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Tama opinnaytetyo tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen dopingtestauslabora-
toriolle. Tydn tarkoituksena oli maarittaa cut-off-tasot tietyille kvantitoitaville yhdis-
teille. Yhdisteet olivat efedriini, pseudoefedriini, metyyliefedriini, norpseudoefedriini,
morfiini, prednisoni, flutikasonipropionaatti 17p-karboksyylihappo ja 4-kloorifenok-
sietikkahappo.

Dopinganalytiikassa naytteista tehdaan ensiksi seulonta-analyysit, joiden avulla suu-
resta naytemaarasta erotetaan mahdollisesti positiiviset naytteet. Jos nayte osoittau-
tuu seulonnassa positiiviseksi, siita tehdaan viela varmistusanalyysi. Varmistusana-
lyysin avulla varmistetaan positiivinen tulos. Tietyille yhdisteille voidaan kuitenkin
maarittaa seulontamenetelmaan cut-off-taso, jonka alle jaavista pitoisuuksista ei tar-
vitse tehda varmistusanalyysia, vaan tulos on suoraan negatiivinen.

Tyon toteutuksessa naytteet valmistettiin yhdisteiden threshold- ja MRL-tasoille seka
kasiteltiin seulonta- ja varmistusmenetelmilla. Menetelmat sisalsivat laimentamista,
hydrolyyseja, SPE-uuttoja seka neste-nesteuuttoja. Esikasittelyjen jalkeen naytteet
analysoitiin LC-MS/MS- ja LC-Q-TOF-MS-laitteistoilla.

Cut-off-tasot saatiin maaritettya onnistuneesti jokaiselle yhdisteelle. Efedriinille cut-
off-tasoksi saatiin 5,0 uyg/ml, pseudoefedriinille 75,0 pg/ml, metyyliefedriinille 5,0
pg/ml, norpseudoefedriinille 2,5 pg/ml, morfiinille 500,0 ng/ml, prednisonille 200,0
ng/ml, flutikasonipropionaatti 17p-karboksyylihapolle 10,0 ng/ml ja 4-kloorifenoksietik-
kahapolle 3,0 pg/ml.

THL:n dopingtestauslaboratorio ottaa tulokset kayttéonsa. Jatkossa naytteiden analy-
sointi on hieman nopeampaa, koska varmistusanalyysia ei tarvitse tehda seulontatu-
loksen ollessa cut-off-tason alapuolella.

Avainsanat: dopinganalytiikka, LC-MS/MS, LC-Q-TOF-MS, cut-off-ta-
sot
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This thesis study was conducted for the Doping Control Laboratory of the Finnish
Institute for Health and Welfare. The purpose of the study was to determine the cut-
off-levels for certain quantifiable compounds. The compounds were ephedrine,
pseudoephedrine, methylephedrine, norpseudoephedrine, morphine, fluticasone pro-
pionate 17p-carboxylic acid, and 4-chlorophenoxyacetic acid.

In doping analytics, the samples are first analyzed using screening methods, which
are used to separate potentially positive samples from a large batch. If the sample is
positive in the screening, a confirmatory test is performed to verify the result. How-
ever, for certain compounds, the cut-off-levels can be defined for the screening
method, below which the concentrations do not require a confirmatory test, and the
result is directly negative.

In this study, the samples were prepared at the threshold and MRL levels of the com-
pounds and processed using screening and confirmatory methods. These methods
included dilution, hydrolyses, SPE extractions, and liquid-liquid extractions. After
sample pre-treatments, the samples were analyzed using LC-MS/MS and LC-Q-TOF-
MS instrumentation.

Cut-off-levels were successfully determined for each compound. The cut-off-levels
obtained were 5.0 pg/ml for ephedrine, 75.0 ug/ml for pseudoephedrine, 5.0 pg/ml for
methylephedrine, 2.5 ug/ml for norpseudoephedrine, 500.0 ng/ml for morphine, 200.0
ng/ml for prednisone, 10.0 ng/ml for fluticasone propionate 173-carboxylic acid, and
3.0 ug/ml for 4-chlorophenoxyacetic acid.

THL'’s doping control laboratory takes the results into use. In the future, sample

analysis will be slightly faster, as confirmatory test will no longer be required when
the screening result is below the cut-off-level.

Keywords: doping analytics, LC-MS/MS, LC-Q-TOF-MS, cut-off-levels
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Lyhenteet

4-CPA:

EPO:

ESI:

ISTD:

KOK:

LC-MS/MS:

4-Chlorophenoxyacetic acid. 4-kloorifenoksietikkahappo.

Erytropoietiini. Ihmisen luonnollinen hormoni.

Electrospray ionization. Sahk6sumutusionisaatio.

International Association of Athletics Federations. Yleisurheilun kan-

sainvalinen kattojarjesto.

Internal standard. Sisainen standardi.

Kansainvalinen olympiakomitea.

Liquid chromatograph-tandem mass spectrometer. Nestekromato-

grafi-tandemmassaspektromeri.

LC-Q-TOF-MS: Liquid chromatograph quadrupole time-of-flight mass spectrom-

M3G:

M6G:

MRL:

m/z:

QC:

SPE:

eter. Nestekromatografi-kvadrupoli-lentoaika-massaspektrometri.

Morphine. Morfiini

Morphine-3-glucuronide. Morfiini-3-glukuronidi.

Morphine-6-glucuronide. Morfiini6-glukuronidi.

Minimum reporting limit. Vahimmaisraportointiraja.

Mass-to-charge ratio. Massa-varaus-suhde.

Quality control. Laatukontrolli.

Solid Phase Extraction. Kiinteafaasiuutto.



SUEK: Suomen urheilun eettinen keskus.

THL: Terveyden ja hyvinvoinnin laitos.

WADA: World Anti-Doping Agency. Maailman antidopingtoimisto.



1 Johdanto

Dopingvalvontaa on tehty maailmassa jo vuodesta 1928 Iahtien. Dopingval-
vonta alkoi, kun Kansainvalinen yleisurheiluliitto (IAAF) kokosi listan aineista,
jotka parantavat urheilijan suorituskykya. Ensimmaiset dopingtestit tehtiin kui-
tenkin vasta vuonna 1966. Suomessa ensimmaisia saannoksia ja listoja doping-
aineisiin liittyen alettiin laatia 1980-luvulla ja Kansainvalinen olympiakomitea
(KOK) hyvaksyi Suomen ensimmaisen dopingtestauslaboratorion vuonna 1983.
Nykyaan dopingvalvontaa kansainvalisesti kontrolloi Maailman antidopingtoi-

misto (WADA) ja kansallisesti Suomen urheilun eettinen keskus (SUEK). [1.]

Opinnaytetyo tehtiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) oikeuskemiayk-
sikon dopingtestauslaboratoriossa. Dopingtestauslaboratorio on saanut WADAN
akkreditoinnin ja se noudattaa myds SFS-EN ISO/IEC 17025 -akkreditointia.
Dopingtestauslaboratorio tekee yhteistyota WADAN, SUEKIn ja eri lajiliittojen
kanssa. Laboratorion tehtavana on analysoida dopingnaytteita ja osallistua tut-

kimustoimintaan. [2.]

Opinnaytetydssa maaritettiin ns. cut-off-tasot tietyille kvantitoitaville yhdisteille.
Kyseiset yhdisteet olivat efedriini, pseudoefedriini, metyyliefedriini, norpseu-
doefedriini, morfiini, prednisoni, flutikasonipropionaatti 17 3-karboksyylihappo ja
4-kloorifenoksietikkahappo eli 4-CPA.

Dopinganalytiikassa naytteet analysoidaan ensiksi kvalitatiivisella seulontame-
netelmalla, jolloin I6ydetdan mahdolliset positiiviset naytteet. Seulontamenetel-
masta saadun tuloksen ollessa positiivinen naytteesta tehdaan myds varmistus-
analyysi. Dopingtestauslaboratorio voi kuitenkin maarittaa jokaiselle yhdisteelle
seulontamenetelmaan cut-off-tason, jonka alle jaavia pitoisuuksia ei tarvitse
erikseen varmistaa varmistusanalyysilla, vaan tulos voidaan raportoida negatii-
visena. Nain voidaan nopeuttaa naytteiden analysointia ja vahentaa laborato-

rion tydmaaraa.



Cut-off-tasojen maarittaminen perustuu WADAnN ohjeisiin. WADA on teknisessa
dokumentissaan (TD2022DL) maarittanyt tietyille yhdisteille ns. threshold-tason.
Threshold-taso on yhdistekohtainen raja-arvo, jonka ylittavat pitoisuudet rapor-
toidaan positiivisena ja alle jaavat pitoisuudet negatiivisena. Threshold-tasoja

kaytetaan apuna cut-off-tasojen maarittamisessa.

Joillekin yhdisteille WADA on maarittanyt vahimmaisraportointirajan (eng. mini-
mum reporting level, MRL), jonka alle jaavia pitoisuuksia ei raportoida ollen-
kaan. Myds tallaisille yhdisteille voidaan maarittaa seulontamenetelmaan cut-

off-taso.

Opinnaytetydssa naytteet valmistettiin yhdisteiden threshold- ja MRL-tasoilla ja
kasiteltiin seulonta- seka varmistusmenetelmilla. Menetelmissa naytteet kasitel-
tiin laimentamalla, kiinteafaasiuutolla ja neste-neste-uutolla. Naytteet analysoi-
tiin nestekromatografi-tandemmassaspektrometrillda (LC-MS/MS) ja nestekroma-

tografi-kvadrupoli-lentoaika-massaspektrometrilla (LC-Q-TOF-MS).

2 Dopingaineet

Doping tarkoittaa yksinkertaisesti selitettyna yhta tai useampaa dopingrikko-
musta. Dopingrikkomuksiin kuuluvat mm. kiellettyjen aineiden tai menetelmien
I6ytyminen urheilijan naytteesta, yritys kayttaa kiellettya menetelmaa tai ainetta,
naytteiden manipulointi tai sen yritys, dopingtestista kieltaytyminen seka kiellet-

tyjen aineiden hallussapito ja niiden valittaminen. [3.]

Yleisimpia dopingaineita ovat anaboliset steroidit, erilaiset piristeet, diureetit,
peiteaineet, huumausaineet ja peptidihormonit. Anabolisilla steroideilla voidaan
vaikuttaa mm. lihaskasvuun ja palautumiseen. Piristeita kaytetaan urheilijan jak-
samisen parantamiseen ja vasymyksen estamiseen. Diureetit ja peiteaineet
poistavat kehosta nesteita ja talla tavalla voidaan piilottaa huumeiden kayttda.
Huumausaineita voidaan kayttaa peittamaan vammojen ja vasymyksen aiheut-
tamaa kipua. Peptidihormoneista yleisin on erytropoietiini (EPO), joka vaikuttaa

urheilijan voimatasoihin ja punasolujen maaraan. [4.]



Dopingiksi lasketaan myos kiellettyjen dopingmenetelmien kaytto, joita ovat esi-
merkiksi geeni- ja veridoping. Geenidopingilla tarkoitetaan nukleiinihapposek-
venssien muuntamista seka geenimuunneltujen solujen hyédyntamista suoritus-
kyvyn parantamisessa. Geenidopingissa urheilijan kehosta poistetaan haluttu
solu, se muokataan laboratoriossa halutunlaiseksi ja siirretaan takaisin urheili-
jaan. [5.] Veridopingissa verta poistetaan ihmisen kehosta ja myéhemmin injek-

toidaan takaisin, jotta veren happipitoisuus saadaan korkeammaksi [4].

WADAN yllapitamasta Kielletyt aineet ja menetelmét urheilussa -listasta voi tar-
kistaa, mitka kaikki aineet ja yhdisteet luetaan dopingaineiksi [6]. Listassa on
noin 300 erilaista ainetta. Aineet on jaettu ryhmiin sen mukaan, onko kyseinen
aine kielletty aina vai ainoastaan kilpailujen aikana tai vain tietyssa lajissa. Ai-
neet on jaettu myos alaryhmiin niiden vaikutusten ja ominaisuuksien mukaan.
[7.]

Myo6s SUEK yllapitaa listaa kielletyista aineista. SUEKIlla on myds KAMU-laake-
haku, josta urheilija voi tarkistaa, sisaltaako jokin tietty 1aakevalmiste kiellettyja
aineita. Urheilija on itse vastuussa mahdollisesta dopingrikoksesta, mikali ha-

nen naytteestaan I0ytyy dopingiksi luokiteltavia aineita. [7.]

2.1 Dopingtestaus

Suomessa urheilijoilta dopingnaytteita ottavat SUEK, WADA ja kansainvaliset
lajiliitot. Kansalliset lajilitot puolestaan voivat tilata SUEKIlta dopingtesteja. Do-
pingtestaukselle on tarkasti maaritellyt vaatimukset, jotka WADA on laatinut.
Dopingtestit ovat joko virtsa- tai verinaytteita, ja niita otetaan kilpailukaudella
seka kauden ulkopuolella. Urheilijan pitaa olla testaajan tavoitettavissa, silla
testi voidaan ottaa milloin ja missa tahansa. Kilpailutesti otetaan kilpailutapahtu-
man yhteydessa. Kilpailutestinaytteista tutkitaan kaikki tunnetut dopingaineet ja
mahdollinen naytteen manipulointi. Kilpailun ulkopuolisista naytteista analysoi-
daan mm. peiteaineet, diureetit, peptidihormonit, anaboliset aineet ja kasvuteki-
jat. [8.]



Dopingnaytteet ovat enimmakseen virtsanaytteita. Testaustilanteessa urheilija
antaa yhden virtsanaytteen, joka jaetaan kahteen eri naytepulloon (nk. A- ja B-
nayte). Testattava urheilija tarkistaa, etta pullojen koodit tasmaavat ja ne ovat

muutoinkin asianmukaisia. Taman jalkeen pullot sinetdidaan kuvan 1 mukai-

sesti.
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Kuva 1. Urheilijan A- ja B-naytteet sinetoidyissa naytepulloissa [9].

Urheilijoista otetaan jonkin verran myos verinaytteita. Verinaytteet voivat olla
laskimoverta tai ns. kuivaverinaytteita. Verinaytteiden avulla voidaan tunnistaa
kasvuhormonien ja veren manipulointiin liittyvien aineiden kaytto. [8.] Naytteiden
ottamisen jalkeen naytteet pakataan ja kuljetetaan asianmukaisesti dopingtes-

tauslaboratorioon analysoitavaksi.

2.2 Dopinganalyysin kulku

Pakatut naytteet kuljetetaan WADAnN akkreditoimaan dopingtestauslaboratori-
oon analysoitavaksi. Naytteiden kuljetuksesta vastaa joko kuriiri tai dopingtes-
tausorganisaatio. Kuljetusta valvotaan valvontalomakkeella. Laboratorion vas-
taanotossa naytelaukut ja niiden sisalto tarkistetaan. Naytelaukkujen vastaanot-
taja tarkistaa jokaisen sinetin ehjyyden ja tietojen tasmaavyyden. A-naytepullo
avataan analyyseja varten, B-pulloa ei avata, mutta se sail6tdan asianmukai-
sesti mahdollista B-analyysia varten. [10.] Naytteiden vastaanotossa virtsanayt-
teista tarkastetaan niiden vari ja sakkaisuus, mitataan pH seka kirjataan omi-
naispaino ylds. Nailla tavoilla voidaan havaita mahdollinen naytteen manipu-

lointi tai vaarentaminen. [11, s. 19.]



Jokaisesta A-naytteesta tehdaan ensiksi ns. seulonta-analyysi, jonka tarkoituk-
sena on havaita mahdollinen positiivinen tulos. Seulontamenetelmat perustuvat
yleensa kromatografia-massaspektrometriaan tai immunologisiin testeihin. Me-
netelmista on pyritty kehittdamaan mahdollisimman herkkia, selektiivisia ja no-
peita. Seulontamenetelmia on muutamia erilaisia, ja kemiallisesti samankaltai-
sia yhdisteita pyritdan seulomaan keskenaan samoilla menetelmilla. Seulonta-
analyysien haasteena on kuitenkin naytemaaran rajallisuus ja kiellettyjen ainei-

den laaja kirjo. [10.]

Jos nayte todetaan seulonta-analyysissa positiiviseksi, tulos varmistetaan var-
mistusanalyysilla. Varmistusanalyysissa kaytetaan spesifisempaa menetelmaa
kuin seulonnassa. My0s varmistusanalyysi tehdaan A-naytteesta. Laboratorio
avaa B-naytteen vain dopingtestausorganisaation erillisesta pyynnosta. A-nayt-
teen ollessa positiivinen urheilijalla tai dopingtestausorganisaatiolla on halutes-
saan oikeus vaatia B-naytteen analysointia, seka tulla seuraamaan analyysia la-
boratorioon. [10; 11, s. 24 ]

3 Kielletyt aineet

Tassa opinnaytetyossa tutkittavat yhdisteet luokitellaan dopingaineiksi. Efedriinit
ja 4-CPA kuuluvat luokkaan S6. Luokassa S6 olevat yhdisteet ovat piristeita.
Prednisoni ja flutikasonipropionaatti 17p-karboksyylihappo kuuluvat luokkaan
S9, eli ne ovat glukokortikoideja. Morfiini puolestaan luetaan huumaavaksi kipu-

ladkkeeksi, ja se kuuluu ryhmaan S7. [12.]

3.1 Luokka S6 — Piristeet

Piristeet ovat sellaisia yhdisteita, jotka lisaavat urheilijan vireystilaa. Ne vaikutta-
vat keskushermoston kautta ja vahentavat vasymysta. WADAn tilastojen mu-
kaan noin 15 % positiivisista dopingtuloksista johtuu piristeiden kaytdsta. S6-
luokkaan kuuluvat yhdisteet ovat kiellettyja kilpailuissa, mutta eivat kilpailujen

ulkopuolella. [7.]



Efedriini on luonnollinen amiini, ja sen rakenne on samankaltainen amfetamiinin
kanssa. Efedriinia kaytetaan hillitsemaan ruokahalua ja avaavana ladkkeena
nuhan ja allergioiden hoidossa. Efedriini on kielletty vain, jos virtsan efedriinipi-
toisuus on yli 10 uyg/ml. [13.]

Pseudoefedriini on I&ake, jota kaytetaan lievittdmaan mm. poskiontelotulehduk-
sen, keuhkoputkentulehduksen ja astman oireita. Pseudoefedriinia kaytetaan
myo0s vahentamaan ruokahalua ja auttamaan painonpudotuksessa. My0Os pseu-
doefedriini muistuttaa rakenteeltaan amfetamiinia, minka takia sita kaytetaan
myOs ei-ladketieteellisiin tarkoituksiin. [14.] Pseudoefedriini luetaan kielletyksi

aineeksi pitoisuuden ollessa yli 150 ug/ml.

Metyyliefedriini on efedriinin kaltainen keskushermoston kautta vaikuttava aine.
Metyyliefedriini laajentaa keuhkoputkia, ja sita kaytetaankin flunssaoireiden hoi-
dossa. Myos metyyliefedriini luokitellaan kielletyksi vain pitoisuuden ollessa yli
10 pg/ml. [13.]

Norpseudoefedriini tunnetaan myos nimella katiini. Se on psykoaktiivinen aine,
ja silla on piristavia vaikutuksia. Norpseudoefedriini muistuttaa laheisesti efedrii-
nia ja muita amfetamiinijohdannaisia. Norpseudoefedriinia kaytetaan esimer-
kiksi painonpudotuksessa hillitsemaan ruokahalua. Norpseudoefedriinia on
myOs monissa reseptivapaissa yskanlaakkeissa ja nenasumutteissa. [15.]

Norpseudoefedriinin esiintyminen virtsassa sallitaan pitoisuuden ollessa alle 5

pg/ml.

4-kloorifenoksietikkahappo eli 4-CPA on meklofenoksaatin ja klorofenesiinin
paaasiallinen metaboliitti. Dopinganalytiikassa kaytetaan joidenkin tutkittavien
aineiden kohdalla niiden metaboliitteja ns. kohdeyhdisteina, koska metaboliitit
ovat sopivampia analyyttisiin tarkoituksiin. 4-CPA on valittu kohdeyhdisteeksi,
kun halutaan tutkia meklofenoksaatin kayttda. 4-CPA:n |6ytyminen virtsanayt-
teesta voi johtua meklofenoksaatin tai 4-CPA:ta sisaltavien elintarvikkeiden kay-

tosta. On myos tutkittu, etta klorofenesiinia sisaltavien voiteiden ja



kosmetiikkatuotteiden kaytto voi aiheuttaa 4-CPA:n esiintymista virtsassa. [16;

17.] 4-CPA on kielletty pitoisuuden 5 pg/ml ylapuolella.

3.2 Luokka S7 — Huumaavat kipulaakkeet

Huumaavat kipulaakkeet ovat vahvoja laakkeita, joita kaytetaan lievittamaan ki-
pua loukkaantumisten ja leikkauksien jalkeen. Niilla on huumaava vaikutus,
minka takia niita kaytetdan myoés huumausaineina. Huumaavan vaikutuksen an-
siosta ladkkeet vahentavat urheillessa syntyvaa vasymyksen tunnetta, minka
seurauksena urheilijan suorituskyky ja jaksaminen paranee. Huumaavien kipu-

ladkkeiden kaytto on kielletty vain kilpailujen aikana. [7.]

Morfiini luokitellaan huumaavaksi kipulaakkeeksi ja se koostuu viidesta ren-
kaasta. Morfiinin rakenne on jaykka, mutta fenoliryhma ja sekundaarinen alko-
holiryhma yhdistettyna aminoryhmaan tekee morfiinista kemiallisesti aktiivisen.

[18.] Morfiini on kielletty vain virtsan morfiinipitoisuuden ollessa yli 1 pg/ml.

Ihmisen elimistossa morfiini metaboloituu erilaisiksi metaboliatuotteiksi, suurim-
maksi osaksi glukuronidikonjukaateiksi. Vapaa morfiini (M) metaboloituu paaasi-
assa morfiini-3-glukuroniksi (M3G) ja morfiini-6-glukuronidiksi (M6G). Naiden li-
saksi syntyy pienia maaria muita metaboliitteja, kuten morfiini-3,6-diglukuronidia
ja normorfiinia. Noin 50 % vapaasta morfiinista muuntuu M3G-muotoon ja noin
10 % muuttuu muotoon M6G. Loput noin 40 % jaa vapaaksi morfiiniksi. [18; 19.]

Kuva 2 havainnollistaa morfiinin ja sen glukuronidien kemiallista rakennetta.

morphine

Kuva 2. Morfiinin, morfiini-3-glukuronidin ja morfiini-6-glukuronidin kemialliset
rakennekaavat [18].



3.3 Luokka S9 — Glukokortikoidit

Glukokortikoidien kaytolla voidaan parantaa urheilijan rasituskestavyytta ja va-
hentaa tulehdusreaktioita. Niita kaytetaan esimerkiksi reumasairauksien, allergi-
oiden, astman ja ylirasitusvammojen hoidossa. Suurina annoksina glukokorti-
koideilla pystytaan vahentamaan vasymyksen tunnetta ja parantamaan urheilu-

suoritusta. Myds glukokortikoidit ovat kiellettyja vain kilpailuissa. [7.]

Prednisonia kaytetaan immuunivalitteisten reaktioiden, tulehdusten ja erilaisten
kasvaimia aiheuttavien sairauksien hoidossa. Prednisoni on glukokortikoidi, jota
voidaan valmistaa kortisonista. Ihmisen elimistdssa prednisoni muuttuu pred-
nisoloniksi. [20.] Prednisonin kayttd on kiellettya pitoisuuden ollessa yli 300

ng/ml.

Flutikasonipropionaatti 17p-karboksyylihappo (lyh. flutikasonipropionaatti-M) on
flutikasonipropionaatin metaboliitti. Se on farmakologisesti inaktiivinen ja todella
vesiliukoinen. Tasta syysta flutikasonipropionaatti 17p-karboksyylihappo erittyy
suurimmaksi osaksi virtsaan. Flutikasonipropionaatilla on tulehdusta ja astmaat-
tisia oireita vahentavaa vaikutusta. Flutikasonipropionaatti metaboloituu todella
nopeasti karboksyylihappo-derivaataksi. [21.] Flutikasonipropionaatti 17p3-kar-
boksyylihappo on kielletty pitoisuuden ollessa yli 30 ng/ml.

4 Nestekromatografia-massaspektrometria

Nestekromatografia on analyyttinen menetelma, jota kaytetdan monipuolisesti
erilaisissa laboratorioanalyyseissa. Nestekromatografin tarkeimmat osat ovat
automaattinen naytteensyottaja, ajoliuosten pumppausjarjestelma, naytteen in-
jektointiventtiili, kolonni ja detektori. Detektoriksi voidaan valita massaspektro-
metri, joka on tehokkain detektori kromatografista analyysia varten. Massa-
spektrometrian ansiosta yhdisteista saadaan seka kvalitatiivista etta kvantitatii-
vista tietoa ja ne voidaan erottaa toisistaan, vaikka kromatografinen analyysi ei

yksistaan siihen pystyisi. [22, s. 668, 559.]



4.1 Nestekromatografia

Nestekromatografia (eng. liquid chromatography, LC) on yleinen analyysitek-
niikka laboratorioissa. Tekniikka soveltuu orgaanisten ja epaorgaanisten yhdis-
teiden analysointiin. Nestekromatografialla voidaan analysoida yhtaaikaisesti
monta eri yhdistetta ja tekniikka mahdollistaa suurien molekyylien, kuten proteii-

nien ja ladkeaineiden, analysoinnin. [23, s. 153.]

Nestekromatografiassa yhdisteiden erottuminen tapahtuu liikkkuvan faasin ja sta-
tionaarifaasin valilla. LC:lla voidaan teoriassa analysoida kaikki sellaiset yhdis-
teet, jotka saadaan liukenemaan mihin tahansa liuottimeen. LC-laitteessa on in-
jektori, jonka kautta nayte injektoidaan lilkkkuvaan faasiin. Liikkuvaa faasia eli
eluenttia pumpataan tietylla virtausnopeudella kolonnin [api. Kolonni on taytetty
stationaarifaasilla ja erottuminen tapahtuu, kun yhdisteet viipyvat eri ajan liikku-
vassa faasissa ja stationaarifaasissa. Yhdisteet, jotka pidattyvat stationaarifaa-
sissa pidemman ajan, kulkevat kolonnin lapi hitaammin kuin lyhyemman aikaa
pidattyvat yhdisteet. Erottumisen jalkeen yhdisteet havaitaan detektorin avulla.
Detektori voi olla esimerkiksi massaspektrometri tai ultraviolettidetektori. [24, s.
171.]

4.2 Massaspektrometria

Massaspektrometria (eng. mass spectrometry, MS) on tarkka menetelma, joka
voidaan yhdistaa kromatografiaan. Talléin yhdisteiden erottelun ja kromatografi-
sen analyysin tuottamat tiedot voidaan hyddyntaa massa-analyysissa. Massa-
spektrometriassa tutkittavat yhdisteet ionisoidaan molekyyli-ioneiksi. Tallaisilla
molekyyli-ioneilla on ylimaaraista energiaa, jonka vaikutuksesta molekyyli-ionit
pilkkoutuvat massafragmenteiksi. Massaspektrometriassa nama massafrag-
mentit erotellaan toisistaan niiden massa-varaussuhteiden (m/z) avulla. [23, s.
122.]
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4.2.1 Sahkosumutusionisaatio

Nestekromatografissa erottuneet yhdisteet pitaa ionisoida, jotta ne voidaan ana-
lysoida massaspektrometrilla. Yksi yleisimmista ionisointitekniikoista on sah-
késumutusionisaatio (eng. electrospray ionization, ESI). ESI-tekniikka on peh-
mea ionisointitekniikka ja sita voidaan kayttaa suurille ja termisesti labiileille yh-
disteille. Nestekromatografista tuleva nayteliuos kuljetetaan korkeajannitteiseen
kapillaariin, jossa muodostuu varautuneita pisaroita. Seuraavaksi varautuneista
pisaroista poistetaan liuotin haihduttamalla. Liuottimen haihtuessa pisaran koko
pienenee ja sen varaus kasvaa. Pisaran varauksen kasvettua tarpeeksi suu-
reksi pisarat rajahtavat pienemmiksi ja varautuneiksi aerosolihiukkasiksi. Aero-

solihiukkaset kuljetetaan massaspektrometriin analysoitavaksi. [25.]

4.2.2 Tandemmassaspektrometria

Tandemmassaspektrometriassa (MS/MS) yhdistetaan kaksi massa-analysaatto-
ria. MS/MS-tekniikalla tutkittavista yhdisteistd saadaan tarkempaa tietoa kuin
yksivaiheisella massa-analyysilla. MS/MS-tekniikka on hyvin spesifinen ja sen
avulla on mahdollista tutkia epapuhtaita ja monimutkaisia naytteita. Ensimmai-
sessa massa-analysaattorissa valitaan ionilahteessa ionisoituneista ioneista
prekursori-ioni, joka eristetaan. Tassa vaiheessa kaikki ylimaaraiset ja hyodytto-
mat ionit saadaan suodatettua pois. Prekursori-ionille tehdaan haluttu reaktio, ja
reaktiossa syntyneet tuoteionit kuljetetaan toiseen massa-analysaattoriin analy-
soitavaksi. [24, s. 116.] Kuvassa 3 on kuvattu naytteen kulkeutuminen LC-
MS/MS-laitteiston Iapi.
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Naytteen Neste- Nestefaasi ->
esikasittely - kromatografi Kaasufaasi

2. Massa- 1. Massa-

Detektori — spektrometri Da— spektrometri

Kuva 3. Tutkittavien yhdisteiden ensimmainen erottelu tapahtuu LC-laitteistossa,
minka jalkeen ionit siirretdan nestefaasista kaasufaasiin. Toinen erottelu tapah-
tuu ensimmaisessa massa-analysaattorissa. Erottelun jalkeen ionit siirretaan toi-
seen massa-analysaattoriin, jossa halutut ionit erotetaan muista ioneista ja ha-
vaitaan detektorin avulla [muokattu, 26].

4.2.3 Lentoaika-massa-analysaattori

Nestekromatografi voidaan yhdistaa esimerkiksi kvadrupoli-lentoaika-massa-
analysaattoriin (eng. quadrupole time-of-flight mass spectrometer, Q-TOF-MS).
LC-Q-TOF-MS-tekniikassa nestekromatografissa erottuneet ja ionisoituneet yh-
disteet kuljetetaan lentoaika-analysaattoriin. Lentoaika-analysaattorissa yhdis-

teet erottuvat toisistaan niiden m/z-suhteiden avulla [24, s. 39].

Nestekromatografisen erottelun ja ionisoinnin jalkeen yhdisteet kulkeutuvat en-
siksi kvadrupoliin. Kvadrupoli on tietynlainen suodatin, joka paastaa ioneja lavit-
seen niiden m/z-suhteiden perusteella. Kvadrupoliin asetetaan ensiksi tietty jan-
nite, jolloin vain tietyn m/z-suhteen ionit paasevat lapi. Kun jannitetta muute-
taan, myds lapi paasevien ionien m/z-suhde muuttuu. Nain voidaan tarkastella
tiettya m/z-aluetta. Kvadrupolin jalkeen ionit kuljetetaan lentoaika-analysaatto-
riin. [24, s. 27-28.]

Lentoaika-analysaattorissa ioneihin kohdistetaan sahkoinen potentiaali, minka

seurauksena ionit alkavat likkua kentattomasséa alueessa. lonit lahtevat
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likkeelle ionilahteesta ja kulkevat kentattoman alueen lapi detektorille. Tahan
matkaan kuluvan ajan avulla voidaan maarittaa ionin m/z-arvo. Lentoaika-analy-
saattorissa mitataan siis aikaa, joka ioneilta kuluu "lentamiseen” ionilahteesta
detektorille. [24, s. 39.] Kuvassa 4 havainnollistetaan naytteen kulkeutumista
LC-Q-TOF-MS-laitteistossa.

Kiihdytys -
energia (E)‘ Lentomatkan pituus (d) |
lonien syotto O I | \ O
Neste- : O Q
kromatografi | = pulsseissa g m- O O 0
— T = Lentoputki
_O O_ Detektori
O e
O lonilahde
c @

Kuva 4. Tutkittavien yhdisteiden ensimmainen erottelu tapahtuu nestekromato-
grafissa, jonka jalkeen ne ionisoidaan. Syntyneet ionit kuljetetaan pulsseina
TOF-analysaattoriin. Kiihdytysenergian ansiosta ionit lahtevat kulkemaan kohti
detektoria. Kevyimmat ionit saavuttavat detektorin nopeammin kuin suurimas-
saiset ionit [muokattu, 27].

5 Kaytetyt reagenssit ja muut tarvikkeet

Tyon toteutuksessa kaytettiin puhtaita, LC-laatuisia kaupallisia reagensseja,
jotka ovat peraisin eri valmistajilta. Lisaksi kaytettiin laboratorion omia itseval-
mistamia liuoksia. Liitteeseen 1 on koottu keskeisimmat tiedot kaytetyista kont-
rollindytteista ja sisaisista standardeista. Varsinaisten naytteiden valmistuk-

sessa kaytettiin taulukon 1 puhdasaineita.



13

Taulukko 1. Naytteiden valmistuksessa kaytetyt puhdasaineet.

Puhdasaine Valmistaja Eranumero | Pitoisuus (mg/ml)
Efedriini LGC 87250 1,0
Pseudoefedriini Lipomed 775.1B0.1 1,0
Metyyliefedriini Supelco FN03232011 1,0
Norpseudoefedriini LGC 85494 1,0
Vapaa morfiini Cerilliant FE08221801 0,1
M3G Cerilliant FE06011605 0,1
M6G Cerilliant FEQ7271601 0,1
Prednisoni LGC 36668 1,0
Flutikasonipropionaatti-M TRC 7-XSL-51-5 1,0
4-CPA Sigma-Aldrich | BCBV4015 1,0

Reagenssien ja liuosten lisaksi tyossa kaytettiin muita yleisia laboratoriotarvik-
keita ja -laitteita, kuten automaattipipetteja, sentrifugeja, borosilikaattiputkia

seka LC-naytepulloja.

6 Naytteiden kasittely

Tyon toteutus alkoi naytteiden valmistamisella, jonka jalkeen naytteille tehtiin
tarvittavat kasittelyt. Naytteiden kasittelya tarvitaan, jotta nayte saadaan analyy-
sikelpoiseen muotoon. Yleisia kasittelytekniikoita ovat esimerkiksi naytteiden liu-

ottaminen, uuttaminen, konsentroiminen ja puhdistaminen. [22, s. 782.]

Naytteet kasiteltiin seulonta- ja varmistusmenetelmilla, jotka sisalsivat laimenta-
mista, hydrolyyseja seka uuttoja. Threshold-tason naytteet analysoitiin seka
seulonta- etta varmistusmenetelmilla ja MRL-tason naytteet vain seulontamene-
telmilla. MRL-naytteista ei tehty varmistusmenetelmaa, koska se ei ollut oleelli-
nen cut-off-tasojen maarittamisen kannalta. Naytteiden analysointiin kaytettiin
LC-MS/MS- ja LC-Q-TOF-MS-laitteistoja.
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Jokaisessa analyysisarjassa oli mukana kontrolli- ja nollanaytteita. Nollanayttei-
den avulla varmistetaan, etta laitteessa ei ole kontaminaatioita eikéa se anna
vaaria positiivisia tuloksia. Kontrollinaytteilla (QC) varmistetaan, etta laite pystyy
antamaan positiivisen tuloksen. Kontrollinaytteilla pystytdéan myds arvioimaan
laitteen toimintakykya. Naytteiden kasittelyssa jokaiseen naytteeseen lisattiin si-
saista standardia (ISTD). Hyva sisainen standardi on kemiallisesti stabiili eika

se reagoi tutkittavien yhdisteiden kanssa. [22, s. 97,109.]

Naytteiden valmistuksessa kaytettiin ominaisuuksiltaan erilaisia nollavirtsoja. Ne
olivat erilaisia ominaispainoiltaan ja pH-arvoiltaan. Nollavirtsojen tarkemmat tie-

dot on esitetty litteessa 2. Jokainen rinnakkainen nayte tehtiin eri nollavirtsaan.

6.1 Naytteiden valmistus

Threshold-tason naytteet

Tydssa valmistettiin 10 rinnakkaista naytetta jokaisesta taulukon 2 yhdisteesta.
Naytteet tehtiin taulukossa nakyvalla threshold-tasolla seka puolikkaalla
threshold-tasolla. Jokaisesta yhdisteesta tehtiin omat 10 rinnakkaista naytetta,
mutta metyyliefedriini ja norpseudoefedriini yhdistettiin samoihin naytteisiin aika-

taulusyista.

Taulukko 2. Yhdisteet, joilla on WADANn maarittama threshold-taso.

Yhdiste Threshold-taso (ug/ml)
Efedriini 10,0
Pseudoefedriini 150,0
Metyyliefedriini 10,0
Norpseudoefedriini 5,0
Morfiini 1,0
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Efedriininaytteet valmistettiin pipetoimalla 1 mg/ml kantaliuosta 10 pl ja lisaa-
malla 990 pl nollavirtsaa. Pseudoefedriini naytteisiin pipetoitiin 120 ul kantaliu-
osta (1 mg/ml) ja 680 pul nollavirtsaa. Metyyliefedriinin ja norpseudoefedriinin 1
mg/ml kantaliuokset piti ensiksi laimentaa pitoisuuteen 100 pg/ml. Metyyliefed-
riini-norpseudoefedriini ndytteisiin pipetoitiin metyyliefedriinin laimennettua kan-
taliuosta 80 ul ja norpseudoefedriinin laimennettua kantaliuosta 40 ul seka 680
Ml nollavirtsaa. Kaikista naytteista tehtiin viela laimennos suhteessa 1:1, jotta

naytteet voitiin analysoida myds puolikkaalla threshold-tasolla.

Morfiininaytteiden valmistuksessa piti ottaa huomioon morfiinin metabolia ja sen
kautta syntyvat metaboliitit. Tyossa cut-off-taso haluttiin maarittaa kokonaismor-
fiinille, joten naytteiden valmistuksessa piti huomioida metaboliittien prosentti-
osuudet. Naytteen konsentraatioksi haluttiin 1 ug/ml eli 1 000 ng/ml. Tasta va-
paan morfiinin osuus on 40 % eli 400 ng/ml. M3G:n osuus on 500 ng/ml ja
M6G:n osuudeksi jaa 100 ng/ml. M3G:n ja M6G:n pitoisuudet pitaa viela kertoa
kertoimella 1,6. Kerroin tulee morfiinin ja metaboliittien molekyylimassojen suh-
teesta 461,5 g/mol : 285,34 g/mol. Taulukossa 3 on esitetty metaboliittien osuu-

det, pitoisuudet ja laimennettujen kantaliuosten pipetoitavat maarat.

Taulukko 3. Morfiinin ja sen paametaboliittien osuudet seka laimennettujen kan-
taliuosten pipetoitavat maarat.

Yhdiste Osuus (%) (?‘Zl;:ﬂs) Ka;:;a;::;) S '::‘%Ztr%it(:\ll;
M 40 400 10 40
M3G 50 800 10 80
M6G 10 160 10 16

Vapaan morfiinin, M3G:n, M6G:n alkuperaisista kantaliuoksista (taulukko 1) teh-
tiin laimennos pitoisuuteen 10 pg/ml. Jokaista laimennettua kantaliuosta pipetoi-
tiin samaan borosilikaattiputkeen ylla olevan taulukon mukaisesti ja lisattiin nol-
lavirtsaa niin, etta lopputilavuudeksi saatiin 1 ml. Talla tavalla naytteiden koko-

naismorfiinipitoisuudeksi saatiin 1 000 ng/ml.
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Naytteista tehtiin viela laimennos, jotta saatiin puolet threshold-tasosta. Laimen-
nos tehtiin pipetoimalla 400 pl 1 000 ng/ml naytetta ja lisdamalla 400 ul nollavirt-

Saa.

MRL-tason naytteet

Taulukossa 4 on esitetty yhdisteet, joilla on WADAN maarittama MRL-taso. Myds

naista yhdisteista valmistettiin 10 rinnakkaista naytetta kyseisella MRL-tasolla.

Taulukko 4. Tydssa kaytetyt yhdisteet ja niiden MRL-tasot.

Yhdiste MRL-taso

Prednisoni 300,0 ng/mi
Flutikasonipropionaatti 173-karboksyylihappo 30,0 ng/ml
4-kloorifenoksietikkahappo (4-CPA) 5,0 pg/mi

Prednisoni naytteet valmistettiin pipetoimalla 7,5 ul laimennettua kantaliuosta
(100 pg/ml) ja lisaamalla 2,5 ml nollavirtsaa. Flutikasonipropionaatti 17p-kar-
boksyylihappo naytteet tehtiin pipetoimalla laimennettua 10 pg/ml kantaliuosta
7,5 yl ja lisdamalla 2,5 ml nollavirtsaa. 4-CPA naytteisiin lisattiin 12,5 ul kanta-

liuosta (1 mg/ml) ja 2,5 ml nollavirtsaa. Kaikki naytteet vorteksoitiin huolellisesti.

6.2 Kvalitatiiviset seulonta-analyysit

Menetelma D03

Efedriini-, pseudoefedriini-, metyyliefedriini-, norpseudoefedriini- ja morfiininayt-
teet analysoitiin seulontamenetelmalla D03. Naytteet kasiteltiin THL:n doping-
testauslaboratorion tydohjeen Piristeiden ja muiden dopingaineiden "Dilute-and-
shoot” seulonta, virtsa (D03, DO-172) mukaisesti.

"Dilute and shoot” -menetelma on yksinkertainen ja nopea naytteenkasittelytek-

niikka ja sen suurimpia hyotyja ovatkin helppous ja kustannustehokkuus.
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Naytetta ainoastaan laimennetaan, jonka jalkeen se injektoidaan sellaisenaan
LC-MS-laitteistoon. Menetelmaa voidaan kayttaa vahan proteiineja sisaltaville

naytteille, esimerkiksi virtsanaytteille. [28.]

Naytteita pipetoitiin 100 pl suoraan sisaputkellisiin LC-naytepulloihin ja lisattiin
100 pl sisaista standardia (ISTD). Naytteet vorteksoitiin hyvin ja sentrifugoitiin
1 200 G:ssa 5 minuuttia. Taman jalkeen naytteet analysoitiin LC-Q-TOF-MS-

laitteistolla (Qarri).

Menetelma D01

Prednisoni- ja flutikasonipropionaatti 17p-karboksyylihapponaytteet analysoitiin
seulontamenetelmalla DO1. Menetelmalla analysoidaan neutraaleja, emaksisia ja
amfoteerisia dopingaineita. Ty6ohjeena kaytettiin dopingtestausaboratorion oh-
jetta Dopingaineiden (neutraalit, eméksiset ja amfoteeriset yhdisteet) nestekro-

matografis/tandemmassaspektrometrinen seulonta virtsasta (D01, DO-146).

Ensiksi naytteille tehtiin entsymaattinen hydrolyysi. Borosilikaattiputkiin pipetoitiin
2 ml naytetta ja 20 pl ISTD-liuosta. Putket vorteksoitiin huolellisesti, minka jalkeen
niihin lisattiin 750 pl kalium/natrium-fosfaattipuskuria (0,8 M, pH 7) ja 25 pl Es-
cheria coli -bakteerista eristettya p-Glucuronidaasi-entsyymia. Borosilikaattiput-
ket vorteksoitiin uudestaan ja naytteita inkuboitiin vesihauteella +50 °C:ssa yh-
den tunnin ajan. Inkuboinnin jalkeen putket jaahdytettiin huoneenlampdon ja nii-

hin lisattiin 100 yl muurahaishappoa (100 %).

Entsymaattisen hydrolyysin jalkeen naytteet uutettiin kiinteafaasiuutolla. Kiin-
teafaasiuutto (engl. solid phase extraction, SPE) on suosittu ja monipuolinen
naytteenkasittelytekniikka ja se soveltuu moneen eri tarkoitukseen. SPE-tekniik-
kaa voidaan kayttaa mm. naytteen puhdistukseen, rikastukseen, derivatisointiin
ja suolanpoistoon. SPE-tekniikassa analyyttien erottuminen tapahtuu kiintean
faasin ja nestefaasin valilla. Nayteliuos imeytetaan hitaasti SPE-patruunan kiin-
teaan faasiin, jotta kaikki halutut analyytit tarttuvat siihen. Kiinteafaasi on valittu

siten, etta tutkittavat analyytit tarttuvat siihen mutta ylimaaraiset analyytit eivat.
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Ylimaaraiset analyytit pestaan pois sopivalla pesuliuoksella. Pesujen jalkeen
tutkittavat analyytit eluoidaan keraysputkeen oikeanlaisella eluointiliuoksella.
[29, s. 677-678.]

Kiinteafaasiuutossa kaytettiin Biotagen Pressure*48 -uuttolaitteistoa ja Pheno-
menex Strata Screen C -uuttopatruunoita, joissa on C8-faasi. Ensiksi SPE-pat-
ruunat aktivoitiin 0,5 ml:lla metanolia ja kunnostettiin 0,5 ml:lla 2-prosenttista
muurahaishappoa. Naytteet siirrettiin uuttopatruunoihin ja imeytettiin hitaasti nii-
den lapi. Patruunoita pestiin 1 ml:lla 2-prosenttista muurahaishappoa, 1 ml:lla
puhdasta laboratoriovetta (Milli-Q-vesi) ja 0,5 ml:lla 10-prosenttista metanolia.
Pesujen jalkeen naytteet eluoitiin hitaasti 2 ml:lla eluointiliuosta. Eluointiliuos si-

salsi 5 %:a ammoniakkia, 50 %:a asetonitriilia ja 50 %:a metanolia.

Kiinteafaasiuuton jalkeen naytteet haihdutettiin kuiviin haihdutuslaitteistossa
+45 °C:ssa typpivirran avulla ja haihdutusjaannos liuotettiin 100 pl:aan ajoliuos-
seosta (A: 90 %, B: 10 %). Ajoliuosten tarkemmat tiedot I6ytyvat luvusta 7.2.
Putket vorteksoitiin ja naytteet siirrettiin sisaputkellisiin LC-naytepulloihin. Nay-
tepullot sentrifugoitiin 1 200 G:ssa viiden minuutin ajan. Lopuksi naytteet analy-
soitiin LC-MS/MS-laitteistolla (Alma).

4-CPA-naytteet analysoitiin seulontamenetelmalla D02. Menetelmassa nayttei-
den kasittely tapahtui taysin samalla tavalla kuin menetelmassa D03 ja naytteet

analysoitiin samalla LC-Q-TOF-MS-laitteistolla.

6.3 Kvantitatiiviset varmistusanalyysit

Efedriinin kvantitointimenetelma

Efedriini-, pseudoefedriini-, metyyliefedriini- ja norpseudoefedriinindytteet analy-
soitiin seulontamenetelman jalkeen kvantitointimenetelmalla. Tyoohjeena kay-
tettiin ohjetta Efedriinit, kvantitointi, humaanivirtsa (D0-54). Tydssa kaytettiin
valmiiksi valmistettuja kalibrointiliuoksia tasoilla 1 ug/ml, 5 pg/ml, 10 yg/ml, 15

pg/ml, 20 pg/ml ja 30 ug/ml. Lisaksi mukaan otettiin nollanaytteet ja
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kontrollinaytteet. Nollanaytteista tehtiin yksi maaritys. Kontrollinaytteet ja varsi-

naiset naytteet tehtiin kolmena rinnakkaisena maarityksena.

Naytteita pipetoitiin LC-naytepulloon 50 pl ja lisattiin 1 475 pl sisaisen standar-
din tydliuosta. Tydliuos valmistettiin jokaisen sarjan yhteydessa pipetoimalla
300 ul ISTD-kantaliuosta ja lisdamalla 99 ml A-ajoliuosta seka 6 ml B-ajoliuosta.
Naytepulloja vorteksoitiin 30 sekuntia, jonka jalkeen niita sentrifugoitiin viiden

minuutin ajan 1 200 G:ssa. Naytteet analysoitiin LC-MS/MS-laitteella.

Morfiinin kvantitointimenetelma

Seulonta-analyysin jalkeen morfiininaytteille tehtiin myos kvantitatiivinen ana-
lyysi. Naytteet kasiteltiin tydohjeen Morfiini ja kodeiini, Kvantitointi, Humaani-
virtsa (D0-115) mukaisesti.

Tyobssa kaytettyjen valmiiden kalibrointiliuosten pitoisuudet olivat 250 ng/ml, 500
ng/ml, 750 ng/ml, 1 000 ng/ml, 2 500 ng/ml ja 5 000 ng/ml. Kontrollinayte MK-
QC1000 tehtiin kolmena rinnakkaisena maarityksena, myos tutkittavista nayt-
teista tehtiin kolme rinnakkaista maaritysta. Nollanaytteet tehtiin vain yhtena

maarityksena.

Tyo alkoi naytteiden laimentamisella. Jokaista naytetta pipetoitiin omiin borosili-
kaattiputkiinsa 100 pl ja lisattiin 900 pl Milli-Q-vetta. Putket vorteksoitiin huolelli-
sesti. Laimennettuja naytteita pipetoitiin uusiin putkiin 100 pl ja lisattiin 20 pl
ISTD-tydliuosta. ISTD-tyoliuos valmistettiin pipetoimalla 500 ul sisdisen standar-
din kantaliuosta ja 1 500 pl metanolia. Taman jalkeen putkiin lisattiin 5 mg kys-
teiinia ja 100 yl suolahappoa (37 %). Putket vorteksoitiin huolellisesti ja inkuboi-
tiin kuivahauteessa +100 °C:ssa 90 minuuttia. Tata vaihetta kutsutaan hap-
pohydrolyysiksi. Happohydrolyysissa morfiinin metaboliitit M3G ja M6G hydro-
lysoituvat eli palautuvat takaisin vapaaksi morfiiniksi. Nain ollen menetelmalla
voidaan mitata suoraan kokonaismorfiinipitoisuutta eikd metaboliitteja tarvitse

ottaa erikseen huomioon tulosten kasittelyssa. [19.]
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Seuraavaksi putkiin pipetoitiin 2 ml kalium-fosfaattipuskuria (0,2 M, pH 6.5),
jonka seurauksena hydrolyysireaktio loppui. Putkien annettiin jaahtya huoneen-
lampaisiksi, jonka jalkeen niihin lisattiin 250 pl Ko,CO3/KHCOs-liuosta (20 %),
240 pl kaliumhydroksidia (10 M), 1 ml kyllaista natriumkloridiliuosta ja 5 ml etyy-
liasetaattia. Putkia vorteksoitiin noin minuutin ajan ja sentrifugoitiin 5 minuuttia

1 000 G:ssa. Taman jalkeen paallimmaiseksi muodostunut etyyliasetaattifaasi
pipetoitiin uuteen putkeen ja haihdutettiin kuiviin haihdutuslaitteistossa +45
°C:ssa typpivirran avulla. Haihdutusjaannos liuotettiin 1 ml:aan ajoliuosseosta
(A: 95 %, B: 5 %). Ajoliuosten tiedot on esitetty luvussa 7.2. Naytteet siirrettiin
LC-naytepulloihin ja analysoitiin LC-MS/MS-laitteistolla.

7 Naytteiden analysointi
7.1 Laitteen toimintakunnon tarkastaminen

Analyysilaitteet ovat paivittain aktiivisessa kaytdssa ja niiden kuormitus on
suurta. THL:n dopingtestauslaboratoriossa tehdaan paivittaisia ja viikoittaisia yl-
lapito- ja huoltotoimenpiteita, jotta laitteet toimisivat mahdollisimman oikealla ta-
valla ja olisivat mahdollisimman pitkaikaisia. Nain myds minimoidaan tilanteet,

joissa laitteet antaisivat vaaria positiivisia tai negatiivisia tuloksia.

Paivittaisiin toimenpiteisiin kuuluu jateastian tarkastaminen, ionilahteen puhdis-
taminen, pesu- ja ajoliuosten vaihto tarvittaessa, ajolinjojen huuhtelu seka mas-
san virityksen ja referenssipiikkien tarkastus. Viikoittaisia huoltotoimenpiteita

ovat ionilahteen ultradanipuhdistus, ajoliuospullojen ja ajolinjojen huuhtelu me-
tanolilla, dljytason tarkastus ja tietokoneiden paivittaminen. Naiden toimenpitei-

den lisaksi laitteille tehddan ammattilaisten suorittamia vuosihuoltoja.

7.2 Kaytetyt menetelmat ja parametrit

Taulukkoon 5 on koottu keskeisimmat tiedot kaytetyista menetelmista. Kaikissa
menetelmissa kaytettiin samaa A-ajoliuosta, B-ajoliuoksessa oli hieman eroja

riippuen menetelmasta. A-ajoliuos valmistettiin mittaamalla 50 ml ajoliuosten
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kantaliuosta ( 2,5 mM ammoniumformiaatti, 0,1 % muurahaishappo) ja lisaa-

malla 950 ml Milli-Q-vetta. Menetelman D01 B-ajoliuos sisalsi 25 ml ajoliuosten

kantaliuosta ja 475 ml asetonitriilia. Menetelmissa D02, D03, Efedriini.kvant ja

Morfiini.kvant kaytettiin samaa B-ajoliuosta, joka valmistettiin mittaamalla 25 ml

ajoliuosten kantaliuosta, 95 ml asetonitriilia ja 380 ml metanolia.

Taulukko 5. Kaytettyjen menetelmien tiedot

Vi Kolon-
ir- . T
tays- | niek- | NIt
o e . tiotila- | NIn
Menetelma Laitteisto Kolonni nopeus 13m-
vuus :
otila
(uiimin)| ®D| PO
(°C)
Agilent Zorbax
Eclipse Plus C18
D01 LC-MS/MS 2.1x 50 mm (1,8 400 5 30
um)
Restek Raptor
Biphenyl
D02 LC-Q-TOF-MS 3.0 x 50 mm (2,7 400 1 40
um)
Restek Raptor
Biphenyl
D03 LC-Q-TOF-MS 3.0 x 50 mm (2,7 400 1 40
um)
Restek Raptor
. Biphenyl
Efedriini.kvant. | LC-MS/MS 3.0 x 50 mm (2,7 500 1 30
um)
Restek Raptor
. Biphenyl
Morfiini.kvant. | LC-MS/MS 3.0 x 50 mm (2,7 400 5 30
um)

Liitteeseen 3 on koottu jokaisen menetelman gradienttiohjelmat ja liitteeseen 4

menetelmien massa-asetukset. Naytteet analysoitiin kuvien 5 ja 6 laitteistoilla.
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Kuva 6. Agilent Technologiesin mallin 6545 LC-Q-TOF-MS-laitteisto.
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8 Tulokset

WADA on paattanyt, etta threshold-yhdisteiden kohdalla laboratorio voi itse
paattaa cut-off-tason. Analyysien avulla todistetaan, etta valittu cut-off-taso on
riittava ja oikeanlainen. Dopingtestauslaboratorio on valinnut, etta threshold-
yhdisteiden cut-off-taso on puolet niiden threshold-tasosta. MRL-yhdisteiden

kohdalla cut-off-taso maaritetaan laskennallisesti.

Seulontamenetelmissa naytteiden pitoisuudet laskettiin jakamalla naytteen ana-
lyytin ja sen ISTD:n vasteiden suhde kontrollindytteen analyytin ja sen ISTD:n
vasteiden suhteella. Lopuksi tulos kerrottiin ndytteen teoreettisella pitoisuudella
(threshold- tai MRL-taso). Kvantitointimenetelmissa naytteiden pitoisuudet saa-
tiin suoraan datankasittelyohjelmistosta. Naytteista tehtiin kuitenkin kolme rin-

nakkaista maaritysta, joten niista laskettiin keskiarvot.

Threshold-tason naytteille laskettiin pitoisuudet seulonta- ja kvantitointimenetel-
mista seka bias eli poikkeama. MRL-tason naytteille cut-off-tasot laskettiin pitoi-

suuksien, keskiarvojen, keskihajontojen ja poikkeamien avulla.
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8.1 Efedriini

Efedriinindytteet analysoitiin ensiksi seulontamenetelmalla ja sen jalkeen kvanti-
tointimenetelmalla. Taulukossa 6 on vertailtu seulonta- seka kvantitointimenetel-
mista saatuja pitoisuuksia ja litteessa 5 on esitetty kvantitointimenetelmasta

saadut kalibrointisuorat.

Taulukko 6. Seulonta- ja kvantitointimenetelmasta saadut pitoisuudet efedriini-
naytteille pitoisuustasolla 5,0 pg/ml.

Nyte Pitoisuus (ug/ml) i Pitc_;is_uu_s (Mg/ml) )
Seulontamenetelma Kvantitointimenetelma

1 2,66 3,63

2 2,74 4,03

3 3,01 4,24

4 2,99 4,21

5 2,63 4,23

6 3,77 4,02

7 3,12 3,84

8 3,00 4,44

9 3,21 3,92

10 2,68 4,23

Keskiarvo 2,98 4,08

Taulukosta 6 nahdaan, etta seulontamenetelmasta saadaan matalampia pitoi-
suuksia kuin kvantitointimenetelmasta. Tama johtuu todennakdisesti siita, etta
kvantitointimenetelma on tarkempi kuin seulontamenetelma ja nain ollen myds
lopullisissa tuloksissa on hieman eroja. Naytteiden teoreettinen pitoisuus on
5,0 ug/ml, molemmat menetelmat antavat kuitenkin pienempia pitoisuuksia.
Tama voi johtua esimerkiksi siita, etta virtsamatriisien ominaisuudet voivat vai-

kuttaa efedriinin kayttaytymiseen virtsassa.
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Kummastakin menetelmasta saatujen keskiarvojen avulla laskettiin poikkeama.
Poikkeama tarkoittaa seulonta- ja varmistusmenetelmien valista mittaustulosten
keskiarvojen prosentuaalista eroa. Kaikkien threshold-naytteiden kohdalla poik-

keama laskettiin kaavalla (1).

Pitoisuus (seulonta)—Pitoisuus (kvantitointi) _ 0
Pitoisuus (kvantitointi) 100 % (1 )

Poikkeama =

Nain ollen pitoisuustasolla 5,0 ug/ml poikkeamaksi saatiin —26,96 % ~ —27,0 %.
Taulukosta 7 puolestaan nahdaan efedriininaytteiden pitoisuudet threshold-ta-

solla 10,0 pg/ml.

Taulukko 7. Efedriininaytteiden pitoisuudet kummassakin menetelmassa pitoi-
suustasolla 10,0 pg/mi.

Niyte SPitoisuus (ng/ml) i Pitc_)is_uu_s (ng/ml) )
eulontamenetelma Kvantitointimenetelma

1 7,37 6,79

2 7,21 7,34

3 7,41 7,69

4 7,70 7,95

5 7,05 8,01

6 11,58 7,43

7 8,14 7,26

8 8,11 8,35

9 9,01 7,84

10 7,22 8,59

Keskiarvo 8,08 7,72

Taulukosta 7 nahdaan, etta pitoisuustasolla 10,0 pg/ml seulontamenetelma an-
taa korkeampia tuloksia kuin kvantitointimenetelma. Naytteille laskettiin poik-

keama aiemmin mainitulla tavalla, tulokseksi saatiin 4,66 % ~ 4,70 %.
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Poikkeama-arvojen tulee olla 2 -50 %, jotta valittu cut-off-taso on riittava. Jos
poikkeama-arvo olisi alle =50 %, valittu cut-off-taso ei olisi riittava ja sita pitaisi
pienentad. Poikkeama ei saa olla alle —50 %, jotta mitaan oleellisia ja merkitta-

via pitoisuuksia ei jaa varmistamatta seulonta-analyysin jalkeen.

Efedriinin threshold-tasolla (10,0 ug/ml) poikkeamaksi saatiin 4,70 % ja puolik-
kaalla threshold-tasolla (5,0 ug/ml) poikkeamaksi laskettiin —27,0 %. Molemmat
arvot tayttavat asetetut kriteerit ja nain ollen voidaan sanoa, etta efedriinin cut-

off-taso on puolet threshold-tasosta eli 5,0 ug/mil.

Kaytannossa tama tarkoittaa sita, etta seulontatuloksen ollessa alle cut-off-ta-
son (5,0 ug/ml), varmistusanalyysia ei tarvitse tehda. Tulos on talléin suoraan
negatiivinen. Jos seulontatulos on cut-off-tason ja threshold-tason valissa

(5,0 pg/ml — 10,0 ug/ml), naytteesta tehdaan varmistusanalyysi. Varmistusana-
lyysi tehdaan myos tuloksen ollessa yli 10,0 ug/ml. Jos varmistusanalyysin jal-
keen naytteesta saatu lopullinen tulos on alle 10,0 uyg/ml, nayte raportoidaan
negatiivisena. Vain threshold-tason ylapuolella olevat pitoisuudet luetaan positii-

visiksi.

8.2 Pseudoefedriini

Pseudoefedriinista tehtiin kaksi seulonta-analyysia ja yksi kvantitointianalyysi.
Ensimmaisessa seulonta-analyysissa huomattiin, etta pitoisuudet 150 yg/ml ja
75 ug/ml ovat liian korkeita kontrollinaytteen pitoisuuteen seka menetelman mit-
tausalueeseen verrattuna. Tasta syysta ensimmainen seulonta-analyysi antoi

suuresti vaihtelevia ja liian korkeita tuloksia (taulukko 8).

Ensimmaisen seulonnan jalkeen naytteet paatettiin laimentaa ja analysoida uu-
destaan. Pitoisuustasolla 150 pg/ml naytteet laimennettiin nollavirtsalla pitoisuu-
teen 15 pg/ml, minka jalkeen ne kasiteltiin tydohjeen mukaisesti (luku 6.2). Pitoi-
suustason 75 pg/ml naytteet kasiteltiin pipetoimalla 10 pl naytetta suoraan en-

simmaisen seulonnan LC-naytepullosta ja lisaamalla 90 pl A-ajoliuosta.



27

Naytteille ei tehty seulontamenetelman esikasittelya vaan analysoitiin sellaise-

naan. Talla tavalla tuloksista saatiin parempia.

Taulukko 8. Pseudoefedriininaytteiden ensimmainen seulonta-analyysi.

Nayte Pitoisuus (ug/ml) Pitoisuus (ug/ml)
Taso 75 pg/ml Taso 150 ug/mi
1 207,83 732,24
2 205,77 184,92
3 156,37 190,52
4 159,05 210,62
5 158,78 558,21
6 162,40 522,36
7 249,06 826,84
8 193,77 825,05
9 215,37 280,92
10 166,64 531,99
Keskiarvo 187,51 486,37

Taulukosta 8 huomataan naytteiden pitoisuuksien olevan epaluotettavia. Tulok-

set eivat vastaa lainkaan oikeaa pitoisuutta.

Taulukossa 9 on laimennettujen pseudoefedriininaytteiden tulokset.
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Taulukko 9. Laimennettujen naytteiden tulokset toisessa seulonta-analyysissa.

Nyte Pitoisuus (ug/ml) Pitoisuus (ug/ml)
Taso 75 pg/ml Taso 15 pg/ml
1 74,03 12,82
2 79,46 12,77
3 70,41 13,01
4 58,91 13,35
5 73,78 12,32
6 67,48 13,58
7 86,47 15,48
8 78,25 15,06
9 82,69 12,83
10 57,27 11,57
Keskiarvo 72,88 13,28

Taulukosta 9 nahdaan, etta nyt naytteiden tulokset ovat luotettavampia ja vas-

taavat paremmin teoreettisia pitoisuuksia.

Threshold-tason (150 pg/ml) naytteet paatetiin kuitenkin jattaa pois kvantitointi-
analyysista, koska pseudoefedriininaytteiden kohdalla kaytettiin eri sisaista
standardia kuin muissa efedriinien kvantitointisarjoissa. Pseudoefedriininayt-
teille tehtiin oma ISTD soveltaen olemassa olevaa ISTD:n valmistusohjetta.
Muissa sarjoissa ollutta oikeaa ISTD:ta ei pystytty kayttamaan, koska se ei olisi
riittdnyt myohempiin kvantitointisarjoihin. Oikeaa ISTD:ta ei pystytty tekemaan
lisaa, koska siihen tarvittavan pseudoefedriinin tilaus oli viivastynyt eika aiem-
paa eraa ollut enaa jaljella. Tasta huolimatta cut-off-taso voitiin maarittaa pelk-
kien 75 pg/ml naytteiden perusteella. Taulukkoon 10 on koottu kvantitointimene-

telman tulokset ja liitteessa 5 on menetelman kalibrointisuora.
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Taulukko 10. Pitoisuustasolla 75 ug/ml olevien naytteiden tulokset kvantitointi-

menetelmasta.

Nayte

Pitoisuus (ug/ml)

101,01

101,26

98,90

100,20

98,19

98,76

95,98

98,89

O |0 | N o | |WwW DN

100,62

10

101,85

Keskiarvo

99,57

Efedriinin kvantitointimenetelmassa kalibrointisuoran pitoisuusalue oli 1-30

pg/ml, joten pseudoefedriinindytteet (75 pg/ml) piti laimentaa suhteessa 1:10.
Laimennoskerroin otettiin huomioon tulosten kasittelyssa. Taulukosta 10 nah-
daan, ettd menetelma antaa odotettua suurempia tuloksia. Syita tdhan voivat
olla virtsamatriisien vaikutukset ja sisaisen standardin ominaisuudet. Sisainen

standardi oli valmistettu soveltaen vain tata tarkoitusta varten, joten sen toimi-

vuus pseudoefedriinille ei valttamatta ollut ihanteellinen.

Poikkeaman laskemiseen pitoisuustasolla 75 pg/ml kaytettiin toisen seulonta-

analyysin keskiarvoa 72,88 ug/ml ja kvantitointimenetelman keskiarvoa 99,57.

Nain ollen poikkeamaksi saatiin —26,81 % =~ —26,80 %.

Tulos on yli =50 %, joten pseudoefedriinin cut-off-tasoksi voidaan maarittaa

75,0 ug/ml.
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8.3 Metyyliefedriini

Metyyliefedriininaytteista tehtiin seulonta- ja varmistusanalyysi. Taulukoihin 11
ja 12 on koottu metyyliefedriininaytteiden pitoisuudet seulonta- ja kvantitointime-
netelmista molemmilla pitoisuustasoilla. Kvantitointimenetelman kalibrointisuo-

rat on esitetty liitteessa 5.

Taulukko 11. Molemmista menetelmista metyyliefedriininaytteille saadut tulok-
set pitoisuustasolla 5,0 ug/ml.

Nyte Pitoisuus (ug/ml) i Pitc_;is_uu_s (Mg/ml) )
Seulontamenetelma Kvantitointimenetelma

1 3,05 4,59

2 3,04 4,62

3 2,87 4,68

4 2,96 4,73

5 2,81 4,72

6 2,91 4,83

7 3,81 4,92

8 3,53 5,07

9 3,49 4,79

10 2,63 5,14

Keskiarvo 3,11 4,81

Taulukon 11 mukaan seulontamenetelma antaa pienempia pitoisuuksia kuin
kvantitointimenetelma. Pitoisuuksien vaihtelu seulonta- ja kvantitointimenetel-
mien valilla voi johtua esimerkiksi pipettien valisista eroista. Kvantitointimenetel-
mia tehdessa kaytettiin tarkempia ja useammin kalibroituja pipetteja kuin seu-

lontamenetelmissa.

Saatujen keskiarvojen avulla laskettiin poikkeama, jonka arvoksi saatiin —35,34
% =~ —35,30 %.
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Taulukko 12. Metyyliefedriininaytteiden pitoisuudet threshold-tasolla 10,0 ug/ml.

Nyte Pitoisuus (ug/ml) i Pitc_)is_uu_s (ng/ml) )
Seulontamenetelma Kvantitointimenetelma

1 8,26 9,63

2 7,85 8,98

3 7,90 9,30

4 8,14 9,70

5 6,96 9,54

6 7,78 9,92

7 10,17 9,87

8 9,02 9,85

9 9,27 9,97

10 7,46 10,47

Keskiarvo 8,28 9,72

Taulukosta 12 nahdaan kvantitointimenetelman antavan suurempia pitoisuuksia
kuin seulontamenetelma. Kvantitointimenetelmasta saadut tulokset ovat tarkem-
pia ja luotettavampia, koska menetelma on tehty pitoisuuksien maarittamiseen.
Seulontamenetelma puolestaan on tehty aineiden alustavaan havaitsemiseen
naytteesta. Kvantitointimenetelmasta tarkemman tekee myos kuuden pisteen
kalibrointi, kun taas seulontamenetelmassa kalibrointi tapahtuu yhden pisteen
kautta. Pitoisuustasolla 10,0 ug/ml naytteiden poikkeamaksi saatiin —14,81 %

~ —14,80 %.

Metyyliefedriinin threshold-tasolla poikkeamaksi saatiin —14,80 % ja puolikkaalla
threshold-tasolla poikkeama on —35,30 %. Molemmat arvot tayttavat kriteerit, jo-

ten metyyliefedriinin cut-off-tasoksi voidaan valita 5,0 pg/ml.
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8.4 Norpseudoefedriini

My6s noprseudoefedriinindytteista tehtiin seulonta- ja kvantitointimenetelma.
Norpseudoefedriininaytteiden pitoisuudet on esitetty taulukoissa 13 ja 14, lisaksi

litteessa 5 on kvantitointimenetelman kalibrointisuorat.

Taulukko 13. Norpseudoefedriininaytteiden tulokset pitoisuustasolla 2,5 pg/mil.

Nyte Pitoisuus (ug/ml) i Pitc?is_uu_s (ng/ml) i
Seulontamenetelma Kvantitointimenetelma

1 0,95 1,75

2 1,02 1,73

3 0,86 1,60

4 0,87 1,70

5 0,88 1,73

6 0,70 1,66

7 1,30 1,73

8 1,17 1,96

9 1,15 1,64

10 0,78 1,85

Keskiarvo 0,97 1,74

Taulukosta 13 huomataan, etta seulontamenetelma antaa huomattavasti pie-
nempia tuloksia kuin kvantitointimenetelma. Syita tahan voivat olla pipetoinnin
epatarkkuus, norpseudoefedriinin kayttaytyminen erilaisissa nollavirtsamat-
riiseissa seka seulonta- ja kvantitointimenetelmien valiset erot. Seulontamene-
telma ja kvantitointimenetelma on tehty myds eri laitteilla, joten laitteiden valiset
erot voivat vaikuttaa tuloksiin. Poikkeamaksi pitoisuustasolla 2,5 pg/ml saatiin
— 44,25 % ~ — 44,30 %.
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Taulukko 14. Molempien menetelmien antamat tulokset threshold-tasolla 5,0
pg/ml.

Nyte Pitoisuus (ug/ml) i PitqiSl:lu.S ( pg/mil) i
Seulontamenetelma | Kvantitointimenetelma

1 3,31 3,71

2 3,21 3,43

3 3,01 3,26

4 3,08 3,53

5 2,79 3,57

6 2,54 3,65

7 4,18 3,59

8 3,67 3,92

9 3,77 3,54

10 2,78 3,88

Keskiarvo 3,24 3,61

Taulukosta 14 huomataan, etta norpseudoefedriinin threshold-tasolla 5,0 pg/ml
seulontamenetelman ja kvantitointimenetelman tulosten keskiarvot vastaavat |a-

hes toisiaan. Poikkeamaksi saatiin —10,25 % ~ —10,30 %.

Kummankin pitoisuustason poikkeama-arvot ovat yli —50 %, joten norpseu-
doefedriinin cut-off-tasoksi voidaan valita 2,5 pg/ml. Tulosten perusteella kysei-

nen taso on riittava ja luotettava.

8.5 Morfiini

Morfiininaytteiden kohdalla morfiinin metabolia huomiotiin seka naytteiden val-
mistuksessa, etta tulosten kasittelyssa. Seulontamenetelmassa mitattiin erilli-
sind yhdisteina vapaa morfiini, M3G ja M6G. Tasta syysta jokaisen metaboliitin
pitoisuus laskettiin erikseen, jonka jalkeen pitoisuudet laskettiin yhteen. Nain

saatiin maaritettya naytteen kokonaismorfiinipitoisuus.
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Kvantitointimenetelmassa pystyttiin mittaamaan suoraan naytteiden kokonais-
morfiinipitoisuudet. Taulukoissa 15 ja 16 on vertailtu menetelmista saatuja pitoi-
suuksia morfiinin threshold-tasolla seka puolikkaalla threshold-tasolla. Liitteessa

5 on kvantitointimenetelman kalibrointisuorat.

Taulukko 15. Seulonta- ja kvantitointimenetelmista pitoisuustasolla 500,0 ng/ml
saadut pitoisuudet morfiininaytteille.

Nyte Pitoisuus (nglml)" Pitc.)is_uu.s (ng/ml) )
Seulontamenetelma | Kvantitointimenetelma

1 391,94 425,43

2 446,36 438,30

3 408,81 433,72

4 383,11 478,54

5 442,35 477,38

6 393,90 484,84

7 458,86 431,62

8 408,46 446,16

9 461,73 460,25

10 366,94 462,72

Keskiarvo 416,25 453,89

Taulukosta 15 nahdaan seulontamenetelman antavan matalampia pitoisuuksia
kuin kvantitointimenetelma. Molemmat menetelmat antavat hieman alhaisempia
tuloksia kuin teoreettinen pitoisuus 500,0 ng/ml. Pitoisuuksien pieni vaihtelu on

kuitenkin normaalia. Poikkeama-arvoksi saatiin —8,29 % =~ —8,30 %.
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Taulukko 16. Molempien menetelmien pitoisuudet morfiinin threshold-tasolla
1 000,0 ng/ml.

Nyte Pitoisuus (nglml)" Pitt?is_uu.s (ng/ml) )
Seulontamenetelma | Kvantitointimenetelma
1 1086,11 855,02
2 1113,87 884,79
3 1156,32 888,93
4 1076,93 913,51
5 1300,02 856,06
6 1051,33 883,37
7 1292,40 858,97
8 1114,55 796,60
9 1286,02 863,80
10 1082,17 940,19
Keskiarvo 1155,97 874,12

Taulukosta 16 nahdaan, etta tasolla 1 000,0 ng/ml seulontamenetelma antaa
korkeampia pitoisuuksia kuin kvantitointimenetelma. Tama on hyva, koska tal-
I6in naytteiden seulontavaiheessa mahdolliset positiiviset 10ydokset eivat jaa
huomaamatta. Poikkeamaksi saatiin 32,24 % ~ 32,20 %.

Molemmilla pitoisuustasoilla poikkeama-arvot tayttavat kriteerit. Nain ollen tulos-
ten perusteella voidaan todeta, ettd morfiinin cut-off-taso on 500,0 ng/ml ja se

on analytiikan kannalta riittava ja oikeanlainen.
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8.6 Prednisoni

Prednisoninaytteet analysoitiin vain seulontamenetelmalla. Naytteille laskettiin

pitoisuudet ja saadut tulokset on esitetty taulukossa 17.

Taulukko 17. Prednisoninaytteiden pitoisuudet MRL-tasolla 300,0 ng/ml.

Nayte Pitoisuus (ng/ml)

1 530,35

449,84

581,84

503,54

553,96

584,51

575,99

503,04

O | | N oD WDN

465,79

10 500,73

Keskiarvo 524,96

Taulukosta 17 huomataan, etta naytteiden pitoisuudet ovat huomattavasti kor-

keampia kuin MRL-taso 300,0 ng/ml.

Naytteista laskettiin keskihajonta ja poikkeama. Poikkeama tarkoittaa mittausten

keskiarvon ja MRL-tason valista poikkeamaa. Nyt poikkeama laskettiin kaavalla

(2).
Poikkeama = Keskiarvo - MRL_taso (2)

Keskihajonnaksi saatiin 48,22 ng/ml ja poikkeamaksi 224,96 ng/ml.
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Cut-off-tasojen laskeminen perustuu WADAnN ohjeisiin. Tassa tapauksessa
naytteiden pitoisuus 524,96 ng/ml on yli MRL-tason, joten cut-off-taso lasketaan

kaavalla (3).
Keskiarvo - (2 - Keskihajonta + Poikkeama) (3)

Nain ollen cut-off-taso prednisonille on 203,56 ng/ml = 200,0 ng/ml. Tulos pyo-
ristetdan alaspain, jotta merkittavia pitoisuuksia ei jaa varmistamatta. Jos nayt-
teesta saatu tulos on alle cut-off-tason, varmistusanalyysia ei tarvitse tehda, ja
tulos on suoraan negatiivinen. Jos saatu tulos on yli 200,0 ng/ml, naytteesta

tehdaan varmistusanalyysi. Varmistusanalyysin jalkeen nayte raportoidaan ne-
gatiivisena tuloksen ollessa MRL-tason (300,0 ng/ml) alapuolella ja positiivinen

tuloksen ollessa yli 300,0 ng/ml.
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8.7 Flutikasonipropionaatti 17-karboksyylihappo

Myds flutikasonipropionaatti 17p-karboksyylihappo naytteet analysoitiin vain

seulontamenetelmalla. Naytteista laskettiin pitoisuudet (taulukko 18).

Taulukko 18. Flutikasonipropionaatti 173-karboksyylihapponaytteiden pitoisuu-
det MRL-tasolla 30,0 ng/ml.

Nayte Pitoisuus (ng/ml)

1 58,56

41,01

47,59

39,03

45,65

36,40

46,49

24,42

© | 0 | N[O | o | BN

29,77

—_
o

45,75

Keskiarvo 41,47

Taulukon 18 mukaan naytteiden pitoisuudet ovat korkeampia kuin teoreettinen
pitoisuus 30,0 ng/ml. Pitoisuuksien keskihajonnaksi saatiin 9,72 ng/ml ja poik-
keamaksi 11,47 ng/ml. Naytteiden pitoisuus 41,47 ng/ml ylittdd MRL-tason, jo-

ten cut-off-taso lasketaan aiemmin mainitulla tavalla.

Nain ollen flutikasonipropionaatti 17p-karboksyylihapon cut-off-tasoksi saatiin
10,56 ng/ml = 10,0 ng/ml.



8.8 4-kloorifenoksietikkahappo

4-CPA-naytteet analysoitiin seulontamenetelmalla ja tuloksista laskettiin pitoi-

suudet. Naytteiden pitoisuudet on esitetty taulukossa 19.

Taulukko 19. 4-CPA-naytteiden pitoisuudet tasolla 5,0 ug/mil.
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Nayte

Pitoisuus (ug/ml)

1

3,75

5,25

5,86

4,73

4,41

4,33

4,04

5,15

O | | N oD WDN

3,45

10

4,61

Keskiarvo

4,56

Nyt taulukosta 19 huomataan pitoisuuksien olevan hieman alhaisempia kuin

teoreettinen pitoisuus. Pitoisuuksien keskihajonnaksi saatiin 0,73 pg/ml. Nyt

naytteiden pitoisuus on alle MRL-tason (5,0 pg/ml), joten cut-off-taso lasketaan

kaavalla (4).

Keskiarvo — (2 - Keskihajonta)

Nain ollen 4-CPA:n cut-off-tasoksi saatiin 3,10 yg/ml = 3,0 pg/ml.
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9 Lopuksi

Opinnaytetyon tavoitteena oli maarittaa cut-off-tasot efedriinille, pseudoefedrii-
nille, metyyliefedriinille, norpseudoefedriinille, morfiinille, prednisonille, flutikaso-

nipropionaatti 17p-karboksyylihapolle seka 4-kloorifenoksietikkahapolle.

Tyon suoritus alkoi naytteiden valmistamisella. Naytteet valmistettiin yhdisteiden
threshold- ja MRL-tasoilla. Threshold-tason naytteet kasiteltiin seka seulonta-
etta kvantitointimenetelmilla, MRL-tason naytteet vain seulontamenetelmilla.
Naytteet analysoitiin LC-MS/MS- ja LC-Q-TOF-MS-laitteistoilla, saatujen tulos-
ten avulla naytteille laskettiin pitoisuudet ja cut-off-tasot maaritettiin WADAN oh-

jeiden mukaan.

Tuloksista huomattiin, etta seulonta- ja varmistusmenetelmista saadut pitoisuu-
det vaihtelivat ja naytteiden todelliset pitoisuudet olivat hieman erilaisia kuin teo-
reettiset pitoisuudet. Naytteiden todellinen pitoisuus ei ole koskaan taysin sama
kuin teoreettinen pitoisuus, ja esimerkiksi kemialliset reaktiot, matriisivaikutukset
seka naytteenkasittely ja -sailytys vaikuttavat pitoisuuteen. Huomattiin myds,
etta seulonta- ja kvantitointimenetelmien valisissa tuloksissa on hieman eroja.
Kvantitointimenetelmat ovat tarkempia, koska ne on tehty maarittamaan pitoi-
suuksia tarkasti. Seulontamenetelmien tarkoitus puolestaan on havaita mahdol-

listen dopingaineiden kaytto.

Opinnaytetyon tavoite saavutettiin ja cut-off-tasot saatiin maaritettya jokaiselle
mukana olleelle yhdisteelle. Tulokset ovat luotettavia ja THL:n dopingtestausla-
boratorio ottaa tulokset kayttdonsa. Cut-off-tasojen maarittdmisen ansiosta
naytteiden analysointi nopeutuu ja varmistusanalyysien tarve vahenee. Jat-
kossa dopingtestauslaboratorion ei tarvitse tehda varmistusanalyyseja "tur-
haan”, vaan varmistukset voidaan kohdistaa naytteisiin, jotka oikeasti voivat olla
positiivisia. Opinnaytetyon tulosten ansiosta voidaan saastaa aikaa ja resurs-

seja seka kasvattaa laboratorion tyotehokkuutta.
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Kontrollinaytteiden ja sisaisten standardien tiedot

Laboratorio on valmistanut itse kaikki kontrollinaytteet ja sisaiset standardit.

Seulontamenetelma D01

Kontrollinayte: sisaltaa 45 erilaista neutraalia, emaksista ja amfoteerista yhdis-
tettd. Taman tyon kannalta tarkeimmat ovat prednisoni ja flutikasonipropionaatti

17B-karboksyylihappo. Liuos on valmistettu metanoliin.

ISTD: metanolinen liuos, joka sisaltaa yhdisteita amfetamiini-D8, buprenorfiini-
D4, triamsinoloniasetonidi-D7, formoteroli-D6, raloksifeeni-D4 ja testosteroni-
glukuronidi-D3. Tassa tyossa prednisoninaytteiden pitoisuuksien laskemiseen
kaytettiin triamsinoloniasetonidi-D7:n antamaa vastetta ja flutikasonipropionaatti
17B-karboksyylihapponaytteiden kohdalla kaytettiin testosteroni-glukuronidi-

D3:n vastetta.

Seulontamenetelmat D02 ja D03

Kontrollinayte (D02): sisaltda noin 40 erilaista happamaa ja amfoteerista yhdis-

tetta, joista tdman tyon kannalta oleellisin on 4-CPA. Liuos on metanolinen.

Kontrollinaytteet 1 ja 2 (D03): Molemmat kontrollinaytteet ovat metanolisia liuok-
sia ja sisaltavat kymmenia eri yhdisteita. Kontrollinayte 1:ssa tarkeimmat yhdis-
teet tdman tydn kannalta ovat norpseudoefedriini, efedriini, M6G ja metyyliefed-
riini. Kontrollinayte 2:ssa oleellisimmat yhdisteet ovat morfiini, M3G ja pseu-

doefedriini.

ISTD (D02 ja DO3): sisaisen standardin kayttoliuos sisaltaa

e mefrusidia

e ds-buprenorfiinia
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e dg-amfetamiinia
e morfiini-3p-D-glukuronidi-ds:sta
e ds-propranololia ja

e dg-formoterolia.

Efedriinien kvantitointimenetelma

Kontrollinayte (efedriinit): sisaltda 10 ug/ml efedriinia, 5 pg/ml norpseudoefedrii-

nia ja 10 pg/ml metyyliefedriinia. Liuos on valmistettu nollavirtsaan.

Kontrollinayte (pseudoefedriini): sisaltaa 150 ug/ml pseudoefedriinia nollavirt-

sassa.

ISTD: sisaltaa efedriinia, norpseudoefedriinia, pseudoefedriinia ja metyyliefedrii-

nia deuteroiduissa muodoissa.

Morfiinin kvantitointimenetelméa

Kontrollinayte (1000 ng/ml): nollavirtsaan tehty liuos, joka sisaltaa morfiinia,

etyylimorfiinia ja kodeiini-6-glukuronidia.

ISTD: sisaltaa kodeiini-D3:sta, morfiini-3p-D-glukuronidi-D3:sta ja etyylimorfiini-

D5:sta metanolisessa liuoksessa.
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Nollavirtsojen tiedot

Taulukko 1. Naytteiden valmistuksessa ja analyyseissa nollanaytteina kaytetty-
jen virtsojen tiedot.

Nayte pH Ominaispaino
1. Matala pH (mies) 5,36 1,015
2. Nollavirtsa 10/21 5,84 1,015
3. Normaali ominaispaino (mies) 6,12 1,017
4. Normaali ominaispaino (nainen) 5,76 1,017
5. Nollavirtsa 9/23 5,79 1,013
6. Korkea ominaispaino 5,93 1,027
7. Korkea pH 7,74 1,011
8. Nollavirtsa 6/24 6,82 1,012
9. Matala ominaispaino 6,37 1,008
10. Nollavirtsa 6/23 577 1,018




Menetelmien gradienttiohjelmat

Taulukko 1. Seulontamenetelman D01 gradienttiohjelma.

Aika (min) Ajol(i;c;s A Ajol(i:/ic;s B
0,00 95 5
1,00 95 5
9,00 10 90

Taulukko 2. Gradienttiohjelma seulontamenetelmille D02 ja D03 seka morfiinin
kvantitointimenetelmalle.

Aika (min) Ajol(lot/::))s A Ajol(lol/:)c))s B
0,0 95 5
0,5 95 5
3,0 75 25
7,5 0 100
9,0 0 100

Taulukko 3. Efedriinin kvantitointimenetelman gradienttiohjelma.

Aika (min) Ajol(iol/ic))s A Ajol(i(;c;s B
0,50 95 5
7,50 70 30
10,00 70 30
10,01 95 5
11,00 95 5
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Menetelmien massa-asetukset.

Taulukko 1. Seulontamenetelman D01 massa-asetukset.

Parametri Tarkennus
lon source AJS ESI
Gas temperature 200 °C
Gas flow 8 I/min
Nebulizer 25 psi
Sheath gas temperature 350 °C
Sheath gas flow 12 I/min
Capillary + 3500 V
Capillary - 3500 V
Nozzle voltage + 500 V
Nozzle voltage - oV

Taulukko 2. Tutkittavien yhdisteiden siirtymat ja tormaysenergiat menetelmassa
DO1.

Yhdiste Lahtoioni| Tuoteioni| Fragmentaatio (V) | CE (V)*
Flutikasonipropionaatti-M 453.2 2751 115 28
Prednisoni 359.2 3411 105 8

*CE = Collision energy, térmaysenergia.
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Taulukko 3. Menetelman D02 massa-asetukset.

Parametri Tarkennus
lon source Dual AJS ES!, negative
polarity
Gas temperature 150 °C
Gas flow 5 I/min
Sheath gas temperature 375 °C
Sheat gas flow 11 I/min
Fragmentor 175V
Capillary 4500 V
Nozzle voltage 500 V
Skimmer 1 65
Octopole RF 750 V
Acquisition m/z 50-1000
Referenssimassat (sis. kalibrointi) 112.98 ja 966.00




Taulukko 4. D03 menetelman massa-asetukset.
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Parametri Tarkennus
lon source Dual AJS ESI, positive
polarity
Gas temperature 150 °C
Gas flow 5 I/min
Sheat gas temperature 375 °C
Sheat gas flow 11 I/min
Fragmentor 120V
Capillary 4500 V
Nozzle voltage 500 V
Skimmer 1 65
Octopole RF 750 V
Acquisition m/z 50-1000

Referenssimassat (sis. kalibrointi)

121.05 ja 922.00

Taulukko 5. Efedriinin kvantitointimenetelman massaparametrit.

Parametri Tarkennus
Gas temperature 200 °C
Gas flow 8 I/min
Sheat gas temperature 350 °C
Sheat gas flow 12 I/min
Nebulizer 35 psi
Capillary 3500 V
Charging 500 V
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Taulukko 6. Siirtymat ja tormaysenergiat efedriinin kvantitointimenetelmassa.

Yhdiste Lahtoioni | Tuoteioni | Fragmentaatio (V)| CE (V)
Metyyliefedriini 180.1 162.1 71 12
Pseudoefedriini 166.1 148 61 8

Efedriini 166.1 148 71 8

Norpseudoefedriini 152.1 134 61 4

Taulukko 7. Massa-asetukset morfiinin kvantitointimenetelméassa.

Parametri Tarkennus
Gas temperature 200 °C
Gas flow 8 I/min
Nebulizer 35 psi
Sheath gas temperature 350 °C
Sheath gas flow 12 I/min
Capillary + 3500 V
Capillary - 3500 V
Nozzle voltage + 500 V
Nozzle voltage - oV

Taulukko 8. Siirtymat ja tormaysenergiat morfiinille.

Yhdiste Lahtoioni Tuoteioni |Fragmentaatio (V)| CE (V)

Morfiini 286.2 165 150 40
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Kvantitointimenetelmien kalibrointisuorat

Kvantitointimenetelmissa naytteet analysoitiin kahdessa eri sarjassa suuren nay-
temaaran vuoksi (pl. pseudoefedriini). Ensimmaisessa sarjassa analysoitiin nayt-
teet 1-5 threshold-tasolla ja naytteet 1-5 puolikkaalla threshold-tasolla. Toisessa
sarjassa mukana oli loput naytteet molemmilta tasoilta. Jokainen nayte tehtiin

tydohjeen mukaan kolmena rinnakkaisena maarityksena.

Efedriinien kvantitointimenetelma

Levels Used, & Points, & Points Used, 0 QCs
“% +0,010861

+0,010

5
7| Type:Linear. Origin:Include. weight: 1/x

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 B 9 0 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3 1N W
Relative Concentration

Levels Used, 6 Points, § Points Used, 0 QCs
“x

+0,005215

y=0

P 3785
Type:Linear, Origin:Include, Weight: 1/x

Relatve Response:
tn

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 6 7 8 8% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 23 30 31 37
Relative Concentration

Kuva 2. Efedriini_kvantitointi_sarja2
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o

'seudoephedrine - § Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
4y =0,074783"x +0,03040%
0,99642653
224 Type:Linear, Origin:Include, Weight: 1/ Y

Relative Responses
s
L

T T T T I T T T | | | T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-2 -1 0 1 2 3 4 5 & 7 8 8 10 1 12 13 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 73 24 25 26 27 28 29 30 3 32
Relative Concentration

Kuva 3. Pseudoefedriini_kvantitointi_sarja1

Methylephedrine - & Levels, § Levels Used, & Points, & Points Used, 0 QCs

064453 = x +0,001753

R"2 =0,997456898

7| Type:Linear, Origin:Include, ‘weight:1/x .

Relative Responses

— 1 T T I r I T T T T T T T 1 T T T T T
-2 -1 0 1 2 2 4 5 6 7 B % 01 12 13 14 15 16 17 18 1% 20 X 22 23 24 25 2% 27 28 _23 3
Relative Concentration

Kuva 4. Metyyliefedriini_kvantitointi_sarja1
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Methylephedrine - & Levels, & Levels Used, & Points, 6 Points Used, 0 QCs
4y =0.057783"x +0,001072
184 R"2 = 0,99886759

%7 Type:Linear, Origin:Include, \Weight:1/x
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Nerpseudoephedrine(katiini) - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

v =5488844 " x +0.817814

R"2 =0.99672511

1.6 Type:Linear, Origin:Include, Weight: 15 »

Relative Responses
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Norpseudoephedrine(katiini) - 6 Levels, & Levels Used. 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x102 | v =5142184 " x +0,629991

1,64 R"2 = 099896272

Type:Linear, Onigin:Include, Weight: 1%

Relative Responses
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Relative Concentration
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Morfiinin kvantitointimenetelméa

Morphine - § Levels, § Levels Used, 6 Points, & Points Used, 0 QCs
95 y=1.780505"x +0,003673
£

0,99790810
8- Type:Linear, Origin:Include. Weight:1/x

854

Relatve Responses
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5(9)

Morphine - § Levels, & Levels Used, 6 Points, & Points Used, 0 QCs
%1017 y =2.030286 * x - 0,017606

+ R"2=099566797

14 Type:Linear, Origin:Include, \Weight: 15

Relatve Responses
=
w
bl
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