudelleen. Sailyvyyden
tarkastelu toteutettiin kayttamalla naytteitéa kahdella eri pitoisuustasolla (0,8 mg/I
ja 12 mgl/l), joista tehtiin kolme rinnakkaismaaritysta. Myds kalibrointinaytteet pi-
toisuustasoilla 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 20 mg/l analysoitiin. Naytteet ajettiin uudelleen
1, 5 ja 8 paivan kuluttua alkuperaisesta analyysista, jotta vaikutukset naytteiden

sailyvyyteen pystyttiin analysoimaan.
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Naytteiden sailyvyydessa tutkittiin analyytin ja sisdisen standardin pinta-alojen
seka lasketun pitoisuuden mahdollisia muutoksia esikasitellyissa naytteissa. Ta-
voitteena oli, etta pitoisuuden muutos alkuperaisesta on <20 % ja piikkien pinta-
alat tulisi pysya hyvaksyttavan muotoisina ja kokoisina, jotta naytteen stabiili-
suus tutkitulla aikavalilla olisi riittdva. Taulukossa 4 esitellaan lasketut nayttei-

den sailyvyystulokset.

Taulukko 5. Naytteiden sailyvyyskokeen muutosprosenttitulokset paivakohtai-

sesti.
Paiva Pitoisuustaso 0,8 mg/I Pitoisuustaso 12 mg/l
5. paivan muutos-% 5,3 3,8
8. paivan muutos-% 14 10

Paivan 5 ja 8 kohdalla paastiin molemmissa pitoisuustasoissa tavoitteisiin. Pitoi-
suudet kasvoivat ajan funktiona. Prosessoitujen naytteiden sailyvyyden tulok-
sista voidaan paatella, etta naytteet voidaan uudelleen analysoida kahdeksan

vuorokauden jalkeen ilman, etta naytteen pitoisuus muuttuisi radikaalisti.

9.7 Uuttomenetelman saantoprosentti

Saantoa varten valmistettiin nollamatriisista kuusi kappaletta naytteita, joihin li-
sattiin ennen uuttoa furosemidia pitoisuustasolla 3 mg/l. Nollamatriisista tehtiin
myOs kuusi kappaletta naytteita, joihin lisattiin uuton jalkeen sama pitoisuus fu-
rosemidia (3 mg/l). Furosemidi lisattiin uuton jalkeen spiikattaviin saantonayttei-
siin kayttamalla loppuliuosta, johon oli lisatty furosemidia pitoisuustasolla 3 mg/l.

Normaalisti naytteisiin lisatadan loppuliuosta, joka on 40 prosenttista metanolia.

PDA- ja CAD-detektorien tuloksien keskiarvojen avulla laskettiin saantoprosentti
ja tuloksista tarkasteltiin myds furosemidin pinta-alan ja sisaisen standardin

pinta-alan suhteita. Saantoprosentin laskemiseen kaytettiin kaavaa 3:
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C
%R=C—1-100% (3)

2

C+ on furosemidi konsentraatio, kun lisdys on tehty ennen uuttoa.
C2 on furosemidi konsentraatio, kun lisdys on tehty uuton jalkeen.

Saantoprosenteiksi tuli PDA-detektorilla 32 % ja CAD-detektorilla 29 %. Saanto-
prosentiksi tavoitellaan 100 %:a. Jos saantoprosentiksi saa sata prosenttia, se
tarkoittaa sita, etta teoreettinen arvo seka todellinen arvo tasmaavat. Todellinen
arvo on kuitenkin usein pienempi kuin teoreettinen, jolloin saantoprosentti jaa
alle sadan prosentin. Syy talle on esimerkiksi ndytemaaran menettaminen uuton
aikana. [30.]

Jos saantoprosentin haluaisi lahemmaksi sataa, uuttomenetelmana voisi ko-
keilla esimerkiksi kiinteafaasiuuttoa tai neste-nesteuuttoa [24;25;31]. Toisen
uuttomenetelman avulla voisi saada vahennettya uuttamisen aikana menetettya
naytemaaraa. Myos saantonaytteen tekeminen eri tavalla voisi vaikuttaa tulok-
seen. Furosemidi lisdyksen voisi tehda esimerkiksi pipetoimalla suoraan furose-
midia naytepulloon, jossa on jo valmiina loppuliuos. Koska standardit uutetaan
samoin kuin tutkittavat naytteet, menetelmalla saatuja pitoisuuksia ei tarvitse

korjata saantoprosentilla.

9.8 Laajennettu mittausepavarmuus

Mittausepavarmuuden arvioinnilla nahdaan menetelmalla saatujen tuloksien
vaihteluvali. Mittausepavarmuus arvioitiin Nordtest TR 537 -oppaan mukaan,
kayttaen Mukit-laskentaohjelmaa. Vertailumateriaalina kaytettiin tuloksien laske-
miseen kahta pitoisuustasoa 0,8 mg/l ja 12 mg/l, joiden epavarmuudeksi arvioi-
tiin 0,5 %. Laskemiseen kaytettiin myds rutiininaytteiden rinnakkaismaarityksia

pitoisuustasolla 1 mg/l. Tulokset on esitetty taulukossa 5.
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Taulukko 6 Mukit-raportin tuloksia.

Konsentraatio | u (Bias) | u (Rw) | Yhdistetty stan- Laajennettu mit-
alue [mg/l] dardiepavarmuus | tausepavarmuus (95
% luottamustaso)
0,8-12 4,57 % | 9,81 % 10,82 % 21,7 %

Taulukon 5 tuloksien laajennettu mittausepavarmuus jaa alle < 30 prosenttia. Mu-
kit-laskentaohjelman mukaan laajennettu mittausepavarmuus tulos on hyva ja
tayttda validointisuunnitelmassa maaritetyt tavoitteet. Mukit-laskentaohjelma
kayttda yhdistetyn standardiepavarmuuden laskemiseen laboratorion sisaista

uusittavuutta (Rw) ja suhteellista poikkeamaa (bias).

Mittausepavarmuus maaritettiin myods THL:n validointiohjeen mukaan syste-
maattisen virheen ja satunnaisvirheen avulla. Systemaattinen virhe arvioitiin

kaavalla 4.

_lu1e] + [u1P] (4)

1
v 2

U172 on oikeellisuusnaytteen bias-%.
U1 on standardilisdysnaytteiden eli matriisiefektin bias-%.

Satunnaisvirhe maaritettiin kaavalla 5.

_|U2¢e| + |U2?| + |U2¢| (5)

U2
3

U2? on toistettavuusnaytteiden sisainen hajonta eli RSD-%.
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U2’ on uusittavuus- ja toistettavuusnaytteiden RSD-%.
U2° on standardilisaysnaytteiden RSD-%.

Satunnaisvirheen ja systemaattisen virheen kaavoilla lasketuista tuloksista saa-

tiin selvitettya mittausepavarmuus U kaavalla 6.

U =+JU12 + U22 (6)

U1 on systemaattinen virhe.
U2 on satunnaisvirhe.

Mittausepavarmuudeksi saatiin 16 % molemmilla pitoisuustasoilla, joten laajen-
nettu mittausepavarmuus on 33 %. Laajennetun mittausepavarmuustuloksen tu-
lisi olla <30 %. Kuitenkin analyysimenetelmassa olevilla muilla yhdisteilla on
osalla mittausepavarmuudeksi maaritetty 35 %, joten tulos on hyvaksyttavissa.
Validointiohjeen laskentakaavassa kaytetaan matriisiefektin bias-prosentti ar-
voa, joka oli suhteellisen korkea. Tama voi olla syyna laajennetun mittaisepa-
varmuuden korkeaan prosenttiarvoon. Tarkemmat validointiohjeella ja Mukit-

laskentaohjelmalla lasketut tulokset on esitetty liitteissa 4 ja 5.

9.9 Valvontakortit

Valvontakortteja kaytetaan apuvalineina tilastollisessa laadunvalvonnassa. Val-
vontakortteihin on maaritetty laajennetun mittausepavarmuuden avulla halytys-
raja (20 %) ja toimintaraja (35 %). Valvontakortit tehtiin pitoisuuksille 0,8 mg/l ja
12 mg/l. Kuvassa 12 on esitetty kontrollinaytteiden asettuminen valvontakortille

pitoisuustasolla 0,8 mg/l.
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Kuva 11 Kontrollinaytteiden (0,8 mg/l) asettuminen valvontakorttiin

Alemman kontrollinaytteen pitoisuudet asettuvat valvontakortin keskiviivan mo-
lemmille puolille. Kuvassa 13 on esitetty kontrollindytteiden asettuminen valvon-

takortille pitoisuustasolla 12 mg/I.
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Kuva 12 Kontrollinaytteiden (12 mg/l) asettuminen valvontakorttiin
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Suuremman kontrollindytteen pitoisuudet asettuvat hyvin halytysrajojen sisa-

puolelle.

9.10 Menetelman toimivuuden testaus

Furosemidipositiivisia vainajanaytteita kayttamalla maaritettin menetelman toi-
mivuus. Maaritykseen valittiin 20 aiemmin positiivisiksi todettua vainajanaytetta.
Menetelman toimivuuden testaamisessa maaritettiin myos todellisten naytteiden

asettuminen yhden pisteen kalibrointisuoralle.

Jokainen positiivisen naytteen tulos osui kalibrointisuoralle hyvin. Jos vainaja-
nayte ylittda kalibrointisuoran, nayte laimennetaan ja analysoidaan uudelleen,
jotta saadaan maariteltya todellinen pitoisuus. Menetelma sopii furosemidin
analysoimiseen, koska aikaisemmin todettujen pitoisuuksien ja uudella menetel-
malla saatujen pitoisuuksien poikkeavuus toisistaan on 6 %. Tarkemmat furose-

midipositiivisten naytteiden tulokset on esitetty liitteessa 6.

9.11 Matriisivaikutus

Suhteellisen matriisiefektin maarittamisella nahdaan, onko naytemateriaalilla
vaikutusta tuloksiin. Maaritykseen valittiin 10 negatiivista vainajanaytetta, joihin
tehtiin standardilisdys furosemidia pitoisuustasolla 1 mg/l. Jokaisesta tehtiin li-
saksi 4 rinnakkaista eli yhteensa naytteita tuli 40 kappaletta. Jokaiselle nayt-
teelle laskettiin rinnakkaisten hajonta (RSD), eri naytteista saatujen tulosten va-

linen hajonta (RSD) seka poikkeama teoreettisesta pitoisuudesta eli bias-%.

THL:n validointisuunnitelman mukaan, jos naytteiden valinen hajonta on yli
kolme kertaa suurempi kuin naytteiden sisainen hajonta ja samanaikaisesti
bias-% on teoreettisesta pitoisuudesta 220 %, voidaan todeta, etta matriisiefek-
tia on. Ulkoisen ja sisaisen hajonnan valinen ero viittaa, kuinka paljon naytemat-

riisi lisda tulokseen epavarmuutta.
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Naytteen sisaiseksi hajonnaksi saatiin 3 % ja naytteiden valiseksi 2 %. Nayttei-
den valinen hajonta pysyy alle kolmen. Bias-%:ksi saatiin 27 %, joka ylittaa ta-
voitellun 20 %. Kuitenkin koska naytteiden valinen hajonta pysyi <3, voidaan to-

deta, ettei matriisiefektia ole. Tarkemmat tulokset on esitetty liitteessa 7.

10 Yhteenveto

Neutraalien ja happamien laakeaineiden seulontamenetelman todettiin soveltu-
van furosemidin kvantitatiiviseen analysoimiseen. Furosemidi ei aiheuttanut
muiden analyyttien kromatogrammeissa hairiopiikkeja, eivatkd muut analyytit
hairinneet furosemidin maarittamista. HPLC-PDA-CAD-analyysilaitteisto sopi
hyvin furosemidin analysoimiselle. Jos olisi tarve, toisella uuttomenetelmalla,
esimerkiksi kiinteafaasi- tai neste-nesteuutolla, voitaisiin mahdollisesti saada

parempi saantoprosentti.

Laajennettu mittausepavarmuus ylitti tavoitellun 30 %:n arvon; kuitenkin osalla
seulontamenetelman muilla analyyteilld mittausepavarmuudeksi on arvioitu 35
%, joten tulos oli hyvaksyttavissa. Analyysimenetelman tarkkuuteen liittyvat tu-
lokset pysyivat tavoitelluissa arvoissa, ja matriisiefektin ei todettu vaikuttavan fu-

rosemidin kvantitoimiseen.

Kokonaisuudessa tulokset vastasivat validointisuunnitelmassa asetettuja vaati-
muksia ja validointi onnistui hyvin. Seulontamenetelmalla pystytaan maaritta-
maan furosemidin pitoisuus PM-verinaytteissa ja yhden pisteen kalibrointisuo-
raan maaritetty pitoisuustaso 10 mg/l kattoi todellisten vainajanaytteiden pitoi-

suudet hyvin.
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Nestekromatografin ajo-olosuhteet ja gradientti

Taulukko 1 Analyysimenetelman ajo-olosuhteet

Liite 1
1(1)

Ajoaika 20 min

Ajoliuos A 0,1 % trifluorietikkahappo vedessa
Ajoliuos B LC-MS-metanoli

Huuhteluliuos 10 % metanoli vedessa
Injektiotilavuus S5 ul

Virtausnopeus 0,4 ml/min

Kolonnin lampaétila 60 'C

CAD (haihdutus lam-

potila) 29°C

CAD (kaasun paine) 35,0 £ 0,5 psi

CAD (kaasun paine)

210-400 nm (kvantitointi & kromatogrammi 230

nm)

Taulukko 2 Analyysimenetelmassa kaytetty gradientti

Virtausno-

Aika peus

(min) % A % B (ml/min)
0-3 90 10 0,4
3-13 90 10 0,4
13-13,5 95 0,4
13,5-14 95 0,4
14,5-20 99 0,4




Liite 2
1(1)
Liuosten valmistus

Uuttoliuotin: 1000 ml:n mittapulloon lisatdan 10 x 1 ml:n TFA-ampulleja ja tayte-
taan etyyliasetaatilla merkkiin.
10 % metanoli: mitataan sailytyspulloon mittalasilla 100 ml metanolia ja 900 ml

laboratoriovetta.
Furosemidikantaliuos 1 mg/ml: punnitaan 1,0 mg furosemidia. Pipetoidaan sama

maara metanolia (ml).



Tarkkuustulokset

Taulukko 1 Oikeellisuusnaytteiden tulokset ja bias %

Nayte Pitoisuustaso 0,8 [mg/I] | Nayte Pitoisuustaso 12 [mg/I]
QC1.1 0,67 QC2.1 12,1
QC1.2 0,80 QC2.2 11,6
QC1.3 0,79 Qc2.3 13,1
QC1.4 0,78 QC2.4 10,9
QC1.5 0,72 QC2.5 13,7
QC1.6 0,71 QC2.6 12,3
QcC1.7 0,70 QC2.7 11,8
QC1.8 0,73 QC2.8 11,9
QC1.9 0,76 Qc2.9 12,1

QC1.10 0,72 Qc2.10 12,2
QC1.11 0,72 Qc2.11 13,1
QC1.12 0,74 QC2.12 12,5
QC1.13 0,81 QC2.13 13,0
QC1.14 0,82 QC2.14 13,3
QC1.15 0,81 QC2.15 13,4
QC1.16 0,83 QC2.16 12,9
QC1.17 0,83 QC2.17 12,4
QC1.18 0,81 QC2.18 13,2
Bias % 4,60 Bias % 4,50

Taulukko 2 Toistettavuusanalyysin tulokset pitoisuustasolla 0,8 mg/l.

Nayte Pitoisuustaso 0,8 [mg/I]
Ajosarja 1
1 0,67

Liite 3
1(4)



2 0,80
3 0,79
4 0,78
5 0,72
6 0,71
Ajosarja 2
1 0,70
2 0,73
3 0,76
4 0,72
5 0,72
6 0,74
Ajosarja 3
1 0,81
2 0,82
3 0,81
4 0,83
5 0,83
6 0,81
RDS-% 6,70

Taulukko 3 Toistettavuusnaytteiden tulokset pitoisuustasolla 12 mg/I.

Nayte Pitoisuustaso 12 [mg/I]
Ajosarja 1

1 12,1

2 11,6

3 13,1

4 10,9

5 13,7

Liite 3
2(4)



6 12,3
Ajosarja 2
1 11,8
2 11,9
3 12,1
4 12,2
5 13,1
6 12,5
Ajosarja 3
1 13,0
2 13,3
3 13,4
4 12,9
5 12,4
6 13,2
RDS-% 5,90

Liite 3
3(4)



Liite 3

4 (4)

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

Pitoisuustaso 12 mg/I

Henkilé 1 Henkilo 2

Mean 12,274 13,056

Variance 0,2291248 0,1277002
Observations 6 6

Pooled Variance 0,1784125

Hypothesized Mean D 0

df 10

t Stat -3,206673487

P(T<=t) one-tail 0,004692422

t Critical one-tail 1,812461123

P(T<=t) two-tail 0,009384845

t Critical two-tail 2,228138852
Kuva 1 T-testi pitoisuustasolle 12 mg/I

t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances

Pitoisuustaso 0,8 mg/I

Henkilo 1 Henkilé 2

Mean 0,728416667 0,817
Variance 0,000373442 0,0001442
Observations 6 6
Pooled Variance 0,000258821

Hypothesized Mean Difference 0

df 10

t Stat -9,537027397

P(T<=t) one-tail 1,22512E-06

t Critical one-tail 1,812461123

P(T<=t) two-tail 2,45024E-06

t Critical two-tail 2,228138852

Kuva 13 T-testi pitoisuustasolle 0,8 mg/I



Mittausepavarmuustulokset yrityksen ohjeen mukaan

Liite 4
1(2)

Taulukko 1 Pitoisuustason 12 mg/l, 1ahtdarvot mittausepavarmuuden lasken-

taan.
Suure Lahtoarvot
Standardilisays bias-% 26,5
Oikeellisuus bias-% 4,60
Toistettavuus ja uusittavuus RSD-% 5,90
Toistettavuus RSD-% 5,90
Matriisiefektin RSD-% 3,10

Taulukko 2 Mittausepavarmuustulokset pitoisuustasolle 12 mg/I.

Suure Tulos
Systemaattinen virhe (U1) 15,6
Satunnaisvirhe (U2) 4,90
Mittausepavarmuus (U) 16,3
Laajennettu mittausepavarmuus | 33,0
(2*U)

Taulukko 3 Pitoisuustason 0,8 mg/l, 1ahtéarvot mittausepavarmuuden lasken-

taan.
Suure Lahtoarvot
Standardilisays bias-% 26,5
Oikeellisuus bias-% 4 50

Toistettavuus ja uusittavuus RSD-% 6,70




Toistettavuus RSD-%

6,70

Matriisiefektin RSD-%

3,10

Taulukko 4 Mittausepavarmuustulokset pitoisuustasolle 0,8 mg/I.

Suure Tulos
Systemaattinen virhe (U1) 15,5
Satunnaisvirhe (U2) 5,50
Mittausepavarmuus (U) 16,4
Laajennettu mittausepavarmuus | 33,0

(2*U)

Liite 4
2(2)



Liite 5
1(1)
Mukit-raportti

MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Furosemidin kvantitatiivinen
Action médrittdminen verestd
Measurand: Furosemidin konsentraatio
Concentration range: 0.5 - 12 mg/|
1 Specify Measurand Sample Type (Matrix): Post mortem-veri
Analysis Principle (Analyzer etc.): HPLC-PDA-CAD
Sample preparation: SLE
A: Control samples:

Number of control samples: 18
Average concentration: 0.76322 mg/|

B
Quantify within-laboratory Standard deviation, *Rw : 6.67 %

Step 4/19/2022

reproducibility,
"(Rw) B: Routine repli ples :

2 Number of routine replicate series: 40
A: Control sample Number of parallell measurements: 2

B: Possible steps not

covered by control sample Concentration range: 0.578 - 0.949 mg/|

Pooled standard deviation, Sr :7.19%

u(Rw) =V ’sz +sr: =9.81 %

Method and laboratory bias from certified
reference material:

Different certified reference materials count, N : 2

Certified concentration, “ref 1 0.8 mg/l 12 mg/
Standard uncertainty of certified
concentration, “(r)

0.50 % 0.50 %

0.76322 12.53944

Measured concentration, €1 mont man
o of m
6.67 % 5.90 %
concentration, Shias
Number of Measurements, "t 18 18
Quantify method and 6" gy
Bigs, = 100% ;
3 laboratory bias, s 460% |450%

u(bzas) Period of measurements
Sample Type (Matrix)
Acditicnal information

N u(c
u(c,.,,) - zl—l N( rn]l)
= 0.50 %
l ¥ bias,’
RMbeas - \‘z‘-lN :
=4.55%

u(bias) = [RMSpas” +U(Crer)?

=4.57 %
about:blank 19.4.2022
Nordtest Report Page 2 of 2
o | Convert components to u(R,) - 981 %
standard uncertainty u(bias) = 4.57%
Calculate combined _
[ 7p.52 1 .. 7L N2
s | standard uncertainty, U, = Ju(Rw)? + u(bias)® _ 1o a0
<
Calculate expanded
rtainty, = 2.
¢ ‘27& o U=2-U _now%

Kuva 14 Mukit-raportti



Furosemidipositiivisten naytteiden tulokset

Taulukko 1 Furosemidipositiivisten naytteiden tulokset

Nayte Keskiarvo pitoisuudesta [mg/I] Aiemmin todettu [mg/I]
Pos1 2,9 2,7
Pos2 1,1 1,1
Pos3 0,1 <1
Pos4 2,3 1,6
Pos5 1,2 1,2
Pos6 2,8 1,8
Pos7 0,4 0,98
Pos8 1,1 1
Pos9 3,1 2,3
Pos10 1,4 1,2
Posll 1,3 1,2
Pos12 5,8 4,7
Pos13 3,1 3,9
Pos14 3,5 3
Pos15 6,9 9,1
Pos16 2,1 2,1
Pos17 1,3 1,9
Pos18 2,4 2,4
Pos19 3,6 2,6
Pos20 4,9 5

Liite 6
1(1)



Matriisivaikutuksen tulokset

Taulukko 1 Matriisivaikutuksen tulokset

Nayte Pitoisuus [mg/I]
M1.1 0,66
M1.2 0,68
M1.3 0,58
M1.4 0,64
M2.1 0,71
M2.2 0,69
M2.3 0,71
M2.4 0,72
M3.1 0,69
M3.2 0,68
M3.3 0,67
M3.4 0,70
M4.1 0,74
M4.2 0,73
M4.3 0,71
M4.4 0,68
M5.1 0,59
M5.2 0,59
M5.3 0,60
M5.4 0,63
M6.1 0,79
M6.2 0,78
M6.3 0,88
M6.4 0,82
M7.1 0,76
M7.2 0,76
M7.3 0,69
M7.4 0,74
M8.1 0,77
M8.2 0,78
M8.3 0,77
M8.4 0,81
M9.1 0,82
M9.2 0,77
M9.3 0,90

Liite 7
1(2)



M9.4 0,70
M10.1 0,86
M10.2 0,95
M10.3 0,82
M10.4 0,84
Naytteen sisdinen RSD-% 3,1

Naytteiden valinen RSD-% 2,1

Naytteen sisdinen Bias-% -26,5

Liite 7
2(2)



