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Tiivistelma

Tamain tyon tarkoituksena oli kehittdd ja validoida menetelmé Jyviskylian yliopiston Kemian
laitoksella jo valmiiksi olevalle HPLC-ESI-QqQ-laitteistolle siten, ettd menetelmalld saataisiin
kvantitatiivisesti madritettyd kortikosteroni- ja testosteronipitoisuudet hyvin véhdisestd maa-
rdstd linnun veriplasmaa ilman niytteiden derivatisointia. Laiteparametrien optimointi suoritet-
tiin kokeilemalla eri parametrien vaikutusta testosteronin ja kortikosteronin erottuvuuteen ja
vasteeseen ja valitsemalla parametreista sellaiset, joilla kyseisten yhdisteiden erottuvuus oli sel-
kein ja vaste suurin. Tydssd optimoidulla menetelmélld saadaan mééritettyd kvantitatiivisesti
kortikosteroni ja testosteroni 10 mikrolitrasta linnun veriplasmaa ilman naytteiden derivatisoin-
tia suuruusluokassa ng/ml. TyOssd saadut maédritysrajat (LOQ) olivat kortikosteronille
2,72 ng/ml ja testosteronille 3,17 ng/ml. Saadut mééaritysrajat ovat selvisti liian suuret, silla jos
médritysrajoina kdytettdisiin pienimmén pitoisuuden standardiliuoksia, niin kortikosteronille
madritysrajaksi tulisi 1,18 ng/ml (S/N = 12,5) ja testosteronille 0,98 ng/ml (S/N = 39,1). Kor-
kean signaali-kohinasuhteen takia testosteronille saataisiin vield tdtdkin huomattavasti alhai-
sempi médritysraja. Hajonnat kaikissa tydssa tehdyissd mittauksissa olivat alle 15 % (CV%) ja
QC-ndytteiden tarkkuudet testosteronille olivat 94—101 %, mutta kortikosteronille 82—83 %.
Kortikosteronin alhaisiin tarkkuuksiin saattoi vaikuttaa kiytetty sisdinen standardi ('3Cs-testo-
steroni), joka korjasi kortikosteronin kalibrointisuoran kulmakertoimen liian jyrkéksi. Kalib-

rointisuorien selitysasteet olivat kortikosteronille 0,9939 ja testosteronille 0,9954.



v

Esipuhe

Tadma syventivian sivuaineen tutkielma tehtiin Jyvéskylin yliopiston Kemian laitoksella syksyn
2021 ja kevédidn 2023 vilisend aikana. Tutkielman ohjaajana toimi yliopistonlehtori Elina Kale-
nius. Tutkielma tehtiin yhteistyosséd Jyvaskyldn yliopiston Bio- ja ympaéristotieteiden laitoksen
kanssa. Naytteiden késittely suoritettiin Bio- ja ymparistitieteiden laitoksella ja instrumentti-

analytiikka Kemian laitoksella.

Tutkielman aihe rajattiin késitteleméén pelkastidan kortikosteronin ja testosteronin analytiikkaa.
Tutkielmaan liittyva ldhdeaineisto hankittiin kdyttdmalla Jyvaskylidn yliopiston kirjaston koko-
elmia, Googlen Scholar -hakupalvelua sekd kustantamoiden, kuten Elsevier ja Springer Science
Business Media, omia hakupalveluita. Hakusanoina olivat muun muassa LC-MS/MS, plasma,

serum, bird, corticosterone, testosterone ja low volume.

Haluan erityisesti kiittdd tutkielmani ohjaajaa Elina Kaleniusta ja Bio- ja ympdéristitieteiden
laitoksen Suvi Ruuskasta, jotka ottivat minut mukaan tdhén mielenkiintoiseen ja erittdin opet-
tavaiseen projektiin. Lisdksi haluan kiittd4d Hannu Pakkasta hyvistd ajatuksista ja avusta laite-

teknisten ongelmien kanssa.

Jyviskyldssa 1.2.2023

Harri Asikainen
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1 JOHDANTO

Steroidihormonit kasittdvat suuren mairin pienid, biologisesti aktiivisia molekyyleja, joilla on
keskeinen rooli muun muassa elididen aineenvaihdunnassa, lisddntymiskéyttdytymisen sdite-
lyssd, verenpaineen siitelyssd, tulehdusreaktioissa ja stressireaktioissa.'” Kortikosteroni
(Kuva 1) on linnuilla lisimunuaisista erittyva glukokortikoidi, jolla on keskeinen rooli lintujen
stressireaktioissa.>? Stressireaktiot auttavat lintuja sopeutumaan mahdollisesti haitallisiin ym-
piristdoloihin.* Téllaisia haitallisia ympéristdoloja ovat esimerkiksi saalistus, ravinnon vihyys
tai ddrimmaiset sidolosuhteet.? Kortikosteronin positiivisia vaikutuksia lintujen selviytymiseen
ovat muun muassa energiavarastojen vapautuminen ja pelontunne, jotka auttavat lintuja pois-
tumaan haitallisista olosuhteista tai vélttiméén niitd.*> Kroonisesti koholla olevilla kortikoste-
ronitasoilla on kuitenkin my0s negatiivisia vaikutuksia. Sellaisia ovat muun muassa sydidnon-
gelmat, haavaumat, vastustuskyvyn aleneminen ja hermovauriot, jotka kaikki huonontavat yk-

silén selviytymismahdollisuuksia.’

Testosteroni (Kuva 1) puolestaan on sukupuolirauhasista erittyvd androgeeninen sukupuolihor-
moni, jolla on keskeinen rooli lintujen lisdéintymiskéyttiytymisessd.® Testosteroni vaikuttaa lin-
nuilla muun muassa hermoston kasvuun ja toimintaan, lihasten ja luiden kehitykseen, vastus-
veren korkealla testosteronipitoisuudella on myds haitallisia vaikutuksia. Niitd ovat muun mu-
assa elimiston rasvavarastojen pieneneminen, hiiriét parinmuodostuksessa seka jélkeldisista
huolehtimisessa ja lisdéntyneestd aktiivisuudesta ja aggressiivisuudesta johtuva vammautumis-

ja kuoleman riski.>
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Kuva 1. Kortikosteronin (1) ja testosteronin (2) rakennekaavat.

Perinteisesti steroidihormoneja on madritetty biologisista ndytteistd erilaisilla immunomaééri-

tysmenetelmilld, kuten radioimmunomairitykselld (RIA) ja entsyymivilitteiselld immunosor-



benttiméiritykselld (ELISA).>”8 Ne perustuvat vasta-aineisiin.’ Vasta-aineeseen on liitetty jo-
kin médritettidvissd oleva molekyyli. Molekyylit voivat olla radioaktiivisia, kuten RIAssa, tai
esimerkiksi fluoresoivia. Vasta-aineen sitoutuessa hormoniin, molekyylin vasteen suuruuden
perusteella saadaan mééritettyd hormonin pitoisuus ndytteessd. Nykyisin immunomaarityksiin

on saatavissa erilaisia kaupallisia paketteja, jotka tekevit niiden tekemisestd suoraviivaista.®

Vaikka immunomaéaritykset ovat yleisesti kédytettyjd, niihin liittyy paljon erilaisia ongelmia.
Kukin mééritettivd hormoni vaatii oman vasta-aineen ja jos sellaista ei ole saatavilla, niin im-
munomédrityksia ei voida kayttdd.” Lisdksi ne ovat hitaita, niilld saadaan maéritettya vain yksi
hormoni kerrallaan, niiden dynaaminen mittausalue on rajallinen, niissé esiintyy matriisihéiri-
0itd ja niille ei ole saatavissa sisdisid standardeja, joilla esimerkiksi matriisihdiriditd voitaisiin
korjata.>7410 Immunoméiritysten ehkd merkittdvin ongelma on kuitenkin vasta-aineiden risti-
reaktiivisuus, jossa vasta-aine sitoutuu analyyttid rakenteeltaan ldhelld olevaan molekyyliin,
mik aiheuttaa epétarkkuutta saatuihin tuloksiin.!*"1? Steroidihormonit ovat yksi tdllainen yh-
disteryhma, jossa ristireaktiivisuutta tapahtuu helposti, silld steroidit ovat rakenteeltaan hyvin

samankaltaisia.3!!

Immunomadritysten huonoista puolista, erityisesti ristireaktiivisuudesta johtuvasta tulosten
epavarmuudesta, johtuen hormonianalytiikassa on siirrytty enenevissd maarin kiayttimaan kro-
matografiamassaspektrometrisid menetelmid, silld ne ovat tarkkoja, selektiivisid eri hormo-
neille, niiden dynaaminen mittausalue on laaja ja lisdksi niilld pystytddn méérittiméaén useam-

man hormonin pitoisuus samasta niytteestd samalla kertaa.>’-%10:11

Tédmaén tyon tarkoituksena
oli kehittii ja validoida menetelmi Jyviskylén yliopiston Kemian laitoksella jo valmiiksi ole-
valle HPLC-ESI-QqQ-laitteistolle siten, ettd menetelmalld saataisiin kvantitatiivisesti madritet-
tya kortikosteroni- ja testosteronipitoisuudet hyvin vdhidisestd madristd linnun veriplasmaa il-

man ndytteiden derivatisointia.

2 TEORIA

Biologisissa ndytteissd on usein monia steroidihormonien médritysti haittaavia yhdisteitd, ku-
ten proteiineja, lipideji ja suoloja.®!%!1? Niytteet voivat myds olla erittdin laimeita tai ndytemat-
riisi voi olla kromatografiaan soveltumaton, kuten esimerkiksi seerumi.!> Sen takia ndytteet

usein puhdistetaan, niitd konsentroidaan tarvittaessa ja ne siirretdén sopivaan matriisiin ennen



analyysid.>!?

Tavallisia hormonindytteiden puhdistus- ja konsentrointimenetelmid ovat kiin-
tedfaasiuutto (SPE)'?!4 ja neste-nesteuutto (LLE),'* joka tunnetaan myos nimilla liuotinuutto ja

osiointi’>.

Kiintedfaasiuutossa pysyvéni faasina on jokin kiinted sorbentti, kuten silikapohjainen C18- tai
polymeerisorbentti, joka on pakattu ruiskunmuotoiseen kolonniin.® Sorbentit voivat olla hyd-
rofobisia, hydrofiilisid, ioninvaihtoon perustuvia tai sekamuotoisia.'¢ Niyte lisitdéin kolonniin,
jolloin analyytit pidittyvét kiintedén faasiin ja epdpuhtaudet tulevat ulos kolonnin toisesta
padsti.!” Kolonnia huuhdellaan pesuliuoksilla ja lopuksi analyytit eluoidaan sopivalla eluentilla
irt1 kiintedstd faasista. Eluointiin voidaan kayttdd erivahvuisia eluenttejd, jolloin eri analyytit
saadaan tarvittaessa eroteltua omiksi jakeikseen.? Kiintedfaasiuuttoa voidaan kiyttda monenlai-
sille matriiseille. Silld voidaan erottaa analyytit esimerkiksi virtsa-, veri-, vesi-, maa- tai kudos-
ndytteistd.!> Menetelméni kiintedfaasiuutto on tehokas, sen saanto on hyvi, se voidaan auto-
matisoida ja siind tarvittavien liuottimien ja sitd kautta myos muodostuvan liuotinjatteen méaéra
on vihiinen.®'%12 SPE:n huonoina puolina ovat tarvittavan vélineistén hinta ja, ettd perintei-
sesti suoritetussa kiintedfaasiuutossa tarvittavan niytteen mairiassé puhutaan millilitroista. Ny-
kydén on saatavissa mikro-SPE-pipetinkérkid, joilla pystytddn kidsittelemddn hyvinkin pienid
ndytetilavuuksia. Niidenkin huonona puolena on kuitenkin korkea hinta (noin 2 euroa kappa-

leelta'®).

Neste-nesteuutossa kdytetddn yleensd kahta toisiinsa liukenematonta nestettd, joihin yhdisteet
jakaantuvat kemiallisten ominaisuuksiensa perusteella.”!? Jos halutaan erottaa jokin tietty yh-
diste tai tietyt yhdisteet monimutkaisesta matriisista, puhutaan usein liuotinuutosta.'> Hormo-
nianalytiikassa pyritddn 16ytdméaén sellainen uuttoliuotin, ettd analyytit siirtyvét sithen poispes-
tavien yhdisteiden jaddessa alkuperdiseen matriisiin. Steroidihormonit ovat hydrofobisia yhdis-
teitd,'? joten niitd uutettaessa kdytetdin orgaanisia liuottimia, kuten heksaania,? tolueenia''->
tai MTBE:ti7222. Ne ovat kaikki vetti kevyempid,® joten ne jddvit vesifaasin péille ja ovat
siten faasierottelussa helposti pipetoitavissa talteen ilman kontaminaatiota. Suuressa mittakaa-
vassa liuotinuuton huonona puolena on suuri liuottimien ja sitd kautta myos liuotinjdtteen
madrd. Hyvind puolina ovat sen helppous, edullinen hinta ja, ettd uutto voidaan tehdd myos
pienestd ndytemédristd.!” Tamin tyon tavoitetta ajatellen, pieni ndytemiérd on oleellinen asia,
joten ndistd kahdesta uuttomenetelmasté liuotinuutto on tésséd tapauksessa kdyttokelpoisempi

myds edullisemman hintansa puolesta.



Kromatografia on tekniikka, jolla erotetaan seoksessa olevat komponentit toisistaan.” Toisin
kuin uutossa, kromatografiassa kiytetddn kahta faasia, joista toinen pysyy paikallaan (pysyva
faasi) ja toinen liitkkuu (litkkuva faasi). Faasit valitaan siten, ettd erotettavat yhdisteet vuoro-
vaikuttavat molempien faasien kanssa. Jos yhdisteet vuorovaikuttavat usein pysyvén faasin
kanssa, niiden liike liikkuvan faasin mukana hidastuu. Silloin, kun erotettavat yhdisteet vuoro-
vaikuttavat pysyvén faasin kanssa eri pituisia aikoja, ne litkkkuvat litkkuvan faasin mukana eri

nopeuksilla ja ndin erottuvat toisistaan.

Kaasukromatografialla (GC) erotetaan kaasufaasissa olevia yhdisteitd. Yhdisteet kulkevat kan-
tajakaasun mukana kolonniin, jossa erottuminen tapahtuu. GC:ssd kdytettdvit kolonnit ovat
yleensd useita metrejd pitkid, todella ohuita putkia. Ne voivat olla joko kapillaarikolonneja tai
pakattuja kolonneja. Kapillaarikolonnissa pysyva faasi on sidottu kolonnin reunoille ja paka-
tussa kolonnissa pysyva faasi tayttdd koko kolonnin. Pysyva faasi voi olla joko nesteméinen
(partitiokromatografia) tai kiinted (adsorptiokromatografia). GC-laitteistossa kolonni on sijoi-
tettuna kolonniuuniin, jolloin sen I&mpétila saadaan tarpeeksi korkeaksi ja ldmpoétilaa voidaan
vaihdella, jotta eri analyyteille saadaan sopivat hdyrynpaineet ja sitd kautta tehokas ja nopea

erottuminen.’

Kaasukromatografia on tarkka ja nopea menetelmi steroidihormonien analysoimiseksi.” Ste-
roidihormonit ovat kuitenkin huonosti hoyrystyvid ja hajoavat helposti korkeissa 1ampoti-
loissa.'? Sen takia niiti tdytyy derivatisoida kaasukromatografista mééritystd varten. Derivati-
soinnissa hormoneihin lisdtdin funktionaalisia ryhmié, tai hormonien rakennetta muutetaan si-
ten, ettd ne hoyrystyvit helpommin ja kestéviit paremmin korkeita limpétiloja.!> Derivatisointi
on kuitenkin aikaa vievii ja vaatii monesti useita tydvaiheita.>'? Lisiksi mééritettdvien yhdis-
teiden massat kasvavat ja siind saattaa muodostua isomeerejd, jotka voivat haitata varsinaisten

yhdisteiden méaritysta.!!-12:20

Nestekromatografialla (LC, HPLC) erotetaan liuoksessa olevia yhdisteitd. Nestekromatografi-
assa yhdisteet kulkevat nestevirran, eluentin, mukana kolonniin, jossa ne erottuvat toisistaan ja
tulevat ulos kolonnista, eluoituvat, tietyilld retentioajoilla. Nestekromatografiassa kdytettavat
kolonnit ovat huomattavasti lyhyempia ja sisdhalkaisijaltaan suurempia kuin kaasukromatogra-
fiassa kaytettdvit. Kaasukromatografiasta poiketen, nestekromatografiassa kadytetddn ainoas-
taan pakattuja kolonneja, silld nesteiden diffuusio on 10* kertaa hitaampaa kuin kaasujen.’ Talld
tavoin liuenneiden analyyttimolekyylien ei tarvitse diffundoitua niin kauas kohdatakseen pysy-

vin faasin ja niiden erottuminen on nopeampaa.



HPLC-laitteisto koostuu tavallisesti automaattisesta niytteensyottdjéstd, pumpusta, kolonniuu-
nista, kolonnista, detektorista ja tietokoneesta. Automaattinen néytteensyottdja injektoi néayt-
teen ndytteen syottoventtiilin kautta eluenttivirran kuljetettavaksi. Useampaa eluenttia kdytet-
tdessd, pumppu sekoittaa ne oikeassa suhteessa ja pitdd eluenttivirran litkkeesséd ohjatulla no-
peudella. Analyyttinen kolonni ja siihen liitetty esikolonni ovat sijoitettuina kolonniuuniin. Ko-
lonniuuni pitdd kolonnin lampétilan vakiona. Toisin kuin GC:ssd HPLC:ssd gradientin muutos
tehddin eluenttien suhteita muuttamalla, eiké kolonnin 1dmpd6tilaa muuttamalla. Nestekromato-
grafin detektorina voi olla esimerkiksi diodirividetektori (DAD), fluoresenssidetektori (FLD)
tai massaspektrometri (MS). Tietokoneella analysoidaan mittausdata ja ohjataan nykyaikaisia

HPLC-laitteistoja.”!>23

Hormonianalytiikassa nestekromatografia on pitkélti korvannut kaasukromatografian, koska
nestekromatografialla pystytdén analysoimaan huonosti haihtuvia yhdisteitd ilman aikaa vievaa
derivatisointia.>'? Steroidihormonien hydrofobisesta luonteesta johtuen niille sopii paremmin
kadnteisfaasikromatografia, jossa kdytetdan poolista litkkuvaa faasia ja vihemmaén poolista py-
syvii faasia.'? Tyypillisesti hormoneille soveltuvissa kolonneissa kiytetiéin C8- tai C18-hart-
sia, joka on sidottu piidioksidi- tai polymeeripartikkelien pinnalle. Hyvid litkkuvan faasin liu-
ottimia ovat esimerkiksi vesi ja metanoli. Koska tdmén tyon tavoitteena oli kehittdd menetelma,
jossa ei tarvittaisi ndytteiden derivatisointia, niin HPLC on tyon tarkoitukseen paremmin sovel-

tuva yhdisteiden erotusmenetelma.

Massaspektrometria on tekniikka, jolla voidaan tutkia atomien, molekyylien tai molekyylin
osien molekyylipainoa.” Massaspektrometriassa kaasufaasissa olevat yhdisteet ionisoidaan ja
niille mééritetddn massa-varaussuhteet (m/z-arvot). Massa-varaussuhteessa yhdisteen molekyy-

lipaino jaetaan sen varauksella, ja m/z-arvojen perusteella yhdisteet voidaan erottaa toisistaan.

Massaspektrometri koostuu kolmesta padkomponentista: ioniléhteestd, massa-analysaattorista
ja detektorista.” Ionildhteessi tiivistyneessid muodossa olevat yhdisteet ionisoidaan. Massa-ana-
lysaattorissa eri molekyylipainon omaavat ionit erotetaan toisistaan ja niitd voidaan aktivoida,
jos kéaytossd on MS/MS-tekniikka. Viimeisessd vaiheessa ionit saapuvat detektorille, jossa ne

havaitaan ja niille saadaan yleisyydet.

Hormonianalytiikassa kaksi yleisesti kdytettyd yhdisteiden ionisaatiomenetelmid ovat kemial-

linen ionisaatio normaalissa ilmanpaineessa (APCI) ja sihkdsumutusionisaatio (ESI).!>!422



Myos fotoionisaatiota normaalissa ilmanpaineessa (APPI) on kdytetty, mutta se ei ole yhté kéy-
tetty kuin kaksi aikaisemmin mainittua menetelméi.'* Kemiallisessa ionisaatiossa normaalissa
ilmanpaineessa ionisoidaan ensin desolvataatiokaasu, josta varaus siirtyy analyyteille.'> APCI
on niin sanottu pehmea ionisaatiomenetelma, eli sitd kaytettdessd analyytit eivét pilkkoudu. Ta-
vallisesti APCI:ssd muodostuu yhdesti varattuja ioneja ja ndytteet pitdd hoyrystdd, minka
vuoksi se ei sovellu makromolekyyleille kuten proteiineille.” APCI:n merkittivin etu on, ettd
silld ei esiinny ionisuppressiota, joka heikentid mittauksen herkkyyttd.!? Ionisuppressiossa ana-
lyyttien kanssa samoissa nestepisaroissa olevat muut yhdisteet tai epdpuhtaudet vievit osan
analyyttien ionisaatiopotentiaalista ja niin heikentdvit niiden ionisoitumista.!? Li ef al.?? olivat

saaneet APCI:114 kortikosteronille ldhes kolme kertaa suuremman vasteen kuin ESI:114.

Sahkdsumutusionisaatio on niin ikddn pehmed ionisaatiomenetelma. Siind muodostetaan ensin
voimakkaan sdhkokentidn avulla varauksellisia nestepisaroita, joista haihdutetaan liuotinta [dm-
mitetyn kaasuvirtauksen, yleensé typpi, avulla.”!? Pisarat kutistuvat ja kutistuvat, kunnes jil-
jelle jaa vain ionisoituneet, kaasufaasissa olevat analyytit, jotka ohjataan massa-analysaatto-
rille. Sdhkésumutusionisaatiossa muodostuu my0ds useasti varattuja ioneja, joten se soveltuu
myos suurille yhdisteille.” Sdhkdsumutusionisaation merkittivin haitta on ionisuppressio.'? Sité
voidaan kuitenkin korjata sisdisen standardin avulla.'> Samalla saadaan korjattua ndytteen k-
sittelyssd mahdollisesti tapahtunut analyyttien hivikki. Steroidihormoneille sisdisend standar-
dina kiytetddn yleensd isotooppileimattuja (hiili-13 tai deuterium) hormoneja niin, ettd kolme
tai useampi atomi on korvattu isotooppiatomilla. Thannetapauksessa jokaiselle analyytille on

oma sisiinen standardinsa, mutta se ei ole kuitenkaan vilttimitonti.!?

Vaikka LC-MS on tehokas keino hormonien méaarittimiseksi, se kuitenkin kérsii taustakohi-
nasta, alentuneesta herkkyydestd erityisesti biologisten ndytteiden kohdalla ja isobaarisesta
padllekkiisyydestd, jossa kaksi tai useampi saman m/z-arvon omaavaa yhdistettd eluoituvat
padllekkiin.'? Niitd ongelmia voidaan ehkiistd kdyttiméilld niin sanottua tandemmassaspekt-
rometriaa (MS/MS, MS”). Tandemmassaspektrometriassa kaksi tai useampi massa-analysaat-
tori on kytketty sarjaan mahdollistaen mielenkiinnon kohteena olevien yhdisteiden tarkemman
eristimisen. Yksi yleisimmistd tandemmassaspektrometreistid on kolmoiskvadrupoli (QqQ).>*
Se koostuu kolmesta sarjassa olevasta kvadrupolista, joista ensimmadiselld ja kolmannella eris-
tetdén tietyn m/z-arvon omaavia ioneja. Toisella kvadrupolilla voidaan aktivoita ensimmaiselld
kvadrupolilla eristettyjd ioneja. Aktivoinnissa kdytetddn toisessa kvadrupolissa olevaa tor-
mayskaasua (N2, Ar, Xe), johon torméysenergialla kiihdytetyt ionit torméavit ja pilkkoutu-

vat.>** Muodostuneet pilkeionit médritetdéin kolmannella kvadrupolilla.



Yksi tandemmassaspektrometrian tyypeistd on useiden reaktioiden seuranta (MRM). Siiné kol-
moiskvadrupolilaitteiston ensimmaiselld kvadrupolilla eristetdén halutut, alkuperéiset prekur-
sori-ionit. Niitd aktivoidaan (pilkotaan) toisessa kvadrupolissa ja halutut pilkeionit eristetdin
kolmannella kvadrupolilla. Téorméysaktivoinnissa muodostuu yleenséd yhdisteelle karakteristi-
sia pilkeioneja ja niitd mittaamalla yhdiste voidaan tunnistaa ja erottaa muista saman m/z-arvon
omaavista yhdisteistd. Yleensd eristettdviksi pilkeioneiksi valitaan alkuperdisestd yhdisteesti
yleisimmin muodostuvat pilkeionit.'?> Mikali yleisia pilkeioneja on useita, voidaan yhtd niistd
kayttdd mitattavan yhdisteen kvantitointiin (quantifier) ja toista mitattavan yhdisteen tunnista-
misen varmistamiseen (qualifier).'? Testosteronille tyypillisesti kiytetyt pilkeionit ovat m/z 109

ja m/z 97 ja kortikosteronille m/z 121 ja m/z 105 (Kuva 2).7:1214

(a) OH OH

m/z 289

/ﬁ/\/
H—a/ N )

m/z 109 H-O
m/z 97
(b) o OH o OH
H
HO +H* H ,9
o) o)
m/z 347

Q\/ m/z 105
o Z

m/z 121

Kuva 2. Testosteronin (a)*>%% ja kortikosteronin (b)?? yleisimmiit pilkeionit torméysaktivoin-

nissa (CID).



Tamain tyon tavoitetta ajatellen sopiva analyysimenetelma voisi olla HPLC-ESI-QqQ MRM-
menetelmalld yhdistettynd liuotinuuttoon. Vuonna 2020 Nouri ef al. olivat kehittdneet saman

tyylisen menetelmén kalandytteille.” Sitd kdytettiin timin menetelméin pohjana.

3 TYON SUORITUS JA TULOKSET

3.1 Materiaalit

Tyossé kéytetyt reagenssit, niidden molekyylikaavat, valmistajat ja puhtausasteet on koottu Tau-
lukko 1. Kaikki liuottimet (vesi ja metanoli) olivat puhtaudeltaan HPLC-MS-laatua. Seerumis-
tandardeissa kdytetty veriseerumi oli Gibcon valmistamaa, aktiivihiilikésiteltyd naudan sikion

seerumia (Gibco, Charcoal Stripped Fetal Bovine Serum, Qualified One Shot).

Taulukko 1. Ty0ssé kdytetyt reagenssit, niiden molekyylikaavat, valmistajat ja puhtausasteet

Yhdiste Molekyylikaava Valmistaja Puhtausaste
Testosteroni Ci9H2502 Sigma-Aldrich ~ >99,0 %
Kortikosteroni C21H3004 Sigma-Aldrich > 98,5 %
13C;-testosteroni BC;3C16H2802,  Sigma-Aldrich 98 %
Ammoniumfluoridi NH4F Sigma-Aldrich  >99,99 %
Muurahaishappo HCOOH Sigma-Aldrich > 98 %
Metyyli-tert-butyylieetteri CsHi20 Acros Organics 99,9 %

3.2 Menetelmat

Ty06ssd suoritettu menetelmén kehitys ja optimointi tehtiin laitteistolle, joka koostui 1290 Infi-
nity -sarjan nestekromatografista (1290 Bin Pump, 1290 TCC, 1290 Sampler, Agilent Techno-
logies Inc.) sekd 6460 Triple Quad LC/MS-massaspektrometrista (Agilent Technologies Inc.).
Kolonnina oli Acquity Premier HSS T3, 2,1 x 50 mm, 1,8 um (Waters Corporation), esikolon-
nina Acquity Premier HSS T3 VanGuard, 2,1 x 5 mm, 1,8 um (Waters Corporation) ja ohjel-
mistoina MassHunter -sarjaan (Agilent Technologies Inc.) kuuluvat ohjelmat Workstation Data
Acquisition (versio B.06.00), Qualitative Analysis (versiot B.06.00 ja B.08.00) ja Quantitative
Analysis (versio B.06.00). Mittaustapana ty0ssé kéytettiin MRM:&4, positiivista polarisaatiota
ja kddnteisfaasikromatografiaa. MS/MS:ssd yhdisteiden aktivointimenetelminé oli tormaysak-

tivointi (CID). Menetelmén sisdisend standardina oli '3Cs-testosteroni. Yhdisteiden seuratut



transitiot olivat: testosteroni m/z 289 — 109, kortikosteroni m/z 347 — 121 ja '3Cs-testosteroni
m/z 292 — 112. Naytteen syotossa ei kdytetty jadhdytystd. Kalibrointisuorien sovituksessa kéy-

tettiin lineaarista sovitusta origo huomioiden ilman painokertoimia. Menetelmin havaitsemis-

rajat (LOD) laskettiin

— 3%
LOD = " (1)
ja méadritysrajat (LOQ)
LOQ = =22, @)

joissa s, on regressiosuoran y-akselin leikkauspisteen virhe ja a on suoran kulmakerroin. Rin-
nakkaismadaritysten hajontalukuna kaytetty variaatiokerroin (CV) puolestaan laskettiin
cV = % 100 %, (3)

jossa s on mittaustulosten keskihajonta ja X on mittaustulosten keskiarvo.
3.3 Niytteen Kiisittely

Niytteitd varten '3Cs-testosteronista (0,1 mg/ml) valmistettiin 100 ng/ml oleva tydliuos. 10 pl
seerumindytteeseen lisdttiin 2 pl sisdisen standardin tydliuosta (ndytteen ISTD-pitoisuudeksi
tuli 16,67 ng/ml) ja 25 ul MTBE:td. Néytteitd vortexoitiin 30 sekuntia, sentrifugoitiin 10 mi-
nuuttia (1 100 x g, 4 °C) ja ylempi faasi keréttiin talteen (onnistui parhaiten pitkédlld, ohuella
pipetinkérjelld). Naytteeseen lisdttiin 20 ul MTBE:t4 ja vortexointi, sentrifugointi ja faasierot-
telu toistettiin. Uuton jélkeen kerdtyt MTBE-faasit yhdistettiin, haihdutettiin kuiviin huoneen-
lammossé, typpivirtauksen alla (Kuva 3) ja nithin liséttiin 12 pl metanolia. Valmiit néytteet

sdilytettiin jddkaappildmpdotilassa (+4 °C).
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Kuva 3. Naytteiden haihdutuksessa kéytetty typpihaihdutin (Organomation Associates Inc. Nit-
rogen Evaporator N-EVAP 111).

3.4 Menetelmin optimointi

Tyd aloitettiin optimoimalla ensin kdytetyn mittauslaitteiston parametrit ja gradienttiohjelma ja
vasta sen jdlkeen optimoitiin ndytteen kasittely. Nestekromatografin osalta optimoitaviin asioi-
hin kuuluivat injektiotilavuus, injektion kohta (draw position), injektion imunopeus (draw
speed), eluenttien koostumukset, virtausnopeus, gradienttiohjelma ja kolonnin lampétila. Mas-
saspektrometrin osalta optimoitiin tormdysenergia (collision energy). Liséksi selvitettiin,
kuinka monta injektiota yhdestd 12 pl:n ndytteestd pystyy tekemééin. Laiteparametrien opti-
mointi suoritettiin kokeilemalla eri parametrien vaikutusta testosteronin ja kortikosteronin erot-
tuvuuteen ja vasteeseen ja valitsemalla parametreista sellaiset, joilla kyseisten yhdisteiden erot-
tuvuus oli selkein ja vaste suurin. Optimointia varten testosteronista ja kortikosteronista val-
mistettiin 0,49 ja 0,59 mg/ml olevat kantaliuokset metanoliin ja niistd edelleen 4,9 ja 5,9 ng/ml

olevat tyoliuokset metanoliin.
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3.4.1 Injektiotilavuus

Sopivan injektiotilavuuden 16ytdmiseksi kokeiltiin aluksi tilavuuksia 2, 4, 6 ja 8 pl. Niista par-
haaksi osoittautui 6 pl (Kuva 4a). Lisdksi kokeiltiin vield 5 pl:aa (Kuva 4b), koska alkuperai-
send ajatuksena oli, ettd 12 ul:n ndytteestd saisi mahdollisesti suoritettua kaksi injektiota. Lo-

pulliseen metodiin valittiin injektiotilavuudeksi 5 pl.

(a) x103
35 2
—2ul
3 4 ul
25 —6ul
) —8ul
15
; 1
> ‘m
0

3839 4 414243 44454647 4849 5 515253545556575859 6 6.16.26.36465F6686.76.8
Counts vs. Acquisition Time (min)

(b) x103
1.8
1.6 5l

14 — 6l
1.2

0.8 1
0.6
04
02

o

32 34 36 38 4 42 44 486 438 5 52 54 56 58 6 62 64 66 638 7
Counts vs. Acquisition Time (min)

Kuva 4. Injektiotilavuuden vaikutus kortikosteronin (1) ja testosteronin (2) piikkien intensiteet-
teihin 2, 4, 6 ja 8 ul:n (a) ja 4, 5 ja 6 ul:n (b) injektiotilavuuksilla. Kuvan kohdissa (a) ja (b) on
eripituiset gradienttiohjelmat. Piikkien retentioaikojen vaihtelu johtuu laitteessa aluksi olleesta

stabiilisuusongelmasta.

3.4.2 Injektion kohta, injektion imunopeus ja injektioiden maara

Menetelmén optimointiprosessin aikana havaittu injektion epdonnistuminen jdljitettiin epéso-
piviin injektiokohtaan ja injektion imunopeuteen, jolloin laite ei saanut injektioitua nédytettd
kunnolla 12 ul:n ndytteestd, vaan injektoi ndytettd vajaan annoksen tai imi kokonaan tyhjaa.

Injektion kohta maaérittd, kuinka syvélld injektioneula kdy nédytevialissa ja imunopeus, milld
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nopeudella injektori imee ndytettéd vialista. Ongelma ratkaistiin laskemalla injektion kohta nol-
laan millimetriin (Kuva 5) ja etsimélld sopiva imunopeus, joka oli 100 pl/min (Kuva 6). Onnis-

tuvien injektioiden maardksi 12 pl:n nadytteestd varmistui yksi kappale (Kuva 7).

x10 2

— Vertailu
— 0mm

23242526272829 3 313233343536373839 4 414243444546474849 5 51525354
Counts vs. Acquisition Time (min)

Kuva 5. Injektion imukohdan (draw position) vaikutus ndytteen sy6ton onnistumiseen. 1 = kor-
tikosteroni ja 2 = testosteroni. Vertailuna kaytettiin vialia, jossa ndytettd oli varmasti riittdvasti

(100 pl) taytta injektiota varten. Imunopeutena kaikissa injektioissa oli 200 pl/min.

x102 5
8
— Vertailu
7 — 50 pl/min
8 — 75 pl/min
5 — 100 pl/min
4 1
3
2 A
. — g
0

02040608 1 1214 16 18 2 2224 2628 3 32343638 4 42 44 46 48 5 52 54 56 538
Counts vs. Acquisition Time (min)

Kuva 6. Injektion imunopeuden (draw speed) vaikutus nédytteen sy6ton onnistumiseen. 1 = kor-
tikosteroni ja 2 = testosteroni. Vertailuna kaytettiin vialia, jossa ndytettd oli varmasti riittdvasti

(100 pl) taytta injektiota varten. Injektion imukohtana kaikissa injektioissa oli 0 mm.
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x10 2

— 1. injektio
— 2. injektio

o = N W e O N

02040608 1 12141618 2 2224 26 28 3 32343638 4 4244 46 48 5 52 5456 58
Counts vs. Acquisition Time (min)

Kuva 7. Onnistuvien injektioiden maard 12 pl:n ndytteestd. 1 = kortikosteroni ja 2 = testoste-

roni.

3.4.3 Eluentit

Sopiviksi eluenteiksi kokeiltiin ammoniumfluoridin, veden, metanolin ja muurahaishapon eri-
laisia yhdistelmid (Taulukko 2). Ammoniumfluoridia siséltdvia eluentteja varten kiintedstd am-
moniumfluoridista valmistettiin 10 ja 100 mM kantaliuokset veteen ja 10 mM kantaliuos me-
tanoliin. Parhaaksi yhdistelméksi osoittautui pari, jossa toisena eluenttina (A) oli 1 mM NH4F
sekd vesi ja toisena eluenttina (B) metanoli (Kuva 8e). Parhaaksi eluenttipariksi valittiin pari,
jolla kortikosteronin ja testosteronin intensiteetit olivat suurimmat. Veteen lisidtty NH4F paransi
kortikosteronin ja testosteronin intensiteettejd ja sai ne eluoitumaan aikaisemmin kuin eluent-
tina A kéytetty pelkka vesi (Kuva 8b). Muurahaishappo (FA) alensi kortikosteronin ja testoste-
ronin intensiteettejd, kuten teki myds metanoliin lisdtty NH4F (Kuva 8c ja Kuva 8f). Lisdksi

metanoliin lisdtty NH4F myohensi molempien mitattavien yhdisteiden eluoitumista (Kuva 8f).

Taulukko 2. Nestekromatografian eluenttien optimoinnissa kéytetyt eluenttiparit

Eluentti A Eluentti B Léhde
0,1 mM NH4F + H,O MeOH 7
1 mM NH4F + H,O MeOH -
0,1 mM NH4F + H,O 0,1 mM NH4F + MeOH 1
H>O MeOH 8,27

0,1 % FA + H20 0,1 % FA + MeOH 21




(a)

(b)

(©)

(d)
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x103

2,75
2,5
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1,75
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0,5
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2 — H,0 - MeOH

0,5

15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105
Counts vs. Acquisition Time (min)

— 0,1 % FA + H,0 - 0,1 % FA + MeOH

05

15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105
Counts vs. Acquisition Time (min)
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0,3

— 0,1 mM NH,F +H,0 — MeOH

0,5
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! 1 mM NH,F + H,0 - MeOH

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105
Counts vs. Acquisition Time (min)

(f) x103

09 — 0,1 mM NH,F + H,0 - 0,1 mM NH,F + MeOH

0,8
0,7 2
0,6
0,5
0,4
0,3 1
0,2
0,1

0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4 45 5 55 6 6,5 7 7,5 8 85 9 95 10 105
Counts vs. Acquisition Time (min)
Kuva 8. Eri eluenttiyhdistelmien vaikutus kortikosteronin (1) ja testosteronin (2) piikkien in-
tensiteetteihin. Kuvissa (d)—(f) ennen kortikosteronipiikkeji olevat moykyt johtuivat eluentissa
olleesta epdpuhtaudesta. Yhdistelmét testattiin kahtena eri pdivind ((a)—(c) yhtend ja (d)—(f)
toisena). Laitteiston stabiilisuusongelma vaikutti eri pdivind mitattujen yhdistelmien retentioai-

koihin ja piikkien intensiteetteihin (vertaa kohtia (a) ja (d)).

3.4.4 Virtausnopeus ja gradienttiohjelma

Sopivaksi virtausnopeudeksi kokeiltiin arvoja 0,3; 0,6 ja 0,9 ml/min. Nopeuksilla 0,3 ja
0,6 ml/min kortikosteronin ja testosteronin erottuvuudet olivat hyvét, mutta nopeudella
0,9 ml/min ne eluoituivat jo todella 1dhekkiin, eiki tdydellinen erottuminen olisi ollut enda var-
maa (Taulukko 3). Nopeudella 0,6 ml/min yhdisteet saatiin eluoitumaan nopeammin kuin no-

peudella 0,3 ml/min, joten se valittiin virtausnopeudeksi lopulliseen metodiin.

Taulukko 3. Kortikosteronin ja testosteronin retentioajat eri virtausnopeuksilla

Virtausnopeus (ml/min) Retentioaika (min) Piikkien véli (min)

Kortikosteroni Testosteroni
0,3 8,6 9,5 0,9
0,6 4,8 53 0,5
0,9 2,7 3,0 0,3
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Sopivan gradienttiohjelman 16ytdmiseksi ty0ssd kokeiltiin ohjelmia, joissa eluentin B osuus
vaihteli 10 ja 98 prosentin vililld (Taulukko 4-6). Alkuperiiseen’ verrattuna ohjelmaa lyhen-
nettiin vaiheittain sekd alku- ettd loppupédstd siten, ettd eluentin B muutos pysyi noin
10,5 %/min. Alkuperdisessa ohjelmassa (Taulukko 4) seké ajon alkuun ettd loppuun jéi paljon
tyhjdd yhdisteiden eluoiduttua noin viiden minuutin kohdalla. Ohjelmassa, jossa eluentin B
osuus alkoi 40 prosentista (Taulukko 6) kortikosteroni eluoitui heti ajon alussa (Kuva 9). Par-
haaksi eluentin B aloitusosuudeksi todettiin 30 % (Taulukko 5 ja Kuva 9). Siind yhdisteet eluoi-
tuivat noin kolmen minuutin kohdalla (kortikosteroni 3,2 min ja testosteroni 3,8 min, Kuva 10).
Laitteistoon optimoinnin aikana tehty huolto siirsi kortikosteronin ja testosteronin retentio-

aikoja myohemmiksi (Kuva 9 ja Kuva 10).

Gradienttiohjelmaa lyhennettiin myo6s loppupddstd pudottamalla eluentin B lopetusosuus
98 prosentista 75 prosenttiin (Taulukko 7). Nédin mittausaika saatiin lyhennettyd 11 minuutista
6 minuuttiin (Taulukko 4 ja Taulukko 7). Liséksi kolonnin tasapainottumisaikaa (post run) pi-
dennettiin yhdestd minuutista neljdéin minuuttiin, jotta kolonni varmasti ehti tasapainottua kun-
nolla ennen seuraavaa ajoa. Ty0ssd parhaaksi todettu gradienttiohjelma kokonaisuudessaan oli
siis kuuden minuutin ajon aikana eluentin B osuus kasvoi 30 prosentista 75 prosenttiin virtaus-
nopeuden ollessa 0,6 ml/min ja kolonnin tasapainottumisajan ollessa nelja minuuttia (Taulukko

7). Kokonaisuudessaan yksi ajo kestdd 10 minuuttia.

Taulukko 4. Alkuperédinen gradienttiohjelma

Aika (min) Eluentti B (%) Virtausnopeus (ml/min)

0 10 0,6
8,5 98 0,6
9 98 0,6
10,5 10 0,6

Run 11 min + post run 1 min =12 min

Taulukko 5. Gradienttiohjelma, jossa eluentin B aloitusosuus on nostettu 30 prosenttiin

Aika (min) Eluentti B (%) Virtausnopeus (ml/min)

0 30 0,6
6,5 98 0,6
7 98 0,6
8,5 30 0,6

Run 9 min + post run 3 min = 12 min
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Taulukko 6. Gradienttiohjelma, jossa eluentin B aloitusosuus on nostettu 40 prosenttiin

Aika (min) Eluentti B (%) Virtausnopeus (ml/min)

0 40 0,6
5,5 98 0,6
6 98 0,6
7,5 40 0,6

Run 8 min + post run 4 min = 12 min

Taulukko 7. Gradienttiohjelma, jossa eluentin B aloitusosuus on nostettu 30 prosenttiin ja lo-

petusosuus laskettu 75 prosenttiin

Aika (min) Eluentti B (%) Virtausnopeus (ml/min)

0 30 0,6
4 75 0,6
4,5 75 0,6
6 30 0,6

Run 6 min + post run 4 min = 10 min

x10 3
1.8 2 2
16 — Eluentin B aloitus 40 %
1.4 — Eluentin B aloitus 30 %

1.2
0.8

0.6
0.4
0.2
o, A

0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 45 5 5.5 6 6.5 7 75 8
Counts vs. Acquisition Time (min)

Kuva 9. Kortikosteronin (1) ja testosteronin (2) retentioajat eluentin B osuuden alkaessa 30 ja

40 prosentista.
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Kuva 10. Integroitu esimerkkikromatogrammi kortikosteronin (1) ja testosteronin (2) eluoitu-

misesta tyossd parhaaksi osoittautuneilla virtausnopeudella ja gradienttiohjelmalla.

3.4.5 Kolonnin lampétila

Optimaaliseksi kolonnin 1dmpétilaksi kokeiltiin lampétiloja 30, 40 ja 45 °C. Lampétilan ollessa
30 °C yhdisteiden piikit alkoivat hajota (Kuva 11). Koska kdytossd olleen kolonnin maksi-
mioperointildmpdtila oli 45 °C, ja koska lampdétilalla 40 °C saavutettiin ndenndisesti paremmat
kortikosteronin ja testosteronin intensiteetit (Kuva 11), niin ldmpdétila 40 °C katsottiin par-

haaksi.

2.25 —30°C
2 —40°C
1.75 —45°C

0.75 1

41 42 43 44 45 46 47 48 49 5 51 52 53 54 55 56 57 58 59 6 6.1 62 63 64 65 66
Counts vs. Acquisition Time (min)

Kuva 11. Kolonnin ldmpétilan vaikutus (1) kortikosteroni- ja (2) testosteronipiikkien intensi-

teetteihin ja muotoihin.

3.4.6 Tormdysenergia

Tormédysenergiaa optimoitaessa parhaaksi jannitteeksi osoittautui 20 V. Muita kokeiltuja arvoja

olivat 15 ja 25 V, mutta niilld mitattavien yhdisteiden intensiteetit jdivét 20 voltin vastaavista
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(Kuva 12). Koska seki kortikosteronin ettd testosteronin intensiteetit nayttivit kdyttdytyvén sa-

mansuuntaisesti tormdysenergian muuttuessa, niin molemmille yhdisteille paadyttiin kaytta-

madn samaa 20 volttia. Muut massaspektrometrin parametrien arvot on koottu Taulukko 8.
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Kuva 12. Torméytysenergian vaikutus kortikosteronin (1) ja testosteronin (2) piikkien intensi-

teetteihin.

Taulukko 8. Menetelméssé kiytetyt massaspektrometrin parametrien arvot

Parametri Arvo
Fragmentor 135V
Collision energy 20V

Cell accelerator voltage 7V
Polarity Positive
Gas temperature 325 °C
Gas flow 12 I/min
Nebulizer 40 psi
Sheath gas temperature 325°C
Sheath gas flow 10 I/min
Capillary +4500V/-0V
Nozzle voltage +2000 V/-0V
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3.5 Menetelméin validointi

3.5.1 Selektiivisyys

Menetelmén selektiivisyys kortikosteronille ja testosteronille todettiin vertaamalla aktiivihiili-
kisiteltyjd seerumindytteitd, joihin ei ollut lisétty kortikosteronia tai testosteronia aktiivihiilika-
siteltyihin seeruminéytteisiin, joihin niitd oli lisitty (Kuva 13). Menetelméa todettiin selektii-
viseksi molemmille mitattaville yhdisteille, silld seerumista valmistetusta nollandytteestd mo-
lempien analyyttien pitoisuudeksi saatiin 0 ng/ml, ja lisdksi kortikosteroni- ja testosteronipiikit

erottuivat toisistaan tdysin.
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Kuva 13. Menetelmén selektiivisyys todettiin vertaamalla aktiivihiilikdsiteltyjd seeruminéyt-
teitd, joihin (a) ei ollut lisdtty kortikosteronia tai testosteronia, (b) lisétty vain sisdistéd standardia

(13C;s-testosteroni, 1) ja (c) sekd kortikosteronia (1) ettd testosteronia (2) sisiltivid QC-néytteita.

3.5.2 Lineaarisuus, havaitsemisraja ja mééritysraja

Menetelmén lineaarisuudet todettiin ja havaitsemisrajat sekd maéritysrajat laskettiin kortikoste-
ronin ja testosteronin kalibrointisuorista (Kuva 14, Kaava 1 ja Kaava 2). Kalibrointisuoria var-
ten aktiivihiilikdsiteltyyn veriseerumiin valmistettiin ensin kantaliuos, jossa kortikosteronin ja

testosteronin pitoisuudet olivat 100 ng/ml, ja siitd edelleen seitsemén standardiliuosta, joissa
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kortikosteronia oli 1,18; 2,95; 5,90; 8,85; 11,8; 17,7 ja 23,6 ng/ml ja testosteronia 0,98; 2,45;
4,90; 7,35; 9,80; 14,7 ja 19,6 ng/ml. Ajoa varten standardiliuokset kasiteltiin samalla tavalla
kuin naytteet (Osio 3.3) ja niiden sisdisen standardin pitoisuudeksi tuli sama 16,67 ng/ml kuin
niytteissi. Menetelmai todettiin lineaariseksi seké kortikosteronille (R? = 0,9939 > 0,9910) etti
testosteronille (R?> = 0,9954 > 0,99'%). Kalibrointisuorien sovituksista poistettiin standardi nu-
mero 3, silli sen méiritetyt pitoisuudet poikkesivat odotetuista pitoisuuksista yli 15 %?® seki
kortikosteronille ettd testosteronille (Liite 1). Havaitsemisrajaksi kortikosteronille saatiin

0,81 ng/ml ja testosteronille 0,95 ng/ml sekd miéritysrajoiksi 2,72 ja 3,17 ng/ml.
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Kuva 14. Kortikosteronin (a) ja testosteronin (b) kalibrointisuorat. Suorista on poistettu stan-
dardi numero kolme, silld sen méiritettyjen pitoisuuksien tarkkuudet erosivat yli 15 % odote-

tuista.
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3.5.3 Tarkkuus ja toistettavuus

Menetelmén tarkkuutta ja toistettavuutta arvioitiin kolmen eri vahvuisen (laimea, keskivanha,
vahva) QC-ndytteen avulla. Kortikosteronille nédytteiden pitoisuudet olivat 2,95; 8,85 sekd
17,7 ng/ml ja testosteronille 2,45; 7,35 sekd 14,7 ng/ml. Kukin ndyte mitattiin kolmena rinnak-
kaisena (Liite 1). Menetelméa pidettiin tarkkana, jos QC-ndytetason rinnakkaismadritysten kes-
kiarvon tarkkuus erosi 100 prosentista korkeintaan £15 %.2® Testosteronilla QC-nidytteiden
tarkkuus vaihteli valilld 94—-101 % ja kortikosteronilla 82—83 % (Taulukko 9). Menetelméaa voi-

daan pitdd tarkkana testosteronille, mutta kortikosteronin osalta tarkkuutta olisi hyva parantaa.

Menetelmén toistettavuuden arviointiin kaytettiin QC-nédytteiden retentioaikoja ja rinnakkais-
médritysten variaatiokertoimia (Liite 1, Kaava 3). Kortikosteronilla yhden pdivén aikana tehty-
jen mittausten retentioaika vaihteli vililld 3,2198-3,2300 minuuttia (0,32 %, Kuva 15) ja vari-
aatiokerroin vililld 5,4-13 % (Taulukko 9). Testosteronille vastaavat vilit olivat 3,8074—
3,8176 minuuttia (0,27 %) ja 4,0—13 %. Menetelmaai pidettiin toistettavana, jos rinnakkaismaia-
ritysten variaatiokerroin oli korkeintaan 15 prosenttia,?® eivitki retentioajat eronneet merkitti-
visti toisistaan (<1 %). Tulosten perusteella menetelma on toistettava seké kortikosteronille ettd

testosteronille. Eri paivien vilisti toistettavuutta ei tassé ty0ssa tutkittu.
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Kuva 15. QC-niytteiden kromatogrammi. 1 = kortikosteroni ja 2 = testosteroni.

Taulukko 9. QC-néytteiden eri tasojen tarkkuudet ja variaatiokertoimet

Yhdiste Tarkkuus (%) Variaatiokerroin (%)

Laimea Keskivanha Vahva Laimea Keskivanha Vahva
Kortikosteroni 83 83 82 5,4 13 12
Testosteroni 101 100 94 4,0 13 11
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3.5.4 Carryover

Carryover-vaikutusta tutkittiin mittaamalla nollanéytteitd QC-nidytteiden lomassa. Nollandyt-
teiden tuloksista todettiin, ettei carryover-vaikutusta esiinny, joten siitd ei atheudu virhettd nayt-

teiden tuloksiin (Kuva 16).
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Kuva 16. Nollanédytteiden kromatogrammit carryover-vaikutuksen tutkimiseksi.

4 YHTEENVETO

Tédman tyon tarkoituksena oli kehittdd ja validoida menetelméd Jyviaskyldn yliopiston Kemian
laitoksella jo valmiiksi olevalle HPLC-ESI-QqQ-laitteistolle siten, ettd menetelmalld saataisiin
madritettyd kortikosteroni ja testosteroni hyvin vihéisestd midristd linnun veriplasmaa ilman
ndytteiden derivatisointia. Kehitetty menetelmé pohjasi Nourin ef al. vuonna 2020 kehittimééan
samantapaiseen menetelmain kalandytteille.” TyOssd Nourin ef al. menetelmi optimoitiin ja

validoidiin Kemian laitoksen HPLC-ESI-QqQ-laitteistolle.

Menetelmalle tehtiin sekd seerumipohjaisiin ettd liuotin pohjaisiin standardiliuoksiin perustuva
kalibrointi (Osio 3.5.2 ja Liite 2). Liuotin pohjaisessa kalibroinnissa kalibrointisuorien selitys-
asteet (R?-arvot) olivat huomattavasti seerumipohjaisia suoria paremmat ja saadut havaitsemis-
ja médritysrajat selvésti alhaisemmat (Taulukko 10). Mendes ef al. eivdt havainneet merkitse-
viad eroa liuotin ja seerumipohjaisen kalibroinnin vililld mitattaessa kofeiini- ja teobromiinipi-
toisuuksia ihmisen veriplasmasta.?’ Liuotin pohjaista kalibrointia ei kuitenkaan timén tyon
puitteissa testattu seerumipohjaisille QC-néytteille, eli kalibroinnin soveltuvuutta tdhén tapauk-

seen ei tiedetd ja se olisi jatkossa varmasti yksi tutkimisen arvoinen asia.
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Menetelmén seerumikalibroinnissa kaytetyt standardiliuokset valmistettiin kokonaan pipetoi-
malla, kun taas liuotin kalibroinnissa kdytetyt liuokset valmistettiin mittapulloihin. T4lla saattoi
olla vaikutusta seerumikalibroinnin kalibrointisuorien alhaisempiin selitysasteisiin (Taulukko
10). Ilmeisesti seerumikalibroinnin heikommat kalibrointisuorien sovitukset osaltaan selittdvit
my06s korkeammat LOD ja LOQ-arvot, ja erityisesti sen, miksi kortikosteronin LOD ja LOQ
ovat alhaisemmat kuin testosteronilla, vaikka yhdisteiden havaittujen intensiteettien perusteella
luulisi olevan toisinpéin. Seerumikalibroinnin kalibrointisuorien selitysasteita voisi yrittdd pa-

rantaa tekemadlld seerumistandardit mittapulloihin.

Taulukko 10. Liuotin ja seerumikalibrointien kalibrointisuorien selitysasteet sekd lasketut ha-

vaitsemis- ja madritysrajat

Yhdiste Seerumikalibrointi Liuotin kalibrointi
2 LOD LOQ &2 LOD LOQ
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Testosteroni  0,9954 0,95 3,17 0,9992 0,34 1,13
i‘r’lri“ko“e' 09939 0.8l 2.72 0,9992 0,40 1,35

Menetelmén kokonaistarkkuus testosteronille on hyvé (Taulukko 9). QC-néytteiden pitoisuu-
den kasvaessa testosteronin tarkkuus laskee systemaattisesti, mutta lasku on niin vdhiista, ettei
silld ole merkittdvdd vaikutusta mittaustuloksiin. Kortikosteronille QC-néytteiden tarkkuudet
puolestaan ovat systemaattisesti alle 100 %:n (Taulukko 9), joten mittaustulosten voidaan olet-
taa olevan noin 15-20 % todellista pienempid. Tarkkuuksien jidminen systemaattisesti alle
100 prosentin viittaisi sithen, ettd kortikosteronin kalibrointisuoran kulmakerroin on liian suuri.
Tama selittdisi my0os alhaisemmat LOD ja LOQ-arvot suhteessa testosteroniin (Taulukko 10).
Tydssé kiiytettiin samaa sisdistd standardia ('3Cs-testosteroni) molemmille yhdisteille. Otta-
malla kortikosteronille oman sisdisen standardin, jonka vaste vastaisi paremmin kortikosteronin

vastetta, voisi korjata asian. Yksi tillainen yhdiste voisi olla esimerkiksi '3Cs-kortikosteroni.

Kromatografiamassaspektrometrisilld menetelmilld saavutetaan yleisesti LOQ-taso ng/ml, kun
taas immunomairitykseen perustuvilla menetelmilld péddstddn tasoon pg/ml (Taulukko 11).
Ty06ssd saadut LOQ-arvot ovat samaa suuruusluokkaa kirjallisuudessa esiintyneiden, vastaa-
vantyyppisilld menetelmillé saatujen arvojen kanssa, mutta kuitenkin selvésti suurempia. Tahén
voivat olla syynd heikommin onnistunut kalibrointi, LOQ-arvojen erilaiset lasku- tai mééritys-

tavat ja kdytetyistd laitteistoista johtuvat erot. Tydssd mitattujen koendytteiden perusteella nayt-
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taa silt, ettd tyon menetelmalla péadstiisiin laskettuja selviasti alhaisempiin LOQ-tasoihin (Tau-
lukko 12, Liite 1). Koendytteiden rinnakkaisméaritysten alhaiset hajonnat (pienet variaatioker-
toimet) viittaavat vield hyvidn mééritettivyyteen.’? Laskettujen LOQ-arvojen sijaan tydssi ke-
hitetylle menetelmélle voisi ehkd mieluummin kayttdd LLOQ-arvoja. Alempi madritysraja
(LLOQ) on alhaisimman standardiliuoksen pitoisuus, jonka intensiteetti on véhintdan viisi ker-
taa nollandytteen intensiteetti.’! Kortikosteronin tapauksessa se olisi 1,18 ng/ml (S/N = 12,5) ja
testosteronille 0,98 ng/ml (S/N = 39,1). Testosteronille pééstdisiin vield huomattavasti alhai-

sempaan LLOQ-arvoon.

Taulukko 11. Kortikosteronille ja testosteronille eri menetelmilld saatuja havaitsemis- ja mia-

ritysrajoja, V' = ndytetilavuus, Der. = derivatisointi, L&h. = 1dhde, NA = ei mainittu

Menetelma (S) LOD /LLOD LOQ /LLOQ Der. Lih.
Kortikos.  Testos. Kortikos. Testos.

LC-ESI- 10 0,81 0,95 2,72 3,17 Ei "

QqQ ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

LC-ESI- 100 0,027 0,023 0,08 0,2 Ei 3

QqQ ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

LC-ESI- 10 0,5 0,012 0,5 0,012 Ei 7

QIT ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

LC-APCI- 0,05 0,1 . g

QIT 100 NA NA ng/ml ng/ml El

ELISA 200 NA NA 7,3-18,1 4,93-9,65 Ei 6

pg/ml pg/ml

* Téama tyd

Taulukko 12. Koendytteiden testosteroni- ja kortikosteronipitoisuudet seké niiden variaatioker-

toimet, n = rinnakkaismééritysten lukumééra ja ND = ei saatu méadritettya

Nayte n Testosteroni Kortikosteroni
Keskiarvo (ng/ml) CV (%)  Keskiarvo (ng/ml) CV (%)
Koiras 12 2 0* - 1,46 4.4
Koiras 49 3 1,03 5,6 4,26 7,2
Naaras7 3 ND - 7,74 9,3
Naaras 28 3 ND - 5,16 12

* Tulos kalibrointialueen ulkopuolella
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Menetelma voitaneen laajentaa myos muiden hormonien mairittdmiseen. Gradienttiohjelmaa
laventamalla ja ajo aikaa pidentdmailld silld saataneen maédritettyd myos muita glukokorti-
koideja, mineralokortikoideja ja estrogeenejd.” Lisaksi uusille méadritettaville yhdisteille vaa-
dittaneen spesifioidut CE-arvot ja saatetaan tarvita polarisaation kdéntdminen negatiiviseksi.
Erittdin pienissd pitoisuuksissa esiintyvien ja sihkdsumutusionisaatiolla huonosti ionisoituvien
yhdisteiden, kuten esimerkiksi joidenkin estrogeenien, kohdalla saatetaan tarvita derivatisoin-
tia.”3!

Ty06sséd optimoidulla menetelmélld saadaan méadritettyd kvantitatiivisesti kortikosteroni ja tes-
tosteroni 10 mikrolitrasta linnun veriplasmaa ilman niytteiden derivatisointia suuruusluokassa
ng/ml. Tyon suurin haaste liittyi injektion onnistumiseen ndytteen syotdssa nédytteiden ajotila-
vuuden ollessa vain 12 pl. Toinen huomionarvoinen asia oli kortikosteronin heikko ionisoitu-
minen sihkosumutusionisaatiolla testosteroniin verrattuna, mutta siitd huolimatta sekin saadaan
madritettyd suuruusluokassa ng/ml ilman néytteiden derivatisointia. Kehitetty menetelma on
nopea, yksinkertainen ja tehokas. Siind ei muodostu radioaktiivista jatettd, kuten radioimmu-
nomaédrityksessd, ja alhaisen virtausnopeuden ja lyhyen ajoajan takia my0s muodostuvan liu-
otinjatteen méérd on vihdinen. Menetelmaélld ei kuitenkaan paistéd ihan niin pieniin pitoisuuk-

siin kuin esimerkiksi ELISAlla (Taulukko 11).
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Liitteet

Liite 1. Tyosséd optimoidun menetelméan validoinnissa kiytetyt mittaustulokset ja niista laske-
tut arvot

Liite 2. Menetelmén liuotin kalibroinnin mittaustulokset, niistd lasketut arvot seké kalibroin-
tisuorat



LITE 1

Sample Testosterone Method Testosterone Results 13C3-Testosterone (ISTD) Method | 13C3-Te (ISTD) Resuilts | Ci Method Corticosterone Results 13C3-Testosterone (ISTD) Method | 13C3-Testosterone (ISTD) Results
Name Type |Level | Exp.Conc.(ng/ml) RT (min) Resp. Final Conc. (ng/ml) | Mean (ng/ml) CV (%) Accuracy (%) Exp. Conc. (ng/ml) RT (min) Resp. Exp. Conc. (ng/ml) RT (min) Resp. Final Conc. (ng/ml) | Mean (ng/ml) CV (%) Accuracy (%) Exp. Conc. (ng/ml) RT (min) Resp.

Seer-QC-L1 Qc 2,45| 3,81755|  1556,809549) 2517798236 3,814166667| 7989,699857| 295 3, 387,350225) 2,509296079) 3,814166667| 7989,699857
Seer-QC-L2 Qc 2,45] 381755  1533,245819 2,566944075 2/48649582|  4,015684406|  101,4896253] 3,81415| 7735,293932) 295|  3,229983333 378,467449) 2,536050451|  2,447435101 5,35258802|  82,96390174| 3,81415 7735,293932)
Seer-QC-L3 Qc 245  3,817566667|  1402,091506| 2,374745151 3,814166667| 7576,196765) 2,95] 3,2198] 340,476412] 2,296958774| 3,814166667| 7576,196765
Seer-QC-M1 Qc 7,35 381755  4547,065258 8,396840138 3,81415| 7615,808704 885| 3219783333  1130,292902 8,501943287 3,81415 7615,808704
Seer-QC-M2 Qc 7,35 381755  6177,425094) 7,090845717 7,3276457)  13,27382837|  99,69585987 3,81415] 12167,25849 8,85 3,219783333|  1489,696821 6,944057774|  7,370957356(  13,42050083|  83,28765374] 3,81415] 12167,25849
Seer-QC-M3 Qc 7.35| 3,807366667| 6636653263 6,495251246) 3,81415| 14212,39476 8,85 3,2198(  1674,398296) 6,666871007 3,81415] 14212,39476
Seer-QC-H1 QC 14,7)  3,807366667)  10314,74935| 12,34160738) 3,814166667| 11898,01497] 17.7] 3,2198|  2630,086175 12,85783688)| 3,814166667| 11898,01497|
Seer-QC-H2 Qc 14,7|  3,807383333|  11666,96759) 13,81300949|  13,88917751|  11,42287772|  94,48420072] 12056,94754| 177 322198  2921,825647 14,13410426|  14,46203121|  12,38290362|  81,70639099) 3, 12056,94754]
Seer-QC-H3 QC 14,7)  3,807366667) 1255398583 15,51201565 3,81415 11583,0052 17,7 3,2198|  3243,517063] 16,39415248)| 3,81415] 11583,0052}
Seer-K12-1* Sample 3,807366667|  187,4226073 0| 3,814166667 9175,059666| 3,2198|  290,8232162)] 1,502811104/ 3,814166667| 9175,059666)
Seer-K12-2 Sample 3,807366667| 208,710876) 0| 0f 3,803966667| 9820,135038| 3,219783333|  296,3850888 1,411914633|  1,457362868|  4,410261319) 3,803966667| 9820,135038)
Seer-K49-1 Sample 3,807366667|  868,2308322) 1,00487286| 3,803966667| 8904,457322) 32198  710,0628729| 4,383929166| 3,803966667| 8904,457322]
Seer-K49-2 Sample 3,807366667|  873,7053331 0,985463113| 1, 5, 3,803966667| 9705,667002] 3,2198  697,9929754] 3,914606309|  4,263747177|  7,205341232) 3,803966667| 9705,667002)
Seer-K49-3 Sample 380735  839,7510291 1,006773249) 3,803966667| 9179,812328) 3,219783333|  748,6720972 4,492706058 3,803966667| 9179,812328)
Seer-N7-1 Sample 3,793766667| 7877,396728| 3,2096  972,5143674] 7, 3,793766667| 7877,396728)
Seer-N7-2 Sample 3,793766667| 7318,363759) 3,2096(  996,2836826 7,765594986|  7,736049855(  9,260855702 3,793766667| 7318,363759)
Seer-N7-3 Sample 3,783583333) 7518,527477| 3,199416667|  1107,743199| 8,437244645 3,783583333] 7518,527477
Seer-N28-1 Sample 3,7734] 8002,472732] 3,199416667|  738,6881019| 5,137415716 3,7734] 8002,472732|
Seer-N28-2 Sample 3,7734] 8203513131 3,199416667|  673,8172703 4,527563864|  5,160222159) 12,4871424f 3,7734] 8203,513131
Seer-N28-3 Sample 3,7734] 7708,766285) 3,199416667|  798,7690222| 5,815686897| 3,7734] 7708,766285
Seer-Blank Blank

Seer-0 Blank 3,7734] 5975,115335) 3,7734] 5975,115335
Seer-Std1 Cal 1 0,98] 3,7768(  650,1768229) 1, 104,5257706) 16,6667| 3,7734] 20,09025| 1,18  3,199416667|  187,8177979) 1 102,5361717| 16,6667| 3,7734| 8020,09025
Seer-Std2,5 Cal 2 2,45 3,7666  2038,209551 2,714952253 110,8143777| 16,6667 3,7734] 10315,21935 2,95 3,199416667| 529,0277268] 2,868722874 97,24484319) 16,6667 3,7734] 10315,21935
Seer-StdS Cal 3 49| 3,7768(  2354,850438 4,074672064 83,15657274 16,6667 3,7734| 8083,640622) 59| 3,199416667| 691,9293528 4,910995798 83,23721692 16,6667| 3,7734| 8083,640622)
Seer-Std7,5 Cal 4 7,35 3,7768[  3116,994836 7, 98,03822566) 16,6667 3,7734] 6146,426541 8,85 3,199416667| 985,0980416 9,355969565 105,7171702] 16,6667 | 3,7734] 6146,426541
Seer-Std10 Cal 5 9,8] 3,7666(  4984,654146) 10,9638031 111,8755419) 16,6667 3,7734| 6506,180663) 11,8 3,199416667|  1478,672751 13,34409271 113,0855314f 16,6667| 3,7734f 6506,180663
Seer-Std15 Cal 6 14,7)  3,766616667) 7518,662481 14,72033482] 100,1383321 16,6667 3,7734] 7334,859075) 17,7 3,199416667|  2144,712965| 17,22076768)| 97,29247277| 16,6667 | 3,7734] 7334,859075)
Seer-Std20 Cal 7 19,6] 3,7666 9276,10226 19,22791406 98,10160235 16,6667 3,7734] 6944,531025) 236 3,199416667| 2734,413484] 23,25355365 98,53200699| 16,6667 3,7734] 6944,531025)

* There was enough sample only for two replicates

K= Male, Koiras

N = Female, Naaras

L= Low, Laimea

M = Medium,

Keskivahva

H = High, Vahva



LIITE2

Sample

Testosterone Method

Testosterone Results

Corticosterone Method

Corticosterone Results

Name

Type

Level

Exp. Conc. (ng/ml)

RT (min)

Resp.

Final Conc. (ng/ml)

Accuracy (%)

Exp. Conc. (ng/ml)

RT (min)

Resp.

Final Conc. (ng/ml)

Accuracy (%)

Liuotin-Blank

Blank

Liuotin-Std1

Cal

0,98

3,81755|

1161,372688

0,999191236

101,9582893

1,18]

3,229983333|

309,384481

1,160288888)

98,32956677

Liuotin-Std2,5

Cal

2,45

3,81755|

2706,158334

2,390442961

97,56910046

2,95

3,229983333|

772,5722039

2,940308937,

99,6714894

Liuotin-Std5

Cal

3,81755]

5294,265882]

4,721322396|

96,35351828|

59

3,229983333|

1507,059858

5,762928547|

97,67675504

Liuotin-Std7,5

Cal

3,81755|

8201,749536

7,339835625

99,86170919

8,85

3,229983333]

2263,743786|

8,670847943]

97,97568298

Liuotin-Std10

Cal

3,81755|

11319,49158

10,14770998

103,5480611

11,8]

3,229983333|

3186,47046

12,21686589

103,5327618

Liuotin-Std15

Cal

3,81755]

16583,53072

14,8885642

101,2827496

17,7

3,229983333|

4678,020327,

17,94885864

101,405981

Liuotin-Std20

Cal

NEIENAEANE

3,81755]

21525,86573

19,33968797

98,67187739)

23,6

3,229983333)

6072,697006)

23,30856989)

98,76512667|

Testosterone - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x104]
2.2
214
24
1.94
1.84
1.74

Responses

y=1110.356679 * x +51.914026

R*2 =0.99921649

Type:Linear, Origin:Include, Weight:None

Corticosterone - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs

Responses
o X
RS
8%

R*2 =0.99923200

|y =260.214891 * x +7.460035

| Type:Linear, Origin:Include, Weight:None
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