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Synteettinen testosteroni on yksi useimmin kilpaurheilussa kaytetyista dopingaineista. Sen
kayton havaitseminen on haastavaa, silla synteettinen ja endogeeninen testosteroni ovat
kemiallisesti ja farmakologisesti identtiset. Niiden hiilen isotooppisuhteissa, '2C/'*C, on kui-
tenkin huomattu olevan eroja ja naita eroja voidaan mitata isotooppisuhdemassaspektro-
metrisesti (IRMS).

Opinnaytetyo tehtiin Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:n huume-, ladkeaine- ja dopinganaly-
tiikan osastolla, jossa otetaan kayttdon uutta GC-C-IRMS-laitteistoa (kaasukromatografi-
poltto-isotooppisuhdemassaspektrometri). Tydn tavoitteena oli validoida vanha, osittain
kaytdssa ollut menetelma, uudelle laitteelle ja tehda samalla parannuksia menetelmaan
mahdollisuuksien mukaan, silla nykyinen menetelma on hidas ja tydlas. Myds Maailman
Antidopingtoimisto WADA:n maaraysten takia antidopinglaboratoriossa on oltava mene-
telma synteettisten endogeenisten steroidien ja niiden metaboliatuotteiden havaitsemi-
seen. Menetelma kattaa testosteronin ja sen metaboliitit sekd menetelmaassa kaytetyt en-
dogeeniset vertailuyhdisteet.

IRMS-menetelmassa naytteen puhdistukseen kaytettavia LC-fraktiointeja yritettiin lyhentaa
testaamalla erilaisia LC-metodeja. Validoinnissa maaritettiin laitteen lineaarinen mittaus-
alue, menetelman satunnaisvirhe, systemaattinen virhe, mittausepavarmuus ja tehtiin me-
netelmavertailua seka arvioitiin menetelman toimivuutta ja naytteiden sailyvyytta.

IRMS-menetelmaa ei onnistuttu kehittdmaan nopeammaksi, mutta pienempia parannuksia
saatiin tehtya. Validointi on osittain kesken eika kaikkia suunniteltuja toimenpiteitd mene-
telman kehittamiseksi ole viela kokeiltu. Toistettavuudet ja uusittavuudet ovat hyvat ja tu-
lokset ovat kayttokelpoisia ja niitd hyddynnetaan validoinnissa myéhemmin, kun loput vali-
dointimittaukset on tehty. Opinnaytetyon ansiosta ollaan lahempana menetelman taydel-
listd validoimista.

Avainsanat GC-C-IRMS, dopingtestaus, anaboliset steroidit, testosteroni
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Synthetic testosterone is one of the most abundantly used doping agents in sports. Detec-
tion of its misuse is a challenge, as the endogenic testosterone is chemically and pharma-
cologically identical to its synthetic analog. However, there are variations in carbon isotopic
fractionation between the testosterone from different origins. These isotopic differences
can be measured with an isotope ratio mass spectrometer (IRMS).

This bachelor’s thesis study was carried out in United Medix Laboratories Ltd.’s antidoping
laboratory where the new GC-C-IRMS System (Gas Chromatography Combustion Isotope
Ratio Mass Spectrometer) was being introduced. The target of the work was to improve, if
possible, and to validate the previously used method for the new device. A faster method
was tried to be developed as it is slow and laborious at present. Due to some regulations
of World Anti-Doping Agency WADA, it is also necessary for anti-doping laboratories to
have a method for detecting synthetic endogenic steroids and their metabolites. With IRMS
method it is possible to detect testosterone, it's metabolites and the endogenic reference
compounds used in the method.

LC-fractionations, that were used to purificate the sample in IRMS method, were tried to be
shortened by creating new LC-methods and testing them in practice. Method linearity, pre-
cision, bias and measurement uncertainty were defined in validation, and also method
comparison, method fitness for purpose and preservability of the analytes in samples were
tested.

Minor improvements were made for the IRMS method, but the attempt to shorten LC-frac-
tionations was not successful. Because of numerous delays, the validation work is still go-
ing on and there are still some ideas for improving the method that can be tested. The
method precision for each compound showed to be adequate. The collected results will be
exploited later when the rest of the validation measurements are finished. As a result of
this work, achieving the target of completing the method validation is much closer.

Keywords GC-C-IRMS, doping, antidoping, anabolic steroids, testos-
terone
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Lyhenteet

5aD ba-androstaani-3a, 17B-dioli. Kaytetdan nimia 5a-androstaanidioli ja 5a-

Diol. Endogeeninen kohdeyhdiste.

56D 5B-androstaani-3a,17B-dioli. Kaytetdan nimia 5p-androstaanidioli ja 53-
Diol. Endogeeninen kohdeyhdiste.

110HA 11B-hydroksiandrosteroni. Endogeeninen referenssiyhdiste, ts. endogee-

ninen vertailuyhdiste.

(@ Delta-arvo. Kertoo IRMS-kohde- tai referenssiyhdisteen hiilen isotooppien

13C ja 2C suhteen verrattuna kansainvaliseen standardiin (VPDB).

Ad"C Delta-delta-arvo. Kohde- ja referenssiyhdisteparien delta-arvojen erotus
(TC-ERC).
A ba-androstaani-3a-oli-17-oni. Kaytetaan nimea androsteroni. Endogeeni-

nen kohdeyhdiste.

AAS Anabolis-androgeeninen steroidi.

ADAMS The Anti-Doping Administration & Management System. Tietojarjestelma

antidopingtoiminnassa.

ERC Endogenic Reference Compound. Endogeeninen referenssiyhdiste, ts. en-

dogeeninen vertailuyhdiste.

Etio 5B-androstaani-3a-oli-17-oni. Kaytetdan nimea etiokolanoloni. Endogeeni-

nen kohdeyhdiste.

GC-C-IRMS Gas Chromatography Combustion Isotope Ratio Mass Spectrometer. Kaa-

sukromatografi-poltto-isotooppisuhdemassaspektrometri.

LC Liquid Chromatograph. Nestekromatografi.
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Mies-0 Negatiivinen kontrolli. Synteettisten anabolisten steroidien suhteen negatii-

vinen, miehiltad keratty poolattu virtsanayte.

PD 5B-pregnaani-3a-20a-dioli. Kaytetdan nimead pregnandioli. Endogeeninen

referenssiyhdiste, ts. endogeeninen vertailuyhdiste.

POS QC Positive quality control. Positiivinen kontrolli. Synteettisen testosteronin

kayton jalkeen keratty virtsanayte.

RBL Reagent Blank. Reagenssinolla, puhdistettu vesi.

T Testosteroni. Endogeeninen kohdeyhdiste.

TBME Tertidérinen butyylimetyylieetteri.

TC Target compound. Kohdeyhdiste.

VPDB Vienna Pee Dee Belemnite. Kansainvalinen standardi, maa-aines, jonka

delta-arvo (C 13/12) tunnetaan tarkasti ja jota vasten mitattuja kohde- tai

referenssiyhdisteiden delta-arvoja arvioidaan.

WADA World Anti-Doping Agency. Maailman Antidopingtoimisto.
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1 Johdanto

Maailman Antidopingtoimisto WADA (World Anti-Doping Agency) maarittelee dopingin
yhden tai useamman antidopingsdannoén rikkomukseksi [1]. WADA perustettiin vuonna
1999 edistdmaan ja ohjaamaan dopingin vastaista ty6ta urheilussa maailmanlaajuisesti.
Se puolustaa urheilun eettisyytta ja takaa urheilijalle oikeusturvan. WADA:n paatehtavia
ovat tieteellinen tutkimus, koulutus, antidopinglaboratorioiden akkreditointi, antidopin-
gohjelmien kehittaminen, Kkiellettyjen aineiden ja menetelmien listan yllapito seka
WADA:n Saanndstén (World Anti-Doping Code) yllapito, kehittdminen ja noudattamisen
seuranta. WADA:n Saanndston tarkoituksena on yhdenmukaistaa antidopingkaytantéja

eri maissa ja urheilulajien lajilitoissa. [2; 3.]

Dopingtestausanalytiikkaa saa tehda vain WADA:n akkreditoimissa tai hyvaksymissa la-
boratorioissa sen kansainvalisia standardeja ja teknisia dokumentteja noudattaen [1].
Kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelo listaa kaikki harjoitus- ja kilpailukaudella
kielletyt dopingaineet ja -menetelmat [4]. Sen kohdassa S1 on listattu anabolis-andro-
geeniset steroidit, joita suurin osa (50 %) kaikista positiivisista dopingloyddksista
WADA:n tilastojen mukaan on [5; 6, s. 15].

Testosteroni on endogeeninen anabolis-androgeeninen steroidi. Sita tuotetaan luonnol-
lisesti kehossa, joten sen dopingkayttéa on haastavaa osoittaa. Seulontavaiheessa do-
pingnaytteistd mitataan kaasukromatografis -massaspektrometrisesti ns. steroidiprofiilia
eli tiettyja steroideja ja niiden suhteita seka metaboliatuotteita, joita verrataan urheilijasta
aiemmin mitattuihin steroidiprofiileihin. Lisaksi muutamille steroideille tai steroidien suh-
teille on asetettu raja-arvot. Poikkeava tulos urheilijan steroidiprofiilissa muihin saman
urheilijan naytteisiin verrattuna tai steroidiprofiili, joka poikkeaa ns. normaalista steroidi-
profiilista, kun kyseessa on urheilijan ensimmainen nayte, voi antaa epailyksen dopingin

kaytosta. Talloin lajiliitto tai WADA voi pyytaa varmistusanalyysien suorittamista. [7.]

Luonnollisen ja synteettisen testosteronin rakenne on identtinen, mutta niiden hiilen iso-
tooppisuhteissa on hienoisia eroja, jotka johtuvat urheilijan ruokavaliosta ja synteettisen
testosteronin valmistukseen kaytetyistd kasvisteroleista. Naitd isotooppisuhteita,

3C/12C, voidaan mitata isotooppisuhdemassaspektrometrisesti (IRMS) ja erottaa nain



synteettinen testosteroni, tai sen metaboliatuotteet, endogeenisista. Steroidiprofiili teh-
daan seulontavaiheessa jokaisesta urheilijanaytteesta. WADA, lajiliitto tai muu vastaava
organisaatio voi pyytaa laboratorion tekemaan epailyttavasta naytteesta steroidiprofiilin
markkereiden (steroidiprofiiliin kuuluvien steroidien tai niiden suhteiden) kvantitatiivisen
analyysin, jolla varmistetaan ensimmaisen seulonta-analyysin tulos, sekd IRMS-varmis-
tusanalyysin [7]. GC-C-IRMS:n eli kaasukromatografi-poltto-isotooppisuhdemassa-
spektrometrin toiminta hiilen isotooppianalytiikassa perustuu kohdeyhdisteen taydelli-
seen palamiseen hiilidioksidiksi ja syntyneiden erimassaisten hiilidioksidimolekyylien

("*CO2 ja ?CO,) intensiteettien mittaamiseen.

Opinnaytety6 tehtiin Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy:n (YML) huume-, ladkeaine- ja do-
pinganalytiikan osastolla (HuLaDo). HuLaDon aiempi IRMS-laite poistettiin kaytosta.
Uusi GC-C-IRMS on asennettu ja opinnaytetyon tavoitteena oli testata, voiko vanhan,
osittain kaytdssa olleen menetelman esikasittelya kehittdd nopeammaksi ja validoida
IRMS-menetelma uudelle laitteelle. Validoinnissa maaritettin menetelman satunnais-
virhe, systemaattinen virhe, menetelman toimivuus, naytteiden sailyvyys, lineaarinen
mittausalue seka tehtiin menetelmavertailua ja arvioitiin siirtymavirhe ja mittausepavar-
muus. WADA:n vaatimusten takia IRMS-menetelma on oltava kaytéssa jokaisessa an-
tiodpinglaboratoriossa, joten on tarkeda saada menetelma mahdollisimman pian kayt-

toon uudella laitteella.

Yhtyneet Medix Laboratoriot Oy on ollut syksyyn 2018 asti suomalainen yritys, jonka
SYNLAB-konserni hiljattain osti. YML kuuluu nyt SYNLAB Finland Oy:hyn. YML tarjoaa
laajasti laboratoriopalveluita kliinisen kemian ja mikrobiologian, patologian ja genetiikan
aloille seka laakeaine-, huume- ja dopinganalytiikkaan. YML:n testauslaboratoriot ovat

Finas-akkreditoituja. Dopinganalytiikalla on my6s WADA-akkreditointi.



2 Dopingvalvonta

2.1 Dopingrikkomukset

Urheilijat sitoutuvat noudattamaan WADA:n antidopingsaannostoa, jossa on esitetty
kaikki antidopingsaantdjen rikkomukseksi katsottavat teot ja joka on kaikille ja aina julki-
nen dokumentti. Rikkomuksiksi katsotaan muun muassa kiellettyjen aineiden kaytto,
kayton yritys, kiellettyjen aineiden I6ytyminen urheilijan elimistésta, hallussapito ja levit-
taminen tai levittamisen yritys. Myds naytteenotosta kieltdytyminen, olinpaikkatietojen il-
moitusvelvollisuuden rikkominen tai manipulaatio jollakin dopingvalvonnan alueella ovat

dopingrikkomuksia. [1].

2.2 Dopingvalvonnan tavoitteet ja maailman antidopingohjelma

WADA:n Saannostodn ja siihen perustuvan maailman antidopingohjelman tavoitteina on
turvata urheilijan oikeus osallistua dopingvapaaseen urheiluun ja taten edistaa urheilijoi-
den oikeudenmukaisuutta, yhdenarvoisuutta ja terveyttd maailmanlaajuisesti. Saan-
ndsto ja antidopingohjelma pyrkivat varmistamaan, etta kansainvalisen ja kansallisen ta-
son antidopingohjelmat ovat yhdenmukaisia, koordinoituja ja tehokkaita dopingkayton

havaitsemiseen ja ehkaisemiseen. [1.]

Maailman antidopingohjelma koostuu kolmesta osasta: saannostosta, kansainvalisista
standardeista seka kaytannon toimintamalleista ja ohjeistuksista. Saannoston tarkoituk-
sena on edistada dopingin vastaisia toimia olemalla yhdenmukaistavana pohjana antido-
pingtoiminnassa. Kansainvalisten standardien tehtava on yhdenmukaistaa eri antidopin-
gyhdistysten toimintaa antidopingohjelmien tietyilla teknisilla ja toiminnallisilla alueilla.
Esimerkiksi dopingtestauslaboratoriot noudattavat kansainvalista laboratoriostandardia.
Kaytannon toimintamallit ja ohjeistukset tarjoavat ratkaisuja eri antidopingtoiminnan alu-
eilla. Ne ovat WADA:n suosittelemia, mutta eivat pakollisia sen alaisuudessa toimiville

antidopingorganisaatioille. [1.]



2.3 Dopingvalvonnan menetelmat

WADA:n Saanndsto ja siihen liittyvat kansainvaliset standardit sitovat kaikkia sen alle-
kirjoittaneita urheilun toimijoita, joita ovat kansalliset ja kansainvaliset olympia- ja para-
olympiakomiteat, WADA, suuret tapahtumajarjestajat, antidopingjarjestot, lajiliitot ja
muut urheiluyhdistykset. Vain allekirjoittaneet voivat toimia urheilussa. Lista Sdanndston
allekirjoittaneista toimijoista on aina julkisena WADA:n internetsivuilla. Jokaisella urhei-
lun toimijalla on oltava Saannostdon perustuva antidopingohjelma. Toimijan, esimerkiksi
lajiliiton, on huolehdittava, etta sen jasenet, kuten urheilijat, hyvaksyvat antidopingohjel-
man. Nain jokainen urheilija on kytkdksissd Saannostdodn ja velvoitettu noudattamaan
sita. [1; 8.] WADA valvoo Saanndstdn noudattamista erilaisin menetelmin, ja silld on oh-
jelma noudattamisen valvontaa varten. Valvontaan kuuluvat muun muassa auditoinnit,
kyselytutkimukset, pakolliset tietovaatimukset, ADAMS-jarjestelma (The Anti-Doping Ad-
ministration & Management System) ja mika tahansa muu WADA:n saama tai kerdama
informaatio. ADAMS on tietojarjestelma, jossa antidopingsysteemin piiriin kuuluvat ur-
heilijat ja sidosryhmat voivat hoitaa asioitaan ja jakaa tietoa. ADAMS:ssa on muun mu-
assa testaussuunnitelmat ja laboratoriotulokset, kiellettyjen aineiden erivapausmenette-
lyt, dopingrikkomukset ja olinpaikkatietoilmoitukset [9]. WADA tekee yhteistyota eri mai-
den lakia valvovien viranomaisten kanssa varmistaakseen, ettd dopingvalvonta on joka

maassa lain nojalla mahdollista. [1; 8; 9.]

WADA vyllapitaa ja paivittaa Kiellettyjen aineiden ja menetelmien luetteloa. Kiellettyjen
aineiden kayttoa valvotaan dopingtestauksella, joka on yksi tarkeimmista dopingvalvon-
nan menetelmista. WADA:lla tulee olla toimijoiden kanssa yhteistydssa seurantaohjelma
myos sellaisille aineille, jotka eivat ole Kiellettyjen aineiden ja menetelmien luettelossa

mutta joiden esiintyvyytta halutaan valvoa vaarinkayttdpotentiaalin vuoksi [1, s. 36].

Muita dopingvalvonnan menetelmia ovat tutkimus ja koulutus. Niiden avulla pyritaan te-
hokkaiden antidopingohjelmien kehittdmiseen ja dopingkaytén ennaltaehkaisyyn. [1, s.
98-101.]



2.4 Dopingtestaus

Dopingtestausta tehdaan Kansainvalisen testaus- ja tutkintastandardin ja Kansainvali-
sen laboratoriostandardin maaraamalla tavalla. Urheilutapahtumalla on mieluiten vain
yksi taho, joka suunnittelee ja toteuttaa dopingtestauksen. Testauksen toteuttaja tekee
ensin testaussuunnitelman. Siihen kuuluu riskinarviointi, jossa arvioidaan mm. todenna-
kdisimmin kaytetyt kielletyt aineet ja urheilulajit, joissa niitd kaytetdan. Sen jalkeen vali-
taan testattavat urheilijakategoriat, testaustyypit, naytetyypit ja naytteista tehtavat ana-
lyysit. [1, s. 40.]

2.4.1 Testauspooli

Testauspooli on dopingtestauksen jarjestajan valitsema ryhma urheilijoita, joihin doping-
testaus erityisesti kohdentuu ja joilla on olinpaikkatietojen ilmoitusvelvollisuus testaus-
pooliin kuulumisen ajan. limoitusvelvollisuuden tarkoituksena on, ettad urheilija voidaan
tavoittaa dopingtestiin milloin vain ilman ennakkovaroitusta. Olinpaikkatiedot ilmoitetaan
ADAMS-jarjestelman kautta, ja ilmoitusvelvollisuuden rikkomus saattaa aiheuttaa vaka-

via seuraamuksia. [1, s. 41; 10.]

2.4.2 Virtsanaytteen otto

Urheilija voi saada kutsun dopingtestiin missa ja milloin tahansa koti- tai ulkomailla. Tes-
tikutsun saatuaan urheilijan on pysyttava testihenkiléston valvonnassa dopingtestin lop-
puun asti. Urheilija saa ottaa mukaansa yhden avustajan ja tarvittaessa tulkin. Virtsates-
tissa urheilija pesee katensa ilman saippuaa ja valitsee nayteastian. Naytteenotto tapah-
tuu samaa sukupuolta olevan valvojan Iasna ollessa, jolla on oltava koko ajan suora na-
koyhteys naytteenantoon. Vain naytteen antaja (urheilija) saa kasitella ndyteastiaa siihen
asti, etta se on sinetoity. Valvotun naytteenoton jalkeen virtsa jaetaan lopullisiin nayte-
pulloihin, jotka urheilija ensin valitsee ja tarkastaa. Urheilija kaataa virtsaa kuvan 1 kal-
taisiin A- ja B-pulloihin, jattdd hieman virtsaa naytteenottoastian pohjalle ja sulkee A- ja

B-pullot sinetdintikorkeilla.
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Kuva 1. Dopingtestauksessa kaytetaan Berlinger-naytepulloja [10].

Ylijgdmavirtsasta testaushenkilostd varmistaa analyysikelpoisuuden mittaamalla nayt-
teen ominaispainon ja pH:n. Naytepullot pakataan asianmukaisesti ja Iahetetdan alkupe-

raisissa koteloissaan dopingtestauslaboratorioon. [11; 12.]

2.4.3 Analysointi

Vain WADA:n akkreditoimat tai hyvaksymat laboratoriot saavat analysoida dopingnayt-
teitd. Jos kyseessa on kilpailutesti, ndytteestd analysoidaan kaikki tunnetut dopingaineet
ja menetelmat sekad mahdollinen ndytteen manipulointi. Kilpailun ulkopuolisessa testissa
analysoidaan vain tietyt aineet tai menetelmat. Analysointitapa on kaksivaiheinen: en-
simmainen vaihe on seulonta, jossa epailyttavat naytteet havaitaan, ja toisessa vai-
heessa epailyttavistd naytteista tehdaan varmistusanalyysit. Analyysit tehdaan ensim-
maisen kerran aina A-pullosta. [1, 11.] Dopingnaytteen seulonnassa maaritetaan myos
steroidiprofiili, jossa seurataan urheilijan tiettyjen luonnollisten steroidien pitoisuuksien ja

niiden suhteiden vaihtelua epailyttavien naytteiden havaitsemiseksi.

2.4.4 Positiiviset ja poikkeavat testitulokset

Mikali analysoitu ndyte antaa positiivisen tai poikkeavan tuloksen, kaynnistetaan varmis-
tusmenettelyt. Jos myds varmistusanalyysistd saadaan positiivinen tulos, selvitetaan,
onko urheilijalla ollut 1adkarin myéntama erivapaus kiellettyjen aineiden tai menetelmien
kayttédn. Mikali erivapaus |0ydetysta yhdisteesta tai menetelmasta on, testituloksen ka-
sittelya ei yleensa jatketa enda positiivisena. Jos urheilijalla ei ole erivapautta, tutkitaan

onko poikkeava nayte syyta luokitella positiiviseksi naytteeksi eli dopingrikkomukseksi.



Positiivisesta tuloksesta |ahetetdan selvityspyynto, jossa maaratyn ajan sisalla urheili-
jalla on oikeus pyytaa B-analyysia. B-analyysi tehdaan B-pullosta. Jos urheilija ei pyyda
B-analyysia, katsotaan hanen luopuneen oikeudestaan B-analyysiin. Urheilija tai hanen
edustajansa saa olla mukana B-analyysissa. Jos B-analyysi on negatiivinen, testitulok-
sen kasittelya ei jatketa enaa positiivisena, mutta jos B-analyysikin on positiivinen, kat-
sotaan urheilijan syyllistyneen antidopingrikkomukseen. Urheilijalla on viela oikeus rei-
luun kuulemiseen, jossa han voi yrittda selittdd dopingrikkomustaan esimerkiksi konta-
minoituneesta lisdravinteesta tai muusta tuotteesta johtuvaksi, mutta vime k&dessa han

on itse vastuussa siita, ettei kaytd mitdan kiellettyja aineita tai menetelmia. [1; 11.]

2.45 Seuraamukset

Seuraamukset riippuvat dopingrikkomuksesta: onko kyseessa yksild vai joukkue ja ta-
pahtuiko dopingrikkomus kilpailussa vai kilpailun ulkopuolella. Yleisia seuraamuksia ovat
kilpailusta poistaminen, palkintojen, sijoituksen ja pisteiden menetykset seka kilpailukiel-

lot niin yksildurheilijoille kuin joukkueillekin. [1.]

3 Testosteroni

3.1 Steroidien perusrakenne ja testosteronin tehtavat

Steroidit ovat lipideiksi luokiteltuja orgaanisia yhdisteita, joiden tarkeimpia tehtavia elain-
kunnassa on toimia solurakenteiden osina ja hormoneina [13]. Steroidihormoneita ovat
mm. sukupuolihormonit, joita tuotetaan paaasiassa kiveksissa, lisdmunuaisissa ja mu-
nasarjoissa kolesterolista. Steroideiksi kutsutaan yhdisteitd, joiden perusrakenteena on
syklopentanoperhydrofenantreeni (ts. steraani tai gonaani), joka koostuu neljasta hiilive-
tyrenkaasta: A, B, C ja D. Kuvassa 2 vasemmalla on esitetty steroidien perusrakenne,

jossa hiilet on numeroitu steroideille tyypillisessa jarjestyksessa. [14, s. 1-2, 268.]



CH, OH

CHj3

Kuva 2. Steroidien perusrakenne (vas.) ja testosteroni (oik.).

Lahes kaikissa luonnollisissa steroideissa on yksi, tai useimmiten kaksi, metyyliryhmaa
renkaiden yhtymakohdissa, hiilissa C10 ja C13 (ks. kuva 2, oikealla). Tallaisia steroideja
kutsutaan C19-steroideiksi. Androgeenit ovat C19-streoidien tarked ryhma. [14, s. 1-2,
268.]

Androgeeni testosteronilla on useita tarkeita tehtavia eri ikavaiheissa. Testosteronin vai-
kutus alkaa miehilla jo sikidkaudella, kun sen tuotanto aloittaa sukuelinten maskulinisoi-
tumisen. Puberteetissa testosteronin tuotanto alkaa uudelleen ja saa aikaan poikien se-
kundaaristen sukupuoliominaisuuksien kehittymisen, siittidtuotannon seka anaboliset
vaikutukset. Sekundaaristen sukupuoliominaisuuksien kehittymisella tarkoitetaan su-
kuelinten kasvua, hapy- ja kainalokarvoitusta seka parrankasvua, ja anabolisia vaikutuk-
sia ovat mm. kasvupyrahdys, aanihuulten paksuuntuminen, lihasmassan kasvu ja puna-
solunmuodostus. Puberteetin jalkeen testosteronin tuotanto pysyy miehilla suhteellisen
tasaisena lapi elaman. Naisilla taas tapahtuu akillinen sukurauhasten hormonituotannon
vaheneminen, mika tunnetaan vaihdevuosina. [15.] Testosteronin kayttdé urheilussa pe-
rustuu sen tuomaan hyotyyn monissa lajeissa. Se siirtda elimiston katabolia-anabolia-
tasapainoa anaboliseen suuntaan ja poistaa jo lyhytaikaisessa kaytdssa ylikuntoa ja li-
saa harjoituskestavyytta. Sopivaan harjoitteluun ja ruokavalioon yhdistettyna testoste-
roni kasvattaa huomattavasti lihasvoimaa, seka nopeuttaa urheiluvammoista toipumista.
[16.]

3.2 Biosynteesi ja vaikutusmekanismi

Testosteroni on anabolis-androgeeninen steroidi, jota esiintyy luonnollisesti miehissa ja

naisissa. Anabolis-androgeeninen tarkoittaa, ettd steroidilla on anabolisia (kudosta ra-



kentavia) ja androgeenisia (miestyyppisia) vaikutuksia. [17.] Miehilla testosteroni tuote-
taan paaasiassa (95-prosenttisesti) kiveksissa, mutta pienissa maarin myds lisamunuai-
sen kuoriosassa ja naisilla lisimunuaisen ja munasarjojen erittdmista testosteronin
esiasteista [16]. Lutenisoivaa hormonia (LH) syntetisoituu aivolisakkeen etulohkossa,
mista se erittyy vereen ja kulkeutuu kiveksiin Leydigin soluihin. Siella LH stimuloi miehilla

testosteronin tuotantoa. [15.]

Testosteroni valmistetaan kolesterolista monen vaiheen kautta entsymaattisen toimin-
nan tuloksena kahta eri reaktioreittia. Kuvassa 3 on esitetty kummatkin eli A®- ja A* -
reaktioreitit. Kolesterolin sivuketju pilkkoutuu muodostaakseen pregnenolonia. Preg-
nenoloni muuntuu useiden entsymaattisten reaktioiden kautta lopulta testosteroniksi, ku-
ten kuvassa 3 on esitetty. [18, s. 919-920.]
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Kuva 3. Testosteronin biosynteettiset reaktioreitit [19].
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Synteesin jalkeen vapaa testosteroni sitoutuu suurimmaksi osaksi plasman proteiineihin,
kuten SHBG:hen (sex hormone binding globulin), TEBG:hen (testosterone-estrogen bin-
ding globulin) ja seerumin albumiiniin [18, s. 919]. Vapaa testosteroni (n. 2 %) on biolo-
gisesti aktiivista ja kulkeutuu verenkierrossa kohdekudoksiin, joissa se paasee solun sy-
toplasmaan diffuusion avulla. Myds albumiiniin heikosti sitoutunut testosteroni saattaa
olla aktiivista [15]. Sytoplasmassa testosteroni joko sitoutuu suoraan androgeeniresep-
toreihin tai metaboloituu ensin estradioliksi, 5a-dihydrotestosteroniksi (DHT) tai 5p-me-

taboliiteiksi ja sitoutuu sitten spesifisiin steroidireseptorihin, kuten kuvassa 4 on esitetty.

Blood :
:D Cytoplasm Nucleus s
. Cell Androgen P SALiiisiLiiE ‘\,"ﬂ“r';,j :
R ——p memb. receptor E Chri cr"a in
J o Jom oN
5a-Reductase i Responses O | I o A
—» " mediated Free E RNA
by H PJIy meras
Testostemne
5 Nioriiatiie steroid I || = === > <> (:\].<>
— E-Re receptors O TRANSCHJF‘YIU N
G > s |
58 Reductase i _'T 1 [ mRNA
O —8" > \ P
] 3 Receptor Sex < Y T o e
J steroid Ry ANDROGENIC Polysomes
. binding globulin EFFECTS
_ Daeoulin: Xk TRANSLA‘HO'\I

responses
pons \ New Plolem

Kuva 4. Havainnekuvat testosteronin siirtymisesta solulimaan ja metaboloitumisesta (vas.) seka
sen vaikutusmekanismista (oik.) [20, s- 58-59].

Steroidi-reseptorikompleksi kuljetetaan tumaan, jossa se sitoutuu kromatiiniin ja vaikut-
taa proteiinisynteesiin (kuva 4). Proteiinisynteesissa syntyvat proteiinit tuottavat anabo-

liset ja androgeeniset vaikutukset. [20, s. 58-59.]

3.3 Testosteronin metabolia

Steroidit metaboloituvat padasiassa maksassa ja yleisimmat metaboliitit erittyvat virt-
saan glukuronidi- ja -sulfaattikonjugaatteina [18, s. 919-920]. Dopingkaytén osoittami-
sessa testosteronin tarkeimméat metaboliitit ovat androsteroni, etiokolanoloni seka 5a-,
ja 5B-androstaanidiolit. Myds pieni osa testosteronista erittyy virtsaan sellaisenaan glu-
kuronidi- tai sulfaattikonjugaattina. [17.] Edelld mainitut yhdisteet ovat IRMS-kohdeyh-
disteitd ja osa steroidiprofiilia. Kuvan 5 metaboliakaaviossa on merkitty keltaisella IRMS-

analyysissa seurattavat yhdisteet.
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Kuva 5. Testosteronin synteesi ja IRMS-analyysissa havaittavien yhdisteiden metaboliareitti.
[21.]

Testosteronin metaboliareitit ovat hyvin monimutkaisia ja niihin liittyy useita entsyymien
katalysoimia ja vapaasti tapahtuvia hapetus-, pelkistys- ja hydroksylaatioreaktioita jokai-
sessa renkaassa (A-D) seka konjugaatiota ja epimerisaatiota [14, s. 476]. Kuva 5 on siis

yksinkertaistettu malli IRMS:n kannalta olennaisista kohdeyhdisteista.
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3.4 Testosteronin dopingkayton vaikutukset steroidi- ja hormoniprofiiliin

Urheilijaa seurataan yksiléna usein dopingtestein urheilu-uransa aikana. Testitulokset
tallennetaan ADAMS-jarjestelmaan, jolloin uusia testituloksia paastaan vertaamaan van-
hoihin ja arvioimaan, onko esimerkiksi hormoniprofiilissa tapahtunut merkittavia muutok-
sia. Testosteronin dopingkayttd johtaa urheilijan elimistossa, ja erityisesti hormo-
naaisessa saatelyjarjestelmassa lukuisiin muutoksiin, joita voidaan kayttad markkereina

dopingtestauksessa. [16.]

Testosteroni esiintyy elimistdssa peilikuvaisomeerinsa epitestosteronin kanssa jokseen-
kin samanlaisissa pitoisuuksissa. Testosteroni-epitestosteronisuhde (T/E-suhde) on jo-
kaisella yksildllinen, mutta vakaa lapi elaman. Synteettinen testosteroni sisaltaa vain tes-
tosteronia, mika nostaa T/E-suhdetta. Korkea T/E-suhde on tarkein peruste epailtdessa
testosteronin dopingkayttéa. Joskus urheilija voi peitelld dopingkayttéaan ottamalla
my0Os epitestosteronia T/E-suhteen korjaamiseksi. Epanormaali T/LH-suhde (testoste-
roni-lutenisoiva hormoni) saattaa myo6s olla osoitus dopingkayttsta. Aivolisdke erittéa
lutenisoivaa hormonia (LH), joka indusoi testosteronin tuotantoa. Elimiston ulkopuolelta
tullut testosteroni jarruttaa LH:n tuotantoa ja kohottaa nain T/LH-suhdetta. Myds A/T-
suhdetta (androsteroni/testosteroni) voidaan kayttaa testosteronin kayton lisdosoituk-
sena, silld A/T-suhde voi laskea pitkdaikaisen testosteronin kaytdén seurauksena. Syn-
teettista testosteronia kaytettaessa elimiston endogeenisten anabolisten steroidien iso-
tooppisuhteet muuttuvat. Isotooppisuhteita voidaan seurata IRMS-analyysilla. Se on erit-
tain spesifinen, ja positiivista tulosta voidaan pitdd varmana osoituksena synteettisen

testosteronin kaytosta. [16.]
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4 Hiilen isotooppisuhteet

4.1 Hiilen isotooppisuhteet luonnossa

liImakehan hiilidioksidista 98,9 % on '2C ja 1,1 % on *C. Hiilen isotooppisuhteella R tar-

13
koitetaan hiili-13:n suhdetta hiili-12:een: R =%. Erilaisten kasvien isotooppisuhteet
2

vaihtelevat hienoisesti isotooppifraktioitumisen johdosta. Fraktioitumisessa toinen iso-
toopeista jaa syrjaan suhteessa toiseen. Fotosynteesi on tarkea tekija isotooppifraktioi-
tumisessa, ja kasvien onkin huomattu kayttavan kolmea erilaista fotosynteesityyppia ja
niiden perusteella kasvit jaetaan 3C-, 4C- ja CAM-kasveihin. Kasvien isotooppikoostu-
mukset eroavat toisistaan niin, ettd 3C-kasvien delta-arvot (isotooppisuhde R verrattuna
standardiin) ovat negatiivisimmat, 4C-kasvien delta-arvot ovat vdahemman negatiiviset ja

CAM-kasvien delta-arvot voivat vaihdella suuresti. [22.]

Koska hiilen isotooppisuhteiden vaihtelut ovat hyvin pienia (vain joitakin promilleja), mi-
tattavan materiaalin isotooppisuhdetta verrataan voimassa olevan standardin isotoop-
pisuhteeseen, joka on asetettu nollatasoksi. Talla hetkellda kansainvalisend standardina
kaytetdan VPDB:ta eli Vienna Pee Dee Belemniittia. Isotooppivaihteluita ilmaistaan

delta-arvoina 6°C, jotka lasketaan kaavan 1 mukaan.

13 _ Rnayte _
§13C = (—RVPDB 1) + 1000R 1)

Koska VPDB:n C13/C12-arvo on hyvin korkea ja se on asetettu nollatasoksi, lahes kaikki

luonnosesti esiintyvat orgaaniset materiaalit saavat negatiivisen delta-arvon. [23.]

4.2 Luontaisten steroidien isotooppisuhteet

Ulrich Flenker ym. [24] tutkivat virtsaan erittyvien luonnollisten endogeenisten steroidien
&"*C-arvoja ja niihin vaikuttavia tekijoita. Itse steroidihormonin tai sen metaboliitin bio-
synteesin lisdksi delta-arvoihin vaikuttivat sukupuoli, ehkaisyvalmisteiden kayttd, mat-
kustaminen ja fyysinen aktiivisuus. Jo aiemmin on tiedetty, etta ruokavalio vaikuttaa ste-

roidien delta-arvoihin. Alueilla, joilla kulutetaan paljon 4C-kasveja, endogeenisten ste-
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roidien delta-arvot ovat vihemman negatiivisia kuin enimmakseen 3C-kasveja kulutta-
villa alueilla. Nain matkustaminen "oman ruokakulttuurin alueelta” toiselle voi vaikuttaa
delta-arvoihin. [24.]

Kuva 6. Delta-arvot orgaanisessa materiaalissa [25].

Kuvassa 6 on esitetty erilaisten kasvien delta-arvoja ja niiden alueellista vaikutusta ih-
misten steroidien isotooppisuhteisiin. Synteettisen testosteronin kayttdé (kuvassa vasen

laita) vaikuttaa delta-arvoihin alentavasti.

4.3 Testosteronin kayton vaikutus isotooppisuhteisiin ja kayton toteaminen IRMS-ana-
lyysilla

Koska ihmisen ruokavalio sisaltaa seka 3C- ettéa 4C-kasveja, mutta synteettinen testo-
steroni valmistetaan osittaisella synteesilla vain 3C-kasvien fytosteroleista, on sen delta-
arvo huomattavasti negatiivisempi, kuin endogeenisten steroidien arvot ihmisilla nor-

maalisti.
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Kuva 7. Luonnollisten endogeenisten steroidien delta-arvoja (vas.) ja synteettisen testosteronin
(dopingin) vaikutus niihin (oik.) [25].

Kuvassa 7 on esitetty, kuinka synteettisen testosteronin (ladkepullo kuvan oikeallapuo-
lella) kayttd vaikuttaa kohdeyhdisteiden (TC, target compound) eli testosteronin, and-
rosteronin, etiokolanolonin delta-arvoihin. Kuvasta havaitaan, ettd pregnandioliin, joka
on irrallaan testosteronin metaboliareitistd, dopingin kaytté ei vaikuta. Tastd syysta
pregnandiolia kaytetaan IRMS-analyysissa yhtena ERC:na (endogenic reference com-
pound) eli endogeenisena referenssiyhdisteena. Jos henkilon naytteessa tiettyjen ERC-
TC-parien delta-arvojen ero on enemman kuin 3%o, nayte tayttdd ensimmaisen kohdan
WADA:n ohjeistuksessa positiiviseksi naytteeksi tulkitsemisesta. [25; 26.] Tassa tyossa
toisena ERC:na kaytettiin 11OHA:a eli 11--OH-androsteronia.

IRMS-analyysilla maaritetdan virtsanaytteesta kohde- ja referenssiyhdisteiden delta-ar-
vot. Sitad ei tehda normaalitilanteessa automaattisesti, vaan varmistusmetodina ja joko
dopingtestauslaboratorion harkitsemana testina tai dopingtestausauktoriteettien pyyn-
nosta. WADA:n tekninen dokumentti WADA TD2016IRMS maéaéaraa, ettda IRMS-varmis-
tusanalyysi on tehtava, jos laboratorio saa varmistusanalyysipyynnén ADAMS:n kautta
epailyttavan steroidiprofiilin johdosta tai jos biologisessa passissa havaitaan epatyypilli-
nen 16ydds. Vaikka steroidiprofiilin ja biologisen passin markkereissa ei nakyisikaan mi-
taan epailyttavaa, WADA tai tapahtuman dopingtestauksen jarjestaja voi siitd huolimatta

pyytaa varmistusanalyysia. [26.]
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5 Isotooppisuhdemassaspektrometria

GC-C-IRMS-tekniikkaa kaytetaan kemialliseen analyysiin monella eri tieteenalalla. Tek-
niikan avulla selvitetdan yleensa tutkittavan orgaanisen yhdisteen alkuperad mittaamalla

sen “isotooppinen sormenjalki’.

5.1 IRMS:n historia dopingvalvonnassa

Kansainvalinen olympiakomitea kielsi synteettisten anabolis-androgeenisten steroidien
(AAS) kaytdon vuonna 1974, kun niiden laaja dopingkaytt6 tuli julki 1970-luvun alussa.
Pystyakseen osoittamaan synteettisen AAS:n kaytdn laboratoriot rupesivat kehittamaan
erityisesti GC-MS-metodeja tunnistaakseen synteettisia steroideja ja niiden metabo-
liatuotteita. Testosteronin dopingkaytto kiellettiin 1982. Seuraavana vuonna Donike ym.
kehittivat T:n kdyton osoittamiseksi metodin, joka perustui T/E-suhteen maarittamiseen.
[17.]

GC-MS-metodit toimivat tunnistamisessa ja kvantitatiivisissa maarityksissa, mutta
EAAS-yhdisteiden (endogeenisten anabolis-androgeenisten steroidien) synteettiset ko-
piot ovat kemiallisesti ja farmakologisesti identtisia luonnollisesti ihmisissa esiintyviin
analogeihinsa verrattuna. "Synteettisen endogeenisen” testosteronin dopingkayttéa ei
siis voida todistaa varmasti vain lI6ytamalla testosteronia ja sen metaboliatuotteita urhei-

lijan elimistdsta. [23.]

Isotooppianalytiikan historia dopingvalvonnassa alkoi 1990, kun Southan ym. huomasi-
vat, ettd elimiston erittdméassa ja farmaseuttisessa kaytdssa olevan testosteronin '*C-
koostumuksessa oli eroja. 1994 Michel Becchi ym. raportoivat virtsanaytteille sopivasta
GC-C-IRMS -metodista ja tulevina vuosina useat tutkijaryhmat tekivat merkittavia edis-
tysaskeleita kohti isotooppisesti rikastuneiden steroidien mittausta GC-C-IRMS:lla. Tar-
kea askel IRMS-testauksessa oli myds se, ettd menetelmasta alettiin puhua anti-doping-
saanndissa testosteronin kayton varmistavana analyysina vuonna 2000, ja 2003 sita pi-

dettiin jo parhaimpana menetelmana havaita synteettisia EAAS-yhdisteita. [27, s. 1-3.]
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5.2 GC-C-IRMS—tekniikka

GC-C-IRMS-tekniikka perustuu sen kolmen paddkomponentin yhteen kytkemiseen ja toi-
mintaan. Automaattinen naytteensyoéttaja injektoi naytettd kaasukromatografiin (GC),
joka erottelee yhdisteet, ja ne saapuvat polttoreaktoriin (C eli combustion). Polttoreakto-
rissa orgaaniset naytemolekyylit poltetaan taydellisesti hiilidioksidiksi ja vedeksi. Hiilidi-
oksidi ja vesi kulkevat kuivaajan kautta isotooppisuhdemassaspektrometrille (IRMS),
joka erottelee eripainoiset hiilidioksidimolekyylit, '*CO- ja '2CO., ja mittaa niiden intensi-
teetit. YML:n GC-C-IRMS:ssa on myos erillinen kvadrupolimassailmaisin, jonne nayte-

virta voidaan haluttaessa johtaa GC-kolonnista yhdisteiden kemiallisen rakenteen tun-

nistamista varten. Kuvassa 8 on tyossa kaytetty IRMS-laitteisto.

Kuva 8. GC-C-IRMS-laitteisto.
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Naytteensyottd

GC-C-IRMS:ssa kaytetaan normaaleja kaasukromatografisia naytteensyottotekniikoita,
joista yleisimmat ovat jako- ja suorainjektio (split/ splitless). Naytetta injektoidaan injek-
tioruiskulla septumin Iapi lineriin, jonka lampdtila on normaalisti korkea ja nayte hoyrystyy
nopeasti. Jakoinjektiossa kaytetdan suurta ohivirtausta, joka huuhtelee injektorin nope-
asti tyhjaksi naytemolekyyleista, jolloin vain pieni osa naytteesta paasee kolonniin. Me-
netelma sopii hyvin esimerkiksi suuren pitoisuuden naytteille. YML:n IRMS-menetel-
massa kaytetdan suorainjektiota. Suorainjektiossa ohivirtaus on kokonaan kiinni tietyn
aikaa injektion jalkeen. Menetelma sopii hyvin pienille pitoisuuksille ja yhdisteille, jotka
eivat kesta korkeita Iampotiloja, silla koko ndytemaara ohjataan kolonniin, eika injektorin
Iampdotilan tarvitse olla kovin korkea, kun naytteelld on enemman aikaa hdyrystya. [28 s.
114-120.]

Kolonniuuni ja kolonnit

Injektorin paine tydntaa naytteen kantajakaasun mukana kolonniin ja kolonniuuniin. Ko-
lonniuunin ohjelma voi olla isoterminen eli vakiolampétilainen tai gradientti eli muuttuva.
[28, s. 121.] IRMS-menetelmassa steroideille kaytettiin gradienttiajoa. Kapillaarikolonnit
ovat pituudeltaan normaalisti 5-50 m, ja ne on valmistettu silikasta, jonka sisalla on
useimmiten polysiloksaaniin sidottu stationaarifaasi. Stationdarifaasi valitaan aina kayt-
tétarkoituksen mukaan ja se on yleensa jokin polymeeri 0,1-3 um:n paksuisena kerrok-
sena. [28, s. 122-123.] Naytevybhyke on valilla vuorovaikutuksessa stationaarifaasin
kanssa ja kulkee kaasufaasin mukana eteenpain. Eri yhdisteiden vuorovaikutus stati-
onaarifaasin kanssa vaihtelee, mika johtaa kromatografiseen erottumiseen. Tydssa kay-
tettiin kolonnia, jonka stationaarifaasina oli 5% fenyyli- ja 95 % metyylipolysiloksaani.
Lisaksi ennen analyyttistéd kolonnia uunissa oli esikolonnina 2 m faasitonta deaktivoitua

silikakolonnia, jonka tarkoitus on suojata erottelevaa kolonnia likaantumiselta.

Polttoreaktori

Kolonnista nayte kulkee polttouuniin, joka koostuu hapetusreaktorista, pelkistysreakto-
rista ja vedenpoistajasta, ks. kuva 9. Hiilen isotooppeja mitattaessa orgaaniset yhdisteet
palavat taydellisesti hiilidioksidiksi ja vedeksi 940 °C:n lampétilassa alumiinisessa hape-

tusreaktorissa, jossa on nikkelioksidi-, kuparioksidi- ja platinalangat. [29.] Nayteyhdiste
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hajoaa korkeassa lampdtilassa atomeikseen ja hiili- ja vetymolekyylit reagoivat metal-

lioksidien hapen kanssa.

Injector

Mass
spectrometer

Oxidation Reduction
MO / CuO /P /940 *C

Reference

== Backflush

gas inlet
40/
GC caplllary
Movable
open split
t t t
O; He co,

Kuva 9. IRMS-polttoreaktori [23].

Pelkistysreaktiossa poistetaan ylimaarainen happi ja mahdollisesti syntyneet typen oksi-
dit. Syntyneet vesimolekyylit kuivataan vedenpoistajassa (Nafion-kuivain). Nafion on
fluorattu polymeeri, joka toimii puolilapaisevan kalvon tavoin. Vesimolekyylit kulkevat vai-
vatta sen lavitse, mutta syntyneet hiilidioksidimolekyylit jatkavat sen ohi kapillaaria pitkin
Conflo IV open splitiin. Nafion-kuivaajaa huuhdellaan toiselta puolelta jatkuvasti helium-

virralla, joka kuivaa vesimolekyylit ja sailyttda nain kuivaustehon. [23; 29.]

Conflo IV ja kaasut

Conflo on liitntdkomponentti kaikille jatkuvan virtauksen oheislaitteille ja IRMS:iin. Se
vahentaa virtauksen muutoksia, hallinnoi referenssi- ja naytekaasun paasya IRMS:lle ja
laimentaa tarvittaessa. Conflo IV sisaltda kaksi tarkeaa lasikapillaaria, reference gas in-
letin ja sample gas inletin. Inletit ovat open split -tekniikkaa, jossa putken toinen paa on

avoin, ks. kuva 10.
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IRMS Universal Interface (ConFlo V)
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Kuva 10. Kaavakuva open-split-tekniikasta [30]. Reference gas inlet on kuvassa vasemmalla ja
sample gas inlet kuvassa oikealla.

Nayte- ja kaasukapillaarit johtavat open-splitin sisaan ja kaasujen paasya IRMS:lle hal-
linnoidaan naita kapillaareja liikuttelemalla. Reference gas inletissa hiilidioksidin paasya
IRMS:lle sdadetaan reference gas-kapillaaria liikuttamalla ja sample gas inletissa liiku-
tetaan MS-kapillaaria. Heliumia kaytetaan laimennuskaasuna ja referenssikaasuna kay-
tetaan hiilidioksidia. [29.] Referenssikaasua kaytetdan IRMS:n kalibrointiin. CO2 on ka-
libroitu kaupallisia referenssistandardeja vasten, joiden delta-arvot on jaljitettavissa
VPDB:hen. [31.] Reference gas inlet pulssittaa hiilidioksidin ja pulssit ajetaan jokaisen
naytteen yhteydessa. Niiden delta-arvot asetetaan oikeiksi kaupallisten referenssistan-

dardien (CRM) avulla ja naytteet lasketaan hiilidioksidin delta-arvoja vasten.

lonisaatio

Tassa validointitydssa kaytetyilld kvadrupoli- ja isotooppisuhdemassa-analysaattoreilla
oli kaytdssa elektroni-ionisaatio (El). El:ssa ionisointikammioon saapuvaa naytekaasua
pommitetaan tietyn energisilla, sahkokentassa kiihdytetyilla elektroneilla (IRMS 124 eV
ja Q-MS 70 eV), jotka syntyvat kuumennetusta metalli-filamentista (tungsten IRMS:ssa).
Elektronin tormays naytemolekyyliin aiheuttaa elektronin irtoamisen nayteyhdisteelta,

jolloin siitd muodostuu orgaaninen ioni. El:ssa muodostuu tyypillisesti positiivisia M* -
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ioneja, ja naytemolekyylia, joka on menettanyt vain yhden elektronin, kutsutaan mole-
kyyli-ioniksi. Molekyyli-ioniin jaa térmayksesta yleensa viela niin paljon energiaa, etta se
fragmentoituu eri tavoin pienemmiksi osiksi sen hiilirungosta ja toiminnallisista ryhmista
riippuen. Jokainen yhdiste pilkkoutuu sille ominaisella tavalla ja El on toistettava ioni-
sointimenetelma, minka johdosta tunnistamisessa voidaan kayttaa spektrikirjastoja. [32
s. 8-11; 33 s. 8-13.] Isotooppisuhdemassa-analysaattorilla mitataan vain hiilidioksidia,

joka ei erityisesti fragmentoidu.
IRMS:n massa-analysaattori

lonisaatiossa syntyneet ionit fokusoidaan ja ohjataan massa-analysaattoriin, jossa ne
erotellaan massa-varaussuhteensa mukaan (m/z). Massa-analysaattoreita ovat kvadru-
polit, sektorilaitteet, lentoaika-analysaattorit, ioniloukut, Orbitrap ja fourier-muunnosio-
nisykloniresonanssi. IRMS:ssa on massa-analysaattorina magneettisektori. Magneet-
tisektoreilla on hyva resoluutio, erittdin hyva herkkyys seka suurehko massa-alue ja tar-
kan massan maarityskyky. lonisaation jalkeen ionit kiihdytetdan sahkodkentassa kohti
magneettia. Magneetti taivuttaa ionien lentoratoja sitd enemman, mita pienempi m/z-luku

silla on, ks. kuva 11.
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Kuva 11. Magneettisektorin toiminta ja detektointi faraday-kupeilla, muokattu I&hteesta [34].

Erimassaiset ionit lentavat eri kollektoreille (faradayn kupit), jossa ne detektoidaan. [29;
32s.21-25]
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Kollektorit ja massadetektori

IRMS:ssa ionit "keratdan” ns. faradayn kuppeihin (faraday collectors kuvassa 11), joihin
vain halutun massasuhteen ionit paasevat erottelevan raon lavitse. Faradayn kupit on
asetettu niin, ettd ne keraavat CO.-ionit massaluvuilla m/z 44, 45 ja 46, eli >C'*0Q'°0",
13C'18Q'80* ja 12C'80"80O* seka analyysia hairitsevan '?C'®*Q'O*. Hapen hairitsevéan iso-
toopin 7O vaikutus otetaan huomioon algoritmin avulla. Faradayn kupissa voi olla elekt-
ronimonistin, joka vahventaa signaalia ennen kuin se valittyy eteenpain. Siina ioni osuu
monistimen ensimmaiselle dynonille, joka irrottaa siita elektroneja. Elektronit kiihdyte-
taan seuraavalle dynonille, josta irtoaa tyypillisesti yksi tai kaksi elektronia yhta saapuvaa

kohti. Tama toistuu useita kertoja ja virta voimistuu huomattavasti. [23; 29; 35, s. 4-12].

5.3 Isotooppisuhdemassaspektrin data

Isotooppisuhdemassaspektrometrilta saatava kuvaaja poikkeaa normaalista massa-
spektrista. Kuvaajissa nakyy vain hiilidioksidin signaali sen eri massaluvuilla tai massa-
lukujen suhteina. Kuvaajat voidaan asettaa nayttamaan eri massalukujen signaalit erik-
seen tai samanaikaisesti. Kuvan 12 ylempi kuvaaja on massalukujen 45 ja 44 suhde ja
siitd voidaan havaita, ettd molekyylit eri isotooppisuhteilla eivat eluoidu tasaisesti: piikin
aluksi eluoituu suhteessa enemman raskaampaa ja lopuksi kevyempaa yhdistetta. Siksi

oikeanlainen integrointi on erittain tarkeda oikean tuloksen saamiseksi.

Ratio

51247

Intensity [m]

Time [s}

Kuva 12. IRMS-kromatogrammi: Etiokolanolonin ja androsteronin isotooppisuhdekuvaaja (ylap.)
ja signaalin intensiteetti (alap.).



23

Kuvan 12 alemmassa kromatogrammissa nakyy massaluvun 44 signaali. Laite antaa

tulokseksi koko piikin delta-arvon.

6 Tyon kaytannon osuus

Validoitava analyysimenetelma oli kaytossa aiemmin suurelta osin. Toista nestekroma-
tografista fraktiointia ei ollut viela validoitu menetelmaan ja laite oli uusi, joten ennen
varsinaista validointitytd menetelmaa oli kokeiltava ja yritettdva kehittaa siitd nopeampi.
Menetelma LC-fraktioinnilla pohjautuu Italian dopinglaboratorion kayttamaan menetel-
maan [31]. Naytteen esikasittely kestaa nykyisellaan kolme paivaa. Myés IRMS:n toimin-
taa oli testattava ja silla analysoitavien kohdeyhdisteiden lineaariset mittausalueet maa-

ritettava.

Normaalitilanteessa ennen IRMS-varmistusanalyysia tehddan Anabolisten steroidien
seulonta (Anaboliset steroidit, GC/MS/MS-seulonta, humaanivirtsa, DO-142), jonka tu-
losten avulla arvioidaan, kuinka paljon virtsanaytetta tarvitaan uuttoon IRMS-analyy-
sissa. Steroidiseulonnan tuloksia kaytettiin myds IRMS-varmistuksen loppuvaiheessa,
jossa naytteiden fraktiot liuotettiin sellaisiin tilavuuksiin, etta niiden signaalin intensiteetit

ovat IRMS:lla sopivat ja osuvat lineaariselle mittausalueelle.

Analysoitavien naytteiden lisaksi jokaisessa sarjassa analysoitiin negatiivinen kontrolli
(Mies-0), positiivinen kontrolli (POS QC) ja reagenssinolla (RBL). Reagenssinollalla var-
mistettiin, ettd systeemi oli puhdas kontaminaatioista ja kontrollinaytteilla varmistettiin,
etta laite antoi oikein negatiivisen tai positiivisen tuloksen seka arvioitiin laitteiston toi-
mintakuntoa. [23]. Mies-0 on synteettisten anabolisten steroidien suhteen negatiivinen,
miehilta keratty poolattu virtsanayte (kaytossa era 4/18), POS QC on testosteronin (Pan-
teston) kayton jalkeen keratty virtsanayte (kaytetty erda 5/16) ja reagenssinollana kay-
tettiin puhdistettua vetta. IRMS-ajoja ennen laitteella ajettiin CO2-pulsseja, joiden avulla
varmistettiin, etta laitteen toistettavuus oli laitevalmistajan antamien rajojen sisalla eli
pulssien delta-arvojen keskihajonta sai olla enintdan 0,06. Lisaksi ajettiin intensiteetil-
tdan nousevia tai laskevia CO.-pulsseja, joista laskettiin kuvaajan (delta-arvot intensi-
teetin m/z 44 funktiona) kulmakerroin. Koska intensiteetin ei pitaisi vaikuttaa delta-arvoi-
hin, tulee kulmakertoimen olla mahdollisimman |&helld nollaa laitevalmistajan antamien

rajojen sisalla. Kulmakerroin sai olla korkeintaan 0,02. Jokaisen validointisarjan yhtey-
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dessa ajettiin CRM-naytteet (USADA:t). USADA 34-2 ja 35-1 ovat kaupallisia referens-
sistandardeja, joiden delta-arvot tunnetaan tarkasti. Niiden avulla voidaan arvioida mm.
IRMS:n kayttokuntoa. USADA-standardien sisaltdmat yhdisteet ja niiden delta-arvot 16y-
tyvat taulukoista 10 ja 11. Referenssistandardeilla seurattiin systemaattista virhetta ky-
seisessd analyysissa ja pitkalla aikavalilla. Referenssistandardin injektointi jokaisessa

sarjassa oli hyva indikaattori seurattaessa systeemin suorituskykya [36].

GC-C-IRMS-laitteistossa oli yhtena osana tavallinen kvadrupolimassadetektori. Mene-
telmassa injektio jaettiin niin, etta tietty osuus naytettd meni isotooppimassailmaisimelle
ja toinen osuus kvadrupolimassailmaisimelle (Q-MS). Ennen validointia Q-MS:lle tehtiin
oma massaspekitrikirjasto IRMS-kohdeyhdisteistd ajamalla puhdasaineita ja tallenta-

malla niiden massaspektrit omaksi kirjastokseen.

6.1 Reagenssit ja liuosten valmistus

Endogeenisten steroidien IRMS-varmistusanalyysin tyonkulkuun kuuluu uutto, ensim-
mainen nestekromatografinen fraktiointi eli LC-fraktiointi (LC1), toinen LC-fraktiointi
(LC2) ja IRMS-ajo. Liitteessa 1, taulukossa 1, on lueteltu kussakin tydvaiheessa kaytetyt
reagenssit. Taulukossa 1 on kuvattu sellaisten liuosten teko, joiden on oltava aina tuo-

reita tai jotka tehdaan laimentamalla kantaliuoksesta.

LC1 retentioaikastandardi ja LC1 ISTD on valmistettu metanoliin. Kayttoliuokset valmis-
tettiin aikaisemmin laimentamalla 40-prosenttiseksi metanolin suhteen. LC1-metodin
l&dhtégradientissa on orgaanista liuotinta (asetonitriili) 37,8 %, mika saattaa aiheuttaa
piikkien levenemista liuotinvaikutuksen myota. Asetonitriili ja metanoli eivat ole taysin
verrattavissa toisiinsa, mutta tydssa testattiin metanolin suhteen 25-prosenttisia kaytto-

liuoksia.
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Taulukko 1. LC 1 -fraktioinnin ja IRMS-analyysin kayttéliuosten valmistus.

referenssistandardit

Valmistus
Kayttoliuos Kantaliuos Liuotin suhdelukuina,
kantaliuos+liuotin
LC1 Retentioaikastandardi IRMS RT LC1 Mix, metanolissa Milli-Q -vesi 1+3
LC1 sisaisen standardin IRMS-LC1 ISTD kantaliuos, . .
. . Milli-Q -vesi 1+3
kayttoliuos metanolissa
IRMS IVIIX‘ lja2, . IRMS MIX 1 ja 2, CHX:IPA ASyhoheksaa.nmJa 143
referenssistandardit isopropanolin seos (4+1)
USADA 34-2 ja USADA 35-1, USADA 34-2 ja USADA 35-1 Sykloheksaanin ja 1415

isopropanolin seos (4+1)

Taulukko 2. LC 2-fraktioinnin kayttdliuosten valmistus.

Kayttéliuos
Kantaliuos/ liuotin LC2 Sisdisen standardin
/ LC2 Retentioaikastandardi o
kayttéliuos
17a-Methyltestosterone 100
125 ul 250 pl
pug/ml
Testosterone 1 mg/ml 5ul -

Metanoli 70 ul 150 pl

Milli-Q_ -vesi 300 pl 600 pl

LC 2 -fraktioinnin kayttdliuosten valmistus on kuvattu taulukossa 2. Tarkemmat tiedot

kayttoliuosten tekoon kaytetyista kantaliuoksista 10ytyvat liitteen 1 taulukosta 2.

6.2 Laitteisto ja tarvikkeet

Naytteiden esikasittelyyn kuuluu kiinteafaasiuutto, entsymaattinen hydrolyysi, nesteuutto
ja LC 1-ja LC 2 -fraktioinnit.

Esikasittelyssa kaytettiin seuraavia laitteita ja tarvikkeita:

) Phenomenex kiintedfaasiuuttolaitteisto
. 10 ml:n luer-lock-kertakayttdruisku

° Waters, Sep-Pak® Plus C18 Cartridges
(WATO020515, #041337020A)

. vesihaude

-kiinteafaasiuuttopatruunat

. Zymark, TurboVap®LV Evaporator -haihdutin

. Caliper Life Sciences, TurboVap®LV Concentration Work Station -haihdu-
tin (TV1043N16159)
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° Agilent Technologies 1100 Series nestekromatografi “Elsa” (G1312A Bin
Pump, G1322A Degasser, G1316A COLOM, G1319A ALS, G1315A DAD)

o LC1-kolonni ACE 5 C18, 250 x 4,6 mm id (ACE-121-2546, #V16-9213)

o LC2-kolonni Agilent Pursuit Diphenyl 150 x 4,6 mm, 5 um (A3040150R046,
#3040175096)

° Ordior Foxy® Jr. -fraktiointilaite.

Uusi IRMS-laite, jolle menetelma paivitettiin ja validoitiin, on Thermo Fisher Scientificin

toimittama GC IsoLink II™ IRMS System, joka koostuu seuraavista komponenteista:

° TriPlus RSH Autosampler with Split/Splitless injector
o Conflo IV Interface

o Trace 1310 Gas Chromatograph, jossa kolonnina Agilent HP-5MS, 30 m,
0,25 mm, 0,25 pym, 19091S-433, serial no. USP748717H ja faasiton esiko-
lonni FS, Deactivated 0,320 mm, 160-2325-10

o GC IsoLink Il (Combustion)

. Delta V Plus Isotope Ratio MS

. ISQ QD Single Quadrupole Mass Spectrometer
o Aux Gas IRMS.

Aux Gas IRMS -lisahappi asennettiin jalkikateen, koska veden maaran huomattiin olevan
laitteistossa pieni. "Vesitausta” vaikuttaa mittausten lineaarisuuteen, ja sen korjaa-

miseksi kaytetdan lisdhappea.

6.3 Naytteiden esikasittely

Naytteiden esikasittely tehtiin Yhtyneet Medix Laboratorioiden ohjeen Endogeeniset Ste-
roidit, IRMS-Varmistus, Humaanivirtsa (SOP DO-93) mukaan, silmalla pitden menetel-
man kehittdmismahdollisuuksia ja testaten uusia ideoita kdytdnndssa. IRMS:lla analy-
soitavien naytteiden tulee olla erittdin puhtaita, silld kaikki hiiltd sisaltavat yhdisteet hai-
ritsevat maaritysta. Tasta syysta esikasittelyyn liittyy paljon puhdistustekniikoita, kuten

kiinteafaasiuutto ja fraktioinnit.
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6.3.1 Uutto

Uuton ensimmainen osuus oli kiintedfaasiuutto, jossa virtsanayte esipuhdistettiin hairit-
sevista epapuhtauksista. C18-patruunat ja ruiskut kiinnitettin Phenomenex-kiinteafaa-

siuuttolaitteiston kanteen, kuten kuvissa 13 ja 14 on esitetty.

Kuva 13. C18-patruuna ja ruisku.

Patruunat kunnostettiin 2,5 ml:lla metanolia ja 5 ml:lla vettd. Naytetta, kontrolleja ja
RBL:&a pipetoitiin pylvaaseen tydohjeen (SOP DO-93) mukainen maara. Virtsanaytteen
maara riippui anabolisten steroidien seulonnan tuloksista. Tiputuslaitteistoon saatiin va-
kuumi ilmapumpun avulla ja naytteet imeytettiin hitaasti patruunaan. Yhdisteet keskipoo-
lisista poolittomiin tarttuvat patruunan C18-faasiin.
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Kuva 14. Phenomenex-uuttolaitteisto.

Pylvaat pestiin vetamalld pylvaiden 1api ensin 5 ml vetta ja sitten 5 ml dietyylieetteria ja
kuivattiin vakuumissa 2 min pesujen valissa ja jalkeen. Talla kasittelylla vapaat eli kon-
jugoitumattomat, sellaisenaan virtsaan erittyneet steroidit ja nilden metaboliitit seka muut
yhdisteet, poistetaan. Kerdysputket asetettiin tiputuslaitteiston sisalle ja naytteet eluoitiin
pylvaista hitaasti kolme kertaa yhdella millilitralla metanolia. Uutos haihdutettiin vesihau-

teessa +60 °C:ssa typpivirralla.

Haihdutuksen jalkeen putkeen pipetoitiin 25 uyl metanolia ja 1 ml kalium/natrium-fosfaat-
tipuskuria (0,1 M, pH 7), vorteksaoitiin ja lisattiin 50 ul B-glukuronidaasientsyymia. Nayt-
teita inkuboitiin tunti vesihauteessa +50 °C:ssa. Steroidit erittyvat virtsaan erittain liukoi-
sina B-glukuronidijohdannaisina. Entsymaattinen hydrolyysi p-glukuronidaasilla irrottaa
glukuronihappo-osan [37]. Tama on erityisen tarkeaa, mikali naytteet ajetaan kaasukro-

matografilla ja ne on saatava helpommin hdyrystyviksi.

Putket jaahdytettiin huoneenldmpddn ja niihin lisattiin 250 pl 20-prosenttista kalium/ka-
liumvetykarbonaattiseosta pH:n sdatadmiseksi. Naytteet uutettiin 5 ml:lla tertidarista bu-
tyylimetyylieetteria (TBME) vorteksoimalla putkia korkkeineen multivorteksilla yhden mi-
nuutin. Naytteita sentrifugoitiin 5 min 2000 rpm, orgaaninen faasi erotettiin kertakayttoi-
seen borosilikaattiputkeen ja haihdutettiin TurboVap®LV-laitteella. Haihdutusjaannos
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liuotettiin 120 pl:aan IRMS LC1 ISTD-kayttoliuosta, jonka valmistus on kuvattu taulu-

kossa 1. Naytteet siirrettiin 2 ml:n sisaputkellisiin vialeihin.

Aikaisemmin haihdutusjaannés oli liuotettu 110 ul:aan LC1 ISTD-kayttéliuosta. LC1 -
fraktioinnissa laite injektoi vialista 100 pl, mitd on hankala saada siirrettya borosilikaatti-
putkesta, silla naytetta jaa hieman putken reunoille. Liuotintilavuus muutettiin 120 pl:ksi

saannon parantamiseksi ja ilmakuplien valttamiseksi LC-kolonnissa.

6.3.2 Nestekromatografiset fraktioinnit ja niiden optimointi

LC-fraktioinnit tehtiin LC-DAD-yhdistelmalla (liquid chomatograph diode array detector).
Kohdeyhdisteet absorboivat UV-valoa eri aallonpituuksilla, joten jokaista yhdistetta ei
saada ndkymaan hyvin kromatogrammissa. Mittausaallonpituuksina kaytettiin sisaisen
standardin yhdisteiden estradiolin ja metyylitestosteronin absorptiomaksimeja, 192,4 nm
ja 245 nm.

Jotta naytteet voidaan fraktioida, tulee kerattavien yhdisteiden retentioajat ja keraysikku-
nat maarittda. LC1-ajoissa kaytetdan Agilentin 1100 Series nestekromatografi "Elsaa”,
IRMS_100-metodia ja ACE 5 C15 -kolonnia. IRMS_100-metodin parametrit [6ytyvat liit-
teesta 2. Retentioaikakontrolli ajetaan metodilla kahteen kertaan (ks. Kromatogrammi
kuvassa 15), jonka jalkeen lasketaan keskiarvoiset retentioajat ja maaritetdan keraysik-
kunat lisaten marginaalit retentiokeskiarvon molemmille puolille ohjeen mukaan (ks.
Kuva 16).
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Kuva 15. LC1 retentioaikakontrollin kromatogrammi.
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Maaritetyt keraysajat syotetaan Ordior-fraktiointilaitteelle, joka fraktioi naytteet uusiin ke-

raysputkiin. Jokaisesta naytteestd saadaan kuusi fraktiota. Kuvaan 15 on merkitty ren-

tentioaikakontrollin yhdisteet seka kerattavien yhdisteiden fraktiot (F1-F6).

Fraktio Yhdisteet Kerays Kerays
ennen (min) jalkeen (min)

F1 11- p -OH-Androsterone (110HA)
(11-ketoetiocholanolone (11-keto) El kerata) 0,8 0,8

F2 Testosterone (T) 0,8 0,9

F3 5-B —Androstan, - 3a,17p-diol (5bDiol) 1,0 *1,0

F4 5-a —Androstan- 3a,17p-diol (5aDiol) 1,0 1,0

F5 Efiocholanalone (Etio) 08 0,7
Androsterone (A)

F6 5B-Pregnane-3a, 20a-diol (PD) 0,5 0,6

* Mikali seuraava fraktio alkaa ennen kuin edellinen loppuu: Fraktion vaihto puolivaliin perakkaisten fraktioiden

piikkien huippuja.

Kuva 16. Ohje fraktioiden keraysikkunoiden maarittamiseksi.
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LC1-fraktiointiin yritettiin kehittdd nopeampaa menetelmaa. Kokeiltiin 100-prosenttista
asetonitriilid B-ajoliuoksena 90 %:n sijasta. Yhdisteet eluoituivat huomattavasti nopeam-
min ja piikit olivat kapeampia, mutta 5D, 5aD ja pregnanetrioli, jota ei kerata, eivat erot-
tuneet toisistaan niin hyvin, etta ne olisi voitu fraktioida erilleen. Laitevalmistajan mukaan
myo6s 100-prosenttinen asetonitriili voi aiheuttaa ongelmia laitteistolle pidemmalla aika-
valilla. Kokeiltiin myo6s aikaistaa gradientin vaihdosta, mutta siitd saatava hyoéty olisi ollut

vain joitakin minuutteja. IRMS_100-metodi paatettiin pitaa entisellaan.

Ensimmaisen fraktioinnin jalkeen putket keréattiin laitteelta. Muut, paitsi F2- eli testoste-
ronifraktio siirrettiin jadkaappiin odottamaan. F2 on fraktioitava uudelleen, silla testoste-
roni ei erotu sitd suuremmasta, toistaiseksi tunnistamattomasta, epapuhtauspiikista en-
simmaisessa fraktioinnissa. F2-putket haihdutettiin kuiviin typpivirralla +60 °C:ssa ja
haihdutusjaannés liuotettiin LC2 ISTD -kayttoliuokseen, jonka valmistus on kuvattu tau-
lukossa 2. LC2-fraktioinnissa kaytettiin samaa nestekromatografia, LC2_45-metodia ja
Pursuit Diphenyl -kolonnia. A-ajoliuoksena oli puhdistettu vesi ja B-ajoliuos oli 100-pro-

senttista metanolia. Metodin LC2_45 parametrit I0ytyvat liitteesta 2.

Testosteronin retentioaika ja keraysikkuna maaritetdan samaan tapaan kuin LC1-frakti-
oinnissa. LC2 -retentioaikakontrolli (valmistusohje taulukossa 2) ajetaan kahteen kertaan
ja testosteronipiikin retentioajasta ja piikinleveydesta lasketaan keskiarvot. Keraysikkuna

((KA (piikin leveys))
2

lasketaan kaavan Kerdysikkuna = KA (retentioaika) + +0,2 min)

mukaan. LC2-retentioaikakontrollin kromatogrammi ja on esitetty kuvassa 17. Keraysajat

syotetaan fraktiointilaitteelle, joka keraa yhden fraktion (T) per nayte.

‘ “DAD1 B Sig=245,10 Raf=550,100 (01081 8IRMS0002,D)

mAU
200 F1
A Met. T
-
150
5 T %
. & i
100 N [
i |\
N ¥
50 I.' ',I | @
{1 | &
/ ®
/ Jot
L —— e — e .
5 10 15 20 25 30 35 40 mir

Kuva 17. LC2-retentioaikakontrolli.
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LC2-vaihetta yritettiin kehittdd nopeammaksi. LC2_45-metodissa on portaittainen gra-
dientti. Kokeiltiin eri nopeuksilla nousevia gradientteja seka suurempaa virtausnopeutta.
Lahes milladn kokeilluista metodeista testosteroni ei erottunut metyylitestosteronista,
vaan ne eluoituivat samassa piikissa. Hitaasti nousevalla gradientilla testosteroni erottui,
mutta sisdisena standardina kaytetty metyylitestosteroni ei erottunut epapuhtauspiikista.

LC2_45-metodi paatettiin jattaa entiselleen.

6.4 IRMS

Putket toisesta fraktioinnista kerattiin laitteelta ja ne haihdutettiin typpivirralla +60 °C:ssa
n. 30 min yhdessa ensimmaisesta fraktioinnista saatujen naytteiden kanssa. Haihdutus-
jaannos livotettiin RSTD-kayttoliuokseen, joka on ~8 ug/ml 5a-androstaani-3b-olia syk-
loheksaanin ja isopropanolin seoksessa. Liuotustilavuudet riippuvat anabolisten ste-
roidien seulonnan tuloksista. Pienin kaytetty liuotustilavuus oli 20 pl. 20 pl on vain pisara,
jota on liikuteltava putken pohjalla, jotta se keraisi mahdollisimman paljon haihdutusjaan-
nodsta. Jos liuotinta jai putkien reunoille, ne sentrifugoitiin pikaisesti (1 min 2000 rpm)

ennen sisaputkellisiin vialeihin siirtoa.

Ennen naytteiden analysointia IRMS:lla, laite oli oksidoitava ja silla oli ajettava hiilidiok-
sidipulsseja toimintakunnon tarkastamiseksi. Uuden RSTD-kayttoliuoksen intensiteetin
taso testattiin ennen naytteiden liuottamista ja jokaisen validointisarjan aluksi ja lopuksi
ajettiin referenssistandardit IRMS MIX1, IRMS MIX2, USADA 34-2 ja USADA 35-1. GC-
C-IRMS:lla on omat metodit autosamplerilla, kaasuromatografilla ja massa-analysaatto-
rilla, ja niiden laiteparametrit I0ytyvat liitteista 3, 4 ja 5. Kaikki validointisarjat ajettiin myos
ISQ-kvadrupolimassalle, jolla yhdisteet voitiin tarvittaessa tunnistaa. Q-MS-parametrit

I6ytyvat liitteesta 6. Isotooppisuhdemassalla tunnistus tapahtuu retentioaikojen avulla.

6.5 Validointi

Validointi suoritettiin Yhtyneet Medix Laboratorioiden validointisuunnitelman VALIDOIN-
TISUUNNITELMA IRMS_04 Ver 2.0, Hulado, Katja Rautava 24.4.2018 mukaan. Vali-
dointisarjoja oli 14, joita tehtiin opinnaytetyon kuluessa 8 seka uusittiin validointisarjat 1
ja 2. Validointitulokset laskettiin naiden 10 sarjan perusteella. Analysoidut validointisarjat

ja niiden tiedot on esitetty liitteessa 7.
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GC-C-IRMS:n lineaarinen mittausalue
Laitteen lineaarinen mittausalue oli maaritettava ennen virtsanaytteiden analysointia.
Puhtaista kohde- ja referenssiyhdisteista tehtiin taulukon 3 mukaiset laimennossarjat.

Jokaisesta naytteesta tehtiin kolme rinnakkaista mittausta.

Taulukko 3. Puhdasainesta valmistettujen naytteiden pitoisuudet.

TC / ERC Puhdasaineniytteiden pitoisuudet pug/ml
S5a-dioli 1 (2] 4 511015 | 20| 25| -
5b-dioli 1 2| 4 5 10 | 15| 20 | 25 -
11—HydrorI;sr|]eimdroste— 1 51 4 s 110! 15| 20| 25 i
Androsteroni 25 |5(10|20 | 30|40 | 50 - -
Etiokolonoloni 2| 4 5 110 | 15| 20 | 25 -
Pregnanedioli 2| 4 5 110 | 15| 20 | 25 | 40
Testosteroni 2| 4 5110 |15 | 20 | 25 -

O-arvojen tulisi sdilyd samoina riippumatta siita, kuinka suuri pitoisuus analyyttia analy-
soidaan. Laitteella on kuitenkin rajansa, ja mittausalueen tutkimiseksi laskettiin d-arvojen
keskiarvo ja keskihajonta. Lineaarinen mittausalue on pitoisuusalue, jolla &-arvot poik-
keavat keskiarvosta enintaan + 0,5 %o ja keskihajonta rinnakkaisten mittausten valilla on
enintaan 0,5 %o [36].

Satunnaisvirhe

IRMS-menetelman satunnaisvirhetta arvioitiin tutkimalla sarjojen sisaista toistettavuutta
ja sarjojen uusittavuutta. Sarjan sisaista toistettavuutta tutkittiin analysoimalla samassa
sarjassa useita negatiivisia ja positiivisia virtsanaytteita (ks. liite 7, taulukko 1, validointi-
sarjat 1 ja 3). Tehtiin viisi rinnakkaismaaritysta. Sarjojen uusittavuutta tutkittiin samoilla
positiivisilla ja negatiivisilla virtsanaytteilla, jotka analysoitiin eri paivina. Rinnakkaismaa-
rityksia tehtiin yksi viitend eri paivana sarjoissa 1-5. Satunnaisvirhetta tutkittiin laske-
malla yhdisteiden &-arvojen ja retentioaikojen keskihajonta seka kohdeyhdisteiden ja en-
dogeenisten referenssiyhdisteiden &-arvojen erotuksen keskihajonta. [38.] Mittausepa-
varmuuden laskemista varten jokaiselle yhdisteelle maaritetaan mittausepavarmuuste-
Kija uprec,, €li delta-arvojen uusittavuuden suhteellinen keskihajonta positiivisista kontrol-

leista. Toistettavuuden mittausepavarmuustekijda ei huomioida mittausepavarmuuden
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laskemisessa, silla sarjojen sisdisen hajonnan ajatellaan olevan hyvin pieni verrattuna

sarjojen uusittavuuden hajontaan.

Systemaattinen virhe, bias

IRMS-menetelman systemaattista virhetta eli oikeellisuutta (bias) tutkittiin analysoimalla
naytteitd, joiden &-arvot tunnetaan (USADA:t). Naytteena kaytettiin keinotekoista virtsaa,
johon lisattiin tunnettua standardia. Systemaattista virhetta tutkittiin laskemalla kohde- ja
referenssiyhdisteiden absoluuttisten &-arvojen poikkeamat vertailutuloksista. [34]. Mit-
tausepavarmuuden laskemiseksi jokaiselle yhdisteelle lasketaan upias tai Upiasrms), €li Sys-

temaattisen virheen epavarmuus tai yhdistetty epavarmuus.

Mittausepavarmuus

Menetelman mittausepavarmuutta (u %) arvioitiin systemaattisen- ja satunnaisvirheen

avulla. Mittausepavarmuus saa olla absoluuttisena lukuna enintaan u < 1,00%e.. [38.]

Menetelmavertailu

Validoinnissa analysoitiin naytteita, jotka oli analysoitu myos toisessa WADA-akkredi-
toidussa dopinglaboratoriossa, ja tulosten yhdenmukaisuutta arvioitiin tilastollisin testein.
Lisaksi vertailtiin naytteiden positiivisuutta ja negatiivisuutta. Validointisarjoissa 5, 6 ja 7

analysoitiin vertailunaytteita, jotka oli testattu myos Kolnin dopinglaboratoriossa. [38.]

Menetelméan toimivuus

Menetelman toimivuudella tarkoitetaan sita, ettd menetelma on tarkoitukseensa sopiva
[33]. IRMS-menetelman toimivuutta tutkittiin analysoimalla negatiivisia nollavirtsanayt-
teita ja laskemalla niista jokaisen kohde- ja referenssiyhdisteparin 6-arvojen erotukset eli
AS'C-arvot (ts. delta-delta-arvot) ja delta-delta-arvojen keskiarvot ja keskihajonnat. AS
3C-arvo on erittain tarkea tulkittaessa IRMS-varmistuksen tuloksia dopingtestauksessa.

Menetelma on toimiva, jos

. ka A *C + 2 sd < 3%o (A, T, 5aD ja 58D osalta)
. ka Ad 3C + 2 sd < 4% (Etio:n osalta)
. sd Ad 3C < 1,2%o kaikille ERC-TC -pareille. [38.]
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Kaikkia naytteitd ei ehditty analysoimaan. Tulokset laskettiin tdssa tydssa vain 5BD:n
osalta. 5pD:n delta-delta-arvojen keskihajonnan tulee olla enintdan 1,2 %o ja sen delta-

delta-arvojen keskiarvon, johon on lisatty kaksi keskihajontaa, tulee olla alle 3 %o.

Sailyvyys

Sailyvyytta arvioitiin validointisarjan 8 avulla. Osa naytteista oli ajettu IRMS:lla kahteen

kertaan kolmen paivan erolla (Mies-0, PosQC ja kaksi negatiivista urheilijanaytetta).

Validointisuunnitelmasta poikkeaminen

Tyo6ssa poikettiin validointisuunnitelmasta. Siirtymavirhetta, eli edellisen naytteen aiheut-
tamaa kontaminaatiota ei analysoitu validointisuunnitelmassa suunnitellulla tavalla. Va-
lidointisuunnitelman mukaan siirtymavirhe olisi pitanyt analysoida standardin jalkeen in-
jektoidulla metanolinaytteelld (LC1-fraktioinnissa) ottamalla talteen fraktiot ja ajamalla ne
IRMS:lla, mutta metanolifraktiot havitettiin joka kerta. Siirtymavirhettd voidaan kuitenkin
arvioida reagenssinollanaytteen avulla, joka ajettiin LC1- ja LC2-fraktioinneissa aina po-
sitiivisen kontrollin jalkeen. Reagenssinollan fraktiot otettiin talteen ja analysoitiin
IRMS:lla.

7 Tulokset ja tulosten tarkastelu

7.1 Fraktiointimenetelméat

LC1- ja LC2-fraktiointimenetelmia ei muutettu merkittavasti. Metodeja yritettiin kehittaa
nopeammiksi, mutta kokeilusta huolimatta esikasittelya ei saatu nopeutettua. Liuotus-
reagenssiin orgaanista osuutta LC1-fraktionnissa laskettiin 40 %:sta 25 %:iin ja liuotus-
tilavuus nostettiin 120 ul:aan. Nestekromatografiset metodit paatettiin pitda ennallaan,
silla testatut metodit eivat sopineet analyyteille tai uudesta metodista saatava ajallinen
etu olisi ollut hyvin vahainen. LC-metodeihin lisattiin neulanpesut, silla analysoidessa
reagenssinollandytettd huomattiin siirtymavirhetta edellisestad naytteesta. Ongelma pois-

tui neulanpesujen lisdyksen myoéta. Aiemmin siirtymaa ei ollut huomattu, silla vanha laite



36

ei ollut riittavan herkka. LC2-fraktioinnin testosteronin keraysikkunan maaritysta paatet-
tiin muuttaa, kun huomattiin, etta testosteronipiikilld on tapana "kurottaa” eteenpain ajo-
jen edetessa. Nyt testosteronin keraysikkuna maaritetaan laskemalla retentioaikakont-
rollien retentioaikojen keskiarvo. Kerayksen aloitus on 1,7 min ennen retentioaikaa ja

lopetus 1,8 min RT:n jalkeen.

7.2 Validoinnin tulokset

7.2.1 Laitteen lineaarinen mittausalue kohdeyhdisteille

Laitteen lineaarinen mittausalue maaritettiin ennen varsinaisen validoinnin alkua ja toi-
sen kerran ionilahteen vaihtamisen jalkeen. lonildhde jouduttiin vaihtamaan lineaarisuus-
ongelmien takia, eivatka aiemmin mitatut lineaarisuusalueet enaa pateneet. Taulukossa
4 on laitteelle maaritetyt lineaarisuusalueet eri ajankohtina. Lineaarisuusalueet esitetdan

signaalin intensiteetteina, silla tarkoilla pitoisuuksilla ei ole IRMS-analyysissa merkitysta.

Taulukko 4. Mittausalueet kohdeyhdisteille eri aikoina.

. . e . Lineaarisuusalueet 25.7.18 ldhtien, ionildhteen
Lineaarisuusalueet ennen ionildhteen vaihtoa .
vaihdon jilkeen.
Vaste m/z 44 . Vaste m/z 44 .

TC/ERC . e Ajo pvm. | TC/ERC e T Ajo pvm.
110HA 260 5180 |2018-05-08] 110HA 200 6300 2018-07-30
T 175 3470 2018-05-11 T 230 4250 2018-08-31
5bD 185 3800 [2018-05-11 5bD 300 4600 2018-07-26
5aD 380 4350 |2018-05-08 5aD 140 4500 2018-07-27
E 530 6400 2018-04-30 E 400 11600 2018-08-31
A 530 6700 [2018-05-14 A 450 8000 2018-07-25
PD 185 4460 |2018-04-24| PD 300 3260 2018-08-31
(4900) (2018-07-25)

Kuvassa 18 on esitetty esimerkki PD:n lineaarisuusmittausten kuvaajasta. Vihrea viiva
kuvaa delta-arvojen keskiarvoa ja punainen ja oranssi viiva kuvaavat rajoja (£ 0,5 %o
keskiarvosta), jonka sisalla mittausten tai niiden keskiarvon tulisi olla niin, etta rinnak-
kaisten mittausten keskihajonta on alle 0,5 %.. Kuvassa vasteeltaan matalimpien mit-
tausten rinnakkaisten keskihajonta on yli 0,5 %o, joten ne eivat kuulu lineaariseen mit-

tausalueeseen.
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Pregnanedioli lineaarisuus
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Kuva 18. Pregnandiolin lineaarisuuskuvaaja ionildhteen vaihtamisen jalkeen.

7.2.2 Satunnaisvirhe

Satunnaisvirhetta arvioitiin laskemalla sarjojen sisaista toistettavuutta positiivisista ja ne-
gatiivisista kontrolleista. Tuloksiin (taulukot 5, 6, 7 ja 8) on laskettu retentioaikojen, delta-
arvojen (8'3C) ja delta-delta-arvojen (A5'3C) keskiarvot ja keskihajonnat. Taulukoissa on
laskettu Ad'*C-arvot kaikille yhdisteille kayttden ERC:na seka PD:ta ettd 110HA:aa.
Toistettavuuteen ja uusittavuuteen ei ole raja-arvoja, mutta tuloksia voidaan verrata
WADA:n kriteeriin puhdasaineiden keskihajonnoille mittausalueella, minkd mukaan

delta-arvojen keskihajonnan taytyy alittaa 0,5 %o rinnakkaisilla mittauksilla [33].

Taulukko 5. Toistettavuus yhdisteittédin samassa sarjassa analysoiduista negatiivisist kontrol-
leista (Mies0Q), n=5.

TC/ERC Ka, StDev, Ka, 6 ¢ 13/12 StDev, 8 ¢ |Ka, AS ¢ 13/12 (TC- ERC),| StDev, A8 c13/12 | Ka, A8 c13/12 (TC- |StDev, AS c 13/12 (TC
retentioaika | retentioaika ! 13/12 ERC =PD (TC- ERC), ERC=PD | ERC),ERC=110HA | ERC), ERC=110HA
110HA 646.24 0.30 -24.41 0.25 -0.44 0.36

5aDiol 539.98 0.28 -24.14 0.41 -0.70 0.35 -0.26 0.62
SbDiol 524.64 0.17 -25.59 0.23 0.75 0.22 1.19 0.45
A 537.44 0.22 -24.10 0.18 -0.74 0.23 -0.31 0.35
Etio 521.78 0.23 -25.69 0.19 0.85 0.31 1.29 0.24
PD 620.22 0.33 -24.84 0.14 -0.44 0.36
Testo 601.18 0.18 -24.87 0.34 0.03 0.44 0.47 0.30
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Taulukko 6. Toistettavuus yhdisteittdin samassa sarjassa analysoiduista pos. kontrolleista

(PosQc), n=5.
TC/ERe Ka, StDev, Ka, 6 ¢ 13/12 StDev, 6 ¢ Ka, A5 ¢ 13/12 (TC- |StDev, A6 ¢ 13/12 (TC{ Ka, AS ¢ 13/12 (TC- |StDev, A8 ¢ 13/12 (TC
retentioaika | retentioaika ! 13/12 ERC), ERC = PD ERC), ERC = PD ERC), ERC=110HA | ERC), ERC=110HA
110HA 659.40 0.24 -23.83 0.09 -0.27 0.22
SaDiol 550.06 0.09 -27.78 0.09 3.67 0.20 3.94 0.11
5bDiol 534.52 0.11 -27.98 0.08 3.88 0.11 4.15 0.14
A 547.68 0.11 -27.34 0.06 3.24 0.18 3.51 0.12
Etio 531.46 0.09 -27.60 0.09 3.49 0.18 3.76 0.11
PD 631.48 0.23 -24.10 0.17 -0.27 0.22
Testo 601.18 0.18 -24.87 0.34 0.03 0.44 0.47 0.30

Toistettavuuksissa WADA:n kriteeri puhdasaineiden &'*C -keskihajonnoille tayttyy kai-
killa yhdisteilla. 5aD:lla on suurehko hajonta. Tulokseen vaikuttavat negatiivisen kontrol-
lin pienet steroidipitoisuudet ja hairitseva tausta IRMS-ajoissa. 5aD ei puhdistu riittavan
hyvin kaytossa olevilla fraktiointimenetelmilld, ja epapuhtaudet vaikuttavat merkittavasti

yhdisteen delta-arvoihin.

Sarjojen valisen uusittavuuden tulokset on esitetty taulukoissa 7 ja 8. Uusittavuuksissa
WADA:n kriteeri puhdasaineiden delta-arvojen keskihajonnoille mittausalueella tayttyy
kaikilla yhdisteilla. Etio:lla, PD:lla ja T:lla ovat suurimmat hajonnat. Testosteronin tulos
johtuu luultavimmin siita, ettd sen pitoisuudet negatiivisessa kontrollissa ovat hyvin pie-
net. My6s PD:n pitoisuus positiivisessa kontrollissa on hyvin pieni. Etio:n kohdalla tulos
saattaa johtua sen eluoitumisesta hyvin lahekkain androsteronin kanssa, jonka delta-
arvot ovat positiivisempia, mika aiheuttaa muutoksia etiokolanolonin delta-arvoihin ja sita
myo6ten myos hajontaan. Sarjojen valilla keskihajonnat ovat myoés luonnollisesti suurem-
mat kuin sarjojen sisalla, ja liséksi kaikki tulokset sisaltavat mittauksia seka vanhalla etta

uudella ionilahteella, mika voi vaikuttaa tuloksiin.

Taulukko 7. Uusittavuus yhdisteittdin eri sarjoissa analysoiduista neg. kontrolleista (Mies0),

n=5.
TC/ERC Ka, StDev, Ka,6c |StDev,8c| Ka, A8 c13/12 (TC- |StDev, AS ¢ 13/12 (TC{ Ka, AS ¢ 13/12 (TC- | StDev, A8 ¢ 13/12 (TC-
retentioaika | retentioaika | 13/12 13/12 ERC), ERC = PD ERC), ERC = PD ERC), ERC = 110HA ERC), ERC = 110HA
110HA 651.32 8.23 -24.50 0.27 -0.11 0.23

5aDiol 543.86 6.48 -23.88 0.32 -0.73 0.43 -0.62 0.52

SbDiol 528.26 6.01 -25.28 0.23 0.68 0.25 0.79 0.46

A 541.36 6.29 -23.94 0.05 -0.67 0.10 -0.56 0.23

Etio 525.5 5.98 -25.89 0.40 1.28 0.38 1.39 0.57

PD 624.56 7.64 -24.61 0.13 0.11 0.23

Testo 605.72 7.46 -25.07 0.49 0.46 0.40 0.57 0.35
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Taulukko 8. Uusittavuus yhdisteittdin eri sarjoissa analysoiduista pos. kontrolleista (PosQc),

n=>5.
TC/ERC Ka, StDev, Ka,6c |StDev,8c| Ka,AS c13/12 (TC- |StDev, A c 13/12 (TC{ Ka, AS ¢ 13/12 (TC- | StDev, A8 c 13/12 (TC-
retentioaika | retentioaika 13/12 13/12 ERC), ERC =PD ERC), ERC =PD ERC), ERC =110HA ERC), ERC = 110HA
110HA 650.74 8.14 -23.87 0.12 -0.44 0.27
SaDiol 543.44 6.39 -27.69 0.27 3.38 0.34 3.82 0.27
5bDiol 528.22 5.95 -28.16 0.16 3.85 0.27 4.29 0.16
A 541.28 6.79 -27.43 0.08 3.12 0.30 3.56 0.07
Etio 525.30 6.58 -27.85 0.20 3.54 0.32 3.99 0.17
PD 623.66 7.88 -24.31 0.36 0.44 0.27
Testo 606.28 8.00 -28.34 0.18 4.03 0.32 4.47 0.15

Jokaiselle yhdisteelle laskettiin uusittavuuden epavarmuus ugrec kayttden PosQc:n delta-

arvoja. Tulokset on esitetty taulukossa 9. Tulosten laskemiseksi kaytettiin kaavaa (2).

Uprec =

__|StDev (6C13/12)|

Ka (6C13/12)

x 100

Taulukko 9. Uusittavuuden epavarmuus yhdisteittain.

TC/ERC Uprec %
110HA 0.48
5aDiol 0.97
SbDiol 0.56
A 0.29
Etio 0.73
PD 1.49
Testo 0.64

7.2.3 Systemaattinen virhe, bias

(2)

Systemaattinen virhe laskettiin USADA 34-2 ja USADA 35-1 -virtsanaytteiden tuloksista.

Saatuja delta-arvoja verrattiin valmistajan ilmoittamiin delta-arvoihin. Tulokset ja

USADA-standardien delta-arvot on esitetty taulukoissa 10 ja 11. Biakselle ei ole raja-

arvoja, mutta tuloksia voidaan verrata WADA:n kriteeriin, jonka mukaan puhdasaineen

delta-arvo saa poiketa maksimissaan 0,5 %o keskiarvosta. Testosteronille ja 11OHA:lle

ei laskettu biasta, sillda USADA:t eivat sisalla ko. yhdisteita.
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Taulukko 10. Androsteronin, etiokolonolonin ja pregnanediolin bias USADA 34-2 -naytteella ar-

vioituna.
. i ) é USADA 34-2 | Referenssiarvon |Bias 6 13C/12C (néyte Bias %
Naytetyyppi | Yhdiste . " . 9
13C/12C|referenssiarvo| epédvarmuus referenssiarvo) referenssiarvosta
Uutettu nayte A -27.437 -27.02 0.18 -0.42 1.54
Uutettu nayte Etio -29.05 -28.91 0.11 -0.14 0.48
Uutettu ndyte PD -31.315 -31.51 0.1 0.20 0.62

Taulukko 11. 5a-Diolin, 5B-Diolin ja pregnanediolin bias USADA 35-1 -naytteella arvioituna.

bias 8 13C/12C

. i i USADA 35-1 | Referenssiarvon . Bias %
Naytetyyppi | Yhdiste | § 13C/12C . . (nayte - )
referenssiarvo | epavarmuus U, ¢ i referenssiarvosta
referenssiarvo)
Uutettu ndyte| 5aDiol -30.917 -30.52 0.09 -0.40 1.30
Uutettu ndyte| 5bDiol -29.046 -28.98 0.12 -0.07 0.23
Uutettu nayte PD -19.014 -18.43 0.12 -0.58 3.17

Kun tuloksia vertailtin WADA-kriteeriin, huomattiin, etta toinen PD-tulos poikkeaa yli 0,5

%o referenssiarvosta. Koska kyseessa ei ole puhdasaineesta tehty ajo, vaan virtsaan

valmistettu ja uutettu nayte, tulos ei ole taysin vertailukelpoinen kriteerin kanssa ja tulos

saattaa poiketa siitd. PD:n mittaustulos pysyy myds mittausepavarmuuden rajoissa: mi-

kali PD:n delta-arvo on positiivisempi, kuin -36,63 %o, tulos on menetelman mittausepa-

varmuuden (2,73 % ja 1,00 %o) rajoissa. Virtsanaytteissa pregnandiolin delta-arvot ovat

normaalisti valilla -19 ja -26 %.. Pregnandiolin vasteissa on ollut suurta vaihtelua. Vaikut-

taa silta, ettd pienikin muutos liuotusreagenssien orgaanisen liuottimen osuudessa ai-

heuttaa eroja PD:n saantoon, mika voi vaikuttaa saatuun tulokseen.

Systemaattiselle virheelle laskettiin epavarmuustekija mittausepavarmuuden arviointia

varten. Biaksen epavarmuus laskettiin kaavalla (4).

Upias = ’(biasz + u?ef)

Ubias = biaksen epavarmuus

bias = yhdisteen poikkeama % referenssiarvosta

Uref = referenssiarvon epavarmuus.

(4)
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Pregnandiolille on kaksi Upias -arvoa. Arvot yhdistettiin Upiasrms) -arvoksi kaavalla (5).

Biaksen epavarmuudet on esitetty taulukossa 12.

Upias(RMS) =

2 2
(ubiasl + ubiasz)

Taulukko 12. Kohdeyhdisteille lasketut ubias ja Ubias(Rms) -arvot.

USADA 34-2 USADA 35-1
Naytetyyppi TC/ERC Upias TC/ERC Upias
Uutettu ndyte A 1.55 5aD 1.3039
Uutettu nayte Etio 0.50 5bD 0.2574
Uutettu nayte PD 0.63 PD 3.171

7.2.4 Mittausepavarmuus

()

Mittausepavarmuus lasketaan kaavalla (6). Lasketut mittausepavarmuudet yhdisteittain

on esitetty taulukossa 13. 110OHA:lle ja T:lle ei ole laskettu mittausepavarmuuksia, silla

niiden systemaattista virhetta ei ole viela arvioitu.

. 2
Uc = J Uprec T Upias(rms)

uc = Mittausepavarmuus

Uprec. = Uusittavuuden mittausepavarmuus

Ubias(Rms)= Oikeellisuuden yhdistetty mittausepavarmuus

Taulukko 13. Yhdisteille lasketut mittausepavarmuudet.

Yhdiste uc%
A 1.58
Etio 0.88
PD 2.73
5aD 1.62
5bD 0.62
110HA
T

(6)
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WADA:n mittausepavarmuuskriteerin (Uumax<1,00 %o) tayttymistd voidaan arvioida otta-
malla esimerkiksi yksittdinen mittaustulos. Jos naytteestd saadaan PD:n delta-arvoksi
24,50 %o ja mittausepavarmuus on 2,73 %, niin promilleina mittausepavarmuus on 0,67

%o, mika alittaa raja-arvon.

7.2.5 Menetelmavertailu

Kdlnissa ja YML:ssa analysoitujen naytteiden tuloksille tehtiin jokaisen yhdisteen osalta
parittainen kahden otoksen t-testi keskiarvoille menetelmien vertailemiseksi. Menetelmat
antoivat samoja tuloksia 95 %:n luottamustasolla 5B-androstaanidiolin, androsteronin,
etiokolanolonin, pregnandiolin ja testosteronin osalta. 5a-androstaanidiolin osalta mene-
telmien antamat tulokset poikkesivat merkittavasti 95%:n luottamustasolla. 5aD-fraktioi-
den IRMS-kromatogrammeissa nakyi hairitsevaa taustaa, eivatka kaikki tulokset olleet
kayttokelpoisia, mista ero luultavimmin johtuu. Menetelmavertailun otoksessa oli vain
negatiivisia naytteitd. Kummankin laboratorion menetelmilla kaikista naytteistd saatiin
negatiiviset tulokset tai tulosta ei voitu maarittda (inconclusive). Positiivisuutta ei pystytty

vertaamaan, silla kaytdssa ei olut positiivisia vertailunaytteita.

7.2.6 Menetelman toimivuus

Menetelman toimivuutta arvioitiin tdssa tydssa vain 53-Diolin osalta, silla validointinayt-
teiden analysointi on kesken. WADA:n teknisessa dokumentissa (TD IRMS) ohjeistetaan
analysoimaan menetelman toimivuuden arviointiin 20 miehen 20 naisen negatiivista virt-
sanaytetta [26]. 5B-Diolin osalta kaytettavissa oli yhteensa 21 tulosta ja muiden osalta
vielakin vahemman. Tuloksista ei voi vetda varmoja johtopaatdksid. Taulukossa 14 on
esitetty WADA:n kriteerit ja naytteiden 5B-Diolin Ad 13C-arvojen tulokset laskettuna kum-

mankin endogeenisen referenssiyhdisteen kanssa.

Taulukko 14.Menetelman toimivuuden osittaiset tulokset 5p-Diolille.

A8 ’C St.Dev. A8 °C Ka + 2*St.Dev.

ERC TC Wada kriteeri Tulos Wada kriteeri Tulos
PD 5B-Diol <1,2%o0 0.80 < 3%o0 2.23
110HA 5B-Diol <1,2%o0 0.72 < 3%o0 2.48
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Tulokset pysyvat WADA:n kriteereissa, ja niiden pohjalta voidaan suuntaa antavasti ar-

vioida, ettd menetelma tulee todennakdisesti olemaan sopiva ja toimiva 5B-Diolille.

7.2.7 Sailyvyys

Muutamassa fraktiossa naytteista, jotka mitattiin kahteen kertaan, naytti olevan eroavai-
suuksia delta-arvoissa kolmen paivan kuluttua ensimmaisen mittauksen jalkeen. Tarkas-
telussa huomioitiin mittaukset, joissa delta-arvo poikkesi enemman kuin 0,5 %o jompaan
kumpaan suuntaan. Sitd, kumpaan suuntaan delta-arvot poikkeavat, tai ettd minka yh-
disteen delta-arvot muuttuvat todennakoéisimmin, ei pystyta luotettavasti arvioimaan nain
pienen otoksen pohjalta. Varmojen johtopaatésten vetoon sailyvyydesta tarvitaan suu-
rempi otos. Lahtokohtana analyysissa kuitenkin on, ettei naytteita seisoteta, vaan ne lai-

tetaan ajoon valmistuttuaan.

8 Yhteenveto

Jatkotoimenpiteet

Esikasittelyn entsymaattista hydrolyysia voisi tulevaisuudessa yrittaa lyhentaa. Entsyy-
min valmistajan mukaan optimi-pH:ssa (6,0-6,5) ja 46 °C:ssa glukuronidikonjugaattien
pilkkoutuminen on nopeaa. 45 min riittda em. lampétilassa [37]. Tyossa kaytettiin tunnin

inkubointia korkeammassa 50 °C:ssa, joten lyhyempi inkubointi voi riittaa.

Fraktiointimenetelmia ei onnistuttu nopeuttamaan ja niita voisi viela yrittaa kehittaa niin,
etta vain yksi fraktiointi riittaisi. Parissa muussa Euroopan dopinglaboratoriossa tallainen
menetelmd on saatu toimimaan. Fraktiointimenetelma pitéisi tehda kokonaan uusiksi
niin, etta kokeiltaisiin erityyppista kolonnia ja erilaista LC-metodia. Metodin pituuden voisi
maksimissaan kaksinkertaistaa yhdesta tunnista kahteen pidentamalla portaittaisia gra-
dientteja ja/tai lisata ja yrittda erittain hitaasti ja tasaisesti nousevaa gradienttia. Vaikka
ajoaika kaksinkeraistuisi, naytteet olisivat seuraavana aamuna valmiina fraktioituina,
eika fraktiointiin tarvitsisi kayttaa toista kokonaista paivaa. Kummatkin kaytdssa olleet
LC-kolonnit (C18 ja Diphenyl) tulisi testata uutta metodia varten seka lisaksi voisi testata
pienempipartikkelisempaa kolonnia. Aikaisemmin laboratoriossa on testattu yhden frak-

tioinnin menetelmaa, mutta se ei ACE 5 C18 -kolonnilla onnistunut. Nyt validoitavassa
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menetelmassa toinen fraktiointi on tehty testosteronin huonon erottumisen vuoksi. Vali-
doinnin aikana huomattiin, ettd myds 5aD erottuu huonosti epapuhtauksista. Isotoop-
pisuhdemassakuvaajassa 5aD-piikin molemmin puolin nakyy epapuhtautta, joka vaikut-
taa 5aD:n delta-arvoihin merkittavasti pienilla pitoisuuksilla. Fraktiointimenetelmaa voi-
daan siis joutua joka tapauksessa kehittdmaan lahitulevaisuudessa. Yhdisteiden saily-

vyyksia aiotaan tutkia viela enemman ajamalla vanhoja validointisarjoja uudestaan.

Paatelmat

Jokaisessa sarjassa ajetut CRM-naytteet antoivat oikeat tulokset mittausepavarmuuden
rajoissa yhdelld poikkeuksella. Validointisarjan 1 uusinnassa pregnandiolin delta-arvo
poikkesi 0,52 %0 USADA 35-1 -naytteessa, kun raja on 0,5 %.. Voidaan kuitenkin todeta,

ettad saadut tulokset ovat luotettavia kaupallisten referenssistandardien perusteella.

Laitteen lineaarinen mittausalue maaritettiin kahteen kertaan, silla laitteessa oli ongelmia
lineaarisuuden kanssa. Aluksi vesitausta oli matala ja IRMS:iin asennettiin lisdhappimo-
duuli korjaamaan tilannetta. Myéhemmin ilmeni vielakin vakavampia lineaarisuusongel-
mia, ja lopulta koko massa-analysaattorin ionilahde oli vaihdettava. Lineaarisuusongel-
mien lisdksi Conflo IV -moduulissa katkesi reference gas open splitin kapillaari. Ongel-
mat viivyttivat validointityotd kuukausia ja jotkut validointisarjoista jouduttiin uusimaan,
mutta ionildhteen vaihdon jalkeen laite on toiminut lineaarisesti eika suuria viivytyksia
enaa tapahtunut. Lineaarinen mittausalue maaritettiin uudestaan ionilahteen vaihdon jal-

keen ja vasterajat ovat kaytdssa.

Tehtyjen testien perusteella ei voida viela varmuudella sanoa, ettda menetelma tayttaa
sille asetetut kriteerit. Validointityd on onnistunut tahan asti hyvin, mutta viivastysten ta-
kia se on edelleen kesken. Menetelman toistettavuudet ja uusittavuudet ovat hyvat,
mutta 5aD:n kohdalla on sellaisia epapuhtausongelmia, jotka on ratkaistava ennen kuin
5aD:n mittaaminen menetelmalla voidaan todeta luotettavaksi. Tahan mennessa analy-
soitujen tulosten perusteella menetelma vaikuttaa tarkoituksenmukaiselta ja toimivalta,
etiokolanolonin, androsteronin, 5B-androstaanidiolin ja pregnandiolin mittaamisessa.
Testosteronista ja 11-hydroksiandrosteronista ei ole viela oikeellisuustuloksia ja ne maa-
ritetddn validoinnin mydhemmissa vaiheissa, mutta niiden toistettavuudet ja uusittavuu-

det ovat hyvat.
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Opinnaytetydn aikana kerattyja tuloksia voidaan kayttda myéhemmin validoinnissa, kun
loput validointisarjat on saatu mitattua, ja saatua tietoa menetelmakehityksessa. Opin-
naytetydn ansiosta ollaan myds lahempana validoinnin onnistumista ja WADA-maarays-

ten tayttamista.
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1(2)
Tyossa kaytetyt reagenssit
Taulukko 1. Validointitydssa kaytetyt reagenssit tydvaiheittain.
Tyon vaihe ja kdyttotarkoitus |Reageenssin nimi Valmistaja ja tuotenumero Eranumero Pitoisuus Liuotin Kaytetty
UUTTO
Matriisi Keinotekoinen virtsa, pH 6,0 Sisdinen, LIRG-190 19.6.17 Mihyv Validointisarja 2
Keinotekoinen virtsa Sisdinen, LIRG-190 040418Mihyv Validointisarja 2 uusinta
Pesu Diethyl Ether Merck KGaA, 1.00921.5000 K47900821624 Validointisarjat 1-6
Eluointi Metanoli VWR Chemicals, 20864.320 Validointisarjat 1-6
Roche Di tics GmbH
Hydrolyysi b-Glucuronidase from E.coli K12 oche Liagnostics LmbH, 27721521 Validointisarjat 1-6
03707601001
. . . . . o . 0,1 mol/l, pH T
Hydrolyysi Kaliumnatriumfosfaattipuskuri Sisdinen, LIRG-186 16.5.2018 Mihyv 70 Validointisarjat 1-6
Nesteuutto K2C0O3 20% - KHCO3 20% Sisdinen, LIRG-279 13/02/18 takor/vikii Validointisarjat 1-6
Nesteuutto tert-Butylb methyl ether Sigma-Aldrich, 34875-2.5L-M STBG9095 Validointisarjat 1-6
LC1-FRAKTIOINTI
Ajoliuos B Asetonitriili Merck, 1.00030.2500 1802830545 Validointisarjat 1-2
1879530715 Vall‘f:|0|.nt|sarjat. 3,4,5,6
sekd 2 ja 1 uusinnat
Retentioaikastandardi IRMS RT LC1 Mix Sisdinen 190418 Maattsa MeOH Validointisarjat 1-6
20.2.2018
ISTD Kanta IRMS-LC1 ISTD kantaliuos Sisdinen s MeOH Validointisarjat 1-6
takor/Vikii
Validointisarja 1 ja 2
IRMS LC ISTD kantaliuos Sisdinen, LIRG-726 28/05/18 vikii MeOH a °'nt Isarja 2 Ja
uusinna
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2 (2)
Taulukko 2. Taulukko validointitydssa kaytetyista reagensseista tydvaiheittain jatkuu.
LC2-FRAKTIOINTI
Ajoliuos B Metanoli VWR Chemicals, 20864.320 18B064013 Validointisarjat 1-3 ja 6
18C014015 Validointisarjat 4, 5
18D114003 Valdointisarjat 2 uusinta
18D274014 Valdointisarjat 1 uusinta
Retentioaikastandardi ja ISTD
ke ‘:n loalkastandardi Ja 17a-Methyltestosterone Sissinen TA 13.3.18 100 pg/ml MeOH |Kaikki Validointisarjat
anta
Retentioaikastandardi kanta Testosterone Sisdinen, KLP-130/1 271107tm 1 mg/ml MeOH Kaikki Validointisarjat
IRMS-analyysi
*RSTD kanta 5a-androstan-3b-ol Sisdinen 070917Vikii/Tuaho |1 mg/ml CHX:IPA |Kaikki Validointisarjat
RSTD:n laimennokset Sykloheksaani Sigma-Aldrich, 650455-1L MKBDO0455 Validointisarjat 1-5
Validointisarjat 6, 1 ja 2
RSTD:n laimennokset Sykloheksaani Sigma-Aldrich, 34855 SZE9307B I_ intisar) r-J
uusinnat
RSTD:n laimennokset 2-propanoli TA7.9.17 Validointisarjat 1-6
2-propanoli Sigma-Aldrich, 34863-2.5L-M STBH1746 Validointisarja 2 uusinta
STBH4332 Validointisarja 1 uusinta
Referenssistandardi IRMS MIX1 Sisdinen 130617Karau CHX:IPA |Kaikki Validointisarjat
Referenssistandardi IRMS MIX2 Sisdinen 130617Karau CHX:IPA |Kaikki Validointisarjat
151216Vikii
Herbert Tobias, B lyofilisoid
Referenssistandardi USADA 34-2 erbert Tobias, Brenna - \(lyofilisoidun )0 ) CHX:IPA  |Kaikki Validointisarjat
Laboratory, Cornell University  |referenssistandardin
liuotus)
151216Vikii
Herbert Tobias, B lyofilisoid
Referenssistandardi USADA 35-1 erbert fobias renna. . (lyof |50|_ un . (200 pg/ml CHX:IPA |Kaikki Validointisarjat
Laboratory, Cornell University  [referenssistandardin
liuotus)

*RSTD-kantaliuoksesta valmistettiin noin kerran viikossa tai joka kerta uusi kayttdliuos laimentamalla sykloheksaanin ja isopropanolin seokseen (4 osaa sykloheksaania + 1 osa
isopropanolia). Sopivaksi pitoisuudeksi havaittiin noin 8 pg/ml. Kayttéliuos ei sdily montaa viikkoa. IRMS- analyysissa alkaa nakmaan hiilivetykontaminaatiota, kun RSTD kayttoliuos
on seissyt 2-3 viikkoa.




IRMS_100. M ja LC2_45 -HPLC-metodien parametrit

Taulukko 1. LC:n autosamplerin parametrit.

1100 Autosampler 1, Methods IRMS_100.M & LC2_45.M

Injection Mode Needle Wash
Injector Volume 100.00 pl
Wash Vial 91
Drawspeed 200 pl/min
Ejectspeed 200 pl/min
Draw position 0.0 mm
Taulukko 2. LC:n pumpun parametrit.
1100 Binary Pump
Method IRMS_100.M LC2_45.M
Column flow 1.000 ml/min 1.000 ml/min
Stoptime 55.00 min 45.00 min
Posttime 5.00 min 5.00 min
Solvent A 1 58.0 % (H20) 55.0 % (H20)
Solvent B 1 42.0 % (ACN 90%) | 45.0 % (MeOH)

Taulukko 3. Fraktiointimetodien gradientin aikaohjelmat.

1100 Binary Pump Timetable
IRMS_100.M Time Solvent B %
33.00 42.0
33.01 61.0
37.00 72.0
41.00 72.0
41.10 100.0
53.00 100.0
53.10 42.0
LC2_45.M Time Solvent B %
40.00 45.0
40.10 100.0
49.00 100.0
49.10 45.0

Liite 2
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Taulukko 4. LC-metodien kolonniuunin ohjelmat.
1100 Colum Thermostat 1, Methods IRMS_100.M & LC2_45.M
Left temperature 38.0°C
Right temperature 38.0°C
Enable analysis When temp. Is within setpoint +/- 0.8 °C
Taulukko 5. LC-metodien detektorin parametrit.
1100 Diode Array Detector 1, Methods IRMS_100.M & LC2_45.M
Signal Wavelength (nm) Bandwidth (nm) Reference (nm) [ Reference bandwidth (nm)| Peak width | Slit
A 192 4 550 100
B 245 10 550 100 0.1min | 4nm
C 195 10 550 100
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TriPlus RSH Autosamplerin parametrit metodissa 2ul.rsh.meth
4% 2ubrsh.meth
TriPlus RSH Autosampler - GC Liquids
General | Washes | Sync | Advanced [ CoolTry| Basic
Injection port
Injector: [In}ector A4SSL} - Type:
Injection mode
Mode: [Easig; ']
Rapid mode
Rapid mode; [ Disable 'J
Syringe type
Syringe volume (ul): 0o - Needle length (mm): |57
O
Sampling Injection
Sample volume {pl}: .2.[} - Injection depth: Custom z
Plunger strokes: E - Pre-injection dwell time (s): 10 - comma
Bir and filling o @ Fost-injection dwell time (s): 20 -
- ) [] Fast injection
Air volume (pL): S 1.0 +# Injection depth (mm): 45 -
- = s — Sample
Filling volume (pl): 5.0 g Penatration speed (mm/s )k 50 - A
- ir
Injection Speed (pl's): 55.0 -
Sampling depth in vial Sample viscosity
Sample vial depth {mm): 300 See e,
[7] Bottom sense Sample pullup speed [pl's): 1 -
Height from bottom {mm): 1.0 o Dielay after plunger strokes (s): 02 -
Viscosity delay (s); t?.Z -

Kuva 1.

Yleisia tietoja IRMS-systeemin autosamplerista ja injektorista.
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Kuva 2. |IRMS-Systeemin injektorin parametreja.

2(2)
Oven || S/SL frort) | Fun Tabls |
SI5L mode: [S_pﬁﬂess w.Surge v] Carrier mode: [Cnnstant Flow -
Inlet Carmier flow
Temperature: [#] 260 °C Flow: [+ 1500 mL!min
Split flow: Fil 50.0 mUimin
Split ratio: ' 3}.3:
Splitless time: 'I.EI]; min
Surge
Surge pressure: EﬂGDD psi
Surge duration: 1.50 min
Camier options
Septum purge Wacuum compensation: E
Purge flow: 50 mbL'min Carrier gas saver; E
Constant septum purge: [ Gas sawver flow: EGE mbL/min
Stop purge for: 1.50 min Gas saver ime:; EEZ min
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Trace 1310 Kaasukromatografin parametrit metodissa Steroids.tr2.meth
EI Steroids.tr2.meth
m"@m&m
COwen S/5L front) Run Table
350
300
250
200
150
100
50
i
o 1 2 3 4 5 B T B 9 11012 13 14 15 16
Ramps EE:I ¥ | Ophs
# Rate Tempersture  Hold Time [ Mazx. temperature: 3500 °C Oven on: ]
s 2 5
- bR - <) . i Prep-run timeout: 10.00 min
150.0 [100
o S b Equilibration time: 0.50 min
1 250 260.0 |0.00 _
2 20 230.0 (.00 Ready delay: 0.00 min
3 30 3100 {1.00
Kuva 1. IRMS-systeemin kaasukromatografin uunin lampétilaohjelma.
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Delta V Plus IRMS -massa-analysaattorin parametrit metodissa Steroids.met

Experiment Conbinuous flow
Configuration Trace 1300 + RSH
Comment i
Gasconfiguratian o2 v]
Acquisition Scipt Anquisition is! 0
Interference Correction [
lzatope k5
Integration Time [mz] [ 0,200 ] hd
Peak Center
Delay Settings Cup Selection
Pre center delay [3] 15 Fre Analysis Cup 3 i
Pozt center delay [2] 15
Reference Device for Peak Center
[ Use Scripts
Reference Part Reference Automatic -
Auto Dilution

<oz -
Diynamic [zmartEd& only)

Reference Intenzity [mY] 200000

@ Fixed Sample Diution [2]  0.00

Kuva 1. Yleisia tietoja Delta V Plus-komponentista.



l Inatrument_j Time Events Compound Mames I E valuationzC0 2 i FPe.

= &8 |5 X [E

Reference Backflush

Automatic

(= Time [g]

He Valve cnly

‘ @

10 i

¢ © ¢ ¢ ©
¢ € ¢ € ¢ @

210

980

950

¢ © © ©

1010

® © @ ©

Kuva 2. Massa-analysaattorin metodin aika-ohjelma.

Liite 5
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= = = ¢

o Compound Name (5 Ret[s] fad Wind [5] £if Min Heightimy]
b rstd 4330 10.0 50.0
2 EbDial 521.0 10.0 £0.0
3 Ealiol 5380 10.0 50.0
4 Testo 5370 10.0 50.0
5 FD B615.0 o0 50.0
& Etio 5180 10:0 ED.0
7 And 5240 10.0 50.0
] 110HA 86420 10.0 50.0
B cholestane 829.0 0.0 500
10

Kuva 3. Detektoitavien yhdisteiden nimet ja tunnistusparametrit (retentioajat voivat olla muuttu-

neet).
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Ewvaluation Type:

c02,55H - =]

Ref Mr: | Ref. Time: | Ref. Mame: |d13CM2G6 v d 18OV180 | vs.

1 280.00 CO2YML = | -20.770 VPDE | 0.000
0.000

Kuva 4. Kalibrointikaasun (hiilidioksidin) tiedot.

| lnstrument_l Time Exvents I.:Eompaund-Names.I_Evaluatim@EDE| Peak Detection@C02 |.F'rir-1tu3ut@EI32-|

Peak Detection; Background Detection; Detection on Mass: 44 Spike Fiter: [
Dietection Paramster Background Parameter
Start Slope [mvis] 0.2 Background Type [Wﬂ dividual BGD i
End Slope [mvis] 04 History [s] i
g
Peak Resolution {%] 5 _
' ' Calculation Option Component List

IMax Peak VWidth [s] 40 Ampere Caiu_:u‘ﬂﬁun Oifzet [z] o
Timeshift

Perform Timeshift (Limit 1 Data Point) Extended Timeshit [  MaxTimeshiftfsec] |05

Square Pulzse Recognition /! Timeshift Su;rpresé'..im

Enahie Factor 0.55 r&rea / Pk Width / Pk Height
Post Evaluation Fiter Parameter
Peak Min Height Fitter [mv] 100 Max Peak Width Fiter [s] 0

Kuva 5. Piikkien havaitsemiseen liittyvat parametrit.



ISQ-kvadrupolimassaspektrometrin parametrit metodissa Steroids.meth

Instrument Method; Steroids.meth

[ - -
| I8Q Series Method

Method type:

Acguisition - General

M3 transfer line temperature: 290 °cC
| Ton source temperature: 230 °C

Use acquisition threshold: No

Ionization mode: EI

Run completion:
Segment £1:
| Start time:

Stop after 13 min

4.5 min
Filament/multiplier/dynode on: Yes
Chromatography filter on: Yes
Chrom. filter peak width time: 1 sec
Use tune file emission current: Yes
Use last tuned detector gain: Yes
Use tune file electron energy: Yes
Calibration gas: Off
Scan #1
Tune file: ({Last Saved)
Ion polarity: Positive
Data type: Centroid
Start mass: 40 amu
End mass: 600 amu
Scan time: 0.2 sec
NOTICE: 1If this method uses a linked external file in timed mode or is used

for an AutoSIM acquisition run, please see the scan header report in the raw
file for scan event source information.

Kuva 1. I1SQ-kvadrupolimassan metodin parametreja.

El lon Source Type El
Polarity Positive
Electron Lens Voltage 15V
Electron Energy 70 eV
Emission Current 35 uA
lon Guide Frequency 1682.9
Q1 Frequency 1087.0
Multiplier Voltage 12499V
Detector Gain 38x1045
MS Transfer Line 289.9°C
Filament Selection 1

lon Source Temperature 230.0 °C

Kuva 2. Lisaa tietoja ISQ-kvadrupolimassadetektorista.

Liite 6
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Validointisarjat
Taulukko 1. Tietoja validointisarjoista 1/2.
Sarja |N§ytteet | Uutto (ml) | F1iuotus (pl) | F2 iuotus (pl) | F3 iuotus (pl) | F4 iuotus (pl) | F5 iuotus (pl) | F6 iuotus (pl)
Validointisarja 1. Sarjan sisdinen toistettavuus 1/2 ja sarjojen vilinen toistettavuus 1/5.
Mies0-1 15 220 40 115 40 1000 45
Mies0-2 15 220 40 115 40 1000 45
Mies0-3 15 220 40 115 40 1000 45
Mies0-4 15 220 40 115 40 1000 45
Mies0-5 15 220 40 115 40 1000 45
PosQC 10 235 60 195 65 1000+2000 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
Validointisarja 1 U
Mies0-1 15 240 30 70 30 1000 45
Mies0-2 15 240 30 70 30 1000 45
Mies0-3 15 240 30 70 30 1000 45
Mies0-4 15 240 30 70 30 1000 45
Mies0-5 15 240 30 70 30 1000 45
PosQC 10 240 120 125 55 2500 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
Validointisarja 2. Oikeellisuus 1/3 ja sarjojen vilinen toistettavuus 2/5.
MiesO 15 220 40 115 40 1000 45
PosQC 10 235 60 195 65 2000 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
USADA 34-2 20 pl 50 50 50 50 50 50
USADA 35-1 20 pl 50 50 50 50 50 50
IRMS Mix 1 50 pl - 50 - - 40 40
IRMS Mix 2 50 pl 40 - - - 40 -
Validointisarja 2 Uusinta
MiesO 15 240 30 70 30 1000 45
PosQC 10 240 120 125 55 2500 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
USADA 34-2 10pl - - - - 40 25
USADA 35-1 10ul - - 30 30 - 25
IRMS Mix 1 50ul - 80 - - 50 25
IRMS Mix 2 50ul 80 - 35 35 - -
Validointisarja 3. Sarjan sisdinen toistettavuus 2/2 ja sarjojen vilinen toistettavuus 3/5.
MiesO 15 240 30 70 30 1000 45
PosQC_1 10 240 120 125 55 2500 20
PosQC_2 10 240 120 125 55 2500 20
PosQC_3 10 240 120 125 55 2500 20
PosQC_4 10 240 120 125 55 2500 20
PosQC_5 10 240 120 125 55 2500 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
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Taulukko 2. Tietoja validointisarjoista 2/2.
Sarja |Néiytteet | Uutto (ml) | F1iuotus (pl) | F2 iuotus (pl) | F3 iuotus (pl) | F4 iuotus (ul) | F5 iuotus (ul) | F6 iuotus (pl)
Validointisarja 4. Spesifisyys/menetelmén toimivuus 1/9 ja sarjojen vilinen toistettavuus 4/5.
MiesO 15 240 30 70 30 1000 45
PosQC 10 240 120 125 55 2500 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
M14 11 75 21 88 20 1515 51
M15 20 37 20 31 20 480 20
M16 20 70 20 51 20 1600 80
M17 20 43 26 71 23 2060 86
M18 20 87 20 23 20 870 20
Validointisarja 5. Spesifisyys/menetelman toimivuus 2/9 ja sarjojen vilinen toistettavuus 5/5.
MiesO 15 15 240 30 70 30 1000
PosQC 10 10 240 120 125 55 2500
RBL 10 10 20 20 20 20 20
UN1 20 129 20 20 20 650 23
UN2 20 2550 20 26 43 3350 20
UMl 20 1400 20 30 37 1950 43
UM?2 20 280 20 24 20 670 20
UM3 10 1650 20 41 28 1750 36
Validointisarja 6. Spesifisyys/menetelmin toimivuus 3/9.
MiesO 15 240 30 70 30 1000 45
PosQc 10 240 120 125 55 2500 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
UM4 20 41 20 20 20 103 20
UM5 20 1400 20 35 34 2150 30
UM6 20 505 20 34 20 1100 27
um7 20 1120 20 20 20 290 20
UM8 20 925 20 21 29 1100 28
Validointisarja 7. Spesifisyys/menetelman toimivuus 4/9.
MiesO 15 240 30 70 30 1000 45
PosQc 10 240 120 125 55 2500 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
UM9 20 460 20 25 20 380 20
UM10 20 460 30 20 20 870 20
UM11 20 150 20 35 20 750 30
UM12 20 310 20 20 20 340 20
UumM13 20 225 20 20 20 105 20
Validointisarja 8. Oikeellisuus 2/3 ja spesifisyys/menetelmén toimivuus 5/9.
MiesO 15 240 30 70 30 1000 45
PosQc 10 240 120 125 55 2500 20
RBL 10 20 20 20 20 20 20
MO02g 20 1000 20 35 20 920 20
M25e 20 340 20 25 20 740 20
UN3 20 980 20 75 20 2500 50
UN4 20 950 20 20 20 1400 40
UNS5 20 370 20 50 20 2700 80




