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The study was carried out for the National Institute for Health and welfare in Helsinki.
The aim of the thesis was to validate the method of quantitative determination of
statins in blood and serum samples by LC-MS / MS analysis technique. The function-
ality of the method was determined by validation.

Statins are drugs used to treat high cholesterol. Statins inhibit cellular cholesterol
synthesis, i.e., inhibit cells from making cholesterol. There are six different statins on
the market in Finland: atorvastatin, rosuvastatin, simvastatin, lovastatin, fluvastatin
and pravastatin. In this study, the assay methods for five statins (atorvastatin, rosu-
vastatin, simvastatin, lovastatin, and fluvastatin) were validated.

The following validation parameters were considered for validation: selectivity, limit of
detection, lower limit of determination, yield, accuracy, reproducibility, stability of pro-
cessed samples, reproducibility, measurement uncertainty, matrix effect and devia-
tion of diluted samples. In addition, for atorvastatin and rosuvastatin, the results of
the new assay were compared with those of the old assay. For simvastatin, lovastatin
and fluvastatin, a comparison could not be made as these had not been previously
studied in the National Institute for Health and welfare.

Based on the validation, the assay method is well suited for the assay of atorvastatin
and rosuvastatin. For fluvastatin, lovastatin and simvastatin, validation was rejected.
New deuterated internal standards were ordered for fluvastatin, lovastatin, and
simvastatin to improve method reliability and reproducibility. In addition, before intro-
ducing the method, the extraction is modified to make the samples cleaner. The
method is then verified for use.

Keywords: LC-MS/MS, mass spectrometry, statins, drug concentra-
tion in blood.
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1 Johdanto

Opinnaytetyo6 tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) oikeuskemian
yksikdssa oikeustoksikologian osastolla. Oikeustoksikologian osasto tekee oi-
keustoksikologisia ja paihdetestauksen piiriin kuuluvia laboratoriotutkimuksia,
laatii asiantuntialausuntoja, arvioi ja kehittaa paihdetestauksen kaytantoja ja
menetelmid, tutkii paihteiden ja uusien muuntohuumeiden kayttoa seka esiinty-
vyytta moderneja paihdeanalyyttisid menetelmia hyddyntaen. Oikeustoksikolo-
gian osasto toimii myds referenssilaboratoriona ja valittdd huumausaineiden
kayttoa koskevaa tietoa kansallisesti ja kansainvélisesti seka toimii kansallisena
asiantuntijana oikeustoksikologiaan liittyvissa kysymyksissa. Oikeustoksikolo-
gian laboratorio on akkreditoitu ja noudattaa SFS-EN ISO/IEC 17025:2017 -laa-

tustandardia. [1.]

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida kvantitatiivinen maaritysmene-
telma statiineille veri- ja seeruminaytteista LC-MS/MS-analyysitekniikalla. Suo-
messa markkinoille on hyvaksytty kuusi statiinia, joista aikaisemmin THL:lla on
analysoitu vain kahta: rosuvastatiinia ja atorvastatiinia. Uusi statiinien maaritys-
menetelma sisaltaa viisi statiinia: atorvastatiini, rosuvastatiini, simvastatiini, lo-
vastatiini ja fluvastatiini. Statiineja kaytetaan korkean kolesterolin hoidossa. Sta-
tiinit estavat kolesterolisynteesia soluissa ja nain ollen alentavat kolesterolin

maaraa.

Opinnaytetyon tavoitteena oli validoida kyseinen uusi maaritysmenetelma ja tar-
kastella sen toimivuutta. Ennen validointia tehtiin validointisuunnitelma ja vali-
dointitulosten perusteella laadittiin validointiraportti, jotka ovat my6s osana tata

opinnaytetyota.



2 Statiinit kolesterolilaadkkeenéa

2.1 Kolesteroli

Kolesteroli on rasvan kaltainen aine, joka liikkkuu verenkierrossa. Elimistd pystyy
valmistamaan kolesterolia itse ja lisaksi sitd saadaan ravinnosta. Kolesterolia
tarvitaan esimerkiksi D-vitamiinin, sappihappojen ja hormonien tuotantoon, ja

siksi kolesteroli on elimistdlle valttamaton aine. [2.]

Kolesteroli liikkuu verenkierrossa kuljetusproteiinien sisalla, mita kutsutaan lipo-
proteiineiksi. Lipoproteiineja on kahdenlaisia: LDL- ja HDL-lipoproteiinit. LDL-Iii-
poproteiinit kuljettavat kolesterolia veresta kudoksiin, ja siksi sita kutsutaankin
puhekielessa "huonoksi kolesteroliksi”. HDL-lipoproteiinit kuljettavat kolesterolia
kudoksista pois ja valtimoiden seinamista takaisin verenkiertoon ja maksaan.

HDL-kolesteroli on puhekielessa tunnettu hyvana kolesterolina”. [2.]

Liiallinen LDL-kolesterolin maara elimiston verenkierrossa on haitallista. Kole-
steroli kertyy valtimoiden seinamiin ja aiheuttaa niiden ahtautumista. Ahtautu-
neet verisuonet lisdavat riskia sairastua sepelvaltimotautiin ja aivoverenkierron
hairiéihin. Kolesteroliarvon sdéanndéllisella mittauksella voidaan arvioida veri-
suonten ahtautumisen vaaraa. Kolesteroli voidaan pyrkiéa alentamaan esimer-
kiksi ravitsemuksen ja elaméantapamuutosten avulla. Suuren verisuonten ahtau-

tumisen riskin tapauksissa myos laékehoito on tarpeen. [2.]

2.2 Korkean kolesterolin ladakehoito

Statiinit ovat tarkein kolesteroliladkkeiden ryhma. Statiinit estavat kolesterolisyn-

teesid, eli soluja valmistamasta kolesterolia. [3.]

Kolesterolisynteesin alkuvaiheessa maksassa 3-hydroksi-3-metyyliglutaryyli-
koentsyymi A:sta (HMG-CoA) muodostuu mevalonaattia HMG-CoA-reduktaasin
katalysoimana. Statiinit vaikuttavat estamaéllda HMG-CoA-reduktaasin toimintaa.

Kolesterolin maaran vaheneminen maksassa aiheuttaa maksasolujen LDL-re-



septorien maaran kasvun. LDL-reseptorien maaran kasvu pyrkii kompensoi-
maan maksan pienentynytta sterolipitoisuutta, ja reseptorien maaréan kasvun
vuoksi maksa ottaa verenkierrosta enemmaéan LDL-kolesterolia, jolloin LDL-kole-
sterolin maaré veressa vahenee. Kolesterolisynteesin eston vuoksi kokonais- ja

LDL-kolesterolipitoisuudet veressa pienentyvat. [4, s. 733.]

Suomessa kayttoon on rekisterdity kuusi statiinia: atorvastatiini, fluvastatiini, lo-
vastatiini, pravastatiini, rosuvastatiini ja simvastatiini. Tassa opinnaytetytssa va-
lidoitiin m&aritysmenetelma& atorvastatiinille, fluvastatiinille, lovastatiinille, rosu-
vastatiinille ja simvastatiinille. Statiinit ovat keskenaan hyvin samankaltaisia yh-
disteita. Niiden suurimmat erot ovat niiden farmakologisissa ominaisuuksissa.
Taulukossa 1 on esitetty opinnaytetydssa kaytettavien statiinien farmakokineet-
tisid ominaisuuksia. [4, s. 734.]

Taulukko 1. Statiinien farmakokineettisia ja kemiallisia ominaisuuksia. [4, s. 734;
5; 6;7; 8; 9; 10].
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Statiinit véhentavat tehokkaasti LDL-kolesterolin maaraa, mutta statiineilla ei ole
kovin suurta HDL-kolesterolin maaraa lisdavaa vaikutusta. Monissa tutkimuk-
sissa on osoitettu, etta statiinit vAhentavat sepelvaltimotautiin liittyvaa sairastu-
vaisuutta ja kuolleisuutta. Niilla on myos kasvava merkitys sepelvaltimotaudin
sekundaari- ja primaaripreventiossa. Statiineja voidaan yhdistaa my6s muihin
lipidiladkkeisiin, kuten esimerkiksi resiineihin ja etsetimibiin. [4.] Taulukossa 2

on esitetty statiinien hoitoalueet pitoisuuksina veressa.

Taulukko 2. Statiinien hoitoalueet veressa. [11; 12; 13; 14; 15].

Statiini Hoitoalue veressa
Atorvastatiini 0,003-0,01 mg/I
Fluvastatiini 0,01-0,5 mg/l
Lovastatiini 0,05-10 pg/l
Rosuvastatiini 0,005-0,05 mg/I
Simvastatiini 0,5-10 pg/l

2.3 Haitta- ja yhteisvaikutukset

Usein statiinit ovat hyvin siedettyja ladkeaineita. Statiineja kaytettaessa haitta-
vaikutuksia voivat olla esimerkiksi seerumin transaminaasiaktiivuustekijan

nousu, jota esiintyy noin 0,5-2 %:lla kayttajista. Statiinien kayttgjilla tavataan



my0s oireetonta kreatiinifosfokinaasiarvon nousua. Myopatiaa, johon liittyy voi-
makas kreatiinikinaasiin nousu, esiintyy noin 0,2 %:lla kayttajistd. Rabdomyolyy-
sin aiheuttama munuaisvaurio on mahdollinen, mutta erittéin harvinainen komp-
likaatio. Markkinoilta poistuneen serivastatiinin kayttoon liittyi vakavia kuole-
maan johtaneita lihaskudoksen &killisia vaurioita. Yleisin haittavaikutus on lihas-
Kipu tai -heikkous, jota esiintyy 5 % kayttajista ja on tavallisin syy laakityksen lo-
pettamiseen. Muutokset ovat kuitenkin palautuvia ja korjaantuvat laakityksen lo-
pettamisen jalkeen. [16, s. 467.]

Statiinien kinetiikkaan vaikuttavat monet mikrosomaalista ladkemetaboliaa esta-
vat laakeaineet. CYP3A4-estajat hidastavat taman isoentyymin kautta metabo-
loituvien statiinien (simvastatiini, atorvastatiini, lovastatiini) metaboliaa ja saatta-
vat liséta niiden hyodtysuhdetta ja nostaa niiden pitoisuutta plasmassa. Taman
takia statiinien annosta tulisi pienentaa tai niiden kaytto lopettaa kokonaan ky-

seisten ladkeaineiden kayton yhteydessa. [16, s. 467.]

3 LC-ESI-MS/MS-analyysitekniikka
3.1 Nestekromatografia

Nestekromatografia (liquid chromatography, LC) on erotusmenetelmé, jossa yh-
disteiden erottuminen perustuu niiden erilaisiin vuorovaikutuksiin likkuvan nes-
tefaasin ja stationaarifaasin valilla. LC:lla voidaan analysoida yhdisteita, jotka
liukenevat johonkin liuottimeen. Taman vuoksi nestekromatografia on yleinen

analyysitekniikka laakeaineita analysoitaessa. [17, s. 71.]

Liikkuvaa faasia eli eluenttia pumpataan halutulla virtausnopeudella kolonnin
l&pi, joka on vuorattu stationaarifaasilla. Eluentin koostumusta voidaan muuttaa
ajon aikana, jolloin on kyseessé gradienttiajo, tai eluentin koostumus voi pysya
samana koko ajon ajan, jolloin on kyseessa isokraattinen ajo. Nayte injektoi-

daan eluenttiin injektorin avulla ja yhdisteet erottuvat kolonnissa. Kolonnissa



erottuneet yhdisteet havaitaan detektorilla. Nestekromatografiassa massaspekit-
rometri on yleisin kaytetty detektori biologisten naytteiden analysoinnissa sen

erinomaisen spesifisyyden ja herkkyyden vuoksi. [17, s. 71.]

Opinnaytetydssa kaytettiin Gemini-NX C18 -kolonnia, joka on k&&nteisfaasiko-
lonni. Kaanteisfaasikromatografiassa erottuminen tapahtuu molekyylien pooli-
suuden perusteella. Kolonni koostuu C18-silikageelista, joka sisaltaa alkyyliryh-
mi&. Nain ollen poolittomat molekyylit pidattaytyvat kolonnissa poolisia molekyy-
leja pidempéaén ja ne havaitaan myohemmin detektorilla. Tydssa kaytetty Ge-
mini-NX C18 -kolonni soveltuu hyvin korkean seka matalan pH:n menetelmiin.

Kuvassa 1 on esitetty kolonnin rakenne. [18; 19.]

Kuva 1. Genimi-NX C18 -kolonnin rakenne.

3.2 Massaspektrometria

Opinnaytetydssa kaytetyssé massaspektrometrissa ionisaatiomenetelmana
toimi sahkdésumutusionisaatio (ESI). Sahkdsumutusionisaatiossa neste sumute-
taan pieniksi pisaroiksi korkean jannitteen avulla. Menetelméssa pisaroiden
muodostumista tehostetaan kaasulla, joka on inertti. Inertti kaasu virtaa ioni-
suihkun suuntaisesti, ja sen seurauksena ionisointi on stabiilimpaa kuin puh-

taassa sahkdsumutuksessa. ESl-ionilahde sisaltaa sisahalkaisijaltaan tyypilli-



sesti noin 0,1-0,2 mm:n levyisen teraskapillaarin ja ilmanpaine ionisaatiolah-
teen (API), jonka avulla ionit kerataan massaspektrometrista analyysia varten.
[17,s. 71-72.]

Kaasuvirtaus aiheuttaa kapillaarin paassa turbulenssin, joka edesauttaa pisaroi-
den muodostumista. lonisaatiomekanismi sopii seké positiivisille, ettd negatiivi-
sille ioneille. Opinnaytetytssa kaytettiin positiivista ionisaatiota, jossa kapillaarin
kéarkeen muodostuu korkea elektrostaattinen kenttd, jonka vuoksi negatiiviset io-
nit kulkeutuvat kapillaarin seinille ja kapillaarista ulos tulevat positiivisesti varau-
tuneet ionit kulkeutuvat eluentin pinnalle. Varautuneen eluentin pinnan virtaus-
nopeus tulee suuremmaksi kuin eluentin sisaosassa, minka seurauksena

eluenttivydhyke kapenee ja muodostuu Taylorin kartio. [17, s. 72.]

ESl-ionisaatiosta on tehty monia tutkimuksia, mutta sen todellinen mekanismi
on viela osittain tuntematon. Tamanhetkisen tiedon mukaan kapenemisen takia
eluentista muodostuu varautunut pisara. Kun varautunut pisara on muodostu-
nut, siitd haihtuu liuotinta ja pisaran pinnan varaustiheys kasvaa. Varaustihey-
den kasvaessa myos repulsio eli poistovoima kasvaa. Kun varaustiheys saavut-
taa tietyn arvon (Rayleighin raja-arvo 4,27) ja repulsio tulee suuremmaksi kuin
pisaran pintajannitys, pisara hajoaa pieniksi aerosoleiksi. Tama tapahtumasarja
toistuu, kunnes kaikki liuotin on haihtunut ja jaljellda on vain kaasufaasissa olevat
ionit. Kuvassa 2 on esitetty varautuneen aerosolin muodostuminen ESI:ssa

seka Taylorin kartion ja alkupisaran muodostuminen. [17, s. 72—73.]
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Kuva 2. A) Varautuneen aerosolin muodostuminen ESI:sséa. B) Taylorin kartio ja
alkupisaran muodostuminen [17, s. 73].

3.3 Kolmoiskvadrupoli

LC-MS-laitteissa massaspektrometrina on yleisimmin kvadrupolilaite. Kvadrupo-
lit ovat suodattimia, jotka paastavat ioneita lavitseen niiden m/z-suhteen perus-
teella. Kvadrupoli koostuu neljasta elektrodista, joiden valiin johdetuilla jannit-

teilla muodostetaan séahkokentta. Kuvassa 3 on esitetty kvadrupolianalysaatto-

rin periaate. [17 s. 27-28.]

linssisto

ionilahde detektori

-(U-Vcosmt)
(U-Vcosot)

Kuva 3. Kvadrupolianalysaattori [17, s. 28].



Kun ionit saapuvat elektrodien valiin, ne joutuvat séhkdkentan vaikutuksesta nii-
den kulkusuunnalle kohtisuoraan varahdysliikkeeseen. Elektrodeihin asetettu

tietty jannite paastaa vain tietyn m/z-suhteen omaavat ionit kvadrupolin lapi de-
tektorille. Jos ionien varahtely on lilan laajaa, ne tarttuvat kiinni elektrodeihin ei-
vatka paase kvadrupolin lapi detektorille. Jannitettd muuttamalla voidaan muut-
taa kvadrupolin lapaisevien ionien m/z-suhdetta ja nain voidaan pyyhkaista lapi

tietty m/z-alue ja mitata massaspektri. [17, s. 28.]

Monipuolisempien toimintojen saavuttamiseksi useampia kvadrupoleja voidaan
kytked perakkain. Kolmoiskvadrupoli, joka koostuu kolmesta kvadrupolista, on
yleisin LC-MS-analyysitekniikassa kaytetty yhdistelma. Kolmoiskvadrupolissa
ensimmainen (Q1) ja kolmas (Q3) kvadrupoli ovat tavallisia kvadrupoleja toimin-
taperiaatteeltaan. Toinen kvadrupoli (Q2) on térmayskammio, johon johdetaan
térmayskaasua. Yleisimpia kaytettyja tormayskaasuja ovat esimerkiksi typpi tai
argon. Q2:n lapi kulkiessa ionit térméaavat yhden tai useamman kerran neutraa-
lien kaasumolekyylien kanssa ja hajoavat. Massaspektrometrissa olevien elekt-
rodien avulla voidaan sdatad Q2:een tulevien ionien kineettista energiaa. lonien
Kineettista energiaa muuttamalla tdrmaysenergia muuttuu. Q2 ei suodata io-
neja, koska sita kaytetaan ilman tasajannitettd. Nain ollen kaikki tormayksissa
syntyneet ionit voidaan analysoida Q3:lla. [17, s. 32.] Kuvassa 4 on esitetty kol-

moiskvadrupolin rakenne.

LC-ESI Q1 Q2 Q3 k

ES! 5)=—=|IM
——Q:— a g ; laf— L; Detector
l

Precursorion Product ion

Front-end ; Interface Back-end

Kuva 4. Kolminkertaisen kvadrupolin massaspektrometrin kaavio [20].

Kolmoiskvadrupolissa voidaan kayttaa useita eri pyyhkaisytekniikoita. Tuoteioni-

pyyhkaisyssa (product ion scan) ensimmaisessa kvadrupolissa valitaan ioni,
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joka tormaa tai reagoi tormayskammiossa, ja syntyneiden tuoteionien massa-
spektri mitataan kolmannessa kvadrupolissa. Lahtéionipyyhkaisyssa ne ionit,
jotka tuottavat hajoamisessa tai reaktiossa tietyn tuoteionit, tulevat havaituksi,
koska lahtdionipyyhkaisyssa kolmas kvadrupoli paéstaa lapi vain tietyn kokoisia
tuoteioneja, samalla kuin ensimmaisella kvadrupolilla pyyhkaistaan lapi massa-
aluetta. Neutraalinpalan lohkeamispyyhkaisyssa tulevat havaituksi kaikki ionit,
jotka tuottavat ionin, jonka massa on m-a, eli ionit, joista irtoaa neutraalipala,
jonka massa on a. Tama johtuu siitd, etta neutraalinpalan lohkeamispyyh-
kaisyssa Q1:1la ja Q3:lla pyyhkaistaan massa-aluetta samanaikaisesti, mutta
pyyhkaistavien massojen valilla on vakiona pidettava massaero a. Valittujen re-
aktioiden seurannassa havaitaan vain tietyn ionin spesifinen hajoamisreaktio,
joita voi olla useampi ja jolloin kutakin mitataan vuorotellen lyhyt aika kerrallaan.
Tassa pyyhkaisytekniikassa Q1 ja Q3 on lukittu tietyn massaisiin lahto- ja tuotei-

oneihin. Kuvassa 5 on esitetty pyyhkaisytekniikoiden periaatteet. [17, s. 32—-34.]
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Kuva 5. Kolmoiskvadrupolin pyyhkaisytekniikat. A) tuoteionipyyhkaisy, B) lah-
téionipyyhkaisy, C) neutraalipalan lohkeamispyyhkaisy ja D) valittujen reaktioi-
den seuranta. [17, s. 33.]

3.4 Vaihtoehtoisia analyysimenetelmia

LC-MS/MS-analyysitekniikka on noussut suosioon ladkeaineiden kvantitatiivi-

seen maarittdmiseen verinaytteista, mutta sen selektiivisyys on osoittanut haas-
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teita. LAdkeaineet analysoidaan yleensa biologisesta matriisista, kuten esimer-
kiksi veri-, seerumi- tai virtsanaytteista. Biologisen matriisin korkeat proteiini- ja
rasvapitoisuudet heikentavat laitteen suorituskykya ja kontaminoivat helposti
laitteen. [21, s. 235.]

Vuonna 2003 Murphyn tekemassa tutkimuksessa vertailtiin matriisinvaikutusta
sahkésumutusionisaatio (ESI) -tekniikalla ja kemiallinen ionisaatio ilmakehan
paineessa (APCI) -tekniikalla. Tutkimus osoittaa, ettéd matriisivaikutus on riippu-
vainen ionisaatiotyypista, seka naytteen esikasittelysta. Matriisivaikutus johti va-
kavaan ionisuppressioon, joka vaihtoehtoisesti joko kasvatti tai madalsi analyyt-
tien pinta-alaa. Matriisin vaikutusta havaittiin kummallakin ionisaatiotekniikalla,
mutta vahemman APCI:lla. ESI-tekniikan todettiin olevan herkempi matriisinvai-
kutukselle. Myds naytteen esikasittelylla oli vaikutusta tuloksiin ja APCI sallii yk-
sinkertaisemman naytteenkasittelyn, mika myds mahdollistaa kustannustehok-
kaan tydskentelyn. LC-ESI-MS/MS:aa parempi analyysitekniikka ladkeaineita
biologisesta matriisista analysoitaessa oli LC-APCI-MS/MS-analyysitekniikka.
[22.]

4 Post mortem -analytiikan haasteet

Kuoleman syyn selvittdmisen lain 78:n mukaan oikeuslaéketieteelliseen kuole-
mansyynselvittdmiseen kuuluu aina poliisitutkinta. Poliisi suorittaa tutkimuksen
kuolemansyyn selvittdmiseksi, jos kuoleman on aiheuttanut esimerkiksi tapa-
turma, rikos, itsemurha, myrkytys, tai kuolema on tapahtunut akillisesti yllattaen.
Suomessa oikeuslaaketieteellisen ruumiinavauksen jarjestamisesta ja kuole-
mansyyn selvittdmisen laboratoriotutkimuksista vastaa Terveyden ja hyvinvoin-
nin laitos. [23; 24, s. 54.]

4.1 Verinaytteet

Veri on suosituin matriisi laékeaineiden ja ladkeaineenvaihduntatuotteiden ana-

lysoinnissa biologisesta matriisista. Eri [adkeaineilla on taipumus jakaantua ta-
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saisesti plasman ja verisolujen vdlille, kun taas toiset ladkeaineet sitoutuvat se-
lektiivisesti plasman proteiineihin. Ladkeaineita analysoitaessa on tarkea selvit-
taa, miten analyytit jakautuvat verinaytteeseen, silla se vaikuttaa menetelman

kehitykseen ja naytteenkasittelytekniikan valintaan. [21, s. 228-229.]

Post mortem (PM) eli kuoleman jalkeen otetuissa verindytteissa on havaittu tut-
kimusten perusteella ladkeaineiden uudelleenjakautumista. Ladkeaineiden uu-
delleenjakautumisen vuoksi ladkeainepitoisuudet PM-veressa eivét ole samat
analyysihetkella ja kuolemanhetkelld. Tata ilmiota kutsutaan PMR-toiminnoksi,
ja sen taustalla on esimerkiksi ladkeaineiden vapautumista laékevarastoista heti
kuoleman jalkeen ja matanemismuutosten edetessa. Tutkimuksissa on havaittu,
etta usein sydamesta peraisin oleva veri ja valtimoiden veri ovat alttimpia
PMR:lle kuin aareisveri. Taman takia vainajatutkimuksissa kaytetaan reisiluun
laskimon verta, jotta analysoitu laékeainepitoisuus olisi lahella kuolemanhetken

pitoisuutta. [25.]

4.2 Kuoleman jalkeiset muutokset verinaytteissa

Vainajan hajoaminen ja matdaneminen on monimutkainen ilmid, joka johtuu paa-
saantoisesti bakteerien aiheuttamasta matanemisestd, entsyymien aiheutta-
masta autolyysista eli kudosten hajoamisesta, seka elididen, yleensa hyonteis-
ten aiheuttamasta tuhosta. Autolyysi tapahtuu ensimmaisené. Autolyysissa esi-
merkiksi solukalvot ja suonten seinamaét kayvat lapaisevimmiksi ja tapahtuu dif-
fuusiota eli aineiden pitoisuuserojen tasaantumista. Esimerkiksi kun veren nes-
teosa tasaantuu ymparistoonsa, veri kay paksummaksi ja punasolujen suhteelli-
nen maara veressa nousee ja samalla tapahtuu muutoksia veren entsyymipitoi-
suuksissa. [24, s. 73-74.]

Matadneminen on paaasiassa bakteerien aiheuttama ilmi6 autolyysiin sekoittu-
neena. Suolistoa pidetaan suurimpana yksittaisené bakteerien lahteena. Kirjalli-
suudessa matanemisen aiheuttajiksi on listattu suuri maara bakteerilajeja, mutta

mukana on myds mikro-organismeja, kuten sienia ja hiivoja. Matanemisen seu-
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rauksena syntyy yksinkertaisia yhdisteitd, kuten hiilivetya, rikkivetya ja ammoni-
akkia. Hiilihydraattien hajoamisen seurauksena syntyy maitohappoa, mutta
myo6s propanolia, butanolia, isoamyylialkoholia, ja pienia maaria metanolia ja
etanolia. [24, s. 74.]

Naista syista elavan ihmisen diagnostiikassa monia hyodyllisia laboratoriotutki-
muksia ei voida suorittaa vainajille tai ne vaativat paremman ja tyélaamman

naytteenkasittelyn, jotta matriisi ei vaikuttaisi laboratoriotulosten oikeellisuuteen.

4.3 Vaihtoehtoisia uuttomenetelmia

Opinnaytetydssa statiinien eristamiseen verinaytteista kaytettiin metanolisaos-
tusta, joka on yksi proteiinisaostuksen menetelmisté. Proteiinisaostuksen tarkoi-
tuksena on erottaa proteiini liuoksesta joko hairididen poistamiseksi. Saostus-
menetelman tehokkuus vaihtelee proteiinin liukoisuudesta ja molekyyliraken-
teesta riippuen. Metanolisaostuksessa alkoholin lisaéaminen liuokseen vahentaa
proteiinin hydratoitumista poistamalla proteiinia ympéardivan vesikilven, jolloin
proteiinin valiset vetysidokset katkeavat ja proteiini saostuu. [26.] Opinnaytetyon
aikana huomattiin, ettéa kaytdssa oleva metanolisaostus ei puhdista naytetta tar-
peeksi, silla analyysilaite likaantui helposti naytesarjoja ajettaessa. Kuvassa 6
on esitetty tyypillinen nayte uuttoprosessin jalkeen. Kuvasta voidaan huomata,

ettd naytteet ovat hyvin sakeita.
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Kuva 6. Tyypillinen nayte uuttoprosessin jalkeen.

Alkoholisaostuksessa voitaisiin kokeilla kayttaa jotain muuta orgaanista liu-
otinta, kuten esimerkiksi etanolia tai asetonia naytteiden puhtauden parantami-
seen. Opinnaytetyon aikana kokeiltiin myds pidentdd metanolin saostusaikaa
yon yli. Saostusajan pidentdminen aiheutti vahemman likaantumista laitteella

suuren ajosarjan jalkeen.

Vaihtoehtoisia proteiinisaostustekniikoita voisi olla esimerkiksi happosaostus tai
suolasaostus. Happosaostus perustuu liuoksen pH:n muutoksiin. Proteiineilla
on yksil6llinen isoelektrinen piste, ja jo pienet muutokset valiaineen pH:ssa vai-
kuttavat proteiinin rakenteeseen. Happojen lisddminen liuokseen alentaa sen
pH:ta ja johtaa proteiinin positiiviseen varautumiseen aminohapporyhmien pro-
tonien sieppaamisen vuoksi. Vesiliuoksessa proteiinia ymparoiva hydraatiopallo
hajoaa ja rakenteen epatasapainotila johtaa saostumiseen. Yleisin happosaos-
tuksessa kaytetty happo on trikloorietikkahappo (TCA), koska se on erittéin re-
aktiivinen ja sité voidaan kayttaa pienia maaria. [26.]

Suolasaostuksessa suolaionien lisaaminen liuokseen aiheuttaa proteiinien kay-
tettavissa olevien vesimolekyylien syrjaytymisen, mika johtaa vetysidosten tu-

houtumiseen. Vuorovaikutus proteiinien valilla on voimakkaampaa kuin proteii-
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nin ja vesimolekyylien valilla, mika aiheuttaa proteiinien aggregoitumista ja sa-
ostumista. Esimerkkeja suolasaostuksesta on sinkkisulfaatti- ja ammoniumsul-

faattisaostus. [26.]

Y1l& mainittuja saostustekniikoita voitaisiin kokeilla uuttomenetelmiksi statiinien
uuttamiseen verinaytteista, jotta saataisiin naytteistd puhtaampia seka laite py-
syméaan puhtaampana ja estamaan laitetta kontaminoitumasta erittain likaisista

naytteista.

5 TyoOn toteutus

Tassa luvussa on esitetty opinnaytetydssa kaytettavat laitteet ja reagenssit,
naytteiden esikasittely, menetelman kehitys ja validoinnissa tutkittavat paramet-

rit.

5.1 Laitteet ja reagenssit

Opinnaytety0ssa kaytettiin seuraavia laitteita ja analysointiohjelmia:

o nestekromatografi: Agilent Tehcnology 1200 1312A
o naytteensyottaja: Agilent 120 1367B
. kolonni: Gemini-NX, C18, 100 mm x 2,0 mm ID, 3 um, Phenomenex.

. esikolonni: Security Guard Gartridges, C18, 4,0 mm L x 2,0 mm ID,
3 um, Phenomenex

o massaspektrometri: 4000 QTrap Sciex, Turbo lons Spray
o analysointiohjelmat: Analyst Sorfware ja Multiquant 3.0.3.

Opinnaytetyossa kaytettiin seuraavia reagensseja:

o metanoli, LC-MS-laatu, Fluka LC-MS Chromasolv
. etikkahappo, EMSURE®, = 99,8 %
o muurahaishappo, Honeywell Research Chemicals, 97,5 %

° ammoniumasetaatti, Merck, = 98 %
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o atorvastatiini kalsiumsuola, Pfizer

o rosuvastatiini kalsiumsuola, AstraZeneca

o simvastatiini, LGC, DR Ehrenstorfer

o lovastatiini, LGC, DR Ehrenstorfer

o fluvastatiini natriumsuola, LGC, DR Ehrenstorfer
o rosuvastatiini-d3 natriumsuola, Trc Canada

o atorvastatiini-d5 natriumsuola Trc Canada

o dibentsepiini, Trc Canada, 100 %.

5.2 Naytteiden esikasittely

Statiinien uuttamiseen verinaytteesta kaytettiin metanolisaostusta, jossa 2,7 ml
0,1 %:sta etikkahappoa metanolissa lisattiin 0,3 g:aan verindytetta. Naytteita
vorteksoitiin 1 minuutin ajan ja sentrifugoitiin 10 minuutin ajan (5000 rpm), jonka
jalkeen supernatantti siirrettiin puhtaaseen putkeen ja haihdutettiin kuiviin 40
°C:n vesihauteessa. Haihdutuksen jalkeen naytteisiin lisattiin 20 ul metanolia ja
280 pl ammoniumasetaattipuskuria, jonka pitoisuus oli 10 mmol/l, pH 3,2 ja jo-
hon oli lisatty 0,1 % muurahaishappoa. Naytteita vorteksoitiin 5 minuutin ajan ja
sentrifugoitiin mikrosentrifugilla Eppendorf-putkissa 3 minuuttia (12000 rpm).

Kaikki naytteet uutettiin samalla tavalla.

5.3 Menetelman kehitys

Menetelméan kehitysta varten tehtiin testiajo, jonka tuloksista valittiin kullekin
analyytille kaksi parhainta ionia. Tarkoituksena oli I6ytaa optimaaliset parametrit
kullekin yhdisteelle, joilla saadaan mahdollisimman suuri vaste kullekin tutkitta-
valle analyytille toteutettua. Menetelmén kehitys suoritettiin Agilent Technolo-
gies -nestekromatografilla ja 4000QTrap-laitteella. Valittujen ionien massat ja
parametrit on esitetty taulukossa 3 ja nestekromatografin ajo-olosuhteet on esi-

tetty liitteessa 1.



Taulukko 3. Analyyttien valittujen ionien massat ja parametrit.
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loni Ql massa | Q3 massa | Viipymaaika | Térmaysenergia
(Da) (Da) (ms) V)
Atorvastatiini 1 559,300 440,300 20,0 20,0
Atorvastatiini 2 559,300 466,200 20,0 30,0
Fluvastatiini 1 412,400 266,300 40,0 20,0
Fluvastatiini 2 412,400 290,000 40,0 20,0
Lovastatiini 1 405,400 285,300 40,0 20,0
Lovastatiini 2 405,400 303,300 40,0 20,0
Rosuvastatiini 482,500 300,000 50,0 35,0
1
Rosuvastatiini 482,500 258,000 50,0 35,0
2
Simvastatiini 1 436,200 285,200 40,0 20,0
Simvastatiini 2 436,200 199,400 40,0 20,0
Atorvastatiini- 564,100 445 300 20,0 20,0
ds
Rosuvastatiini- 488,500 306,00 40,0 35,0
d6
Dibentsepiini 296,200 251,200 10,0 15,0
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Valitut ionit antoivat parhaimmat intensiteetit ja visuaalisesti arvoituna parhaim-
man nakoiset ja selkeimmat piikit yhdisteille. Muut ylimaaraiset ionit poistettiin

menetelmasta menetelman parantamiseksi.

Maaritysmenetelmassa on mukana kolme eri siséista standardia: dibensepiini,
atorvastatiini-d5 ja rosuvastatiini-d3. Testiuuton perusteella valittiin kullekin yh-
disteelle sopivin sisédinen standardi, jolla suorasta tulee mahdollisimman hyva ja
jolla suoran selitysaste on mahdollisimman lahelld lukua 1. Taulukossa 4 on esi-

tetty yhdisteille valitut sisdiset standardit.

Taulukko 4. Yhdisteille valitut sisaiset standardit.

Yhdiste Sisainen standardi
Atorvastatiini Atorvastatiini-d5
Fluvastatiini Rosuvastatiini-d6
Lovastatiini Atorvastatiini-d5
Rosuvastatiini Rosuvastatiini-d6
Simvastatiini Atorvastatiini-d5

Dibentsepiinia ei valittu millekdan yhdisteelle sisdiseksi standardiksi, mutta se
pidettiin maaritysmenetelméassa mukana, silla sitd on kaytetty aikaisemmassa
maaritysmenetelmassa sisaisena standardina atorvastatiinille ja rosuvastatii-

nille.

My6hemmin tuloksia tulkittaessa huomattiin, etta atorvastatiini-d5 kayttaytyy
nollamatriisissa eri lailla kuin todellisessa naytematriisissa, vainajaveressa. Ku-
vassa 7 on esitetty atorvastatiini-d5:n pinta-alojen valinen ero nollamatriisissa

eli ihmisveressa ja todellisessa néaytematriisissa eli vainajaveressa.
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Kuva 7. Atorvastatiini-d5:n pinta-alojen vaihtelu nollamatriisissa eli ihmisveressa
x-akselilla kohdissa 1-20 ja todellisessa matriisissa eli vainajaveressa x-akse-

lilla kohdasta 21 alkaen.

Kuvassa X-akselilla kohdissa 1-20 matriisina on nollaveri ja atorvastatiini-d5:n
pinta-alat pysyvat suurina eri naytteiden valilla. Kuvassa X-akselilla kohdasta 21

alkaen matriisina on vainajaveret, joissa atorvastatiini-d5:n piikin pinta-ala pie-

nenee huomattavasti. Verrattiin atorvastatiini-d5:n ja rosuvastatiini-dé:n pinta-
alojen vaihtelua keskenéan. Kuvassa 8 on esitetty rosuvastatiini-dé:n pinta-alo-

jen vaihtelu.
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Kuva 8. Rosuvastatiini-d6:n pinta-alojen vaihtelu nollamatriisissa eli ihmisve-
ressa ja todellisessa matriisissa eli vainajaveressa.

Rosuvastatiini-d6:n pinta-alat pysyvat tasaisina seka nollamatriisissa etta todel-
lisessa matriisissa eli vainajaveressa. Suurta heittelya ei ole havaittavissa. Ta-

man huomion jalkeen kokeiltiin vaihtaa lovastatiinin ja simvastatiinin sisaiset
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standardit atorvastatiini-d5:sta rosuvastatiini-d6:ksi. Kuitenkin huomattiin, etta
menetelman toistettavuus huononi lovastatiinilla ja simvastatiinilla, kun sisainen
standardi vaihdettiin rosuvastatiini-d6:ksi. Lovastatiinin ja simvastatiinin sisai-
siksi standardeiksi jatettiin alkuperdinen atorvastatiini-d5 ja todettiin samalla sen
toimivan sisaisena standardina oikein halutulla tavalla pinta-alojen muuttumi-

sista huolimatta.

Pinta-alojen muuttuminen ei voi johtua pipetointivirheesta uuton aikana tai sisai-
sen standardin liuosta tehtdessa, koska kaikki kolme sisaista standardia ovat
samassa liuoksessa ja muiden siséisten standardien pinta-alat pysyivat tasai-
sina ja suurina, ja pinta-alat heittelevat ainoastaan vainajaverinaytteissa. Ky-
seessa on vainajien veressa tapahtuvista muutoksista, jotka vaikuttavat yhdis-
teiden ionisoitumiseen ja sita kautta yhdisteen vasteisiin analyysissa. T&méan
vuoksi jokaiselle statiinille tarvitaan oma deuteroitu sisédinen standardi, jolla var-
mistetaan, ettei matriisiefektista aiheudu ongelmaa naytteiden tuloksia analy-

soidessa.

5.4 Validointi

Validointi suoritettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen oikeuskemian yksikén
laboratoriossa. Validointi suoritettiin Agilent Technologies -nestekromatografilla
ja 4000QTrap-laitteella. Validointi tehtiin oikeuskemian yksikon sisdisen vali-
dointiohjeen mukaan. Naytteet esikasiteltiin metanolisakkauksella, joka on esi-
tetty kohdassa 4.2.

Validoinnissa maaritetyt validointiparametrit olivat seuraavat: selektiivisyys, oi-
keellisuus, toistettavuus, uusittavuus, toteamisraja, alempi maaritysraja, saanto-
prosentti, prosessoitujen naytteiden sailyvyys, matriisin vaikutus ja mittausepa-
varmuus ala-, ja ylarajalle, seka laajennettu mittausepavarmuus. Lisaksi tutkit-
tiin myods laimennettujen naytteiden oikeellisuutta vertaamalla laimennettujen

naytteiden pitoisuuksia laimentamattomien naytteiden pitoisuuksiin.
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Atorvastatiinin ja rosuvastatiinin osalta verrattiin myds uuden maaritysmenetel-
man tuloksia vanhan maaritysmenetelman antamiin tuloksiin. Lovastatiinia,
simvastatiinia ja fluvastatiinia ei ole aikaisemmin mé&aritetty oikeuskemian yksi-

kossa, joten niiden kohdalla vertailua ei voitu suorittaa.

6 Tulokset

6.1 Selektiivisyys

Maaritysmenetelman selektiivisyytta tutkittiin todellisilla vainajanaytteilla, jotka
olivat tutkittavia yhdisteita kohtaan negatiivisia. Negatiiviseksi tiedettyja vainaja-
naytteita tehtiin 10 rinnakkaista, joista tarkoituksena oli tarkastella matriisin ai-
heuttamia mahdollisia hairidsignaaleja yhdisteiden kromatogrammeissa. Maari-
tysmenetelméa on selektiivinen, jos hairitsevien signaalien pitoisuus on korkein-
taan 10 % alemman maaritysrajan pitoisuudesta. Taulukossa 5 on esitetty héai-

ritsevien signaalien pitoisuudet alemman maaritysrajan pitoisuuksista.

Taulukko 5. Hairitsevan signaalin pitoisuus alemman maaritysrajan pitoisuu-
desta prosentteina.

Yhdiste Hairitsevan signaalin pitoisuus alem-
man maaritysrajan pitoisuudesta (%).
Atorvastatiini 0
Fluvastatiini 7
Lovastatiini 0
Rosuvastatiini 0
Simvastatiini 0

Kaikilla yhdisteilla hairitsevien signaalien pitoisuudet jaivat alimman maaritysra-
jan pitoisuuksista alle 10 %:n, joten tulokset ovat hyvaksyttavia ja menetelma on

riittavan selektiivinen.
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6.2 Matriisiefekti

Matriisiefektia tarkasteltiin negatiiviseksi tiedetyilla vainajanaytteilld, joihin tehtiin
standardilisays pitoisuuksilla atorvastatiini 0,0125 mg/l, rosuvastatiini 0,0125
mg/l, simvastatiini 0,0021 mg/l, lovastatiini 0,0021 mg/l ja fluvastatiini 0,2083
mg/l. Negatiivisia vainajanaytteita otettiin maaritykseen mukaan 10 kappaletta,
joista jokaisesta tehtiin 4 rinnakkaismaaritysta. Jokaiselle naytteelle laskettiin
rinnakkaisten hajonta, eri naytteesta saatujen tulosten valinen hajonta, seka
poikkeama teoreettisista pitoisuuksista. Matriisiefektia on, jos hajonta naytteiden
valilla on yli kolme kertaa suurempi kuin naytteiden sisalla ja kun samanaikai-

sesti tulokset eroavat teoreettisesta pitoisuudesta >20 %.

Mittaustulokset, niista lasketut hajonnat ja poikkeamat teoreettisista arvoista on
esitetty liitteessa 2. Kaikilla yhdisteilla naytteiden vélinen hajonta jai alle kolme
kertaa pienemmaksi kuin hajonta naytteiden valilla, joten matriisilla ei ole suurta

vaikutusta analyysitulokseen.

6.3 Alempi méaaritysraja

Alempi maaritysraja on pienin pitoisuus, jolla rinnakkaisméaaritysten keskiarvo

poikkeaa teoreettisesta arvosta (Bias-%) <20 % ja jolla eri naytteista saatujen

tulosten valinen hajonta on (RSD-%) <20 % ja piikit ovat visuaalisesti arvoituna
hyvaksyttavia. Alemman maaritysrajan maaritysta varten tehtiin kolme mittausta
viidessa eri ajosarjassa, joten rinnakkaismittauksia koko validoinnin aikana teh-
tiin yhteensa 15 kappaletta. Naytteet tehtiin nollamatriisin pitoisuuksilla atorvas-
tatiini 0,004 mg/l, rosuvastatiini 0,005 mg/l, simvastatiini 0,0005 mg/l, lovastatiini
0,0005 mg/l ja fluvastatiini 0,034 mg/l. Taulukossa 6 on yhdisteiden konsentraa-

tioiden avulla lasketut alimman maaritysrajan RSD-% ja Bias-%.
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Taulukko 6. Alemman maaritysrajan konsentraatioiden avulla lasketut RSD-% ja
Bias-%.

Yhdiste RSD-% Bias-%
Atorvastatiini 11 25
Fluvastatiini 20 27
Lovastatiini 44 3
Rosuvastatiini 11 19
Simvastatiini 46 8

RSD-%:n osalta atorvastatiini, fluvastatiini ja rosuvastatiini tayttavat tavoitteen.
Lovastatiinin ja simvastatiinin RSD-% on reilusti yli tavoitteen. Bias-%:n osalta
rosuvastatiini, lovastatiini ja simvastatiini tayttavat tavoitteen. Atorvastatiinin, ja
fluvasatiinin Bias-% on hieman korkeita, mutta silti hyvaksyttavia, koska pitoi-

suudet ovat pienid, minka takia heittoa syntyy helposti.

6.4 Toteamisraja

Toteamisrajalla maaritetaan, sisaltaakod kyseinen nayte tutkittavaa yhdistetta vai
ei. Toteamisraja maaritettiin ajamalla 5 kpl naytteitd kolmessa eri ajosarjassa eli
rinnakkaismaarityksia tuli yhteensé 15 kpl koko validoinnin aikana. Tehtiin alim-
masta kalibrointipisteesta kolme eri laimennosta: 1:10, 1:5 ja 1:2. Tulokset ovat
hyvaksyttavid, kun signaali-kohinasuhde (S/N) maaritetyssa pitoisuustasossa
kaikilla rinnakkaismaarityksilla = 3, ja piikkien muoto on arvioitu hyvaksyttavaksi.

Yhdisteiden toteamisajat on esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Yhdisteiden toteamisrajojen pitoisuudet.

Yhdiste Toimintaraja (mg/l)

Atorvastatiini 0,004

Fluvastatiini 0,034
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Lovastatiini 0,001
Rosuvastatiini 0,0005
Simvastatiini 0,00005

S/N-arvot olivat suurimmassakin laimennoksessa hyvin korkeat, valilla 142—
255, joten fluvastatiinin toteamisraja voisi olla 10 kertaa vieldkin pienempi, eli
0,0034 mg/l. Muiden tuoteionien piikit olivat vaihtelevia, ja osa vaikeasti maari-
tettavissa, mika nakyy niiden S/N-arvojen suurena vaihteluna. Osa S/N-arvoista

toisten tuoteionien kohdalla eivat tayttyneet.

6.5 Tarkkuus

Menetelman tarkkuutta tarkasteltiin oikeellisuuden, toistettavuuden ja uusitta-

vuuden avulla.

6.5.1 Oikeellisuus

Oikeellisuuskokeita varten valmistettiin laaduntarkkailunayte (QC-nayte) kah-

della eri pitoisuustasolla. Pitoisuustasot on esitetty taulukossa 8.

Taulukko 8. QC-naytteiden pitoisuudet.

Yhdiste Pitoisuustaso 1. (mg/l) Pitoisuustaso 2. (mg/l)
Atorvastatiini 0,0038 0,1061
Rosuvastatiini 0,0038 0,1061
Simvastatiini 0,0006 0,0177

Lovastatiini 0,0006 0,0177
Fluvastatiini 0,0631 1,7677

Naytteita ajettiin 6 kappaletta molemmista pitoisuustasoista kahtena eri ajoker-

tana. Naytteiden pitoisuuksista laskettiin naytteiden poikkeavuus teoreettisesta
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arvosta. Tulos on hyvaksyttava, kun Bias-% on + 20 %. Liitteessa 3. on esitetty

oikeellisuusnaytteiden mittaustulokset ja taulukossa 9 on esitetty naytteiden

konsentraatioiden avulla laskettu Bias-%.

Taulukko 9. Oikeellisuuskokeiden Bias-%.

Yhdiste Bias-%, 1. Pitoisuustaso | Bias-%, 2. pitoisuustaso
Atorvastatiini 18 1
Fluvastatiini 55 33
Lovastatiini 4 22
Rosuvastatiini 6 4
Simvastatiini 21 25

Atorvastatiinin ja rosuvastatiinin osalta tavoite tayttyy molemmilla pitoisuusta-

soilla. Lovastatiinilla 1. pitoisuustason Bias-% on tavoitteen rajoissa, mutta 2. pi-

toisuustason Bias-% on hieman tavoitteen yli. Fluvastatiinilla ja simvastatiinilla

Bias-% menee yli tavoitteen.

6.5.2 Toistettavuus

Toistettavuus lasketaan oikeellisuusnaytteiden rinnakkaismaaritysten avulla.

Toistettavuudella tarkastellaan naytteiden vélista toistettavuutta samassa

ajosarjassa seka naytteiden valista toistettavuutta eri ajosarjojen valissa kah-

della eri pitoisuustasolla. Tulokset ovat hyvaksyttavid, kun RSD-% on + 20 %.

Pitoisuudet esitettiin taulukossa 8. ja mittaustulokset liitteessa 3. Naytteiden

konsentraatioiden avulla lasketut RSD-%:t on esitetty taulukossa 10.

Taulukko 10. Toistettavuuskokeiden RSD-%.

Yhdiste

RSD-%, 1. Pitoisuus-
taso

RSD-%, 2. pitoisuus-
taso
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Atrovastatiini 7 12
Fluvastatiini 7 7
Lovastatiini 21 24

Rosuvastatiini 13 15
Simvastatiini 23 15

Tavoitteet tayttyivat atrovastatiinilla, fluvastatiinilla ja rosuvastatiinilla. Simvasta-
tiinilla alemman pitoisuustason (1) RSD-% on hieman yli tavoitteen, mutta RSD-
% paranee korkeammilla pitoisuustasoilla (2). Lovastatiinilla kummankin pitoi-

suustason RSD-% on hieman yli tavoitteen.

Tutkittiin my6s laitteen toistettavuutta injektoimalla yhta alemman pitoisuustason
naytteesta kuusi kertaa ja tuloksista laskettiin RSD-%. Laitteen toistettavuuden
mittaustulokset on esitetty liitteessa 4. Laitteen toistettavuuden RSD-%:t kulle-

kin yhdisteelle on esitetty taulukossa 11.

Taulukko 11. Laitteen toistettavuuskokeen RSD-%.

Yhdiste RSD-%
Atorvastatiini 6
Fluvastatiini 3
Lovastatiini 14
Rosuvastatiini 5
Simvastatiini 10

Lovastatiinilla ja simvastatiinilla laitteen toistettavuus on = 10 %, mutta niilla on

myds pienimmat pitoisuudet, mika lisda suhteellista hajontaa.
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6.5.3 Uusittavuus

Maaritysmenetelman uusittavuutta tutkittiin vertailemalla QC-néytteen tuloksia
kahden eri henkilén saamien tulosten valilla eri analyysilaitteistolla. Henkilot te-
kivat samoista naytteista kuusi rinnakkaismaaritysta kahdella eri pitoisuusta-
solla. Pitoisuustasot yhdisteille on esitetty taulukossa 8. (luvussa 6.5.1.) Tulok-
sista laskettiin naytteista saatujen tulosten valinen hajonta. Tulos on hyvaksyt-
tava, kun RSD-% on < 30 %. Uusittavuuskokeiden mittaustulokset on esitetty
litteesséa 5. Taulukossa 12 on esitetty kahden eri henkilon saamien tulosten va-
linen RSD-%.

Taulukko 12. Uusittavuuskokeiden RSD-%.

Yhdiste RSD-%, 1. Pitoisuustaso | RSD-%, 2. Pitoisuustaso
Atorvastatiini 8 7
Fluvastatiini 18 5
Lovastatiini 13 25
Rosuvastatiini 14 7
Simvastatiini 24 16

Kaikilla tutkittavilla yhdisteilla eri henkildiden saamien tulosten vélinen hajonta

jaa alle 30 %:n, eli menetelman uusittavuus on hyva.

6.6 Prosessoitujen naytteiden sailyvyys

Tarkoituksena oli tutkia naytteiden sailyvyytta tilanteissa, joissa ilmenee tarve
uudelleenajoon, esimerkiksi, jos ajo on jostain syysta pysahtynyt yon tai viikon-
lopun aikana. Sailyvyyden tutkimisessa kaytettiin aiemmin analysoituja naytteita
ja kalibrointinaytteitéa. Uudelleenanalysointi tehtiin 4, 6 ja 8 paivan kuluttua alku-

peraisesta analyysipaivasta.
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Tutkittiin analyyttien ja sisaisen standardin pinta-alojen, seké lasketun pitoisuu-
den mahdollisia muutoksia esikasitellyissa naytteissa. Kun lasketun pitoisuuden
muutos alkuperaisesta pitoisuudesta on <20 % ja piikkien pinta-alat pysyvat hy-
vaksyttavan kokoisina ja muotoisina naytteiden stabiilisuus tutkitulla aikavalilla
on hyvaksyttava. Taulukossa 13 on esitetty eri paivien mittaustuloksien pitoisuu-

den muutokset alkuperéisesta pitoisuudesta pitoisuustasolla 1.

Taulukko 13. Eri paivien mittaustuloksien pitoisuuden muutokset alkuperaisestéa
pitoisuudesta pitoisuustasolla 1.

Yhdiste 4. paivan muutos | 6. paivan muutos (%) | 8. paivan muutos
(%) (%)
Atorvastatiini 10 21 24
Fluvastatiini 8 4 11
Lovastatiini 41 54 46
Rosuvastatiini 1 2 4
Simvastatiini 29 40 37

Tulos on hyvaksyttava, jos muutos alkuperaisesté pitoisuudesta on alle 20 %.
Samat naytteet voidaan ajaa seuraavassa ajosarjassa atorvastatiinilla enintaan
4 paivan kuluttua, fluvastatiinilla ja rosuvastatiinilla enintéan 8 paivan kuluttua.
Lovastatiinilla ja simvastatiinilla naytteiden pitoisuudet poikkesivat jo neljantena
paivana yli 20 % alkuperaisesta pitoisuudesta, joten prosessoituja naytteita ei
voida sailyttda uusinta-ajoa varten. Naytteet tulee prosessoida uudelleen, mikali
on tarvetta uudelleen ajolle. Taulukossa 14 on esitetty eri paivien mittaustulos-

ten poikkeavuus alkuperaisesta pitoisuudesta pitoisuustasolla 2.
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Taulukko 14. Eri paivien mittaustuloksien pitoisuuden muutokset alkuperaisestéa
pitoisuudesta pitoisuustasolla 2.

Yhdiste 6. paivan muutos (%) 8. paivan muutos (%)
Atorvastatiini 8 2
Fluvastatiini 5 4
Lovastatiini 38 16
Rosuvastatiini 6 4
Simvastatiini 6 55

Myds pitoisuustasolla 2 tulos on hyvaksyttava, jos muutos alkuperaisesta pitoi-
suudesta on alle 20 %. Pitoisuustasolla 2 naytteet sailyivat paremmin, koska pi-
toisuudet olivat suurempia. Samat naytteet voidaan ajaa seuraavassa ajosar-
jassa atorvastatiinilla, fluvastatiinilla ja rosuvastatiinilla enintd&n 8 paivan kulu-
essa ja simvastatiinilla enintdan 6 paivan kuluessa. Lovastatiininaytteiden pitoi-
suudet poikkesivat jo kuudentena paivana yli 20 % alkuperaisesta pitoisuu-
desta, joten prosessoituja lovastatiininaytteita ei voida sailyttaa uusinta-ajoa

varten. Naytteet tulee kasitella uudelleen, mikali on tarvetta uudelleen ajolle.

6.7 Saantoprosentti

Valmistettiin QC-nayte pitoisuustasolla atorvastatiini 0,0038 mg/l, fluvastatiini
0,0625 mg/l, simvastatiini 0,0006 mg/I, rosuvastatiini 0,0038 mg/l ja lovastatiini
0,0006 mg/l, joka uutettiin normaaliin tapaan. Taman liséksi uutettiin nollamatrii-
sia, joka sisaltaa vain sisaista standardia. Nollamatriiseihin liséttiin samat pitoi-
suudet statiineja uuton jalkeen loppuliuokseen. Tuloksen avulla laskettiin saan-
toprosentti ja tarkasteltiin yhdisteen pinta-alan ja sisédisen standardin pinta-alan
suhdetta. Saannolla varmistettiin sisdisen standardin korjaus uuttoh&vikin kor-

jauksessa. Saantoprosentti laskettiin kaavalla 1.
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_ C1%100%

%R Cc2

(1)

jossa C1 on naytteiden pitoisuus (lisays ennen uuttoa) ja C2 on naytteiden pitoi-
suus (lisdys uuton jalkeen). Yhdisteiden saantoprosentit on esitetty taulukossa
15.

Taulukko 15. Yhdisteiden saantoprosenttien keskiarvo rinnakkaismaarityksille.

Yhdiste Saantoprosentti (%)
Atorvastatiini 80
Fluvastatiini 130
Lovastatiini 97
Rosuvastatiini 101
Simvastatiini 102

Atorvastatiinin, rosuvastatiinin, simvastatiinin ja lovastatiinin saantoprosenttit
ovat hyvat ja niiden perusteella voidaan todeta, ettd sisdisten standardien lisays
korjaa hyvin uutossa havinneen yhdisteen. Fluvastatiinilla saanto on lilan kor-
kea, mika voi kertoa sisdisen standardin toimimattomuudesta fluvastatiinin

kanssa.

6.8 Pienemman naytema&aran verifiointi

Oikeellisuuskokeita varten valmistettuja naytteita pitoisuuksilla atorvastatiini
0,3181 mg/l, rosuvastatiini 0,3182 mg/l, simvastatiini 0,0530 mg/l, lovastatiini
0,0530 mg/l ja fluvastatiini 5,3030 mg/l laimennettiin 1:10. Laimennoksia tehtiin
6 rinnakkaisnaytetta. Tarkoituksena oli varmistaa, ettd saadaan sama pitoisuus
seka laimentamattomista etta laimennetuista naytteissa. Tulos saa poiketa 30
% normaalin ndytemaaran tuloksesta. Rinnakkaismaaritysten tulosten keskiar-

vopoikkeamat normaalin naytemaaran tuloksista on esitetty taulukossa 16.



32

Taulukko 16. Laimennettujen naytteiden pitoisuuden poikkeavuus laimentamat-
tomien naytteiden pitoisuudesta.

Yhdiste Poikkeama (%)
Atorvastatiini 0,5
Rosuvastatiini 62
Simvastatiini 22

Lovastatiini 6
Fluvastatiini 53

Atorvastatiinin, lovatatiinin ja rosuvastatiinin laimennettujen naytteiden tulos
poikkeaa alle 30 % laimentamattomien naytteiden tuloksista. Fluvastatiinin ja
simvastatiinin laimennettujen naytteiden tulokset poikkeavat yli 30 % laimenta-
mattomien naytteiden tuloksista, joten fluvastatiini ja simvastatiini naytteita ei

voida laimentaa.

6.9 Mittausepéavarmuus

Mittausepavarmuutta tutkittiin ala-, ylarajalla ja laajennettuna mittausepavar-
muutena. Mittausepavarmuus laskettiin Mukit-laskentaohjelman avulla, joka pe-
rustuu Nordtest TR 537 -oppaaseen, seka THL:n validointiohjeen mukaan. Mit-
tausepavarmuuden laskuissa kaytettiin luottamustasoa 95 % ja tulosten lasken-
nassa kaytettiin kahden eri pitoisuustason QC-naytteiden rinnakkaismaaritysten
tuloksia. Pitoisuudet kullekin yhdisteelle on esitetty taulukossa 8. (Luvussa
6.5.1.)

THL:n validointiohjeen mukaan mittausepavarmuus laskettiin kayttaen kaavaa 2
[27].

v = (U0 @

jossa U1 on systemaattinen virhe ja U2 on satunnaisvirhe
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Systemaattinen virhe laskettiin kaavalla 3 [27].

Ul = ([Ug| + |U1,])/2 ®3)

jossa a on oikeellisuus bias-% teoreettisesta arvosta validointikuvaajan pis-
teissa, b on standardilisdysten bias-% todellisista naytteista (matriisiefektin
maarityksen yhteydessd). Jos poikkeamat ovat seka negatiivisia etta positiivisia,

systemaattista virhetta ei ole.

Satunnaisvirhe lasketaan kaavalla 4 [27].

U2 = (U2 +|UZp| + [UZ])/3 (4)

jossa a on toistotarkkuus, naytteen sisédinen hajonta (toistettavuusnaytteet), b
on hajonta todellisissa tapauksissa (toistettavuus ja uusittavuusnéytteet), c on
standardilisdysten RSD todellisista naytteista (matriisiefektin maarityksen yhtey-

dessa).

Menetelméan mittausepavarmuutena ilmoitetaan laajennettu mittausepavar-
muus: U (95 %) = 2 x U. Mittausepavarmuus laskettiin erikseen ala- ja ylarajalle,
seka yhdistettyna laajennettuna mittausepévarmuutena. Mittausepavarmuuden
tavoite on n. < 30 %. Taulukossa 17 on esitetty yhdisteille lasketut mittausepa-
varmuudet THL:n validointiohjeen mukaan, seka Mukit-laskentaohjelman avulla

lasketut mittausepavarmuudet, mik& perustuu Nordtest TR 537 -oppaaseen.

Taulukko 17. Mittausepavarmuudet alarajalle, ylarajalle,ja laajennettu mit-
tausepavarmuus Mukit- laskentaohjelmalla ja THL:n validointioppaan mukaan.

Yhdiste | Alarajan laajen- | Ylarajan laajen- | Yhdistetty | Mukit- laskenta-
nettu mit- nettu mit- mittausepa- | ohjelmalla las-
tausepavar- tausepavar- varmuus kettu laajen-
muus (%) muus (%) (%)
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nettu mit-
tausepavar-
muus (%)
Atorvas- 39 27 33 34
tatiini
Fluvasta- 77 60 69 116
tiini
Lovasta- 32 50 41 53
tiini
Rosuvas- 29 27 28 39
tatiini
Simvas- 28 35 32 71
tatiini

THL:n validointioppaan mukaan laskettu fluvastatiinin mittausepavarmuus on
hyvin korkea, eiké siksi hyvaksyttava. Myos lovastatiinilla mittausepavarmuus
on yli rajan. Atorvastatiinilla, rosuvastatiinilla ja simvastatiinilla mittausepavar-
muudet ovat hyvaksyttavalla tasolla. Mukit-laskentaohjelmalla saadut mit-
tausepavarmuudet eroavat suuresti THL:n validointioppaan mukaan lasketuista
mittausepavarmuuksista fluvastatiinin, lovastatiinin, rosuvastatiinin ja simvasta-
tiinin kohdalla ja ovat lilan korkeita. Atorvastatiinille saatiin Mukit-laskentaohjel-
malla laskettua lahes sama mittausepavarmuus kuin THL:n validointioppaan
mukaan. Atorvastatiinin mittausepavarmuus oli hyvaksyttava. Mukit-laskentaoh-
jelma ja THL:n validointiopas kayttavat eri tapaa laskea mittausepéavarmuus,
mika voi aiheuttaa eroja tuloksissa. Tarkemmat Mukit-raportit ovat esitetty liit-

teessa 6.

6.10 Menetelman toimivuus vanhoilla positiivisilla naytteilla

Atorvastatiinia ja rosuvastatiinia on aikaisemmin analysoitu oikeuskemian yksi-
kossa eri maaritysmenetelmalld. Valittiin yhteensa 15 positiivista rosuvastatiini

tai atorvastatiini naytetta, jotka analysointiin uudella maaritysmenetelmalla. Uu-
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den méaaritysmenetelman tuloksia verrattiin vanhalla maaritysmenetelmalla saa-
tuihin tuloksiin. Tavoitteena oli, etté tulosten valinen poikkeavuus on alle 30 %.
Taulukossa 18 on esitetty uuden ja vanhan maaritysmenetelman antamat tulok-

set atovastatiinille ja rosuvastatiinille, seka niiden poikkeama toisistaan.

Taulukko 18. Uuden ja vanhan maaritysmenetelméan tulosten poikkeavuus.

Nayte Atorvastatiini | Rosuvasta- Vanhalla Poikkeama

(mgll) tiini (mg/l) maaritysme- (%)

netelmalla

saatu pitoi-

suus (mg/l)
1 0,14 - 0,08 70
2 0,04 - 0,01 250
3 0,58 - 0,16 261

4 0,04 - 0,04 8

5 0,02 - 0,01 126
6 0,04 - 0,02 111
7 0,02 - 0,01 66
8 0,27 - 0,06 345
9 0,04 - 0,02 111
Keskiarvo 150
10 - 0,13 0,09 40
11 - 0,01 0,01 11
12 - 0,17 0,19 11
13 - 0,07 0,05 45
14 - 0,27 0,14 94
15 - 0,05 0,04 18
Keskiarvo 29
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Uudella maaritysmenetelmalla saadut atorvastatiini tulokset eroavat reilusti van-
han maaritysmenetelman tuloksista. Rosuvastatiini tulokset eroavat juuri alle 30

% vanhan maaritysmenetelméan tuloksista.

Vanhassa maaritysmenetelmassa sisdisena standardina on kaytetty dibenstse-
piinid ja uudessa maaritysmenetelmassa atorvastatiinilla ja rosuvastatiinilla on
omat deuteroidut sisdiset standardit atorvastatiini-d5 ja rosuvastatiini-d6. Rosu-
vastatiinin tulokset poikkeavat vanhan maaritysmenetelman tuloksista vahem-
man siksi, koska rosuvastatiini ja dibenstepiinin ei reagoi vainajaveren matriisiin

samalla tavalla kuin atorvastatiini.

Deuteroitua siséista standardia pidetaan tarkempana, koska se on hyvin sa-
mankaltainen kuin itse tutkittava yhdiste. Taman takia uuden maaritysmenetel-
man tuloksia pidetaan oikeina ja vanhan maaritysmenetelman tuloksia virheelli-

sina.
6.11 Kontaminaatiotestaus

Kontaminaatioita testattiin injektoimalla kahta suurinta kalibrointipitoisuutta
kuusi kertaa perékkain, joiden kummankin jalkeen injektoitiin nollanayte nelja
kertaa perakkain. Katsottiin, nakyyko nollanaytteessa tutkittavia yhdisteita, kun
sitd ennen on ajettu nayte, jonka pitoisuus on suuri. Suurien kalibrointipitoisuuk-
sien jalkeen ajetuissa nollanaytteissa havaittiin kontaminaatiota. Kuvassa 9 on
esitetty tyypillinen kontaminaatiopiikki

blank - Atorvastatiini 1 (Unknown) 559,3/440,3- Z:IVAO T_pvsmi_sMCM KytoklasminalDatalSTAT_20220426.wif (sample 10)
Area: 1579333, Height 25783, RT: 5,65 min

ZOOOL 5165
O OO . (S
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Time, min

Kuva 9. Kontaminaatiopiikki kromatogrammissa.
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Laitteen injektioneulan pesuohjelmaa muutettiin vahentdmaan neulasta tulevaa
kontaminaatiota naytteisiin ja kontaminaatiotestaus tehdéaén uudelleen ennen

maaritysmenetelméan kayttoonottoa.

6.12 Valvontakortit

Valvontakorttien halytysrajoiksi paatettiin asettaa £ 20 % kontrollinaytteen tiede-
tysté pitoisuudesta. Valvontakorttien toimintarajoiksi kullekin yhdisteelle paatet-
tiin ottaa laskettu laajennettu mittausepavarmuus. Valvontakortit tehtiin molem-
mille kontrollipitoisuuksille. THL:n ohjeistuksen mukaan kontrollinytteen pitoi-
suuden ylittdessa halytysrajan tai lahestyy sité viidessa mittauskerrassa perak-

kain, on syyta ruveta toimenpiteisiin, kuten esimerkiksi tarkistamalla kontrolliliu-

oksen sailyvyys ja tekemalla uusi kontrolliliuos seuraavaan ajokertaan. Kontrolli
naytteen pitoisuuden mentéessa toimintarajalle tai sen yli ajosarja tulee hylata.

Liitteessa 7 on esitetty yhdisteiden valvontakortit.

Atorvastatiinin kummankin pitoisuustason kontrollindytteet asettuvat toimintara-
jojen sisépuolelle. Alemmalla pitoisuustasolla ajokertojen 1, 5 ja 7 kontrollinayt-
teen pitoisuudet osuvat tai ovat hieman yli ylemman halytysrajan, mutta eivat

perakkaisilla ajokerroilla.

Fluvastatiinin kontrollinaytteen pitoisuudet menevéat alemmassa pitoisuusta-
sossa ajokerroilla 4 ja 5 yli ylemman halytysrajan. Ylemmalla pitoisuustasolla
fluvastatiinin kontrollinytteen pitoisuudet ovat ylemmalla héalytysrajalla ajoker-
toina 5 ja 8. Koska fluvastatiinin mittausepavarmuus oli hyvin suuri, toimintara-
joja ei voida pitaa oikeellisena. Alemman pitoisuustason ajokertojen 4 ja 5 kont-
rollinaytteiden pitoisuudet olisivat ylittaneet toimintaraja, jos toimintarajat olisi

laskettu mittausepavarmuudella noin £ 30 %, mika oli tavoite.

Lovastatiinin kummankin pitoisuustason kontrollinaytteet asettuvat toimintarajo-
jen sisépuolelle eivatka ole viidessa perakkaisessa ajossa yli halytysrajojen.

Alemmalla pitoisuustasolla toisen ajokerran kontrollindytteen pitoisuus on ollut
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hieman yli alemman halytysrajan. Ylemmalla pitoisuustasolla ajokerran 6 kont-

rollindytteen pitoisuus osuu ylemmalle halytysrajalle.

Rosuvastatiinin alemman pitoisuustason kontrollinaytteen pitoisuudet ajoker-
toina 1 ja 3 ovat hieman korkeat, mutta toimintarajan sisapuolella. Ylemmalla pi-
toisuustasolla rosuvastatiinin kontrollinaytteiden pitoisuudet asettuvat tasaisesti
tiedetyn pitoisuuden ymparille. Rosuvastatiinin kummankin pitoisuustason kont-
rollinaytteet asettuvat toimintarajojen sisdpuolelle eivatka ole viidessa perakkai-

sessa ajossa yli halytysrajojen.

Simvastatiinin alemman pitoisuustason kontrollindytteiden pitoisuudet olivat nel-
jassd ensimmaisessa ajokerrassa lahella tai hieman yli alemman halytysrajan.
Viidennella mittauskerralla pitoisuus oli kuitenkin hieman yli tiedetyn pitoisuu-
den, joten toimenpiteisiin ei ryhdytty. My6s 9 ajokerran kontrollinytteen pitoi-
suus ylitti hieman ylemman toimintarajan. Ylemmassa pitoisuustasossa kontrol-

linaytteen pitoisuudet asettuivat tasaisesti halytysrajojen sisapuolelle.

7 Johtopdaatokset

Validointi paatettiin hyvaksya atorvastatiinin ja rosuvastatiinin osalta ja maaritys-
menetelma sopii hyvin atorvastatiinin ja rosuvastatiinin maaritykseen verinayt-
teistad. Fluvastatiinin, simvastatiinin ja lovastatiinin osalta validointi hylattiin. Vali-
doinnin tulokset on koottu taulukkoon 19. Taulukossa virhealla varilla merkityt
tulokset ovat hyvaksyttavia, oranssilla varilla merkityt tulokset ovat tavoitearvo-
jen rajamailla ja punaisella merkityt tulokset hylattyja.

Taulukko 19. Yhteenveto validoinnin tuloksista.

Validoin- | Tavoite Ator- Fluvas- | Simvas- | Rosu- Simvas-
tipara- vasta- | tatiini tatiini vastatiini | tatiini
metri tiini

Selektiivi- | < 10 % 0 7 0 0 0

syys
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Matrii- Naytteiden | Hajonta | Hajonta | Hajonta | Hajonta | Hajonta

siefekti valinen ha- | 0,94 0.59 0.27 0.96 0.46
jonta yli ’ ’ ’ ’
kolme ker- ] , ) ) ,
taa suu- Bias-% | Bias-% | Bias-% | Bias-% | Bias-%
rempi kuin | 20 14 11 4 2
naytteiden
siséinen ja
Bias-% <
20 %

Alempi <20% 11 20 44 11 46

maaritys-

raja

(RSD-%)

Alempi <20% 3 19 8

maaritys-

raja

(Bias-%)

To- S/IN >3 0,004 0,034 0,00005 | 0,0005 | 0,001

teamis- mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I

raja

Oikeelli- | Bias-% + 20 | 18 55 4 6

suus 1.

pitoisuus-

taso

Oikeelli- | Bias-%+20 |1 33 4

suus 2.

pitoisuus-

taso

Toistetta- | RSD-% + 7 7 13

vuus 1. 20

pitoisuus-

taso

Toistetta- | RSD-% =+ 12 7 15 15

vuus 2. 20

pitoisuus-

taso

Uusitta- RSD-% < 8 18 13 14 24

vuus 1. 30
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pitoisuus-
taso
Uusitta- | RSD-% < 7 6 25 7 16
vuus 2. 30
pitoisuus-
taso
Saanto ~ 100 % 80 130 97 101 102
Sailyvyys | <20%al- | 4. pv 8. pv <4.pv |8.pv <4.pv
1. pitoi- kuperéai-
suustaso | sesta pitoi-
suudesta
Sailyvyys | <20 % al- | 8. pv 8.pv <6.pv |8.pv 6. pv
2. pitoi- kuperai-
suustaso | sesta pitoi-
suudesta
Pieneim- | <30 % 0,5 62 22 6 53
man
naytteen
verifiointi
Mit- <30 % 69 41 28
tausepa-
varmuus
Mukit <30 % 34 116 53 39 71
mit-
tausepa-
varmuus
Menetel- | <30 % 150 - - 29 -
man tois-
tettavuus
vanhoilla
positiivi-
silla nayt-
teilla

Ennen menetelméan kayttdonottoa lovastatiinille, simvastatiinille ja fluvastatiinille

tilataan omat deuteroidut sisaiset standardit menetelmén tulosten luotettavuutta

ja toistettavuutta parantamaan. Uudet deuteroidut sisaiset standardit lisataan

menetelmaan ja validointia jatketaan fluvastatiinin, lovastatiinin ja simvastatiinin

osalta uusien sisaisten standardien kanssa. Tassa opinnaytetydssa havaittua
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suurta matriisiefektieroa vainajien ja elavien verinaytteiden vélilla ei ole havaittu

aiemmin.

Liséksi viela ennen maaritysmenetelman kayttdonottoa tehdaan uuttoprosessiin
muutoksia, jotta naytteitad saataisiin puhtaimmiksi. Validoinnin aikana laite li-
kaantui useaan kertaa ja se jouduttiin puhdistamaan. Opinnaytety6n suorittami-
sen aikana kokeiltiin, auttaako metanolisakkauksen ajan pidentaminen puhdis-
tamaan naytteitd. Metanolisaostus tehtiin yon yli ja tulokseksi saatiin, etta laite
oli puhtaampi yon yli sakattujen naytteiden jalkeen. Myds muita mahdollisia uut-
toja ja naytteiden puhdistusmenetelmia testataan mahdollisesti ennen maaritys-

menetelman kayttdonottoa.
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Nestekromatografin ajo-olosuhteet

Nestekromatografin ajo-olosuhteet:

Taulukko 1. Nestekromatografin ajo-olosuhteet.

Liite 1
1(1)

Injektiotilavuus 20 pl
Draw speed 200 pl/min
Eject speed 200 pl/min
Washtime 1 sec
Total time 9 min

Taulukko 2. Nestekromatografin gradienttiajo.

Totaltime Flow rate B (%) A (%)
(min) (ul/min)
0 0,00 350 60,0 40,0
1 3,00 350 5,0 95,0
2 6,00 350 5,0 95,0
3 6,50 350 60,0 40,0
4 9,00 350 60,0 40,0




Matriisiefektin mittaus- ja laskutulokset

Liite 2
1(5)

Atorvastatiinin matriisiefektin mittaustulokset, niista lasketut hajonnat naytteiden

sisélla ja valilla, seké poikkeama teoreettisesta arvosta on esitetty kuvassa 1.

M1
M12
M13
M14
M2
M22
M23
M2.4
M3
M32
M33
M3.4
M4
M 42
M43
M 44
M5
M52
M53
M54
M6
M2
M 6.3
M6.4
M7
M7.2
M7.3
M7.4

[ms
M82
M83
Ma4
M8
Mg2
Ma3
Ma4
M 10
M 102
M 103
M 10.4

0,0226
0,025118
0,027035
0,025961
0011155
0,014246

0,01255
0,011547

0,01374
0,013846
0,015804
0012741
0016411
0014174
0,012477
0012732
0,014554

0,01438
0,014573
0,013225
0,013442
0,013699
0,013852
0,013855
0,012746
0,013228
0,013981
0,0146338
0,015183
0,012928
0,013696
0,013539
0,014683
0,013308
0,014553
0,016185

0,01564

0,01142
0,014581
0,014739

Atorvastatiini

Naytteiden sisalla

s ka RSD-% Bias-%

M1 0,001910956( 0,02516675| 7,593138

M2 0,001379039] 0,0123745( 11,1442

M3 0,001281473( 0,01403275| 9,13202

M4 0,001803694 0,0135485| 12,9311

M5 0,000644545 0014185 4544495

ME 0,00019418 0,013712| 141613

M7 0,000832865( 0,01364825| 6,10236

M8 0,000956849( 0,0138365 65,9154

S 0,001178067| 0,01468225| 8,02375

M10 0,001843329 0,014005| 13,0779

yht. 0,000561447 1,50E-02 3,75| 19,7436
Atorvastatiini [Naytteiden valilla

s ka RSD-%

1. Rinnakkaing 0,003048854 1,50E-02| 2,03E+01

2. Rinnakkaing 0,003783171 1,46E-02| 2,59E+01

3. Rinnakkaing 0,004236191 1,53E-02| 2,77E+01

4. Rinnakkaing 0,004088507 1,49E-02] 2,74E+01

yht. 0,000528373 1,50E-02| 3,53E+00
Erostus naytteiden valilla/ndytteiden sisdlla 0,94

Kuva 1. Atorvastatiinin matriisiefektin tulokset.

Fluvastatiinin matriisiefektin mittaustulokset, niista lasketut hajonnat naytteiden

sisélla ja valilla, seké poikkeama teoreettisesta arvosta on esitetty kuvassa 2.



M1
M12
M13
M14
M2
M22
M23
M2.4
M3
M32
M33
M34
M4
Ma2
M43
Maa
M5
M52
M5.3
M54
M6
M6.2
M3
M6.4
M7
M7.2
M73

[m7a
M&
MB82
M83
M8a
M9
Mg2
Ma.3
Moa
M 10
M 102
M10.3
M 10.4

0,100185

0,11383
0,102363
0,117986
0,138311
0,128323
0,109555
0,140897

0,58551
0,349947
0,508716
0,313468
0,192986
0,1120086

0,14132
0,110772
0477019

0,10671
0,131888
0,087816
0,096946
0,134029
0,095602
0,109279
0,060088
0,073935
0,067944
0,077982
0,143732
0,116621
0,126232
0,134919
0,109762
0,158079
0,169026
0,155375

0,38131
0,366667
0377217
0,293479

Liite 2

2 (5)
Fluvastatiini 1| Naytteiden sisalla
5 ka RSD-% Bias-%

M1 0,00733055| 0,10545933| 5,95107

M2 0,012483143| 0,12354375| 10,1042

M3 0,196483307| 0,3962675| 495835

M4 0,088893302 0,189945| 46,7995

M5 0,2069130653 0,238539| 86,7418

M 0,02068254| 0,10359825| 199542

M7 0,02173109| 0,0778115| 279279

M3 0,027805463| 0,11614175 23,941

M9 0,026298192| 0,1429465| 183972

M10 0,110017907| 0,32014225| 34 3653

yht. 0,0762706 1,81E-01 42 04 -13,533

Fluvastatiini 1|Naytteiden valilla

5 ka RSD-%
1. Rinnakkaing 0,18420462 2,29E-01| 8,06E+01
2. Rinnakkaing 0,103641905 1,66E-01|6,24E401
3. Rinnakkaing 0,14312057 1,83E-01| 7,82E401
4_Rinnakkaing 0,0821554851 1,54E-01|5,33E401
yht. 0,045026915 1,83E-01 2461
Erostus naytteiden valilla/naytteiden sisalla 0,59

Kuva 2. Fluvastatiinin matriisiefektin tulokset.

Lovastatiinin matriisiefektin mittaustulokset, niista lasketut hajonnat naytteiden

sisélla ja valilla, seké poikkeama teoreettisesta arvosta on esitetty kuvassa 3.



M1
M12
M13
M14
M2
M2.2
M23
M 2.4
M3
M3.2
M33
|ms.a
M4
M2
M43
M44
M5
M52
M5.3
MS.4
M6
ME.2
M6.3
M 6.4
M7
M7.2
M7.3
M7.4
M8
ME.2
M&.3
M 8.4
Ma
Ma2
Ma3
M4
M 10
M 10.2
M10.3
M 10.4

Kuva 3. Lovastatiinin matriisiefektin tulokset.

0,002038
0,002769
0,003393
0,002997
0,002958
0,003285
0,002579
0,002245
0,002914
0,002059
0,003141
0,001857
0,002517
0,002402
0,002444

0,00232
0,002178
0,001756
0,001584

0,00177
0,002988
0,002109
0002121
0,002338
0,001463
0,001299
0,001255
0,001298
0,003162
0,002854
0,002141
0,003642
0,002177
0,002426
0,001864
0,002208
0,002297

0,00163
0,002335
0,002605

Lovastatiini 1

Naytteiden sisalla

5 ka RSD-% Bias-%

M1 0,0005692258( 0,00279925 20,335

M2 0,000451897( 0,00276675| 16,3331

M3 0,000629814( 0,00249275| 25,2658

M4 8,22734E-05| 0,00242075| 3,39868

M5 0,000251952 0,001822| 138283

MG 0,000412967 0,002389| 17,2862

M7 9,182E-05( 0,00132875| 6,91026

B 0,000629154( 0,00294975| 21,3291

PG 0,000231472 0,002169| 10,6718

M10 0,000414502( 0,00221675| 18,6957

yht. 0,000204874| 0,002335 877| 11,2131
Lovastatiini 1 |N&ytteiden valilla

5 ka RSD-%

1. Rinnakkainen 0,000536075 2 47E-03| 2, 17E+01

2. Rinnakkainen 0,000609908 2 26E-03| 2, 70E401

3. Rinnakkainen 0,000654199 2,29E-03| 2 B6E+01
4_Rinnakkainen 0,000655422 2 33E-03| 2, 82E401

yht. 5,60381E-05 2,34E-03 2,40
Erostus naytteiden valilla/naytteiden sisalla 0,27

Liite 2
3(5)

Rosuvastatiinin matriisiefektin mittaustulokset, niista lasketut hajonnat nayttei-

den sisalla ja valilla, seké poikkeama teoreettisesta arvosta on esitetty kuvassa

4.



M1
M12
M13
M14
M2
M22
M23
M2.4
M3
M32
M33
M34
Mé
M42
M43
M4a
YE
M52
M3
M5.4
M6
M2
M3
M&4
M7
M7.2
M7.3
M7.4
Y
M82
M3
ME.4
M
M92
Ma3
Ma4
M 10
M 10.2
M 10.3
M 10.4

0,012139
0,012993
0,014454
0,015737
0,015252
0,015007
0,014022
0,010852
0,0162909
0,011062
0,013271
0,011428
0,013672
0,014542
0,017166
0,013536
0,014538
0,011539
0,012689
0,011687
0,014049
0,010728
0,011499
0,013569
0,010442
0,011942
0,011322
0,013542
0,014393
0,012292
0,011849
0,012383
0,010546
0,014114

0,01194
0,011572
0,009697
0,012755
0,013725
0,013762

Liite 2

4 (5)
Rosuvastatiini |Néytteiden sisalla
5 ka RS- Biasz-%
M1 0,001580186( 0,01383075| 11 4975
M2 0001976973 0,01380825| 143173
M3 0,002675103| 00131675 20,316
M4 0,001684638 0,014729| 114378
M5 0,001351105( 0,01261325| 10,9496
M 0,001599806( 0,01246125| 12,8382
M7 0,001307262 0011812 110672
M3 0,001136364| 0,01273075| 892614
M9 0001501388 0,012043| 12 4669
M10 0,001916087| 0,01248475| 153474
yht. 0,000435162 1,30E-02| 3 36E+00| 37444
Rosuvastatiini [N&ytteiden valillad
s ka RSD-%
1.Rinnakkainen 0,002361099 132E-02| 1 79E401
2 Rinnakkainen 0,001470608 1,27E-02| 1 16E401
3. Rinnakkainen 0,001774381 1,32E-02| 1,35E+01
4. Rinnakkainen 0,00147 0085 1,28E-02| 1, 15E+01
yht. 0,000419922 1,30E-02| 3,24E+00
Erostus naytteiden valilld/naytteiden sisalla 0,96

Kuva 4. Rosuvastatiinin matriisiefektin tulokset.

-

Simvastatiinin matriisiefektin mittaustulokset, niista lasketut hajonnat naytteiden

sisélla ja valilla, seka poikkeama teoreettisesta arvosta on esitetty kuvassa 5.



M1
M1z
M13
M14
M2
M2.2
M2.3
M2a
M3
M 3.2
M 3.3
M 3.4
M4
M &2
M43
Maa
M5
M52
M5.3
M54
M B
MB.2
MB.3
ME.4
M7
M7.2
M7.3
M7.4
M B
MB.2
MB.3
ME.4
Ma
Ma2
Ma3
Ma4d
M 10
M 10.2
M 10.3
M 104

0,002022
0,002075
0,002858
0,002983
0002574
0,003345
0002474
0,001937
0002766
0002444
0,002972
0002194
0,002485
0,002188
0,001969
0,001822
0,001243
0,001483
0,002039
0,001205
0,002158

0,00199
0,002248
0,002088
0,001477
0,001251
0,001044

0,00101
0,003255
0,002592
0,002141

0,00353
0,002167
0,002087
0,001318
0,001854
0,002096
0,001515
0,002374
0,002308

Simvastatiini 1

Maytteiden sisalla

s ka RSD-% Bias-%

M1 0,000506492| 0,0024845| 20,3861

M2 0,000580207| 00025825 22,4669

M3 0,000343981 0,002594| 13,2606

M4 0,000288323 0,002116( 13,6258

M5 0,00038456| 0,0014925| 25,7662

MG 0,00010916 0,002121( 514665

M7 0,000215782] 0,0011955| 18,0495

M3 0,000630394| 0,0028795| 21,8925

NS 0,000378862| 0,0018515| 20,4624

M10 0,000390606( 0,00207325| 18,8403

yht. 0,000159464 2,14E-03| 7, 45E+00| 1,85833
Simvastatiini 1 |Naytteiden valilla

5 ka RSD-%

1. Rinnakkainen 0,000589963 2,22E-03| 2,65E+01

2. Rinnakkainen 0,000612413 2 10E-03| 2,92E+01

3. Rinnakkainen 0,000605707 2,14E-03| 2,83E+01
4_Rinnakkainen 0,000747578 2,09E-03| 3,57E+01

yht. 7,30501E-05 2,14E-03| 3,42E+00
Erostus naytteiden valilla/néytteiden sisalla 0,46

Kuva 5. Simvastatiinin matriisiefektin tulokset.
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Tarkkuusnaytteiden mittaustulokset

Punaisella merkityt tulokset ovat jatetty pois laskuista niiden suuren poik-
keavuuden vuoksi. Taulukossa 1. on esitetty atorvastatiinin oikeellisuusnayttei-

den mittaustulokset.

Taulukko 1. Atorvastatiinin oikeellisuusnaytteiden mittaustulokset.

Nayte 1.pitoisuus- Nayte 2.pitoisuus-
taso (mg/l) taso (mg/l)

QC1-1 0,0044 QC2-1 0,1150
QC1-2 0,0042 QC2-2 0,1115
QC1-3 0,0047 QC2-3 0,1032
QC1-4 0,0046 QC2-4 0,1046
QC1-5 0,0046 QC2-5 0,1070
QC1-6 0,0041 QC2-6 0,1046
QC1-7 0,0049 QC2-7 0,0933
QC1-8 0,0049 QC2-8 0,0932
QC1-9 0,0048 QC2-9 0,0949
QC1-10 0,0041 QC2-10 0,0792
QC1-11 0,0047 QC2-11 0,0909
QC1-12 0,0047 QC2-12 0,0915
QC1-13 0,0045 QC2-13 0,1108
QC1-14 0,0047 QC2-14 0,1306
QC1-15 0,0046 QC2-15 0,1250
QC1-16 0,0039 QC2-16 0,1080
QC1-17 0,0051 QC2-17 0,1162
QC1-18 0,0040 QC2-18 0,1139
Bias-% 18 Bias-% 1

RSD-% 7 RSD-% 12
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Taulukossa 2. on esitetty fluvastatiinin oikeellisuusnéaytteiden mittaustulokset.

Taulukko 2. Fluvastatiinin oikeellisuusnaytteiden mittaustulokset.

Nayte 1.pitoisuus- Nayte 2.pitoisuus-
taso (mg/l) taso (mg/l)

QC1-1 0,1010 QC2-1 2,5482
QC1-2 0,0999 QC2-2 2,5594
QC1-3 0,0984 QC2-3 2,3552
QC1-4 0,1096 QC2-4 2,6473
QC1-5 0,1137 QC2-5 2,6294
QC1-6 0,1150 QC2-6 2,5198
QC1-7 0,0961 QC2-7 2,1752
QC1-8 0,0969 QC2-8 2,1060
QC1-9 0,0985 QC2-9 2,8327
QC1-10 0,0970 QC2-10 2,0682
QC1-11 0,0975 QC2-11 2,4888
QC1-12 0,1062 QC2-12 2,2449
QC1-13 0,1439 QC2-13 2,3320
QC1-14 0,1459 QC2-14 2,6175
QC1-15 0,1091 QC2-15 2,6563
QC1-16 0,0847 QC2-16 2,3304
QC1-17 0,0934 QC2-17 2,2913
QC1-18 0,0884 QC2-18 2,4858
Bias-% 55 Bias-% 33

RSD-% 7 RSD-% 7

Taulukossa 3. on esitetty lovastatiinin oikeellisuusnaytteiden mittaustulokset.



Taulukko 3. Lovastatiinin oikeellisuusnaytteiden tulokset.

Nayte 1.pitoisuus- Nayte 2.pitoisuus-
taso (mg/l) taso (mg/l)

QC1-1 0,0006 QC2-1 0,0182
QC1-2 0,0005 QC2-2 0,0195
QC1-3 0,0004 QC2-3 0,0185
QC1-4 0,0005 QC2-4 0,0182
QC1-5 0,0006 QC2-5 0,0179
QC1-6 0,0005 QC2-6 0,0164
QC1-7 0,0006 QC2-7 0,0138
QC1-8 0,0007 QC2-8 0,0113
QC1-9 0,0008 QC2-9 0,0120
QC1-10 0,0006 QC2-10 0,0102
QC1-11 0,0007 QC2-11 0,0119
QC1-12 0,0005 QC2-12 0,0125
QC1-13 0,0015 QC2-13 0,0096
QC1-14 0,0005 QC2-14 0,0115
QC1-15 0,0008 QC2-15 0,0109
QC1-16 0,0004 QC2-16 0,0096
QC1-17 0,0008 QC2-17 0,0091
QC1-18 0,0004 QC2-18 0,0103
Bias-% 4 Bias-% 22

RSD-% 21 RSD-% 24

Taulukossa 4. on esitetty rosuvastatiinin oikeellisuusnaytteiden tulokset.

Liite 3
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Taulukko 4. Rosuvastatiinin oikeellisuusnaytteiden mittaustulokset.

Nayte 1.pitoisuus- Nayte 2.pitoisuus-
taso (mg/l) taso (mg/l)

QC1-1 0,0033 QC2-1 0,1028
QC1-2 0,0037 QC2-2 0,1081
QC1-3 0,0031 QC2-3 0,0933
QC1-4 0,0040 QC2-4 0,1001
QC1-5 0,0041 QC2-5 0,1078
QC1-6 0,0033 QC2-6 0,1008
QC1-7 0,0051 QC2-7 0,0832
QC1-8 0,0036 QC2-8 0,0816
QC1-9 0,0049 QC2-9 0,0922
QC1-10 0,0050 QC2-10 0,0779
QC1-11 0,0044 QC2-11 0,0852
QC1-12 0,0063 QC2-12 0,0868
QC1-13 0,0043 QC2-13 0,1132
QC1-14 0,0045 QC2-14 0,1227
QC1-15 0,0041 QC2-15 0,1223
QC1-16 0,0060 QC2-16 0,1190
QC1-17 0,0047 QC2-17 0,1105
QC1-18 0,0042 QC2-18 0,1204
Bias-% 6 Bias-% 4

RSD-% 13 RSD-% 15

Taulukossa 5. on esitetty simvastatiinin oikeellisuusnaytteiden tulokset.
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Taulukko 5. Simvastatiinin oikeellisuusnaytteiden tulokset.

Nayte 1.pitoisuus- Nayte 2.pitoisuus-
taso (mg/l) taso (mg/l)

QC1-1 0,0005 QC2-1 0,0145
QC1-2 0,0005 QC2-2 0,0154
QC1-3 0,0005 QC2-3 0,0148
QC1-4 0,0006 QC2-4 0,0150
QC1-5 0,0005 QC2-5 0,0143
QC1-6 0,0005 QC2-6 0,0128
QC1-7 0,0004 QC2-7 0,0127
QC1-8 0,0005 QC2-8 0,0113
QC1-9 0,0004 QC2-9 0,0122
QC1-10 0,0004 QC2-10 0,0098
QC1-11 0,0004 QC2-11 0,0111
QC1-12 0,0004 QC2-12 0,0108
QC1-13 0,0021 QC2-13 0,0104
QC1-14 0,0003 QC2-14 0,0089
QC1-15 0,0005 QC2-15 0,0103
QC1-16 0,0007 QC2-16 0,0109
QC1-17 0,0004 QC2-17 0,0112
QC1-18 0,0001 QC2-18 0,0107
Bias-% 21 Bias-% 25

RSD-% 23 RSD-% 15
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Laitteen toistettavuuskokeiden mittaustulokset

Taulukossa 1. on esitetty laitteen toistettavuuskokeiden injektioiden mittaustu-
lokset kullekin yhdisteelle.

Taulukko 1. Laitteen toistettavuuskokeiden mittaustulokset.

Yhdiste Injektio Pitoisuus (mg/ml)

Atorvastatiini 1 0,0041

0,0045

0,0040

0,0045

2
3
4 0,0045
5
6

0,0052

RSD-% 6

Fluvastatiini 01150

0,1151

0,1161

0,1169

0,1251

O OB~ |W|IDN|BRE

0,1212

RSD-% 3

Lovastatiini 0,0050

0,0008

0,0006

0,0007

0,0005

O | OB~ |WIN| P

0,0005

RSD-% 14

Rosuvastatiini 1 0,0059
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0,0053

0,0052

0,0051

0,0055

O | OB~ W N

0,0053

RSD-%

Simvastatiini

0,0005

0,0006

0,0005

0,0006

0,0004

O OB~ |W NP

0,0005

RSD-%

10
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Uusittavuuskokeiden mittaustulokset

Atorvastatiinin uusittavuuskokeiden kahden henkilon valiset tulokset ja niista
laskettu RSD-% on esitetty kuvassa 1.

Laitteen injektioneulan pesuohjelmaa muutettiin vahentaméaan neulasta tulevaa
kontaminaatiota naytteisiin ja kontaminaatiotestaus tehd&aén uudelleen ennen

maaritysmenetelman kayttoonottoa.

Kuva 1. Atorvastatiinin uusittavuuskokeiden tulokset.

Fluvastatiinin uusittavuuskokeiden kahden henkilon véliset tulokset ja niista las-
kettu RSD-% on esitetty kuvassa 2.

ALEMPI PITOISUUSTASO

Henkilo 1 C Henkil6 2 C
Qcl-1 Fluvastatiini 1 0,10099 Qci-1 Fluvastatiini 1 0,1439
Qc1-2 Fluvastatiini 1 0,09992 Qc1-2 Fluvastatiini 1 0,1459
Qc1-3 Fluvastatiini 1 0,09838 Qc1-3 Fluvastatiini 1 0,1091
Qci-4 Fluvastatiini 1 0,10964 Qcl-4 Fluvastatiini 1 0,0847
Qcl-5 Fluvastatiini 1 0,11368 Qci1-5 Fluvastatiini 1 0,0934
Qcl-6 Fluvastatiini 1 0,11504 Qc1-6 Fluvastatiini 1 0,0884

B 0,01943283

ka 0,1085875

RSD-% 17,8960078

YLEMPI PITOISUUSTASO

Henkild 1 € Henkild 2 C
Qcz2-1 Fluvastatiini 1 2,54817 Qc2-1 Fluvastatiini 1 2,332
Qc2-2 Fluvastatiini 1 2,5594 Qc2-2 Fluvastatiini 1 2,6175
Qc2-3 Fluvastatiini 1 2,35515 Qcz-3 Fluvastatiini 1 2,6563
Qc2-4 Fluvastatiini 1 2,64728 Qec2-4 Fluvastatiini 1 2,3304
QC-2-5 Fluvastatiini 1 2,62943 Qc-2-5 Fluvastatiini 1 2,2913
Qc-2-6 Fluvastatiini 1 2,51978 Qc-2-6 Fluvastatiini 1 2,4858

B 0,1363763

ka 2,49770917

RSD-% 5,46005538

Kuva 2. Fluvastatiinin uusittavuuskokeiden tulokset.

Lovastatiinin uusittavuuskokeiden kahden henkilon valiset tulokset ja niista las-

kettu RSD-% on esitetty kuvassa 3.



ALEMPI PITOISUUSTASO
Henkilo 1 C Henkilo 2 C
Qcl-1 Lovastatiini 1 0,00056 Qci1-1 Lovastatiini 1 0,0015
Qcil-2 Lovastatiini 1 0,00051 Qci1-2 Lovastatiini 1 0,0005
Qc1-3 Lovastatiini 1 0,00043 Qc1-3 Lovastatiini 1 0,0008
Qcil-4 Lovastatiini 1 0,00051 Qcl-4 Lovastatiini 1 0,0004
Qcil-5 Lovastatiini 1 0,00056 Qci1-5 Lovastatiini 1 0,0008
Qcl-6 Lovastatiini 1 0,00051 Qci1-6 Lovastatiini 1 0,0004
5 6,2321E-05
ka 4,94E-04
RSD-% 12,62
YLEMPI PITOISUUSTASO
Henkild 1 C Henkil s 2 C
Qcz2-1 Lovastatiini 1 0,01817 Qcz2-1 Lovastatiini 1 0,0096
Qc2-2 Lovastatiini 1 0,01946 Qcz2-2 Lovastatiini 1 0,0115
Qc2-3 Lovastatiini 1 0,01848 Qcz2-3 Lovastatiini 1 0,0109
Qc2-4 Lovastatiini 1 0,01822 Qcz2-4 Lovastatiini 1 0,0096
Qc-2-5 Lovastatiini 1 0,01793 Qc-2-5 Lovastatiini 1 0,0091
Qc-2-6 Lovastatiini 1 0,01643 Qc-2-6 Lovastatiini 1 0,0103
s 0,00369355
ka 0,01477857
RSD-% 24,9926076

Kuva 3. Lovastatiinin uusittavuuskokeiden tulokset.
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Rosuvastatiinin uusittavuuskokeiden kahden henkilon véliset tulokset ja niista

laskettu RSD-% on esitetty kuvassa 4.

# ALEMPI PITOISUUSTASO

| Henkil5 1 C Henkild 2 C

»QC1-1 Rosuvastatiini 1 0,00334 Qc1-1 Rosuvastatiini 1 0,004313

» QC1-2 Rosuvastatiini 1 0,00366 Qci1-2 Rosuvastatiini 1 0,004492

'Qci-3 Rosuvastatiini 1 0,00314 Qci1-3 Rosuvastatiini 1 0,004109

jQc1-4 Rosuvastatiini 1 0,00404 Qc1-4 Rosuvastatiini 1 0,006012

1QC1-5 Rosuvastatiini 1 0,00414 Qci1-5 Rosuvastatiini 1 0,004684

JQcl-e6 Rosuvastatiini 1 0,00329 Qci1-6 Rosuvastatiini 1 0,004153

L 5 0,00053531

H ka 0,0039221

I RSD-% 13,6485126

3 YLEMPI PITOISUUSTASO

" Henkild 1 C Henkils 2 C

yQc2-1 Rosuvastatiini 1 0,10283 Qc2-1 Rosuvastatiini 1 0,113198

iQcz-2 Rosuvastatiini 1 0,10812 Qcz-2 Rosuvastatiini 1 0,122673

1Qcz2-3 Rosuvastatiini 1 0,09334 Qc2-3 Rosuvastatiini 1 0,122334
Qc2-4 Rosuvastatiini 1 0,10005 Qc2-4 Rosuvastatiini 1 0,119013

'Qc-2-5 Rosuvastatiini 1 0,10784 Qc-2-5 Rosuvastatiini 1 0,11054

{1 QC-2-6 Rosuvastatiini 1 0,10076 Qc-2-6 Rosuvastatiini 1 0,1204

I

B 5 0,0073998¢6

) ka 0,10919456

i RSD-% 6,77676553

Kuva 4. Rosuvastatiinin uusittavuuskokeiden tulokset.

Simvastatiinin uusittavuuskokeiden kahden henkilon valiset tulokset ja niista

laskettu RSD-% on esitetty kuvassa 5.
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ALEMPI PITOISUUSTASO
Henkil 5 1 C Henkild 2 C
Qci1-1 Simvastatiini 1 0,00052 Qci1-1 Simvastatiini 1 0,002063
Qc1-2 Simvastatiini 1 0,0005 Qci1-2 Simvastatiini 1 0,000252
Qci1-3 Simvastatiini 1 0,00053 Qci-3 Simvastatiini 1 0,000526
Qacl-4 Simvastatiini 1 0,00055 Qc1-4 Simvastatiini 1 0,00073
Qci1-5 Simvastatiini 1 0,0005 QcC1-5 Simvastatiini 1 0,000389
Qcl-6 Simvastatiini 1 0,00052 Qcil-6 Simvastatiini 1 0,000121

s 0,00012091

ka 0,0005017

RSD-% 24,0999725

YLEMPI PITOISUUSTASO

Henkild 1 C Henkild 2 C
Qcz2-1 Simvastatiini 1 0,01449 Qc2-1 Simvastatiini 1 0,01044
Qcz-2 Simvastatiini 1 0,0154 Qc2-2 Simvastatiini 1 0,008857
Qc2-3 Simvastatiini 1 0,01478 Qc2-3 Simvastatiini 1 0,010293
Qcz-4 Simvastatiini 1 0,01495 Qcz2-4 Simvastatiini 1 0,010928
Qc-2-5 Simvastatiini 1 0,0143 QC-2-5 Simvastatiini 1 0,011209
Qc-2-6 Simvastatiini 1 0,01278 Qc-2-6 Simvastatiini 1 0,010653

s 0,00212725

ka 0,01301667

RSD-% 16,342472

Kuva 5. Simvastatiinin uusittavuuskokeiden tulokset.



MuKit-raportit

Nordtest Report

Page 1 of 2

MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Step | Action Statiinit 9.5.2022
Measurand: Atorvastatiini
Concentration range: 0,004-4 mgy/l
1 Specify Measurand Sample Type (Matrix): Veri

Analysis Principle (Analyzer etc.): LC-ESI-MS/MS
Sample preparation: Metanolisakkaus

Quantify within-laboratory
reproducibility, u(R,.)

2 A: Control sample B: Possible
steps not covered by control
zample

A: Control samples

Number of control samples: 9
Average concentration: 0,34832 mg/|
Standard deviation, Rw : 5,76 %

B: Routine replicate samples
Matriisiefektin naytteet

Number of routine replicate series: 10
Number of parallell measurements: 4
Concentration range: 0,01237-0,02518 ma/|

Pooled standard deviation, S 8,80 %

u(By) =Vsm" +57 10500

Quantify methad and_
laboratory bias, u(bms)

about:blank

Nordtest Report

Method and laboratory bias from certified
reference material

Different certified reference materials count, N:
2

i i 2
0,0038 0,1061
Certified concentration, “ref « g/l gyl

Standard uncertainty of
certified concentration, (et

0,00451 0, 10518
Measured concentration, £ mayl Mgyl

0,50 % 0,50 %

Standard deviation af measiured

5 725% |1237%
concentration, ~hes

Humber of Measurements, ' 18 1B

bing, - -

18,68 % -0,87 %

Period of measurements
Sample Type (Matrix}
Additional infermation

I!(Cmr) =

ZL“(CW{:‘)
N

1 0,50 %

113,23 %

9.5.2022

Page 2 of 2

u(bias) = }Rmbmz +u(Eper)?
113,24 %

Convert components to

u(R,) = 10,52 %

uncertainty, U

4 i .
standard uncertainty u(bias) _ 13,94 %
Calculate combined standard — it B Lo Fine2

5 uncertainty, Yc Ue = Ju(Rw)* + u(bias)? 16,90 %
Calculate expanded

6 U=2-U; _340,

Kuva 1. Atorvastatiinin MuKit-raportti.
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Nordtest Report

Page 1 o

MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Step | Action

Statiinit 9.5.2022

1 Specify Measurand

Measurand: Fluvastatiini

Concentration range: 0,34-34 mg/|

Sample Type (Matrix): Veri

Analysis Principle (Analyzer etc.): LC-ESI-MS/MS
Sample preparation: Metanolisakkaus

Quantify within-laboratory
reproducibility, u(R,,)

2 A: Control sample B: Possible
steps not covered by control
sample

A: Control samples

Number of control samples: 9
Average concentration: 6,17193 mg/|
Standard deviation, SRw : 11,43 %

B: Routine repli I

Matriisiefektin naytteet

Number of routine replicate series: 10
Number of parallell measurements: 4
Concentration range: 0,06999-0,43941 mg/|

Pooled standard deviation, °r : 33,49 %

u(R,) =Vsp,® 5,7, 35,38 %

Method and laboratory bias from certified
reference material

Different certified reference materials count, N :
2

i 1 2
0,0631 1,7677
Certified concentration, “ref ¢ mant ma/l

Standard uncertainty of

0,50 % 0,50 %
certified concentration, uenr)

. e 0,09774 2,35635
Measured concentration, ma/l ma/l

Standard deviation of measured

o 7,03 % 7,68 %
concentration, ~Pies

f2

Quantify method and Number of Measurements, ' 13 13
3 laboratory bias, u(bias) bis, = S50 100% 54,90% | 33,30 %
Period of measurements
Sample Type (Matrix)
Additional information
N
N U(Creri
u(cnf) = Zx 1 N( rv/x)
10,50 %
RMSpips =
145,40 %
about:blank 9.5.2022
Nordtest Report Page 2 0f 2
u[bias) =, ’RMSbiasz + u(crﬂ‘)z
1 45,40 %
a Conwvert components to u(R,) = 35,38 %
standard uncertainty u(bias) - 45,40 %
Calculate combined standard _ 3 3
5 | uncertainty, %< Ue = Ju(Rw) +u(bias)® _ 5; 64,
Calculate expanded
U= 2-u, _
& uncertainty, U ¢ =116 %

Kuva 2. Fluvastatiinin MuKit-raportti.
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Nordtest Report

Page 1 of 2

MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Action

Statiinit 9.5.2022

Specify Measurand

Measurand: Lovastatiini

Concentration range: 0,0005-0,5 mg/|

Sample Type (Matrix): Veri

Analysis Principle (Analyzer etc.): LC-ESI-MS/MS
Sample preparation: Metanolisakkaus

Quantify within-laboratory
reproducibility, u(R,.)

A: Control sample B: Possible
steps not covered by control
sample

A: Control samples

Number of control samples: 9
Average concentration: 0,0572 mg/l
Standard deviation, SRw : 10,72 %

B: Routine replicate samples

Number of routine replicate series: 10
Number of parallell measurements: 4
Concentration range: 0,00133-0,00295 mg/|

Liite 6

3 (5)

Pooled standard deviation, S 16,69 %

—i
u(R,) =Vsg* +5.°, 19,84 9%

Method and laboratory bias from certified
reference material

Different certified reference materials count, N:
2

i 1 2
- e 0,0006 0,0177
Certified concentration, “ref @ ma/l mg,1

Standard uncertainty of
wen) |DE0% oS0
certified concentration, i

0,00057 0,01356
ma/l mgyl

21,11 % 2501 %

Measured concentration, ©

Standard deviation of meagured
concentration, Shiar

Murniber of Measurements, | 15 12

Quantify method and

3 I s, = S 1 00%g K .
laboratory bias, u(bias) ety 500% |-23,39%

Perind of measurements
Sample Type (Matrix)
Additional infermation

_ Iiiu (Ereri)
N 1 0,50 %

u(Crwf)

£ 16,91 %

about:blank 9.5.2022

Nordtest Report Page 2 of 2

u(bias) = JRMS,,“,,Z +u(Crer)?
: 16,92 %

u(R,) = 19,84 %
u(bias) _ 1692 9
Calculate combined standard = Ju(Rw)2 + u(bias)2

5 | uncertainty, #c Ue = Ju(Rw)? +u(bias)® _ 56 97 o5
Calculate expanded
uncertainty, U

Convert components to
4 | standard uncertainty

U=2-U _s539

Kuva 3. Lovastatiinin MuKit-raportti.



MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Step

Action

Statiinit 13.6.2022

Specify Measurand

Concentration range: 0,005-5 mg/|
Sample Type (Matrix): Veri
Analysis Principle (Analyzer etc.): Rosuvastatiini

Quantify within-laboratory
reproducibility, u(R,)

A: Control sample B: Possible
steps not covered by control
sample

A: Control samples
MNumber of control samples: 9
Average concentration: 0,0135 mag/l

Standard deviation, Shw 9,24 %

B: Routine replicate samples

MNumber of routine replicate series: 10
Number of parallell measurements: 4
Concentration range: 0,01299-0,0162 mg/I

Pooled standard deviation, Sr: 15,86 %

U(Ry) = Vspe® +57, 15 36 45

Quantify method and
laboratory hias, ”[bms)

Method and laboratory bias from certified
reference material

Different certified reference materials count, NV :
2

i 1 2
0,0125
Certified concentration, “rer : n;g.n'l 0,35 mg/l

Standard uncertainty of certified
wlenr) 0,50 % | 0,50 %

concentration,

0,0135 0,35372
Measured concentration, © mig,/| mgy1

Standard deviation of measured
. 5 9,24 % 9,08 %
concentration, ¥

Number of Measurements, ™ 9 9

hing, = sl 100% 8,00% | 1,06%

i

Pericd of measurements

Sample Type (Matrix)

Additional information

Tiiu (Crepi)
N

u(crs)') =
1 0,50 %
,E‘ﬂ bias,®
RMSy g5 = \j:Tl
15,71 %

u(bias) = JRM.S'M-“z + u(Cper)?

5,73 %

Convert components to

standard uncertainty

u(R,.) = 18,35 %

u(bias) _ 5 73 4,

Calculate combined standard
uncertainty, Ye

U, = Ju(Rw)? + u(bias)? _ 19,23 %

Calculate expanded

uncertainty, u

U=2-Us _399

Kuva 4. Rosuvastatiinin MuKit-raportti.
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MEASUREMENT UNCERTAINTY ESTIMATION

Step | Action Statiinit 9.5.2022
Measurand: Simwvastatiini
Concentration range: 0,0005-0,5 ma/|
1 Specify Measurand Sample Type (Matrix): Veri

Sample preparation: Metanolisakkaus

Analysis Principle {Analyzer etc.): LC-ESI-MS/MS

Quantify within-laboratory
reproducibility, u(R,,)

2 A: Control sample B: Possible
steps not covered by control
sample

A: Control samples

Number of control samples: 9
Average concentration: 0,00195 mg/|
Standard deviation, Rw : 15,35 %

B: Roiitine replicate samples

Number of routine replicate series: 10
Number of parallell measurements: 4
Concentration range: 0,0012-0,00288 mg/l

Pooled standard deviation, Sr: 18,84 %

=, _ 3
u(Ry) =Vsp® +57, 54 39 0

Quantify method and

3 .
laboratory bias, u(.f:lms)

about:blank

Method and laboratory bias from certified
reference material

Different certified reference materials count, N :
2

i 1 2
- e, 0,0004 0,0177
Certified concentration, ~==f ¢ mafl migyl

Standard wncertainty of
ule,) |0s0%m  |osoee
certified concentration, "

o,00048 | 0,01237

ma/l magl

Measured concentration, ©

Standard deviation of measured

5 23,40 % 15,21 %
concentration, ~Fees

Nurnber of Measurements, 14 15

20,00 % -30,11 %

Period of measuraments

Sample Type (Matrix}

Additional information

leilu(crefi)

Nordtest Report

H(Cﬂ?,l‘} B N 0,50 %
/ bias;’
RMSbms = T
N 1 25,56 %
9.5.2022
Page ZotZ

u(bias) = ’RMS,,,“Z +u(crer)?
: 25,57 %

Convert components to

u(R,,) = 24,30 %

uncertainty, U

4 8
standard uncertaint
idcd 4 u(bias) _ 25,57 %
Calculate combined standard - 3 2
5 | uncertainty, %< U = Ju(Rw)* + u(bias)® _ 35 57 o,
Calculate expanded
6 U=2-U 719

Kuva 5. Simvastatiinin MuKit-raportti.
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Valvontakortit

Kuvassa 1. on esitetty atorvastatiinin valvontakortit.

Atorvastatiini alempi pitoisuustaso (0,0125 mg/I)
0,02
0,018
po16 [ TTTTTTTTTTTmTmmommmmmmmmmmommommmmmnnmnnmee
0,014

0,012

Pitoisuus (mg/1)

0,01
001 ittt

0,006

Mittauskerta

Atorvastatiini ylempi pitoisuustaso (0,3500 mg/l)
0,5
11 e et e A S Su——
0,4
0,35

0,3

Pitoisuus (mg/1)

0,25

0,2

Mittauskerta

Kuva 1. Atorvastatiinin valvontakortit.

Kuvassa 2. on esitetty fluvastatiinin valvontakortit.
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Fluvastatiini alempi pitoisuustaso 0,283 mg/l)
04
0,35 Fmmmmmm e e
0,3
0,25
0.2
0,15
0,1

Pitoisuus {mg/l)

0,05

Mittauskerta

Fluvastatiini ylempi pitoisuustaso (5,8333 mg/l)
12

10

Pitoisuus {mg/|)
=1}

Mittauskerta

Kuva 2. Fluvastatiinin valvontakoritit.

Kuvassa 3. on esitetty lovastatiinin valvontakortit.
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Lovastatiini alempi pitoisuustaso (0,0021 mg/l)

Mittauskerta

Lovastatiini ylempi pitoisuustaso 0,0583 mg/l)
0,09
D08 [T e e e e e e e s e
= 0,07
E 0,06
% 0,05
8

= 004

0,02

Mittauskerta

Kuva 3. Fluvastatiinin valvontakorit.

Kuvassa 4. on esitetty rosuvastatiinin valvontakortit.
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Rosuvastatiini alempi pitoisuustaso (0,0125 mg/l)

0,017
D016 e i e o e e e
0,015

= 0,014

[=11)

E 0,013

v 0,012

=1

i 0,011

0,01

L e e —

0,008

0,007

Pito

Mittauskerta

Rosuvastatiini ylempi pitoisuustaso 0,3500 mg/l)
0,5
D8 o e b e
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0,35
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Kuva 4. Rosuvastatiinin valvontakortit.

Kuvassa 5. on esitetty simvastatiinin valvontakoritit.
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Simvastatiini alempi pitoisuustaso (0,0021 mg/I)
0,0029
11171 77 e A R |
0,0025
0,0023
0,0021
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0,0015

0,0013

Pitoisuus {mgfl)

Mittauskerta
Simvastatiini ylempi pitoisuustaso (0,0583 mg/l)
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Kuva 5. Simvastatiinin valvontakortit.



