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Sydénglykosidit ovat steroidien yhdisteryhmdidn kuuluvia yhdisteitd, joita kéytetidn lddkkeend
erilaisissa sydén- ja verisuonitaudeissa kuten syddmen vajaatoiminnassa. Ne inhiboivat Na+/K+-
ATPaasia, mikd parantaa syddmen supistuvuutta. Sydanglykosideilla on kuitenkin kapea terapeuttinen
alue eli pitoisuusvili veressd, milloin ne tuottavat halutun hoitovaikutuksen ilman vakavia
haittavaikutuksia, minké takia niiden 1ddkekayton yhteydessa tarvitaan terapeuttista monitorointia. Siiné
analyyttisen menetelmén avulla méiiritetddn tutkitun sydanglykosidin pitoisuus veressi, jotta potilaan
ladkitystd voidaan sdddella.

Nykyiset analyyttiset menetelmét ovat lilan monimutkaisia kaytettdvéksi kliinisiin laboratorioihin, joten
uuden menetelméin kehittiminen on tdrkedd. Nestekromatografia-tandemmassaspektrometria eli LC-
MS/MS-menetelmé on hyvi vaihtoehto, koska menetelmén kehittdmisen ja optimoinnin jilkeen sen
kayttd on yksinkertaista ja nopeaa. Analyysid varten biologinen ndyte pitdd esikésitelld, johon on
useampi eri menetelmd, kuten kiintedfaasiuutto, neste-nesteuutto ja proteiinien saostus. Menetelmat
eroavat spesifisyyden ja puhdistustarkkuuden perusteella. Sydianglykosidien pitoisuudet 1ddkekaytossa
ovat pienet, joten puhdistustarkkuuden on oltava tarpeeksi tarkka, mutta yksinkertaisen menetelmén
takia my0s kaytdnnollinen kliinisiin laboratorioihin.

LC-MS/MS-menetelmissé on paljon parametrejd, jotka pitdéd optimoida syddnglykosideille sopiviksi.
Optimointi onnistuu kokeilemalla ja tuloksia vertailemalla. Parametrien optimaaliset arvot riippuvat
kaytetystd menetelmaistd, analysoitavista yhdisteistd sekd ndytteen koostumuksesta. Optimoinnin liséksi
analyyttinen menetelma pitéé validoida eli varmistaa, ettd menetelma on tarkka, luotettava, toistettavissa
ja soveltuu tarkoitettuun kiyttoon. Validoinnissa yritetdan 10ytaa kaikki osat ja vaiheet, jotka vaikuttavat
analyysin tulokseen ja tarkistaa niistd syntyneiden virheiden suuruus.

Sydénsairaudet ovat hyvin yleisid, joten niiden hoitojen tulisi olla hyvin tutkittuja ja tehokkaita. Tésti
syystd uusien hoidossa auttavien menetelmien kehittiminen on tirkedd. Kliinisessd kiytossd olevien
sydénglykosidien analysointi LC-MS/MS-menetelmaélld yksinkertaistaa ja nopeuttaa potilaiden hoitoa.

Avainsanat: nestekromatografia-tandemmassaspektrometria, sydanglykosidi, validointi
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1 Johdanto

Sydénglykosidit ovat steroidien yhdisteryhméén kuuluvia yhdisteitd, joita 16ytyy luonnosta useista eri
kasveista. Sydéinglykosidit koostuvat steroidirenkaasta, jossa on substituenttina tyydyttymaton
laktoniosa seké sokeriosa, jotka on esitetty kuvassa 1. Steroidiosa méaarittdd yhdisteen aktiivisuuden ja
laktoniosa yhdisteen yhdisteluokan. Sydianglykosidit voidaan jakaa kahteen luokkaan, kardenolideihin

butyrolaktonirengas ja bufadienolideilla kuusijdseninen tyydyttyméton pyronirengas. '

Laktoniosa

OH
Sokeriosa —O

Kuva 1. Sydénglykosidin perusrakenne.

Sydanglykosideja kiytetddn eri syddn- ja verisuonisairauksien, kuten syddmen vajaatoiminnan,
hoidossa, koska ne muuttavat natriumin ja kaliumin tasapainoa sydédnsoluissa, mikd puolestaan johtaa
sydimen kalsiuminpitoisuuden lisdéintymiseen ja sydidmen puristumisen paranemiseen.> Osalla
sydinglykosideista, kuten digoksiinilla, on kapea terapeuttinen alue eli suurimman turvallisen ja
pienimmén tehoavan hoitoannoksen vélinen ero (0,5-2 ng/ml), minké takia niiden pitoisuuksia veressi
pitdd mitata.*> Tdtd kutsutaan terapeuttiseksi lddikehoidon seurannaksi (TDM). TDM on kliininen
kaytanto, jolla voidaan estdd vakavia hoitovirheitd mittaamalla kapean terapeuttisen alueen ladkkeiden
pitoisuuksia veressi.* Vakavia hoitovirheiti voi syntyi kiytettyjen lisikkeiden myrkyllisyydesti.®
TDM:n alalla kliinisissd laboratorioissa on kéytetty —massaspektrometriaa (MS)
analyysitekniikkana, mutta ongelmana on sen vaativuus. Sen kéyttd vaatii asiantuntijoita kliinisiin
laboratorioihin, koska vield ei ole olemassa kayttdjaystivéllistd laboratoriomenetelmds, jonka
ndytteenkdsittely sekd MS-parametrien asetukset olisivat yksinkertaisia. Nestekromatografia-
tandemmassaspektrometria (LC-MS/MS) on edistyksellinen tekniikka, joka yhdistdd korkean
erotuskyvyn kromatografisen erottelun spesifiseen ja erittdin herkkdén detektioon. Jotta LC-MS/MS:n
kéyttod kliinisissd laboratorioissa voidaan hyodyntdd laajemmin, pitdd kehittdd yksinkertainen
analyysimenetelmd. Analyysimenetelmén pitéisi tunnistaa samanaikaisesti useampia sydénglykosideja,
jotta hoidosta saataisiin tehokkaampaa ja nopeampaa. Menetelmén tavoitteena on olla kustannustehokas

ja kestivi vaihtoehto kliinisiin laboratorioihin.*



Analyyttisen menetelmédn kehittdmisessd ja validoinnissa tarvitaan tietoa tutkittavista
yhdisteistd, tdssd tapauksessa sydidnglykosideista. Naistd tutkittavista yhdisteistd tehdddn
standardiliuoksia eli liuoksia, joiden tarkka konsentraatio tiedetddn. Standardiliuokset toimivat
kalibroinnissa, vertailussa ja kvantitatiivisissa analyyseissi. Standardiliuosten valmistamisen liséksi
pitdd 10ytdd paras keino puhdistaa ja valmistaa analysoitavat ndytteet, kuten veri- tai plasmandytteet.’
Niytteiden kisittelyn jilkeen optimoidaan LC-MS/MS-olosuhteet.* Kehitetty menetelmé pitdd myds
validoida, eli tieteellisen nidyton perusteella pitdéd vahvistaa, etti menetelma toimii kéyttdtarkoituksen
mukaisesti.® Validointiin kuuluu lineaarisuus, selektiivisyys, tarkkuus, toistettavuus, muistijélki ja

matriisivaikutukset.*

2 Naytteiden esikasittely

Néytteiden esikésittely on olennainen osa kemiallista analyysid. Néytettd voidaan harvoin analysoida
sellaisena kuin se on otettu vaan sitd pitdd késitelld. Niytteen esikdsittely parantaa analyysin
selektiivisyyttd, toistettavuutta, madrityksen herkkyyttd ja yhdisteiden erottumista kromatografiassa.
Esikasittelylld voidaan my0s helpottaa analyysid muuttamalla analyytit sellaiseen muotoon, joka sopii
analyysilaitteiston kiytettiviksi paremmin.’ Esikésitteleméttomét tai huonosti kisitellyt ndytteet voivat
rikkoa kalliita analyysilaitteita, kuten nestekromatografin. Liian suuret kiinteét partikkelit voivat tukkia

kromatografissa olevan kolonnin ja sen puhdistaminen on aikaa vievdd ja tydldsti.’

Sopivan
niytevalmistusolosuhteen 16ytdminen on olennainen osa analyyttisen menetelmédn kehittdmistd. On
16ydettdvd mahdollisimman yksinkertainen ja kustannustehokas menetelmé puhdistaa naytteet ilman

kohdeyhdisteiden ndytehivikkid.*
2.1 Sydanglykosidien standardiliuokset

Standardiliuokset LC-MS/MS-analyysissd ovat laimennoksia varastoliuoksista. Varastoliuoksia
laimennetaan sopivalla liuottimella haluttuun pitoisuuteen. Laimennoksista syntyneitd kantaliuoksia
kéytetdédn kalibroinnissa, biologisten ndytteiden laimentamisessa LC-MS/MS-analyysiin sopiviksi seké
sisdisissd standardeissa.* Kalibraatiosuoraa kiytetidn sopivan lineaarisen alueen méidrittimisessi.
Jokaisesta eri sydinglykosidista tehdéin useita kantaliuoksia ja kalibraatiosuoria.* Sisdiinen standardi on
standardiliuos, jota lisdtddn suoraan analysoitavaan néytteeseen ja sen tarkoituksena on korjata
analyysin virheitd, kuten ndytteen haihtumista. Se valitaan tutkittavien ndytteiden perusteella ja sen tulisi
kéyttdytyd samalla tavalla kuin analyyttien, mutta se ei saa reagoida analyyttien kanssa tai héiritd
signaalia. Sisdisen standardin pitdd myds erottua selkedsti LC-MS/MS-analyysin tuloksista eiké sitd saa
esiintyd néytteessd luonnostaan. '%!!

Abady tyoryhmineen tutki seitsemdd eri syddn- ja verisuonilddkettd, joista kolme oli

sydianglykosideja.* Standardindytteet valmistettiin pitoisuuteen 1 mg/g kéyttimilli metanolia



livottimena. Sydénglykosidien sisdisend standardina oli digoksiini-21,21,22-ds. Sisdinen standardi
livotettiin ensin metanoliin pitoisuuteen 100 pg/ml, jonka jélkeen se sekoitettiin ja liuotettiin vield
tislattuun veteen, jolloin saatiin 0,05 pg/ml:n pitoisuus. Valmistuksen jilkeen kantaliuokset séilytettiin
—20 °C:ssa ja ne kéytettiin yhden kuukauden aikana. Niistd kantaliuoksista valmistettiin 20
kalibraatioliuosta pitoisuusvilille 0,05-50 000 ng/ml.* Ballotari tydryhmineen kehitti ultrakorkean
erotuskyvyn nestekromatografia-tandemmassaspektrometria-menetelmén (UHPLC-MS/MS)
digoksiinin ja digitoksiinin méarittimiseen plasmasta.'> Ndiden sydinglykosidien standardiliuokset
valmistettiin metanoliin pitoisuuteen 1,0 mg/ml, ja sisdisend standardina kiaytettiin digoksiini-D3:a.
Standardiliuokset siilytettiin —20 °C:ssa.'?

Li tyoryhmineen kehitti LC-MS/MS-menetelmén digoksiinin méérittimiseen seerumista.'®
Digoksiinin ja kdytetyn standardin (digoksiini-D3) standardiliuokset valmistettiin laimentamalla niité
metanoliin  pitoisuuteen 0,1 mg/ml Valmistetut standardiliuokset siilytettiin  +4°C:ssa.
Kalibraatiokdyrdd varten valmistettiin nelja kalibraatiopistettd: 0,1; 0,4; 1,4 ja 10 ng/ml, lisddmalla
sopiva midrin digoksiinin standardiliuosta tyhjdin seerumiin. Sisdisen standardin ty6liuos valmistettiin

pitoisuuteen 10 ng/ml livottamalla sitd 40 % metanoliin.'

Kanno tydryhmineen kehitti lampoherkan
LC-MS/MS-menetelmédn  sydéinglykosidien samanaikaiseen analyysiin verestd ja virtsasta.'
Sydénglykosidit laimennettiin metanoliin pitoisuuteen 1 mg/ml ja liuokset sdilytettiin -20°C:ssa.
Tyoliuokset valmistettiin laimentamalla varastoliuoksia nestekromatografian liikkuvaan faasiin.'*
Josephs  tyoryhmineen  kehitti LC-MS/MS-menetelmidn  sydédnglykosidien = samanaikaiseen
médrittimiseen digoksiinin puhtauden arvioimiseksi.!> Varastoliuokset valmistettiin metanoliin ja
standardiliuosten liuottimeksi valittiin puhtaan veden ja metanolin 50:50 (v/v) seos, koska se oli ldhella

nestekromatografian liikkkuvan faasin koostumusta. Liuotinvalintaa perusteltiin silld, ettd metanoli

parantaa ionisaatiota paremmin kuin asetonitriili, mikd on tirkedd LC-MS-analyysissi. '’
2.2 Biologiset naytteet

Biologisissa ndytteissd, kuten veri- ja plasmandytteissa, on tutkittavien yhdisteiden liséksi paljon muita
rakenneosia, kuten proteiineja ja verisoluja. Néyte ja sen sisaltdmat komponentit maarittdvat tarvittavan
esikésittelyn. Esimerkiksi punasolut hivitetidin yleensd kiyttimilld sentrifugia.” Terapeuttisessa
ladkemonitoroinnissa on yleisesti kéytetty kiintedfaasiuuttoa (SPE) ja neste-nesteuuttoa (LLE)
néytteiden puhdistuksessa niiden hyvén valikoivuuden ja tehokkaan matriisin poistokyvyn vuoksi. My0s
proteiinisaostus on yleistynyt menetelma niytteiden puhdistuksessa, koska toisin kuin SPE ja LLE, se
on vihemmin selektiivinen, miki tekee siitd yksinkertaisemman, nopeamman ja kdytdnndllisemman.*
Abadyn tyoryhmé valmisti biologiset nédytteet lisddmalld tunnetun méidrén standardiliuoksia
seerumiin ja sekoittamalla niitd tunnin ajan.* Standardiliuvoksien mdérd oli noin 0,4 g ja
seerumindytteiden noin 6 g. Tarkat konsentraatiot riippuivat sydidnglykosidien terapeuttisista ja

lineaarisista alueista. Jokaiselle 1ddkkeelle valmistettiin neljad naytettd, joista kaksi oli terapeuttisella



alueella ja kaksi lineaarisella alueella. Tyoryhma tutki useampaa ndytteenkisittelymenetelmaa, kuten
kiintedfaasiuuttoa, orgaanista kiintedfaasiuuttoa, neste-nesteuuttoa, proteiinien saostusta seki seuraavaa
seerumindytteen valmistusmenetelmas: 1,5 ml seerumindytettd ja 100 pl sisdistd standardia sekoitettiin
keskenddn, minké jidlkeen asetonitriilid ja metanolia suhteessa 2:1 (v/v) sisdltdvaa uuttoliuosta liséttiin
13,5 ml. Liuosta sekoitettiin 30 minuuttia. Sekoituksen jélkeen liuosta sentrifugoitiin 20 minuutin ajan
16 200 g:n voimalla. Nestekerros haihdutettiin tyhjiosentrifugissa kuivaksi 55 °C:ssa. Lopuksi kuivunut
ndyte liuotettiin 150 pl:aan 50 % metanolia ja suodatettiin 0,22 pm:n PVDF-suodattimella.*

Guan tyoryhmineen kehitti syddnglykosidien tunnistus- ja kvantitointimenetelmén veresta ja
virtsasta kiyttdmillda HPLC-MS/MS-analyysii.'® Tutkitut sydinglykosidit ja sisdiset standardit lisdttiin
veri- ja virtsandytteisiin, jonka jélkeen testattiin LLE:td sekd SPE:td eri materiaaleilla sydinglykosidien
erottamiseksi naytteistd. SPE:sséd kokeiltiin C18- ja HLB-kolonneja, joista HLB osoittautui parhaaksi.
Kaytettiin Oasis HLB-patruunaa ja sen aktivointiin ja tasapainottamiseen kéytettiin metanolia, tislattua
vettd ja ammoniumasetaattipuskuria. Eluutio tehtiin kloroformi/2-propanoli (95:5, v/v) seoksella.
LLE:sséd kiytettiin liuottimena kloroformi/2-propanoli (95:5) livosta. Kokeilluista uuttomenetelmista
LLE tuotti parhaimman tuloksen, mutta paidyttiin kéyttiméan SPE:té, koska se kdytti vihiten orgaanisia
livottimia, se voitiin suorittaa nopeasti erdprosessina ja se on ympéristOystivillisempi ja

kdytannollisempi kliinisessd tydssa. '®
2.21 SPE

SPE eli kiintedfaasiuutto on néytteen puhdistusmenetelméd, jossa analysoitavat yhdisteet saadaan
eristettyd ndytteestd perustuen analyyttien selektiiviseen sitoutumiseen kiintedn faasin kanssa. SPE:ssé
ndyte kulkeutuu kiintedn faasin ldpi SPE-patruunassa ja analyytit pidattdytyvét sithen johtuen kiintedn
faasin ja analyytin vilisistd vuorovaikutuksista (kuva 2). Analyytin pidattdytymistd kiinteddn faasiin
kutsutaan retentioksi. SPE:n tavoitteena on poistaa ndytteestd kaikki halutut yhdisteet. Ndmé halutut
yhdisteet saadaan talteen kiintedstd faasista liuottimella eli eluution avulla. Eluutio on kéénteinen
prosessi retention kanssa. Siind kiintedn faasin ldpi kulkeutuu liuotinta, jolla on voimakkaammat
vuorovaikutukset analyytin kanssa kuin kiintedlla faasilla, minké takia analyytti irtoaa kiintedsté faasista
ja siirtyy livottimeen. Yleensd liuottimien tilavuudet ovat pienemmaét kuin alkuperdisen ndytteen
tilavuus, jolloin SPE myos rikastuttaa ndytettd. SPE perustuu yhdisteiden vélisiin vuorovaikutuksiin,
joten kiinteén faasin ja liuottimen valinta on todella tirkedd. Analyytin on vuorovaikutettava kiintedn
faasin kanssa tarpecksi, jotta ne pidattiytyvat tdysin eivitkd eluoidu jo pesuvaiheessa. Mutta
pidéttdytyminen ei saa olla liian voimakasta, koska analyytit on saatava eluoitumaan jarkevilld maarilla

liuotinta.’



Kuva 2. Kiintedfaasiuutossa kaytettdvid patruunoita. Kuva: Jeff Dahl, lisensoitu CC BY-SA 3.0 -
lisenssilld. https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/

Abadyn tydryhmai testasi SPE:td, mutta totesi sen hankalaksi.* Se ei tuottanut tarpeeksi hyvii uuttoa
kaikille kohdelddkkeille ja sen optimointi kaikille lddkeaineille erikseen on aikaa vievdi ja
monivaiheista. Menetelmi ei heidéin mielestdéin sovi rutiininomaiseen kliiniseen analytiikkaan.* Kannon
tyoryhmd kdytti SPE:td sydénglykosidien médrittimiseksi kokoverindytteestd.!* Tutkittavaan
ndyteseokseen laitettiin kokoverta, ammoniumasetaattipuskuria, syddnglykosidiseosta, jossa oli neljaa
eri sydanglykosidia sekd digitoksigeeniinid sisdisend standardina. Uuttoon kéytettiin Oasis HLB-
patruunaa, joka  aktivoitiin  ja  tasapainotettiin  metanolilla, tislatulla  vedelldi ja
ammoniumasetaattipuskurilla. Eluutiossa kéytettiin metanolia ja lopuksi jdénnds liuotettiin liikkuvan
faasin ja metanolin seokseen.'* Frommherz tyéryhmineen kehitti LC-MS/MS-menetelmin
sydéanglykosidien digoksiinin ja digitoksiinin kvantitatiiviseen maéarittimiseen biologisista naytteista,
erityisesti verindytteistd.!” SPE:ti kiytettiin sydinglykosidien erottamiseen veresti, plasmasta, virtsasta
ja mahalaukun sisédllostd. Biologisiin ndytteisiin liséttiin natriumasetaattipuskuria ja kéytettyji siséisi
standardeja. =~ SPE-patruunat  aktivoitiin  ja  tasapainotettiin  metanolilla, vedelld ja
natriumasetaattipuskurilla. Eluutio tehtiin asetonilla ja lopullinen liuottaminen tapahtui kéytettédvadn
liikkuvaan faasiin.!’

SPE perustuu spesifisiin vuorovaikutuksiin, joten useamman yhdisteen samanaikaiseen
analysointiin se on haastava. Kehitettdvin menetelmin on tarkoitus olla yksinkertainen, jota voitaisiin
hyodyntééd kliinisissé laboratorioissa, joten kéytettdvdin puhdistusmenetelmén tulisi sopia useille eri
kohdeyhdisteille. Mutta toisaalta SPE on tarkka menetelmd, jota Kkliinisessd kéytossd olevat
sydanglykosidit tarvitsevat, koska niiden pitoisuuden ovat pienid. Valitun puhdistusmenetelmin on

poistettava hairidtekijat, kuten rasvat ja proteiinit, tehokkaasti. Todenndkoisesti suurin vaikuttava tekija
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SPE:n toimivuuteen on tutkittavien sydénglykosidien mééird. Jos tutkitaan vain muutamaa kemiallisesti
samankaltaista yhdistettd SPE on hyvé valinta. Useamman kemiallisesti erilaisen yhdisteen analysointiin

SPE on liian haastava.
2.2.2 LLE

LLE eli neste-nesteuutto on ndytteen puhdistusmenetelma, jossa yhdisteet jakaantuvat kahden toisiinsa
sekoittumattoman nesteen vélilld perustuen niiden liukoisuuksiin eri nesteissd. Naytteen sisidltdma liuos
yhdistetddn valittuun toiseen nesteeseen, ja seosta ravistellaan, jolloin halutut yhdisteet siirtyvat
alkuperiisestd liuottimesta toiseen. Toinen liuotin on valittava niin, ettd mahdollisimman suuri méaara
analyyttejé siirtyy sithen mutta epdpuhtauksien siirtyminen olisi mahdollisimman véhdistid. Tarkeintd
on kuitenkin, ettd nédyteliuos ja valittu liuotin eivét sekoitu keskendédn vaan erottuvat selkedsti. LLE on
yksinkertainen menetelma eikd se vaadi kalliita laitteita, mutta tarvittava uuttoliuottimen maird on
yleensd suuri. Tarvittavaan uuttoliuottimen méirdén vaikuttavat analyyttien jakaantumiskertoimet.
Jakaantumiskerroin  kuvaa analyytin jakaantumista liuottimien vililld. Mitd suurempi
jakaantumiskerroin, sitd pienempi méérd uuttoliuotinta tarvitaan. Suuren uuttoliuottimen mééran takia
uute on konsentroitava ennen jatkokasittelya.’

Abadyn tyoryhmi testasi LLE:ti ja totesi myds sen lilan monimutkaiseksi* Yksikdén
orgaaninen liuotin ei onnistunut liuottamaan kaikkia tutkittavia kohdelddkkeitd samanaikaisesti, joten
vaadittaisiin useampia uuttoliuottimia. Jotkin 144kkeet my0s vaativat useampia uuttokertoja, miké lisaa
tyoméardd. Koska menetelmd on tydlds ja aikaa vievd, se ei tydoryhmén mukaan sovellu kliinisiin
laboratorioihin rutiininomaiseen tyéhén.* Ballotarin tyéryhmi valmisti biologiset ndytteet, téssd
tapauksessa plasmandytteet, kiyttimilli neste-nesteuuttoa sen nopeuden ja kitevyyden takia.'?
Plasmanéytettd siirrettiin 200 pl polypropeeniputkeen ja siihen liséttiin 1 ml metyylitertiddributyleetteria
(MTBE), joka toimi orgaanisena liuottimena. Putkeen lisittiin myos 10 pl digoksiini-D3-liuosta, jolloin
saatiin lopulliseksi konsentraatioksi 10 ng/ml. Seosta vorteksoitiin 2 minuuttia, minké jilkeen se
sentrifugoitiin 130 000 rpm 15 minuutin ajan. Nestekerros kerittiin ja siirrettiin lasiputkiin, joissa ne
haihdutettiin  typpivirran avulla huoneenldmmdssd. Lopuksi néytteet liuotettiin 100 pl:an
nestekromatografiassa kiytettyyn liikkkuvaan faasiin.'> Linin tyoryhmi kéytti LLE:ti heidén
tutkimuksessaan sydinglykosidien erottamiseen seerumista.'®* Tydryhmai lisdsi 200 pl:an seerumia 20
ul:a isotoopilla leimattua sisdisen standardin liuosta. Uuttoliuottimena kéytettiin myos MTBE:td. Uuton
jilkeen jaénnos liuotettiin 100 pl:aan 40 % metanolia.'?

LLE:ssd on samat huonot puolet kuin SPE:sséd eli useamman kemiallisesti erilaisen yhdisteen
puhdistaminen on haastavaa. Sen lisédksi LLE vaatii suuren méirén liuotinta, miké ei ole taloudellisesti
jarkevad. LLE:ssd on my0s samat hyvét puolet eli puhdistus tarkkuus on hyvéd. Todennékdisesti juuri
tarkan puhdistustarkkuuden takia SPE ja LLE ovat laajalti kiytossé terapeuttisessa monitoroinnissa seké

LC-MS/MS-analyyseissa.
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2.2.3 Proteiinien poisto

Biologisissa ndytteisséd on varautuneita yhdisteitd, jotka héairitsevat tutkittavien yhdisteiden analysointia.
Naistd varautuneista yhdisteistd suurin osa on proteiineja. Proteiinien poistomenetelmid on erilaisia,
kuten ultrasuodatus, ultrasentrifugointi ja proteiinisaostus.” Kohdeyhdisteiden kemiallisten
ominaisuuksien mukaan saostukseen kdytetdén joko happoja tai orgaanisia liuottimia. Néytteeseen
lisdtty happo, kuten trikloorietikkahappo (TCA), trifluorietikkahappo (TFA) tai 5-sulfosalisyylihappo
(SSA) saostaa proteiineja denaturoimalla tai hdiritsemalld vetysidoksia, mikd johtaa
sekundéérirakenteen hédvidmiseen. Orgaaniset liuottimet puolestaan héiritsevdt hydrofobisia
vuorovaikutuksia polaarittomien aminohapposivuketjujen vililldi, mikd muuttaa proteiinien
natiivirakennetta ja johtaa proteiinien sakkautumiseen. Ne myds aiheuttavat elektrostaattisia ja dipolisia
vuorovaikutuksia, mitkd myds johtavat proteiinien saostumiseen.* Saostuneet proteiinit voidaan poistaa
néytteestd sentrifugoimalla.

Abadyn tyéryhmai kokeili happosaostusta ja orgaanisen liuottimen kéyttod ja pddtyi orgaaniseen
livottimeen.* Happosaostus toimi tehokkaasti vain polaarisille yhdisteille eli ei sydénglykosideille.
Asetonitriilin ja metanolin 2:1 (v/v) -seos antoi kaikista parhaimman tuloksen kaikille tutkituille
ladkeaineille. Tydryhmé huomasi myds, ettd liuottimen méird suhteessa néytteeseen on merkittavéssé
asemassa. Parhaan tuloksen antoi 90 % asetonitriilin ja metanolin 2:1 (v/v) -seos. Tydryhma valitsi
proteiinien saostuksen esikasittelymenetelmiksi, koska se toimii parhaiten kaikille tutkituille lddkkeille,
on yksinkertainen, edullinen ja sopii kidytinnon kliiniseen analytiikkaan.*

Proteiinisaostus ei ole yhté yleinen LLE:hen ja SPE:hen verrattuna, vaikka se vaikuttaa hyvélta
vaihtoehdolta. Proteiinisaostus ei ole niin spesifinen, jolloin se toimisi useampien yhdisteiden
samanaikaiseen puhdistamiseen. Toki haittapuolena epéspesifisyydessd on puhdistuksen tehokkuus.
Sydéanglykosidien pienien pitoisuuksien takia olisi tarpeen saada niytteistd mahdollisimman paljon

héiritsevia tekijoité pois.

3 LC-MS/MS-analyysi

3.1 Menetelman periaate

LC-MS-analyysissdé on kaksi osaa, nestekromatografia ja massaspektrometria (kuva 3).
Nestekromatografia erottelee nédytteen yhdisteet toisistaan niiden kemiallisten ominaisuuksien
perusteella, jolloin yhdisteet tulevat ulos kromatografista eri aikaan.” Kromatografista tulevat niytteet
siirtyvdat massaspektrometriin, jossa ne ionisoidaan ja nimaé ionit erotetaan toisistaan niiden massa-
varaus-suhteen mukaan ja ne nikyvit suhteessa niiden runsauteen.!® Tuloksena saadaan
kromatogrammeja ja massaspektrejé, joissa nihdddn ionien massa-varaus-suhde, niiden midrd seka

retentioaika eli aika, milloin yhdiste on tullut kromatografista.
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Korkean suorituskyvyn HPLC Kromatogrammi- ja
nestekromatografia (HPLC) kolonni massaspektrianalyysi

laitteisto

Kuva 3. LC-MS-analyysilaitteisto. Alkuperdinen kuva: julkinen omistusoikeus (CCO0), ldhde:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Liquid Chromatography Mass_Spectrometer.png

3.1.1 LC — Nestekromatografia

Kromatografian tavoitteena on erottaa seoksen yhdisteet joko yhdisteryhmiksi tai kokonaan erilleen
toisistaan.’ Erotus perustuu yhdisteiden jakaantumiseen kahden eri faasin, liikkkuvan faasin ja kiinteéin
faasin, vélilld. Tutkittava ndyte liuotetaan liuottimeen ja sitd pumpataan kolonniin, joka on tdytetty
kiintedlld hienojakoisella aineella. Niytteen yhdisteet jakaantuvat liikkuvan faasin eli liuottimen ja
kiintein faasin eli stationirifaasin vililli johtuen yhdisteiden ja faasien vuorovaikutuksista.”!
Yksinddn jokainen yhdiste saavuttaisi tasapainokonsentraation nestefaasin ja kiinteén faasin vélilld,
mutta kun olosuhteita muutetaan pumppaamalla tuoretta liuotinta kolonniin, yhdisteet irtoavat kiinteésta
faasista ja kulkeutuvat ulos kolonnista liuottimen mukana. Yhdiste, jolla on suurin affiniteetti kiintedén
faasiin, kulkeutuu viimeiseni pois.’

Stationddrifaasin koostumus vaihtelee kéyttokohteen mukaan ja sen laatu méériad onko kyseessé
normaalifaasi-, ekskluusio-, ioninvaihto- vai kdinteiskromatografia.'” Normaalifaasikromatografiassa
stationddrifaasi on poolinen ja liikkkuvafaasi pooliton eli pooliset yhdisteet vuorovaikuttavat kiintedn
faasin kanssa ja eluoituvat viimeiseni.?’ Kiinteiskromatografia on yleisin kiytdssid olevista
menetelmistd. Se on nimensd mukaisesti kddnteinen normaalifaasikromatografia. Siind on poolinen
liikkkuva faasi ja polaariton stationddrifaasi. Pooliset yhdisteet eluoituvat ensimmaiisend.?! Kolonnista
livotin ja ndyte kulkeutuu detektoriin, joka mittaa konsentraation muutoksia signaalin muutoksina.
Nimi signaalin muutokset siirtyvit tallentimeen ja tietokoneeseen, joka piirtié kromatogrammin. '’

HPLC eli korkean erotuskyvyn nestekromatografia on kehitetty versio tavallisesta LC:std. Sen
toimintaperiaate on sama, mutta materiaalit ja ndytteiden liikkuvuus eroavat hieman. Yksinkertaisen
HPLC systeemi koostuu korkeapaineisesta liuotinpumpusta, injektorista, kolonnista, detektorista ja
datan kisittelijastd. HPLC:ssd ndyte ja liuotin ovat erikseen ja néytettd injektoidaan liuottimen sekaan

ennen kolonnia. HPLC:ssé kiintedn faasipartikkelien koko on pienempi kuin tavallisessa LC:ssd, mika



13

parantaa erotuskykyd. HPLC kédyttdd my0s suurempaa painetta liuotinta pumpatessa, miké nopeuttaa
analyysid. HPLC-analyysit saattavat kestdd vain 15 minuuttia. Kehittynyt laitteisto on toisaalta myds
vienyt sen hintaa korkeammalle verrattuna tavalliseen LC:hen.” UHPLC eli ultrakorkean erotuskyvyn
nestekromatografia on HPLC:std vield kehittyneempi versio, jossa on samat parannukset kuin LC:n ja
HPLC:n vilissd eli pienempi partikkelikoko, parempi erotuskyky, korkeampi paine sekd lyhyempi

analyysiaika, mutta se on myds kalliimpi menetelma.?
3.1.2 MS — Massaspektrometria

Massaspektrometria on analyyttinen menetelma4, jota voidaan kéyttdd molekyylien karakterisointiin seké
kvantifiointiin.?> Massaspektrometri koostuu niytteensydtostd, ionilihteestd, massa-analysaattorista,
detektorista sekd datan prosessointisysteemistd. Néaytteensyottoaukosta siirtyneet yhdisteet ionisoidaan
ionildhteessd, jonka jilkeen syntyneet ionit erotetaan toisistaan massa-analysaattorissa niiden massa-
varaus-suhteen perusteella. Massa-analysaattorista néytteet siirtyvét detektoriin, joka mittaa ionien
runsautta muuttamalla ionit sdhkoisiksi signaaleiksi. Lopuksi sdhkoiset signaalit késitellddn ja ne

18 Massaspektrin yhdistiminen molekyylien

vilitetddn tietokoneelle, jossa syntyy massaspektri.
erotusmenetelmddn, kuten nestekromatografiaan, mahdollistaa monimutkaisempien yhdisteiden
analysoimisen.”> MS/MS eli tandemmassaspektrometria on tarkempi menetelmi, joka eroaa tavallisesta
massaspektrometriasta massa-analyysien méérdn suhteen. Yleisimmin MS/MS:ssd on kaksi massa-
analysaattoria ja niiden vilissd on fragmentointivaihe. Ensimmdiisen massa-analysaattorin jilkeen
valitut ionit fragmentoidaan ja ndméd fragmentit analysoidaan jélkimmaéisessd massa-analysaattorissa,
jolloin saadaan tarkempaa tietoa yhdisteiden rakenteista.?*

Ionildhteessd tapahtuvalle ionisaatiolle on olemassa useampia erilaisia menetelmid, kuten
sdhkosumutusionisaatio (ESI), ilmanpaineessa tapahtuva kemiallinen ionisaatio (APCI) ja
matriisiavusteinen laserdesorptio/ionisaatio (MALDI). ESI on yleinen ja pehmed ionisaatiomenetelma,
jossa ionit muodostuvat normaalissa ilmanpaineessa. Siind liuokseen liuotettu néyte kulkee pienen
kapillaarin ldpi, johon on kytketty korkea jénnite. Kapillaarin pddssé tapahtuu sdhkostaattinen sumutus
eli nestendyte hajoaa pieniksi varatuiksi pisaroiksi. Pisarat sisdltivdt liuotinta ja analysoitavia
molekyylejd. Pisaroiden varaus riippuu kiaytetyn jénnitteen polariteetistd. Erityisesti biologisesti
merkityksellisille ioneille protonaatio tai deprotonaatio on ESI:ssé tirkein ionisaatiotapa. Vapaat ionit
irtoavat pisaroista, kun liuotinta haihtuu riittdvisti, minka jélkeen ne siirtyvédt massa-analysaattoriin
analysoitavaksi. ESI on herkkd menetelmé, joka sopii polaarisille ja termisesti labiileille yhdisteille,
kuten biomolekyyleille ja ldikkeille.?*

APCI tapahtuu my0s ilmanpaineessa ja siind ionisaatio tapahtuu ioni/molekyylireaktioiden
kautta. Samalla tavalla kuin ESI:ssé, nestendyte kulkeutuu kapillaarin l&pi, mutta APCl:ssé sumutus
tapahtuu sumutuskaasun (N») ja limmon avulla. lonisaatio kdynnistyy hyvin pienestd neulasta ldhtevasté

koronapurkauksesta. Siind neulaan kohdistetaan jannite, joka synnyttdd sahkokentdn, mikd puolestaan
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ionisoi neulan ympérilld olevia reaktiivisia molekyylejd, kuten N», Oz ja H2O. Reaktiiviset ionit jatkavat
reagoimista, mikd lopulta johtaa analyyttien ionisaatioon, kun ne kulkeutuvat purkausalueelle.
Purkauksessa muodostuu seki positiivisia ettd negatiivisia ioneja. APCI ei ole yhtd herkkéd suolojen
aiheuttamille matriisihdiridille kuin ESI, mutta koska APCl:ssd kdytetddn ldmpod sumutuksessa,
limpoherkit yhdisteet voivat hajota.?* MALDI:ssa niiyte sekoitetaan kiintein matriisin kanssa ja sitd
séteilytetddn pulssilaserilla. Laser saa néytteen desorboitumaan ja ionisoitumaan, jolloin syntyy
kaasuvaiheessa olevia ioneja, jotka ohjataan analysoitaviksi massa-analysaattorille. Toisin kuin ESI,
MALDI on hyvin tolerantti suoloille ja puskureille ja silld voidaan saavuttaa erittdin korkea herkkyys.
MALDI on erityisen hyodyllinen suurmolekyylipainoisten yhdisteiden, kuten proteiinien,
analysoimisessa.?*

ESI:n on ajateltu olevan paras ionisaatiomenetelmé sydénglykosideille, koska se on pehmed
menetelmi. Sydénglykosidit voivat olla hauraita molekyyleji, mikd johtaa niiden liialliseen
fragmentoitumiseen liian kovissa ionisaatiomenetelmissd, joten pehmeénid menetelmidnd ESI on hyva
vaihtoehto. ESI:d kdyttimélld on my6s huomattu sydédnglykosidien muodostavan [M+NH4]" -ioneja,
kun analyysissi on kiytetty ammoniumformiaattipuskuria.'® Ndmi ammoniumadduktit ovat runsaita ja
stabiileja tuoteioneja.'> Useat eri ldhteet mainitsevat ESI:n kidyttimisen ionisaatiomenetelmini
sydinglykosideja tutkittaessa biologisista niytteistd.*!3-1¢

Fragmentaatiovaiheen tarkoituksena on pilkkoa ensimmdiisessd massaspektrometrissa
eristettyjd ioneja. Se perustuu ionien sisdisen energian lisddmiseen, kunnes ne hajoavat.
Fragmentaatioon on useampi menetelmd, joista tormédysindusoitu hajoaminen (CID) on yleisin. Siind
ioni tormééd neutraalin kohdekaasun kanssa ja osa sen kineettisestd energiasta muuttuu siséiseksi
energiaksi, mikd auttaa fragmentoitumisessa. Muita menetelmid on pintaindusoitu hajoaminen (SID) ja
valohajoaminen. SID:ssd ioni tormi4 muokatun pinnan kanssa, mikd muuntaa sen kineettisen energian
sisdiseksi energiaksi. Valohajoamisessa puolestaan ionit aktivoituvat absorboimalla fotoneja.>*

MS/MS-analyysissd on useampi analyysitekniikka, kuten SMR (selected reaction monitoring)
ja MRM (multiple reaction monitoring), jotka eroavat seurattavien reaktioiden mairdssd. Molemmat
perustuvat siihen, ettd ensimméinen massa-analysaattori valitsee ionin, joka fragmentoidaan ja sitten
monitoroi siitd syntyvid tuoteioneja. Erona SMR:n ja MRM:n vililld on se, kuinka monta ionia
ensimmdinen massa-analysaattori valitsee ja kuinka montaa tuoteionia toinen massa-analysaattori
monitoroi. SRM keskittyy yhden ionin fragmentoitumiseen yhdeksi tuoteioniksi ja MRM voi keskittyd
yhden ionin fragmentoitumiseen useammiksi tuoteioneiksi. MRM on SRM:n kehittyneempi versio, joka
mahdollistaa useamman reaktion samanaikaisen monitoroinnin.?* Useampi tutkimus on kiyttinyt
MRM:ii sydinglykosideja tutkiessa biologisista niytteistd.*!>!31525 Kannon tydryhmai kiytti SRM:id
sydéinglykosidien samanaikaisessa analyysissd verestd ja virtsasta lampdherkalld nestekromatografia-
massaspektrometrialla (LC-MS/MS).'* Frommherzin tyéryhmé kéytti SIM:id (selected/single ion

monitoring) sydédnglykosidien maérdlliseen méérittimiseen ihmisen verindytteistdi LC-MS-
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menetelmailld, koska heidén analyysissdin syntyi vakaita natriumaddukteja, joita ei voitu fragmentoida,

minké takia SIM tarjosi paremmat signaalin voimakkuudet.'”
3.2 Kromatografiset parametrit

Nestekromatografiassa on paljon muuttuvia tekijoitd, joita voidaan sdddelld parhaan tuloksen
saamiseksi. Kromatografia perustuu néytteen ja faasien vuorovaikutuksiin, joten erottelun
parantamiseksi pitdd faasit valita hyvin. Liikkuvan faasin muokkaaminen on helpompaa, nopeampaa ja
halvempaa kuin kolonnin muokkaaminen, joten muutokset yleensd tehdddn siihen. Itse faasin
muokkaamisen lisdksi sen nopeutta on mahdollista sdddelld. Faasien polaarisuus vaikuttaa analyysin
kestoon. Kun faasien polaarisuudet ovat ldhelld toisiaan, eluoituminen tapahtuu nopeammin ja jos
polaarisuudet eroavat toisistaan paljon, yhdisteen tarttuvat faaseihin tiukemmin ja eluoituvat
hitaammin.”

Kolonneja on eri kokoisia niin pituudelta, kuin halkaisijaltaan. Kayttotarkoitus maardd mika
kolonneista on paras. Esimerkiksi ioninvaihto- ja affiniteettikromatografiassa kolonnien pitdisi olla
lyhyitid ja leveitd, jotta erotuspinta olisi suuri ja erotuskolonnien pitéisi olla puolestaan pitkié ja kapeita,
jotta erotusreitti olisi mahdollisimman pitkd.” Eri tutkimukset osoittavat, etti sydinglykosidien
analysointiin kidytetddn kadnteisfaasikolonnia. Kolonnin mitat vaihtelevat analyysilaitteiston ja
analyysin tarpeiden mukaan. Kolonnien koot vaihtelevat vélilldi 2,0-2,1 % 50-150 mm, 1,7-5
pum, #121617.26 Kolonnin koon ja rakenteen lisdksi myds sen limpétilaa voidaan sdddelld. Kannon
tyoryhma kéytti uutta lampoherkkéé polymeerierotuskolonnia sydénglykosidien analysointiin veresti ja
virtsasta.'* He muuttivat kolonnin lampétilaa 50°C:sta 10°C:seen 8 minuutin aikana. Limpétilan muutos
paransi viiden eri sydidnglykosidin erottelua. Heidén tyonsd yksi tirkeimmistd havainnoista oli, ettd
kolonnin limpétilaa muuttamalla voidaan siitdd kromatografista erotusta ja retentioaikoja.'* Eri
tutkimusten perusteella ei ole yhté tiettyd kolonnin ldmpdtilaa, joka tuottaisi parhaimman tuloksen
sydinglykosideille. Limpétilat vaihtelivat huoneenlimman ja 50°C:een vélilla. *!>13:1617

Koska nestekromatografia perustuu ndytteen yhdisteiden jakaantumiseen kahden faasin vélilla,
on kolonnin valinnan lisdksi tdrkedd 10ytdd oikea liikkuva faasi. Kuten aiemmin todettiin,
kadnteisfaasikromatografia on yleisin menetelma, joten kéytetyt liikkkuvat faasit ovat poolisia liuoksia.
Liikkuva faasi vaikuttaa esimerkiksi yhdisteiden erottumiseen, retentioaikaan ja detektointiin. Liikkuvat
faasit koostuvat yleensé veden ja orgaanisen liuottimen, kuten metanolin tai asetonitriilin, seoksesta.
Vesipohjaista liuosta kutsutaan liikkuva faasi A:ksi ja orgaanista liuosta liitkkuva faasi B:ksi. Orgaanisen
livottimen valinta vaikuttaa erotuksen selektiivisyyteen liuottimien erilaisten ominaisuuksien takia.
Liuotinseoksiin voidaan myds lisdtd pH:seen ja ionisoitumiseen vaikuttavia liuoksia, kuten erilaisia
happoja ja emdiksid. Eluentin pH:n s@étdmiselld voidaan optimoida selektiivisyyttd ja parantaa

toistettavuutta.?’
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Liikkuvan faasin lisdksi pitdd pdittdd miten sen koostumusta vaihdellaan eluution aikana.
Isokraattisessa eluutiossa liuottimen koostumus pysyy vakiona koko analyysin ajan. Koska erottelu
perustuu vuorovaikutuksiin, eluentin vahvuus méiarda retentioajan. Sen vahvuus puolestaan méadraytyy
eluentin koostumuksesta. Esimerkiksi kd#dnteiskromatografiassa vahvemman eluentin voi tehda
suurempi madrd orgaanista liuotinta. Vahvempi eluentti lyhentdd kaikkien yhdisteiden retentioaikaa ja
heikompi pidentédd niité. Isokraattinen eluutio on yksinkertainen véhéisten muuttujien takia, mutta se ei
ole tarpeeksi tehokas monimutkaisimmille yhdisteille, joilla on laaja retentioalue.”® Toinen
gradienttiohjelma on gradienttieluutio. Siina liikkuvan faasin koostumusta muutetaan analyysin aikana.
Yleensd liuottimen vahvuutta kasvatetaan ajan myotid. Kddnteisfaasikromatografiassa timé tarkoittaa
orgaanisen liuottimen pitoisuuden kasvattamista vesipitoisessa liikkuvassa faasissa. Taulukossa 1 on
esimerkki pitoisuuksien muutoksista. Gradienttieluutiota kéytetdin monikomponenttindytteiden
analysoimiseen, joiden komponentit kattavat laajan retentioalueen. Gradienttieluutio voi tehda
analyysistd nopeamman kuin isokraattista eluutiota kaytettdessd. Se voi myds parantaa herkkyyttd ja
erottelua. Sen optimointi on kuitenkin monimutkaisempaa, koska siind on useampia selektiivisyyteen
vaikuttavia muuttujia, kuten aloitusgradientti ja gradientin jyrkkyys. Gradienttieluutiota kaytettdessé

kolonni pitéa pestd alkuperdiselld eluenttikoostumuksella ennen seuraavaa analyysid.?®

Taulukko 1. Abadyn tydryhmin gradienttieluutio.*

Aika (min) % B (liikkkuva faasi B) Eluutiotyyppi

0-1 4% Isokraattinen eluutio

1-3 4% 2> 40 % Lineaarinen gradientti

3-6 40 % Isokraattinen eluutio

67 40 % = 50 % Lineaarinen gradientti

7-9 50 % Isokraattinen eluutio

9-10 50 % = 100 % Lineaarinen gradientti

10-13 100 % Isokraattinen eluutio

13-14 100 % > 4 % Lineaarinen gradientti

14-16 4% Kolonnin uudelleen tasapainotus

Sydanglykosideja tutkittaessa biologisista naytteistd kayttdmalld gradienttieluutiota eri tyoryhmat ovat
kayttdneet liikkuva faasi A:ssa ammoniumformiaattia pitoisuuksilla 2—10 mM, joko vedessi tai veden
ja orgaanisen liuottimen (asetonitriili tai metanoli) seoksessa. Sithen on myds usein lisitty
formiaattihappoa tai muurahaishappoa pitoisuuksilla 0,01-0,1 %. Liikkuva faasi B:ssi on yleensa
kéytetty orgaanista liuotinta, kuten asetonitriilid tai metanolia, sellaisenaan tai seoksena veden kanssa.
Faasi B:hen on my®6s usein lisdtty ammoniumformiaattia yleensd 2 mM tai muurahaishappoa (0,1 %).

Seossuhteet ovat vaihdelleet, mutta faasi B on selkeésti orgaanisempi kuin faasi A.*!215:1626
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Gradienttieluution valitsivat tydryhmat, jotka tutkivat useampaa sydénglykosidia samanaikaisesti. Vain
muutamaa sydédnglykosidia tutkineet tyOryhmét kéyttivdt isokraattista eluutiota, jonka liikkuvana
faasina kéytettiin veden, orgaanisen liuottimen ja ionisaatiota parantavien aineiden seosta. Orgaanisena
livottimena on kdytetty metanolia tai asetonitriilid ja ionisaatiota parantavina aineina muurahaishappoa
ja ammoniumasetaattia.'>!”

Eluutioliuoksen ja gradienttiohjelman lisdksi voidaan séédellé virtausnopeutta eli nopeutta, jolla
liuotinta pumpataan kolonnin Ildpi. Virtausnopeus vaikuttaa analyysiaikaan, erotustehoon,
kromatogrammin piikkien leveyteen ja liuottimen kulutukseen. Fosterin tydryhmai kertoo optimaalisen
virtausnopeuden mittaamista ja méadrittimistd gradienttieluutio nestekromatografiassa.?’ Heidin
mukaansa parhaan mahdollisen erotuksen saavuttamiseksi on tarkeéd valita optimaalinen virtausnopeus.
He suosittelevat virtausnopeuden médritysti gradienttieluutiota kiytettdessd suoraan erotustehokkuuden
perusteella eli tarkastelemalla kromatogrammia ja mittaamalla, miké virtausnopeus antaa parhaimman
erottelun yhdisteille.?’ Sydiinglykosideja tutkittaessa virtausnopeus eri tutkimusten perusteella vaihtelee
vililld 0,1-0,4 ml/min, mutta on keskimiirin 0,2—0,3 ml/min.*'>"'72¢ Taulukkoon 2 on vieli koottu

nestekromatografian parametrejd, niiden arvoja seké vaikutusta analyysiin.

Taulukko 2. LC-analyysin parametrit ja niiden arvot.

Parametri Tutkimuksissa kiytetyt menetelmiit Vaikutus analyysin
laatuun
Kolonni C18!213.2630 Cgl7 Erotustapaan

Kolonnin mitat

Kolonnin ldmpétila

Liikkuva faasi

Eluutiotyyppi

Virtausnopeus

Injektiotilavuus

2,0-2,1 mm x 50-150 mm, 1,7-5 pm*!>16:1720
Huoneenldmpd—50°C 2131617

Vesi + metanoli/asetonitriili + pH-sddtdaineet

(ammoniumformiaatti, muurahaishappo)
4,12,13,15,16,17,26

Isokraattinen/gradientti*!!3.1>.16.17.26

0,1-0,4 ml/min #!2-17:26

295 ML4,12,13,15,16,2e

Erottelukykyyn, aikaan ja
paineeseen

Analyysin nopeuteen ja
tarkkuuteen

Kuljettaa ndytteen
laitteiston l4pi ja vaikuttaa
erottumiseen

Madrittad, miten yhdisteet
erottuvat kolonnissa

Analyysin kesto,
erottelukyky ja laitteiston
paine

Erottelu, piikin muoto ja
tarkkuus

Myo0s injektiotilavuus pitdd pddttdd eli miten paljon nidytettd injektoidaan liikkuvaan faasiin
analysoitavaksi. Injektiotilavuuksista voidaan tehdid kalibraatiosuora, josta ndhddin detektorin vaste
injektoidun niytteen suhteen. Kalibraatiosuoran avulla voidaan mitata tuntemattoman naytteen pitoisuus

sekd arvioida analyyttisen menetelmdn suorituskykyd. Suurempi injektiotilavuus voi parantaa
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toistettavuutta, koska signaalien korkeus on suurempi taustakohinaan verrattuna, mutta lilan suuri
tilavuus voi aiheuttaa kolonnin ylikuormitusta, mikd puolestaan heikentdd erotustehoa.?® Optimaalinen
injektiotilavuus on tilavuus, joka tuottaa tarpeeksi hyvdn vasteen ja toistettavuuden, mutta estda
ylikuormittumisen. Kaytetty injektiotilavuus riippuu laitteistosta, kuten kolonnin koosta, seké kaytetysti
menetelmastd. Esimerkiksi UHPLC:ssé riittdd pienempi niytetilavuus. Eri tutkimusten perusteella
sydédnglykosideja tutkittaessa injektiotilavuus vaihtelee valilldi 2-25 pL, joista 2 pl:aa kéyttényt

tyoryhma kéytti analysoinnissaan UHPLC:td ja muut HPLC:t4,41%13.1516.26

3.3 MS/MS-parametrit

MS/MS-analyysin alussa tapahtuu ionisaatio jollakin ionisaatiomenetelmélld, joka pitdd valita
analysoitavien yhdisteiden mukaan. Esimerkiksi sydinglykosideille parhaaksi tavaksi todettiin olevan
ESI. ESI:ssa sekd massaspektrometrian muissa vaiheissa on paljon parametreja, jotka pitdd optimoida
analyyteille ja laitteistolle sopiviksi. lonisaatiomenetelmin lisdksi tulee valita ionisaatiotila eli
tuotetaanko positiivisia vai negatiivisia ioneja. Abadyn tydryhma totesi, ettd positiivinen ionisaatio
osoitti parhaan intensiteetin sydénglykosideille, mikd oli heiddn mukaansa yhtenevd aikaisempien
tutkimusten mukaan.* Myds Josephsin!® ja Guanin'® tyéryhmit valitsivat positiivisen ionisaation
sydéanglykosideille. Ionisaatiossa molekyylit muodostavat ioneja, jotka syddnglykosidien tapauksessa
ovat monien eri lihteiden mukaan joko [M+NH4]* -, [M+H]"-, [M+Na]'"- tai [M+K]"-ioneja.*!>1¢
[M+NH4]"-ionin on huomattu olevan runsain'>!® ja se parantaa analyysin toistettavuutta ja uudelleen
tuotettavuutta, koska stabiilit ja runsaat ionit johtavat luotettavampiin signaaleihin.'> [M+NH4]"-ionien
runsautta ja muodostumisen helppoutta on parannettu lisddmdlldi ammoniumformiaattia LC-
livottimiin. '

ESL:n kapillaarilla, jonka ldpi nesteméinen ndyte kuljetetaan, on potentiaaliero (+500V -
+4500V) vastakkaisen elektrodin kanssa. Tarvittava jannite riippuu neulan siséhalkaisijasta ja liuoksen
muodostavista  liuottimista.”® ~ Frommherzin  tyéryhmd  kidytti ~HPLC-MS-menetelméssiéin
sydéanglykosidien tutkimiseksi verindytteistd kapillaarijannitteend 3300 V:a digoksiinin ja digitoksiinin
[M+Na]* -ionien muodostamiseen.!” Muutama tutkimus kéytti 4500 V:n jinnitettd.'*!¢ Kapillaarin
lampdtila, joka vaikuttaa liuottimen haihtumiseen, voidaan myds valita. Guanin tyoryhma tutki 175°C,
200°C, 225°C ja 250°C kapillaarildmpétiloja syddnglykosidien analysointiin ja huomasi 200°C olevan
paras.'® 200°C:ssa kaikkien heidin tutkimiensa sydianglykosidien SIM-signaalit, eli tietyn massa-
varaussuhteen méiristd ndytteessd kertovat intensiteettiarvot, olivat korkeimmat.!® Myds Kannon
tyoryhma kaytti kapillaarilaimpétilana 200°C tutkiessa sydidnglykosideja verestd ja virtsasta HPLC-
MS/MS-menetelmilld.'* Taulukkoon 3 on koottu massaspektrometrian parametreji, niiden arvoja seké

vaikutusta analyysiin.
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Parametri Tutkimuksissa Yleisimmin kéytetty | Vaikutus analyysin
kiytetyt arvot arvo laatuun
Ionisaatiomenetelmd | ESI#!3-16 ESI#13-16 Paras herkkyys
sydéanglykosideille
Tonimoodi Positiivinen®!%:1¢ Positiivinen*!>:16 Tuottaa voimakkaamman

Muodostuvat ionit

[M+NH4]*, [M+H]",
[M+Na]", [M+K]*

4,15,16

[M+NH4]+ 12,13,15

signaalin

Runsain ja parantaa
toistettavuutta

Kapillaarijénnite 3300 V, 4500 V 33004500 V41617 Vaikuttaa ionisaatioon
14,16,17
Kapillaarin 175-250 °C!'® 200 °C!'® Parantaa ionisaatiota
lampdtila
Suojakaasun tyyppi | Typpi'® Typpi'® Auttaa pisaroiden
muodostumisessa
Suojakaasun paine 50-75 psi'® 70 psi'® Parantaa ionisaatiota

Apukaasun virtaus

2-10 ml/min'®

10 ml/min'®

Fokusoi pisarat ja pitda
suihkukammion kuivana

Hajotuspotentiaali 50-106 V 4122 Riippuu Sadtelee ionien
sydéanglykosidista fragmentaatiota

Tormiysenergia 15-28 eV*!12 Riippuu Liian matala = heikko

(CID) sydénglykosidista ja fragmentaatio, liian korkea

sen siirtymésti -> epdstabiilit ionit
Massaspektrometria hyodyntdd kaasuja useammassa vaiheessa analyysid. Suojakaasua kiytetddn
auttamaan nestemdisen ndytteen hajoamista pisaroiksi. Guanin tydryhmé kéytti suojakaasuna typped
tutkiessa sydanglykosideja verestd ja virtsasta HPLC-MS/MS-menetelmaélla, ja he testasivat paineita 50,
60, 65, 70 ja 75 psi.'® Parhaimmat tulokset he saivat sydinglykosideille 70 psi:ll4.'® Suojakaasun lisiksi
on apukaasu, jonka tarkoituksena on auttaa pisaroiden fokusoinnissa kohti kapillaaria ja pitimééin
suihkukammion kuivana. Guanin tyoryhma kéytti siindkin typped ja he tutkivat eri virtausnopeuksia: 2,
5, 8 ja 10 ml/min. Virtausnopeuksista he totesivat 10 ml/min olevan paras.'® Yksi massaspektrometrian
parametreisti on hajotuspotentiaali ja se sddtelee ionien hajotusta ja fragmentaatiota.’! Kiytetyt
hajotuspotentiaalin arvot sydinglykosideille vaihtelevat riippuen valitusta tuoteionista, sisdisestd
standardista sekd analysoitavasta sydanglykosidistd. Hajotuspotentiaalit vaihtelevat eri tutkimusten
mukaan vililli 50-106 V. 4122

Toinen fragmentaatioon, erityisesti CID:iin, liittyvd parametri on térméysenergia. Se on
energia, joka kohdistetaan ensimmaéisessd massaspektrometrissd valittuihin ioneihin ja siten méérittelee
milld voimalla ionit tormadvit kaasuun ja fragmentoituvat. Tormaysenergian sddtely on tirkedd, koska
sen suuruus vaikuttaa muodostuvien tuoteionien méérddan. Jos energia on liian alhainen, fragmentaatio

ei valttimattd ole tarpeeksi tehokas ja puolestaan, jos energia on liian korkea, fragmentaatio voi olla
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lilan voimakasta tai syntyneet tuoteionit ovat epistabiileja.*> Guanin tydryhmai tutki sydinglykosidien
fragmentoitumista eri CID-olosuhteissa.'® He huomasivat, ettd alhaisella torméysenergialla ja
tormédyskaasun paineella sydédnglykosidien [M+NH4] -ionit fragmentoituivat tuottaen yhden tuoteionin,
ja kun térméysenergiaa kasvatettiin yhdesti ionista syntyi useampi tuoteioni. Heiddn mukaansa vahvat
CID-olosuhteet ovat tarpeelliset stabiilien prekursori-ionien fragmentoimiseksi.!'® Ballotarin tydryhmin
kdyttémét tormédysenergiat vaihtelivat 21 V:n ja 27 V:n vililld riippuen monitoroiduista siirtymisti.'?
Digitoksiinille he kiyttivit 16-28 V:n torméysenergioita.'> Abadyn tyéryhma kéytti tormiysenergioina
digoksiinille 19 V ja digitoksiinille 15 V.* Kéytettivd tormiysenergia siis vaihtelee tutkittavan

sydinglykosidin ja sen siirtymin mukaan.

4 Validointi

Validoinnilla tarkoitetaan analyysimenetelmén luotettavuuden ja patevyysominaisuuksien testaamista,
varmistamista ja osoitusta systemaattisesti, ettdi menetelmé soveltuu siihen, mihin se on tarkoitettu.
Siithen kuuluu menetelmén suorituskyvyn ja sen soveltuvuuden arviointi ja silld saadaan tietoa, milla
varmuudella méiritys voidaan suorittaa.’*** Analyyttisen menetelmin validointi on tirkedd tulosten
luotettavuuden varmistamiseksi, koska analyysilld ei ole arvoa, jos sen tulokseen ei voida luottaa.™
Validointi koostuu suunnitelmasta, kokeiden suorituksesta, tulosten tilastollisesta arvioinnista ja
dokumentoinnista. Menetelmédn validoinnissa voidaan tutkia selektiivisyyttd, spesifisyyttd,
lineaarisuutta, mittausaluetta, toteamisrajaa, miéritysrajaa, poikkeamaa, saantoa, hiiriokestiavyytts,
toimintavarmuutta, tarkkuutta, satunnaisvirhettd, toistettavuutta tai uusittavuutta. Kun menetelmi
tuottaa tarkkoja tuloksia ja on asianmukaisesti osoitettu, ettd mééritys on tilastollisessa valvonnassa,
menetelmé on validoitu.*® Validointiin on useampia ohjeistuksia, kuten ICH (International Council for
Harmonisation) ja FDA (U.S Food and Drug Administration).*!? Abadyn tydryhmi testasi
lineaarisuutta, selektiivisyyttd ja matriisivaikutusta, tarkkuutta ja toistettavuutta, stabiilisuutta,
siirtovaikutusta ja kiyttokelpoisuutta.* Heidin saamansa tulokset osoittivat, etti menetelmd on

selektiivinen, tarkka, toistettava ja stabiili, ja se soveltuu erilaisten seerumindytteiden analysointiin.*
4.1 Lineaarisuus ja maaritysrajat

Lineaarisuus tarkoittaa sitd, ettd analyytin pitoisuuden ja mittaustuloksen suhde on lineaarinen tietyn
pitoisuusalueen vililld.*® Lineaarisuutta tutkittaessa yritetdén selvittdd se mittausalueen pitoisuusalue,
jossa kalibraatiosuora on lineaarinen.*® Kalibraatiosuoran lineaarisuutta kuvaa korrelaatiokerroin, jonka
tulisi olla >0,99.'3 Suoraa hyddynnetiin tuntemattomien néytteiden pitoisuuksien méérittelyssi. Suoran
yhtdlo on muotoa y=ax+b, jossa y on analyytin ja sisdisen standardin huippupinta-alojen suhde, x on
analyytin ja sisdisen standardin pitoisuuksien suhde, a on kalibraatiosuoran kulmakerroin ja b on y-

akselin leikkauspiste. Yhtilon perustella on mahdollista laskea havaitsemisraja (LOD) ja mééritysraja
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(LOQ).* Havaitsemisraja tarkoittaa maéritettivin komponentin pienintd pitoisuutta, joka voidaan todeta
luotettavasti. Maédritysraja puolestaan tarkoittaa alinta pitoisuutta, joka voidaan ilmaista
kvantitatiivisesti.®

Abadyn tyoryhmai valmisti standardiliuoksia kalibraatiota varten kolmena toistona kolmena eri

piivini toistettavuuden takia.* Havaitsemisrajan he méérittivit kaavalla:

330

ja madritysrajan kaavalla:
LOQ =2 2)

missd o on kalibrointisuoran y-leikkauspisteiden keskihajonta ja S kalibrointisuoran
kulmakerroin. Heidén tutkimansa ladkkeet osoittivat hyvdi lineaarisuutta ja korrelaatiokertoimet olivat

>0,999. Miiritysrajan arvot olivat 0,5-1 ng/ml, mitkd ovat verrattaessa aiempiin tuloksiin.*
4.2 Tarkkuus ja toistettavuus

Tarkkuus tarkoittaa mitatun arvon ja mittaussuureen todellisen arvon yhtépitdvyyttd ja toistettavuus
mittaustulosten yhtdpitivyyttd, kun méiritys tehddén toistettavissa olosuhteissa.®*¢ Tarkkuuteen
vaikuttavat systemaattiset ja satunnaiset virheet. Niiden summaa kutsutaan kokonaisvirheeksi, johon
tarkkuutta yleensd rinnastetaan.’® Systemaattisella virheelld tarkoitetaan mittausvirheen osaa, joka
pysyy vakiona tai vaihtelee ennustettavalla tavalla mittausta toistettaessa. Satunnaisvirheelld puolestaan
tarkoitetaan mittausvirheen osaa, joka vaihtelee ennustamattomalla tavalla mittausta toistettaessa.®
Systemaattisen virheen esiintymiseen vaikuttavat esimerkiksi virheellinen nollandytteen arviointi,
virheellinen kalibrointi tai niytteen mahdollinen muuttuminen ennen analysointia.*

Tarkkuuden maééritys onnistuu silloin, kun néytteen todellinen pitoisuus tunnetaan ja se
ilmoitetaan yleensd prosentteina. Tarkkuutta voidaan arvioida myds osallistumalla vertailukokeisiin tai
vertaamalla tuloksia toisella menetelmallé saatuihin tuloksiin. Systemaattista virhettd voidaan arvioida
standardin lisdyksen avulla saantokokeella. Siind ndytteeseen lisdtdén tunnettu médrd médritettavad
yhdistettd ja se analysoidaan alkuperdisen néytteen lisdksi. Menettelyn tarkoituksena on osoittaa, onko
analysoitavassa ndytteessd yhdisteitd, jotka voivat héiritd méaritysti. Toistettavuutta voidaan méaéarittaa
analyysin mukaan joko rinnakkaismééritykselld tai ilman. Vaikeissa ja monivaiheisissa analyyseissé
rinnakkaismééritys ei onnistu, jolloin toistettavuus mééritetdén analysoimalla erityyppisid néytteitd
useampana paivani. Silloin toistettavuus arvioidaan keskihajonnan avulla ja se ilmoitetaan usein
prosentteina keskiarvosta. Rinnakkaismédritysten avulla tehdyssd toistettavuuden arvioinnissa
kdytetddn tulosten keskihajontaa.*

Abadyn tyoryhmi arvioi toistettavuutta ja tarkkuutta suorittamalla pdivén siséisid ja péivien
vilisid analyysejd seerumindytteille, johon oli lisétty tunnettuja méérid standardiliuoksia.* Analyysit
suoritettiin neljdlld eri pitoisuudella, kuudella rinnakkaisnéytteelld ja kolmena perdkkidisend paivana.

Pdivan sisdisilld testeilld tarkistettiin, antaako menetelmd samanlaisia tuloksia lyhyelld aikavalilla.
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Pdivien vilisilld testeilld puolestaan arvioidaan menetelmidn pitkdaikaista toistettavuutta. Tuloksia
arvioitiin suhteellisen keskihajonnan ja saannon perusteella.* Saannolla tarkoitetaan prosenttiosuutta
lisdtyistd standardiliuoksista, jotka voidaan mitata takaisin ndytteestd. Saannot tyéryhma laski mitatun
ja lisdtyn pitoisuuden suhteena ja kaikkien heidén tutkimiensa liddkeaineiden tulokset olivat 96,3 %-
102,8 %, mika osoitti hyvéi tarkkuutta £5 %:n sisilli.* Pdivien sisdiset ja pdivien viliset toistettavuuden
arvot eivét ylittdneet 5,9 %:a, joten tarkkuus- ja toistettavuustulokset tdyttivit kansainviliset

hyviksyttivyyskriteerit, jotka ovat <15 %.*
4.3 Selektiivisyys ja matriisivaikutus

Selektiivisyydelld tarkoitetaan miten hyvin menetelmalld voidaan méérittéé tiettyjd analyyttejd ilman,
ettd samankaltaisesti kdyttiytyvit yhdisteet aiheuttavat hiiriditd.>* Matriisivaikutuksella tarkoitetaan
ndytteen muiden komponenttien, kuten proteiinien, vaikutusta mitattavan suureen arvoon.®
Selektiivisyyden testaamisella tarkistetaan, ettd havaittu kromatografian piikki on vain mitatusta
yhdisteestd, eivitkd eri yhdisteiden signaalit mene piillekkiin.* Nidytematriisi voi siséltid aineita, jotka
héiritsevédt analyysid vahvistamalla tai heikentdmélld yhdisteen signaalia. Selektiivisyyskokeilla
pyritdén selvittimidn erilaisten taustatekijoiden aiheuttamaa systemaattista virhettd. Niitd voidaan tutkia
esimerkiksi vertaamalla standardiliuoksen signaalia ennen niytematriisilisdysti ja sen jilkeen.
Abadyn tyoryhmé testasi selektiivisyyttd vertailemalla ja tarkistamalla, ettei puhdistettujen
seerumindytteiden kromatogrammeissa ollut péillekkiisid piikkejd lddkeaineiden piikkien kanssa.*
Kvantitatiivistd matriisin selektiivisyyttd tutkittiin standardiliuoksen ja nollaseerumin seoksen avulla.
Analyysi tehtiin kuudella rinnakkaisella ndytteelld, mikd varmistaa menetelmén toistettavuuden.
Matriisiefektid tutkittiin my6s kolonnin jilkeiselld infuusiolla, jossa lddkeaineiden ja sisdisten
standardien maééritysrajan pitoisuuksia pumpattiin jatkuvasti LC-MS/MS-laitteeseen tasaisella
virtausnopeudella (10 pL/min) samalla, kun tyhjii seerumindytteitdi analysoitiin.* Tulokset
matriisiefektin tarkkuudessa olivat 15 %:n sisilli, mikd tdyttdd FDA:n vaatimukset.* Kolonnin
jalkeiselld infuusiolla saadut tulokset osoittivat, ettd signaalin voimakkuus pysyi vakiona, eiki seerumi
vaikuttanut sithen. Tulosten perusteella valittu ndytteenkdsittelymenetelma todettiin soveltuvaksi, koska

ei havaittu hiiriditd, palautumisprosentti oli hyvi eiké ollut matriisivaikutusta.*
4.4 Stabiilisuus

Stabiilisuus tarkoittaa mittauslaitteen kykyd pitdd mittaustarkkuus ja toimintakyky ennallaan ajan
kuluessa.® Menetelmin validoinnin yhteydessi stabiilisuuteen kuuluu myés kiytettéivien reagenssien ja
ndytteiden séilyvyys, joita voidaan arvioida esimerkiksi tutkimalla niiden valoherkkyyttd ja
kdyttdytymistd eri lampétiloissa.’> Abadyn tydryhmd arvioi tutkimiensa lidikkeiden standardiliuosten

stabiilisuutta metanolissa, deionisoidussa vedessd, puhdistetussa seerumissa ja kasittelemattomassa
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seerumissa.* Niihin liuoksiin tehtyjen stabiilisuustestien tarkoituksena oli varmistaa, etti liikkeet eivit
hajoa niytteiden kisittelyn, sdilytyksen ja analyysin aikana.*

Analyysissd kidytetyt standardiliuokset valmistettiin laimentamalla metanoliin liuotettua
varastoliuosta deionisoidulla vedelld, mink4 takia 1ddkkeiden stabiilisuutta piti arvioida metanolissa sekd
deionisoidussa vedessd. Standardiliuokset valmistettiin laimentamalla varastoliuoksia metanoliin ja
deionisoituun veteen, siten ettd pitoisuudet olivat kalibraatiosuoran lineaarisella alueella. Saatuja
liuoksia verrattiin vastavalmistettuihin kalibraatioliuoksiin stabiilisuuden testaamiseksi. Metanoliin
laimennetuilla standardiliuoksilla testattiin varastoliuosten stabiilisuutta ja deionisoituun veteen
laimennetuilla kalibraatioliuosten stabiilisuutta. Varastoliuoksia kasitelldan huoneenlammaossd, mutta
niitd sdilytetddn yleensd —20°C:ssa, joten stabiilisuuden takia nimé olosuhteet pitdd testata.
Lémpotilasyklin stabiilisuutta arvioitiin sekd metanoliin ettd deionisoituun veteen laimennetuille
niytteille. Ensin ndytteiti pidettiin kolme tuntia —20°C:ssa ja sitten kaksi tuntia huoneenlammossa. Sykli
toistettiin neljd kertaa. Ladmpotilasyklin lisdksi stabiilisuutta tutkittiin my0s valossa. Siind
standardiliuokset jatettiin ndkyvan valon alle 10 tunniksi, jonka jdlkeen niitd verrattiin alumiinifoliolla
suojattuihin kontrollindytteisiin. Kuutta rinnakkaisndytettd kéytettiin jokaiselle olosuhteelle. Testien
tulokset osoittivat, ettd standardiliuokset molemmissa liuottimissa pysyivdt vakaina seké
lampotilasykleissa ettd fotostabiilisuustesteissd, miké kertoo, ettd niitd voidaan kéyttdd uudelleen ilman
merkittivii hajoamista.*

Stabiilisuutta puhdistetussa seerumissa tutkittiin lisddmaélld standardiliuoksia seerumiin ja
puhdistamalla ndytteet optimoidulla puhdistusmenetelmélld eli proteiinien saostuksella. Sen jélkeen
ndyte haihdutettiin ja rekonstituoitiin 50 % metanoliin (v/v). Rekonstituoidut néytteet jatettiin 4°C:een
24 tunniksi, jonka jidlkeen ne analysoitiin testaamalla automaattisen ndytteensyottdjan (engl.
autosampler) stabiilisuutta. Lampdtila valittiin sen takia, etti se on automaattisen ndytteenottajan
yleinen ldmpotila-asetus. Testi kertoo mahdollisesta epavakaudesta ndytteen valmistuksen ja LC-
MS/MS-injektion vililld. Téassdkin méérityksessd kéytettiin kuutta rinnakkaisndytettd jokaista
olosuhdetta varten. Saatujen tuloksien mukaan puhdistetun seerumin stabiilisuus oli 95-98 % eli
ndytteet pysyivit stabiileina véhintdin 24 tuntia ndytteenpuhdistuksen jilkeen.*

Stabiilisuutta kisittelemédttoméssid seerumissa arvioitiin eri stabiilisuustesteilld. Niitd tehtiin
analysoimalla testindytteitd, jotka sisdlsivit neljd eri pitoisuustasoa. Ensimmaéinen stabiilisuustesti oli
testi, jossa ndytteitd pidettiin huoneenlimmdssa neljd tuntia, mikd vastaa laboratoriokisittelyd (engl.
bench-top stability). Toinen testi oli jaddytys-sulatusstabiilisuus (engl. freeze-thaw stability). Siind
toistettiin nelji kertaa sykli, jossa ensin ndytteet olivat kolme tuntia —20°C:ssa ja sitten
huoneenldimmossa kaksi tuntia. Kolmas testi oli lyhytaikainen stabiilisuus (engl. short-term stability),
jossa néytteet olivat ensin kolme pédivadi huoneenldmmdssa ja sitten yhden viikon 4°C:ssa. Lyhytaikaista
stabiilisuutta arvioitiin niytteiden sdilytystd ja kuljetusta muihin laboratorioihin varten. Viimeinen eli
neljds testi oli pitkdaikainen stabiilisuus (engl. long-term stability), jossa néytteitd séilytettiin yhden

kuukauden ajan -20°C:ssa. Myds tdssd madrityksessd oli kuusi rinnakkaisndytettd jokaista
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testiolosuhdetta varten. Saadut tulokset osoittivat, etté ladkkeet pysyivit stabiileina viikon ajan 4°C:ssa,
miké kertoo, ettd alhainen lampdétila on tarpeen néytteiden kuljetuksessa. Myos pitkd- ja lyhytaikaiset
stabiilisuustestit tdyttivit FDA:n kriteerit. Kokonaisuudessaan stabiilisuustestien tulokset antavat

ohjeistuksia kliinisten ndytteiden késittelyyn.*
4.5 Menetelman soveltuvuus ja kliiniset naytteet

Menetelmén tarkoituksena on analysoida sydanglykosideja seerumindytteistd, ja koska seerumindytteet
voivat vaihdella esimerkiksi rasva-, sokeri- ja proteiinipitoisuuksien perusteelle, on tarpeen tutkia, miten
menetelma toimii erilaisissa seerumindytteissd. Abadyn tyoryhmai testasi kehittimédnsd menetelméa
hyperlipidemisissd, hyperglykeemisissd ja hyperalbuminemisissa seerumeissa, jotta voitiin varmistaa
menetelmin soveltuvuus, vaikka seerumin kemiallinen koostumus olisi epidnormaali.* Erityisen tirkeda
on varmistaa menetelmén tarkkuus hyperlipidemiaseerumissa, koska korkea kolesterolipitoisuus liittyy
usein sydédnsairauksiin. Tulokset osoittivat, ettd eri seerumityyppien mittaustulosten tarkkuus ja
toistettavuus olivat hyvéksyttdvin rajan alapuolella, mikd osoittaa, ettd menetelmi soveltuu laajalti
kliinisiin néytteisiin, koska se kestid seerumin mahdollisesti sisiltivit hdiritsevit aineet.* Ballotarin
tydryhmaé tutki 20 plasmaniytetti terveiltd vapaaehtoisilta, 20 plasmandytettd >65-vuotiailta siséltden
maksan vajaatoimintaa sairastavia ihmisid sekd 10 ndytettd ruumiin verestd tutkiessa digoksiinia ja
digitoksiinia plasmasta kiyttimilli UHPLC-MS/MS-menetelmii.!? Tutkimuksessa ei huomattu

padllekkdisia piikkejd tai hiiriosignaaleja tutkituilla retentioajoilla. '?

5 Johtopaatokset ja yhteenveto

LC-MS/MS-analyysi on hyvd vaihtoehto kliinisiin laboratorioihin sydénglykosidien analysointiin.
Menetelmd on kehittynyt nopeaksi ja suhteellisen yksinkertaiseksi. Kehittimisvaiheessa menetelmé
vaikuttaa monimutkaiselta, koska siind on paljon parametreja valittavana ja optimoitavana. Kehittyneen
laitteiston takia, itse analysointi ei vaadi asiantuntijuutta, mikd on ollut ongelmana nykyisissi
menetelmissé kliinisissé laboratorioissa. Menetelméin kehittdmisen tarkoituksena on 16ytdd parhaat
parametrit sydanglykosideille, mitkd voidaan asettaa analyysilaitteistolle, eikd niitd tarvitse kdyton
yhteydessd muuttaa tai ymmaértdd. Yksinkertaisesti sydinglykosidien pitoisuudet saadaan tietdd
esikdsittelemalld ndytteet ja laittamalla ne analyysilaitteistoon.

Ei ole yhtd selkedsti parasta ndytteenpuhdistusmenetelméi, vaan kaikissa on omat hyviét ja
huonot puolet. SPE ja LLE ovat tarkkoja puhdistusmenetelmid, mitd sydidnglykosidit pienien
pitoisuuksien takia tarvitsevat, mutta ne ovat myds spesifisid, mikd hankaloittaa useamman yhdisteen
samanaikaista puhdistusta. Vastakohtaisesti proteiinisaostus on hyva vaihtoehto useamman yhdisteen
puhdistamiseen, mutta se ei ole yhtd tarkka ja puhdistuksesta voi jaddid epdpuhtauksia, jotka voivat

haitata sydadnglykosidien analysointia. Yleisesti ottaen mitd parempi puhdistustehokkuus, sité
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spesifisemmin menetelmd on optimoitava eli menetelmid kidy samanaikaisesti harvemmalle eri
yhdisteelle.

Menetelmén parametreistd jotkin ovat selkediti vaihtoehtoja sydénglykosideille, kuten
ionisaatiomenetelménd ESI tai ionisaatiotilana positiiviset ionit. Osa parametreistd on kuitenkin todella
spesifisid tietyille sydinglykosideille, kuten hajotuspotentiaali tai tormiysenergia, joten niille on
haastava médrittda yhté tiettyd parasta arvoa. Parametreihin vaikuttavat myos kdytettivit laitteistot ja
ndytteen koostumus. Oikeat parametrit 16ydetdén kokeellisilla testeilld. Parametrejd vaihdellaan ja
parhaan tuloksen tuottanut parametri valitaan. Analyyttisen menetelmédn kehittimisessd oikeiden
parametrien valinnan lisdksi validoinnilla on todella tirked rooli. Ilman validointia menetelmdin ei
voida luottaa eiké sitd voida kéyttdd analysoinnissa. Validoinnissa koitetaan ottaa huomioon kaikki
analyysin tulokseen vaikuttavat asiat, kuten mittausvirheet ja stabiilisuus. Menetelméd hyvéksytdan
kayttoon, kun kaikki validointitestien tulokset ovat hyviaksyttyja.

LC-MS/MS-menetelmin optimointi vield paremmin soveltuvaksi kliinisiin laboratorioihin
vaatisi vield uuden ja yksinkertaisen néytteenkésittelymenetelmén kehittdmisen, jotta silld voitaisiin
puhdistaa useita eri yhdisteitd sisdltdvid ndytteitd, niin ettd puhdistustarkkuus pysyisi hyvina, koska

terapeuttisessa monitoroinnissa analyysit ovat usein kvantitatiivisia.
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