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Sammendrag

Sentralstimulerende midler brukes både som illegale rusmidler og til medisinsk bruk. Kon-
sentrasjonsbestemmelse i serum utføres for å avdekke misbruk eller som kontroll i for-
bindelse med terapeutisk legemiddelmonitorering.

I denne oppgaven ble det utviklet og validert en ny kvantitativ analysemetode ved bruk
av Ultra High Performance Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry (UHPLC-
MS/MS) for de fem sentralstimulerende midlene amfetamin, metamfetamin, 4-metylendioksy-
metamfetamin (MDMA), 3,4-metylendioksyamfetamin (MDA) og ritalinsyre i serum. Prøve-
opparbeidelsen ble delvis automatisert med Hamilton Star pipetteringsrobot med protein-
felling og 96-brønns Ostro fosfolipidfjerningsplater. Prøvevolumet var 100 µl, og acetonitril
med 1 % maursyre ble benyttet som fellingsreagens. Kolonnen som ble brukt var Acquity
BEH C18-kolonne (2,1 x 50 mm, 1,7 µm, Waters) med mobilfasegradient bestående av 5
mM ammoniumformat (pH 10,1) og acetonitril. Injeksjonsvolumet var 2 µl og analyse-
tiden var 3,2 minutter. Positiv elektrosprayionisering (ESI+) ble brukt i MS/MS, med to
Multiple Reaction Monitoring (MRM)-overganger for hver analytt; et kvantifiseringsion og
et kvalifiseringsion. 13C-merkede intern-standarder ble benyttet for alle analyttene bortsett
fra for ritalinsyre, hvor den deutererte intern-standarden ritalinsyre-d4 ble benyttet.

Minste kvantifiserbare konsentrasjon for samtlige analytter lå mellom 25-200 nM, med
deteksjonsgrenser lik 2,5-20 nM. Vektede kvadratiske kurver (1/x) innen analyttenes måle-
område hadde R2-verdier ≥ 0,999 for alle analyttene. Relativt standardavvik (RSD) innen
en serie lå mellom 0,6-2,4 %. Mellom serier lå RSD fra 1,2 til 3,1 %, med avvik fra teo-
retisk verdi < 10 %. Ekstraksjonsutbytte var 77-88 %, og matrikseffekter korrigert med
intern-standard var mellom 90 og 108 %. For areal av metamfetamin var overdraget etter
en standard dobbelt så konsentrert som høyeste standard lik 20 % av laveste standard.
Overdrag for de øvrige analyttene var < 11 %. Validering forøvrig viste tilfredsstillende re-
sultat for variasjon i intern-standarder, ioneratio, retensjonstid, holdbarhet i opparbeidede
kvalitetskontroller ved 4-10 ◦C og spesifisitet.

Analysemetoden skal implementeres i rutinedrift ved Avdeling for klinisk farmakologi
(AKF) ved St. Olavs hospital. Metoden skal erstatte to eksisterende metoder og vil spare
tid, arbeidskraft, løsemidler og prøvevolum.



Abstract

Central nervous system stimulants are used as both illicit and medicinal drugs. Quantifi-
cation in serum is carried out to determine drug abuse or as a control in therapeutic drug
monitoring.

In this thesis, a new quantitative method for analysis of the five central nervous sys-
tem stimulants amphetamine, methamphetamine, 3,4-methylenedioxymethamphetamine
(MDMA), 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA) and ritalinic acid using Ultra High
Performance Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry (UHPLC-MS/MS) was
developed and validated. The sample preparation was partially automated using Hamilton
Star pipetting robot with protein precipitation and Ostro 96-wells phospholipid removal
plates. The sample volume was 100 µL, and acetonitrile with 1 % formic acid was used as
precipitation agent. The column used was Acquity BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 µm, Waters)
with
mobile phase gradient consisting of 5 mM ammonium formate (pH 10,1) and acetonitrile.
The injection volume was 2 µL and the run-time was 3.2 minutes. MS/MS detection was
performed with positive Electrospray Ionization (ESI+) and two Multiple Reaction
Monitoring (MRM) transitions for each analyte; a quantifier ion and a qualifier ion. 13C-
labeled internal standards were used for all analytes except ritalinic acid, where the deu-
terated internal standard ritalinic acid-d4 was used.

Limit of quantification was in the range of 25-200 nM for all analytes, with limit of detection
between 2,5-20 nM. Weighted quadratic curves (1/x) in the analytes range obtained R2-
values ≥ 0,999 for all analytes. The between-assay relative standard deviations (RSD)
were in the range of 1.2-3.1 %, with a deviation of < 10 % from the theoretical value. The
within-assay RSD were in the range of 0.6-2.4 %. The recovery was 77-88 %, and matrix
effects ranged from 90 to 108 %, corrected with internal standard. The carry over for the
area of methamphetamine after a standard with twice the concentration of the highest
standard for calibration was 20 % of the lowest standard. For all other analytes the carry
over was < 11 %. Validation showed satisfying results for variation of internal standards,
ion ratios, retention times, stability of extracted samples at 4-10 ◦C and specificity.

The method is to be implemented in routine analysis at the Department of Clinical Phar-
macology at St. Olav’s Hospital. The method is to replace two existing methods and will
save time, manual labour, reduce use of solvent and sample volume.
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Forkortelser

0-serum Serum fritt for analyttene
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1. INTRODUKSJON

1 Introduksjon

Før midten av 1990-tallet ble gasskromatografi-massespektrometri (GC-MS) mye brukt
i legemiddel- og rusmiddelanalyser. I GC bør analyttene være termostabile og flyktige.
Legemidler og rusmidler er vanligvis ikke flyktige, og må derivatiseres for å kunne analyse-
res med GC. Utviklingen av ioniseringsteknikken elektrospray på 1980-tallet muliggjorde
koblingen mellom væskekromatografi (LC) og MS, hvor væskestrømmen med høyt trykk i
LC overføres til gassfase og vakuum i MS[1]. Dette forenklet prøveopparbeidelsen ettersom
derivatisering ikke ble nødvending. Etter dette har bruken av LC-MS hatt en sterk vekst
innen legemiddel- og rusmiddelanalyser, og er den mest brukte teknikken i dag[2]. I tillegg
gir bruk av tandem MS høy selektivitet og sensitivitet[3] ved analyser i biologiske matrikser
som blod, urin og spytt.

Sentralstimulerende midler brukes både som illegale rusmidler og til medisinsk bruk. Disse
stoffene øker selvfølelsen, hever humøret, gir nedsatt matlyst, øker konsentrasjonsevnen og
gir kritikkløshet[4, 5]. Metylfenidat og amfetamin, samt stoffer som er kjemisk beslektet,
er de eneste av de sentralstimulerende stoffene som er godkjente som legemidler i Norge[4].
Disse stoffene brukes for å behandle ADHD og narkolepsi[5], men er underlagt strenge
bestemmelser[4], ettersom det er stor fare for misbruk og avhengighet. Metylfenidat er det
foretrukne legemiddelet til behandling av ADHD, men amfetamin kan også bli foreskrevet
dersom metylfenidat gir problemer med bivirkninger eller ikke har tilstrekkelig effekt[6].
Eksempler på illegale rusmidler som er sentralstimulerende er ecstasy og metamfetamin[7].

Analysene som utføres ved Avdeling for klinisk farmakologi (AKF) ved St. Olavs hospi-
tal for sentralstimulerende stoffer i serum, gjennomføres enten for å avdekke misbruk av
rusmidler eller for å undersøke om konsentrasjonen av de spesifikke legemidlene ligger in-
nenfor bestemte referanseområder. Dette er kjent som terapeutisk legemiddelmonitorering
(TDM).

I min prosjektoppgave Kvantifisering av amfetaminer, ecstasy-stoffer og ritalinsyre i se-
rum – bruk av pipetteringsrobot og UHPLC-MS/MS [8] ble det utviklet en ny kvantitativ
analysemetode for amfetamin, metamfetamin, 3,4-metylendioksymetamfetamin (MDMA),
3,4-metylendioksyamfetamin (MDA) og ritalinsyre i serum. I denne masteroppgaven ble
metoden optimalisert ytterligere, før en valideringsplan (vedlegg A.3) ble skrevet og god-
kjent, og validering av analysemetoden ble gjennomført.

I dag analyseres disse analyttene ved AKF ved bruk av to ulike analysemetoder. Det ble i

1



1. INTRODUKSJON

fjor analysert til sammen 1500 prøver. Prøveopparbeidelsene for de eksisterende metodene
er manuelle og det benyttes fastfase-ekstraksjon (SPE) og væske-væske-ekstraksjon (LLE).
Dagens metoder for prøveopparbeidelse for disse stoffene er arbeidskrevende, med mange
manuelle pipetteringstrinn. Dette øker risikoen for menneskelige feil og belaster armer og
skuldrer. Automatisering av prøveopparbeidelsen ved bruk av Hamilton pipetteringsrobot
vil gjøre metoden mindre arbeidskrevende og mindre utsatt for menneskelige feil.

I dagens metode med LLE brukes det organiske løsemiddelet diklormetan (DCM). Dette
stoffet mistenkes å være kreftfremkallende[9]. Det er derfor ønskelig å erstatte prøveopp-
arbeidelsen med en metode som ikke bruker DCM, slik at metoden blir mindre skadelig
for de som jobber med den. Dette er i samsvar med substitusjonsplikten gitt av Miljø-
direktoratet som sier at dersom «virksomheten bruker et produkt som inneholder kjemiske
stoffer som kan medføre helseskade eller miljøforstyrrelse, skal den vurdere om det finnes
alternativ som medfører mindre risiko for slik virkning»[Miljødirektoratet, 2015, [10]].

De eksisterende metodene krever relativt store prøvevolum (0,5-1 ml). Dersom en pasient-
prøve skal analyseres med flere ulike analysemetoder, kan det være et problem å få nok
prøvevolum til alle analysene. Det er derfor en fordel at den nye metoden bruker mindre
prøvevolum. Dette gjør også at det kreves mindre løsemiddel i opparbeidelsen, og dette er
positivt ut i fra et HMS-perspektiv. I de eksisterende metodene benyttes sju kalibrerings-
nivåer til kalibreringskurvene. Antall kalibreringsnivåer er redusert i den nye metoden.

I dagens metoder benyttes LC-MS til analyse av amfetaminene og ritalinsyre. Ved å ta i
bruk UHPLC-MS/MS i den nye metoden, kan en enklere prøveopparbeidelse gjennomføres,
på grunn av høyere selektivitet og sensitivitet. Nye 13C-merkede intern-standarder for alle
analyttene bortsett fra ritalinsyre, ble undersøkt. For ritalinsyre ble en deuterium-merket
intern-standard med færre 2H enn i eksisterende metode undersøkt. Enklere prøveopp-
arbeidelse gjør at prøven inneholder flere matrikskomponenter, og analysen er derfor mer
utsatt for matrikseffekter. De stabile isotopmerkede intern-standardene har som oppgave
å korrigere for blant annet matrikseffekter.

Utvikling av nye analysemetoder krever at metoden valideres. Dette er viktig for å verifi-
sere og dokumentere at analysemetoden egner seg til sitt formål[11]. Validering innebærer
blant annet å undersøke metodens nøyaktighet, deteksjonsgrenser, presisjon, selektivitet,
sensitivitet og usikkerhet[11].
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1. INTRODUKSJON

1.1 Målene med oppgaven

• Utvikle en ny sensitiv og selektiv analysemetode for amfetamin, metamfetamin,
MDA, MDMA og ritalinsyre i serum ved bruk av UHPLC-MS/MS.

• Effektivisere rutinedriften ved å slå sammen to eksisterende metoder til én.

• Effektivisere prøveopparbeidelsen ved å benytte enkel, rask og delvis automatisert
prøveopparbeidelse med proteinfelling og fosfolipidfjerningsplater.

• Benytte ny deuterert intern-standard for ritalinsyre og nye 13C-merkede intern-standarder
for de øvrige analyttene.

• Utvikle en enkel og robust metode som kan håndtere et stort antall prøver i rutine-
drift.

• Redusere prøvevolum, analysetid, antall kalibreringsnivåer og bruken av løsemidler.
Erstatte den kreftfremkallende forbindelsen diklormetan fra opparbeidelsen jamfør
substitusjonsplikten fra Miljødirektoratet[10].

• Utføre validering av metoden for å undersøke om metoden ligger innenfor aksept-
kriteriene for de ulike valideringsparametrene.
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2. TEORI

2 Teori

2.1 Legemiddel- og rusmiddelanalyser

Terapeutisk legemiddelmonitorering (TDM) kan brukes ved behandling med legemidler
som har et smalt terapeutisk vindu. Det terapeutiske vinduet er et definert referanseområde
som anslår hvor høy konsentrasjon pasienten bør ha i kroppen for at legemiddelet skal
ha terapeutisk effekt og virke optimalt. Konsentrasjoner over referanseområdet kan være
toksiske. Analyse av blodprøver fra pasienter under behandling viser hvilken konsentrasjon
pasienten har i kroppen, og dermed om dosen bør endres[12].

Urinprøver er foretrukket for å avdekke misbruk av rusmidler, da rusmidler i urin har et
større tidsvindu de er detekterbare i sammenlignet med blod. I blod metaboliseres forbin-
delsene raskt, mens i urin kan forbindelsene detekteres flere dager etter inntak[13]. I tillegg
er det mindre krevende å innhente urinprøver enn blodprøver. Til blodprøvetaking kreves
det autorisert personell, mens urinprøver skal tas under oppsyn. I noen tilfeller hvor det
ikke mulig å ta urinprøver kan blodprøver brukes til å avdekke misbruk av illegale rusmidler
eller legemidler[14].

2.2 Analyttene

Analyttene som inngår i den nye kvantitative analysemetoden er de fem sentralstimule-
rende stoffene amfetamin, metamfetamin, MDMA, MDA og ritalinsyre. Deres kjemiske
molekylstrukturer, måleområde, molekylvekt og pKa er presentert i tabell 2.1. Ved bruk av
amfetamin og ritalinsyre som legemidler er referanseområdene henholdsvis 250-1100 nM,
og 1000-4000 nM.
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Tabell 2.1: Molekylstrukturer, molekylvekt, måleområde og pKa-verdier for amfetamin,
metamfetamin, MDMA, MDA og ritalinsyre

Alle stoffene i denne oppgaven er aromatiske og har en amingruppe. De har likheter i
oppbygning, men den største forskjellen er at ritalinsyre har en syregruppe. Amfetamin er
metabolitten til metamfetamin. Derfor kan påvisning av amfetamin i blodprøver skyldes
både inntak av metamfetamin som er blitt metabolisert, og direkte bruk av amfetamin.
Metamfetamin blir ikke benyttet til medisinsk bruk, og påvisning av dette stoffet vil derfor
bety inntak fra en illegal kilde.
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MDA er metabolitten til MDMA. MDMA er det mest kjente virkestoffet i ecstasy[15],
men ecstasy kan inneholde både MDMA og MDA. Analyser av disse stoffene gjennomføres
derfor for å avdekke illegalt bruk av ecstasy.

Metylfenidat metaboliseres til den inaktive metabolitten ritalinsyre. Metylfenidat brukes
som ADHD-medisin[4], og maksimal plasmakonsentrasjon oppnås etter 1-2 timer. Meta-
bolitten ritalinsyre har dobbelt så lang halveringstid som metylfenidat[16]. Metylfenidat
er lite holdbar i plasma[17] og serum[18], og ritalinsyre er derfor bedre egnet til analyser i
blodprøver. Ritalinsyre skiller seg kjemisk fra de andre analyttene ved at den er amfotær,
og kan reagere som syre og base[19]. Både amfetamin og metylfenidat brukes som legemid-
ler til behandling av ADHD, men stoffene er også aktuelle i misbrukssaker. På grunn av
dette ble disse analyttene samlet i en felles analysemetode.
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2. TEORI

2.3 Prøveopparbeidelse

Prøveopparbeidelse er viktig når blod- og serumprøver skal analyseres. Blod har en kom-
pleks sammensetning, og må derfor prepareres før prøvene kan injiseres på analysekolonnen.
Både blod og serum inneholder matrikskomponenter som kan tette kolonnene, interferere
i kromatogrammene eller undertrykke/forsterke analyttsignalet[20].

Matrikskomponenter som elueres samtidig med analyttene kan påvirke ionisering av ana-
lyttene i ionekilden. Da blir signalet delvis undertrykt eller forsterket, og den kvantitative
bestemmelsen kan bli unøyaktig. Dette er kjent som ioneundertrykkelse eller ioneforsterk-
ning. Matrikskomponenter i prøvene bør derfor reduseres under prøveopparbeidelse. Fos-
folipider er de viktigste fettstoffene i cellemembranen[21] og finnes dermed i serum. Disse
er kjent for å gi ioneundertrykkelse og ioneforsterking. [20]

Væske-væske-ekstraksjon (LLE) og fastfase-ekstraksjon (SPE) er blitt mye brukt ved prøveopp-
arbeidelse av biologiske prøver[22]. Disse teknikkene gir som regel prøveekstrakt med få
interfererende forbindelser. Ved bruk av enklere prøveopparbeidelsesteknikker vil flere ma-
trikskomponenter forbli i prøvene. Utviklingen av mer sensitive og selektive instrumenter,
som tandem massespektrometer, har gjort at enklere prøveopparbeidelse kan gjennomfø-
res. Proteinfelling i kombinasjon med fosfolipidfjerningsplater er en enkel teknikk som er
godt egnet til automatisering med pipetteringsrobot.

2.3.1 Fastfaseekstraksjon - SPE (Solid Phase Extraction)

SPE utnytter prinsippet om at analytten adsorberes på et fast materiale, mens de uønskede
forbindelsene vaskes bort, som vist i figur 2.1. Analyttene elueres ved å tilsette en eluent
som bryter interaksjonen til stasjonærfasen. Analyttene vil ende opp i eluenten. I eluenten
vil mange av matrikskomponentene være fjernet[20].
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Figur 2.1: Prinsippet for fastfaseekstraksjon[23]

I AKF sin eksisterende metode for ritalinsyre brukes SPE i mixed mode med en sterk ka-
tionbytter. I mixed mode benyttes både prinsippet om ionebytte- og reversfase-ekstraksjon.
Det finnes flere publiserte artikler som også bruker SPE til prøveopparbeidelse av amfeta-
minene. M. K. Bjørk et al. [24] har utviklet en kvantitativ analysemetode for 31 legemidler
og illegale rusmidler i blod. I denne metoden inngår amfetamin, metamfetamin, MDMA og
MDA, og SPE med sterk kationbytter i mixed mode blir brukt under prøveopparbeidelsen.

2.3.2 Væske-væske-ekstraksjon - LLE (Liquid Liquid Extraction)

Ved LLE er målet å ekstrahere analyttene over fra en vandig løsning til et organisk ekstrak-
sjonsmiddel. Urin, blod og serum er alle vandige løsninger. Prinsippet er at de uønskede
matrikskomponentene skal forbli i vannfasen, mens analyttene overføres til den organiske
fasen[20], som vist i figur 2.2.
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Figur 2.2: Prinsippet for væske-væske-ekstraksjon[20]

I dagens rutinemetode ved AKF brukes LLE ved prøveopparbeidelse av amfetamin, meta-
mfetamin, MDMA og MDA. Diklormetan og 2-propanol (90+10) brukes som ekstraksjons-
middel. Også Fernández et al.[25] har brukt LLE ved prøveopparbeidelse av amfetamin,
metamfetamin, MDMA og MDA i plasma. Etylacetat ble brukt som ekstraksjonsmiddel.

2.3.3 Proteinfelling og fosfolipidfjerningsplater

Under prøveopparbeidelse med proteinfelling tilsettes et fellingsreagens, ofte acetonitril,
med tre eller fire ganger større volum enn prøven. Proteinene denatureres og felles ut[20].
Da kan proteinene separeres fra løsningen med enten sentrifugering eller filtrering. Med
optimal proteinfelling fjernes tilnærmet 100 % av plasmaproteinene, men mange andre
matrikskomponenter forblir i løsningen. Fosfolipider er forbindelser som ikke vil bli fjernet
med kun felling og sentrifugering[20]. For å fjerne fosfolipidene kan det brukes 96-brønns
fosfolipidfjerningsplater.

Prøvene og fellingsreagenset blir tilsatt brønnene, og proteinene felles ut på oversiden av
filteret. Løsningen suges eller presses så gjennom filteret, enten med vakuum eller positivt
trykk. De denaturerte proteinene legger seg på oversiden av pakningsmaterialet, mens
fosfolipidene binder seg til det. Analyttene og fellingsreagenset passerer gjennom, som vist
i figur 2.3. Filtratene samles opp i oppsamlingsplater som settes under filterplaten. Bruk
av 96-brønnsplater er enkelt å automatisere og implementere på roboter.
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Figur 2.3: Prinsippet i fosfolipidfjerningsplater [26].

I denne oppgaven benyttes proteinfelling og fosfolipidfjerningsplater til prøveopparbeidel-
sen. Det finnes flere publiserte artikler som også har benyttet denne type prøveopparbeidel-
se av de samme analyttene som inngår i metoden i denne oppgaven. M. Sergi et al. [27] har
beskrevet analyser av analytter fra ulike kjemiske klasser hvor amfetamin, metamfetamin
og MDMA inngikk i metoden. Her ble det brukt proteinfelling og polytetrafluoretylen-filter.
M. Nilsen[28] har som i denne oppgaven benyttet proteinfelling og fosfolipidfjerningsplater
ved prøveopparbeidelse av amfetaminer i blod.

10



2. TEORI

2.4 Kromatografi

Væskekromatografi (LC) er den mest brukte analyseteknikken for bestemmelse av rusmidler
og legemidler i biologiske prøver. Det benyttes også gasskromatografi (GC) og immunoas-
says.

I gasskromatografi separeres forbindelser etter kokepunkt. Det er nødvendig at analyttene
er flyktige og kan gå over i gassfase, samt er termisk stabile. Forbindelser med svært høye
kokepunkt må derfor derivatiseres for å kunne analyseres med GC. Da blir forbindelsen kje-
misk endret til en ny forbindelse med lavere kokepunkt som kan injiseres i GC. Legemidler
er som regel polare og ikke flyktige. Fordelen med væskekromatografi er at analyttene ikke
trenger å være flyktige, og trenger derfor heller ikke å derivatiseres. I tillegg er biologiske
forbindelser ofte ikke termisk stabile og vil dekomponere under oppvarming. De er derfor
ikke egnet til analyser med GC.

2.4.1 Væskekromatografi

I væskekromatografi trykkes mobilfasen gjennom en kolonne med et pakningsmateriale som
retarderer analyttene. Analyttene injiseres i mobilfasen rett før kolonnen, og utgangen av
kolonnen er koblet til en detektor. Ulike separasjonsprinsipper kan brukes i kolonnen, for
eksempel normalfase- eller omvendtfase-kromatografi[20]. I denne oppgaven blir det brukt
omvendtfase-kromatografi, der mobilfasen mer polar enn stasjonærfasen. For normalfase-
kromatografi er det motsatt.

2.4.2 Kolonner

Kolonnene i væskekromatografi har forskjellige pakningsmaterialer, som gir ulik selektivitet
til ulike analytter. Mest vanlig i omvendtfase-kromatografi er kolonner med hydrokarbon-
kjeder (ofte C18) bundet til silika[29]. Dette er upolare kolonner som retarderer upolare
stoffer mest på grunn av hydrofobe interaksjoner. De er mekanisk sterke, men har et be-
grenset pH-område de egner seg i. Disse kolonne fungerer som regel best når pH er mellom
2 og 8. Med pH < 2 vil pakningsmaterialet hydrolyseres. Med pH > 8 vil hydroksidioner
angripe og løse silikaen[30], noe som fører til haledannelse. Dette påvirker nøyaktigheten
og presisjonen av kvantifiseringen. Disse angrepene motstår kolonnen i større grad dersom
den er bundet til trifunksjonelle eller sterisk hindret monofunksjonelle silaner[31].
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I Waters BEH TechnologyT M består kolonnene av silikapartikler som er etylen-bro-hybridiserte
[31]. I BEH C18-kolonnen er C18-kjeden bundet med trifunksjonelle bindinger til den modi-
fiserte silikapartikkelen. Denne kolonnen kan operere under ekstreme forhold, og allikevel
gi lang levetid og høy effektivitet. Kjemisk modifisering av silikapartikler gir økt kjemisk
stabilitet, og partiklene er stabile i pH-området 1-12[31]. Denne kolonnen er derfor godt
egnet til bruk av basiske mobilfaser. BEH C18-kolonnen brukes i denne oppgaven.

Forkolonner brukes som beskyttelse for å forlenge levetiden til den analytiske kolonnen.
De er pakket med det samme materialet og har samme indre diameter, men er kortere enn
analytiske kolonner (2-5 mm). Forkolonnene skal fjerne partikulære og kjemiske urenheter
[32] uten å endre ytelsen til kolonnen. Fordelen er at forkolonnene enkelt kan skiftes ut når
ytelsen blir lavere.

2.4.3 Ultra High Performance Liquid Chromatogrphy (UHPLC)

I High Performance Liquid Chromatography (HPLC) pumpes mobilfasen gjennom kolon-
nen med et trykk opp til 400 bar. Partiklene i kolonnen er som regel mellom 3 og 5 µm.
I Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) er partiklene i kolonnen < 2
µm. Mottrykket i UHPLC-kolonner blir mye høyere sammenlignet med kolonnene i HPLC.
Disse kolonnene må være laget for å tåle trykk opp til 1500 bar og ha pumper som tåler å
jobbe med dette mottrykket.

På grunn av mindre partikler og dermed lavere platehøyde i kolonnen i UHPLC kan lengden
på kolonnen reduseres, uten at det går ut over effektiviteten. Effektiviteten måles i platetall
(N), og er avhengig av lengden til kolonnen (L) og partikkeldiameteren (dp) gjennom ligning
2.1

N ∝ L

dp

(2.1)

Ved bruk av kortere kolonner kan analysetiden forkortes. I tillegg vil forbruket av mobilfase
reduseres. Injeksjonsvolumene i UHPLC er som regel redusert i forhold til HPLC. De
kromatografiske toppene blir smalere i UHPLC enn i HPLC, og dette gir bedre separasjon
og høyere sensitivitet[33]. Deteksjonsgrensene blir dermed lavere[14].
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2.4.4 Mobilfaser

Valg av mobilfase påvirker retensjonen til analyttene. Analyttenes interaksjoner med ko-
lonnen endres dersom pH i mobilfasen endres. For ioniserbare analytter vil pH-endringer
ha stor innvirkning på selektiviteten. Forbindelser befinner seg i nøytral eller ionisert form
avhengig av pH i forhold til pKa. I omvendtfase-kromatografi vil analytter i ionisert form
retarderes mindre enn analytter i nøytral form[30].

Polariteten til mobilfasen vil også påvirke interaksjonen mellom analytt og pakningsma-
terial. I gradientprogrammer for omvendtfase-kromatografi er det vanlig å bruke enten
metanol eller acetonitril som organisk fase. Disse har forskjellige elueringsstyrker, hvor
acetonitril er den sterkeste. I tillegg er selektiviteten forskjellig[34]. Alle disse faktorene
påvirker retensjonstiden til analyttene.
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2.5 Massespektrometer

Detektorer som ofte er koblet til LC er massespektrometre eller UV-detektorer. Fordelene
med å bruke massespektrometri (MS) i forhold til UV er at spesifisiteten er bedre og sen-
sitiviteten er 10[35] til 100[36] ganger høyere. LC-MS ble ikke kommersielt tilgjengelig før
midten av 1990-tallet på grunn av utfordringene med overføringen mellom væskestrøm med
høyt trykk i LC til gassfase og vakuum i MS[1]. Den høye sensitiviteten og spesifisiteten
har gjort LC-MS til dagens mest brukte analyseteknikk innen legemiddel- og rusmiddel-
analyser.

I et massespektrometer separeres og detekteres forbindelser på bakgrunn av deres forhold
mellom masse og ladning (m/z). Massespektrometeret består av tre hovedkomponenter:
ionekilde, masseanalysator og detektor. I ionekilden ioniseres komponentene, i masseanaly-
satoren separeres ionene på bakgrunn av masse-ladningsforhold og i detektoren blir ionene
detektert og oversatt til elektriske signaler.

2.5.1 Elektrosprayionisering

I ionekilden ioniseres analyttene og overføres til gassfase[20]. Det finnes flere ioniserings-
teknikker, men i LC-MS er det mest vanlig å bruke elektrospray (ESI) eller atmosfærisk
trykk kjemisk ionisering (APCI)[29].

ESI brukes i hovedsak til forbindelser som inneholder polare funksjonelle grupper[29]. Elekt-
rospray produseres ved påføre et elektrisk felt til væske som passerer gjennom et kapillær.
Ved utgangen av kapillæret blandes væsken med en spray-gass, og danner en aerosol. Dette
er en fin spray av små, ladede dråper. Ved hjelp av en tørkegass og forhøyede temperaturer
blir disse dråpene mindre og mindre, ettersom løsemiddelet fordamper[37]. Når de frastø-
tende kreftene inne i dråpene overgår overflatespenningen, eksploderer dråpene til mindre
dråper. Dette skjer om og om igjen, helt til ionene går over i gassform[29], slik figur 2.4
viser.
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Figur 2.4: Mekanisme for å overføre ioner til gassfase ved bruk av elektrospray[37]

Ionene får enten positive eller negative ladninger, avhengig av hvilket modus instrumentet
settes i. I kapillæret dannes dråper med valgt ladning, og motsatt ladning utlades. I positivt
modus overføres et proton eller et annet kation til analytten, og ved protonoverføring får
ionet som dannes en masse som betegnes [M+H]+. I negativt modus gir analytten fra seg
et proton, og ionet som dannes får en masse som betegnes [M-H]−.

2.5.2 Masseanalysator

Det finnes flere ulike masseanalysatorer, hvor de mest vanlige i dag er kvadrupol, ionefelle
og time-of-flight (TOF). I denne oppgaven benyttes kvadrupoler. De består av fire paral-
lelle strømledende staver. Mellom disse er det en parvis spenning av et konstant bidrag
og et oscillerende bidrag med motsatt polaritet. Den spesifikke spenningen og frekven-
sen som settes på stavene gjør at ioner med et bestemt m/z-forhold passerer gjennom,
og kvadrupolen fungerer dermed som et massefilter. Både positive og negative ioner kan
transporteres i kvadrupolen, avhengig av innstillingene. Kvadrupoler kan benyttes både
som singel-kvadrupol og tandem-kvadrupol.

2.5.3 Tandem-kvadrupol

En tandem-kvadrupol består av to kvadrupoler med en kollisjonscelle i mellom. I den
første kvadrupolen velges ett karakteristisk m/z-forhold for analyttens molekylion, kalt
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moderion, som transporteres til kollisjonscellen. Det er derfor ikke ønskelig at moderionet
fragmenteres i ionekilden.

I kollisjonscellen fragmenteres moderionet til datterioner. Her utsettes moderionet for en
inert gass av argon eller nitrogen, som kolliderer med ionene slik at bindinger brytes, og
ionene fragmenteres. Dette er Collision-induced dissociation(CID). Datterionene selekte-
res i den neste kvadrupolen, og transporteres til detektoren. Detektoren oversetter ionene
til elektriske signaler som plottes som kromatogram, hvor signalet er proporsjonalt med
mengden ioner som er detektert. Figur 2.5 viser en oversikt over en tandem-kvadrupol.

Figur 2.5: Oppbygning av tandem-kvadrupol [38]

2.5.3.1 Innstillinger i MS

Singel-kvadrupoler kan opereres med ulike innstillinger. Skanning brukes til å analysere et
større m/z-område, for å undersøke fragmenteringen til en analytt. I selektiv ionemonito-
rering (SIM) slippes kun ioner med utvalgte m/z-forhold gjennom kvadrupolen. SIM blir
som regel brukt til kvantifisering i singel-kvadrupoler, hvor moderion og fragmenter blir
detektert.

I tandem-kvadrupoler benyttes ofte multippel reasjonsmonitorering (MRM) til kvantita-
tive analyser. Da detekteres flere datterioner samtidig. Det gjøres et utvalg der det ene
datterionet benyttes til kvantifisering (kvantifiseringsion) og det andre til bekreftelse av
identitet (kvalifiseringsion). Forholdet mellom disse ionene kalles ioneratioen. Kvalifise-
ringsion brukes når bekreftelse av identitet er viktig, som for eksempel i misbruksanalyser.
Tandem-kvadrupoler gir høyere selektivitet og sensitivitet enn singel-kvadrupoler, og er
derfor godt egnet til legemiddel- og rusmiddelanalyser.
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2.6 Matrikseffekter

LC-MS/MS er en analyseteknikk med høy selektivitet. Forbindelser som befinner seg i prø-
ven, men har andre masser og fragmenter enn de definerte MRM-overgangene vil filtreres
bort i tandem-kvadrupolen. Disse forbindelsene kan derimot påvirke ionisasjonsgraden av
analyttene i ionekilden. Denne effekten, som kalles matrikseffekt, vil kunne påvirke detek-
sjonen av analyttene[39]. Matrikseffektene kan gi både ioneundertrykkelse og ioneforsterk-
ning, og dette påvirker metodens nøyaktighet, presisjon og robusthet[39]. Matrikseffektene
i en prøve kan undersøkes ved å måle forskjellen mellom respons i MS for analyttløsning
uten matriks mot analytt løst i matriks.

2.7 Kvantitative analyser

2.7.1 Topphøyde og toppareal

En detektor skal gi en respons, det vil si et elektrisk signal, for de stoffene som ønskes
identifisert og/eller kvantifisert. Responsen skal være proporsjonal med konsentrasjonen av
stoffet i mobilfasen. Kvantitative analyser utføres ved måling av topphøyde eller toppareal.

Integrering av toppene i kromatogrammene gir toppareal og topphøyde. Toppene skilles fra
baselinjen ved hjelp av stigningstallet til linjen. Denne parameteren kalles topp-terskelen,
og definerer hvor integreringen begynner og slutter på den kromatografiske toppen. Ved å
angi denne terskelen for lav vil bakgrunnsstøy blir inkludert i integreringen. Settes terskelen
for høyt vil for lite av toppen bli integrert og små topper ikke bli detektert[40].

I artiklene til McCoy et al. [41, 42] sammenlignes presisjonen til kvantifisering ved bruk av
toppareal og topphøyde. Studiene er gjennomført ved henholdsvis 50 og 42 laboratorier.
De undersøkte to løsninger med fire analytter hver analysert med hjelp av LC-UV med
isokratiske betingelser. Resultatene viste at areal gir høyere presisjon for topper med Gauss-
form. For topper som overlapper eller er dårlig oppløst fra grunnlinjeforstyrrelser viser
resultatene at bruk av høyde gir mer nøyaktig kvantifisering av analyttene.

2.7.2 Intern-standard

For å øke presisjonen i kvantitative målinger brukes intern-standard-metoden. Denne me-
toden benyttes ofte til bestemmelse av analytter i biologiske prøver[14]. Dette er spesielt
viktig under omfattende, manuell prøveopparbeidelse, med for eksempel ekstraksjon[14]. I
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tillegg er intern-standarden viktig for korrigering av matrikseffekter. Dette er spesielt gjel-
dende under enkel prøveopparbeidelse, hvor mange matrikskomponenter forblir i prøvene,
men er også viktig i ekstraherte prøver.

Samme mengde intern-standard tilsettes alle standarder, kvalitetskontroller og prøver før
prøveopparbeidelse. Målet er at analytter og intern-standarder skal påvirkes i lik grad
under opparbeidelse. Derfor gir forholdet mellom arealene av analytt og intern-standard et
mer nøyaktig mål på konsentrasjonen i prøven. Dette gjør at tap av prøvemateriale under
prøveopparbeidelsen og matrikseffekter i detektoren korrigeres for[20].

Intern-standarder bør ha så like som mulig fysiokjemiske egenskaper som analyttene. I
LC-MS er det vanlig å bruke isotopmerkede intern-standarder, enten deutererte eller 13C-
merkede eller en kombinasjon av disse. Isotopmerkede intern-standarder har svært like
egenskaper som analyttene, men har en høyere masse, som gjør at de kan skilles i MS. I
deutererte intern-standarder substitueres 1H med 2H. Dette representerer en masseøkning
på 100 % for den aktuelle substituenten. I 13C-merkede intern-standarder derimot, hvor 12C
substitueres med 13C, representerer dette bare en økning i masse på 8 %[43]. Dette fører til
at 13C-merkede intern-standarder er mer like analyttene enn deutererte intern-standarder,
og vil derfor generelt oppføre seg mer likt i kromatografisk separasjon.

T. Berg et al.[43] undersøkte i 2011 13C-merkede og 2H-merkede intern-standarder for amfe-
tamin og metamfetamin i urin. Studien viste at de 13C-merkede intern-standardene eluerte
mer likt med analyttene enn de 2H-merkede. Studien konkluderte også at de 13C-merkede
korrigerte bedre for ioneundertrykkelse. Antallet deutererte hydrogener i forbindelsen spil-
ler også en rolle. Et større antall 2H ga større forskjell mellom retensjonstiden til analytten
og dens intern-standard. T. Berg et al.[44] studie fra 2014 undersøkte flere nye 13C-merkede
intern-standarder, blant annet MDMA og MDA. Resultatene støttet funnene i artikkelen
fra 2011. I tillegg ble det konkludert at det ikke er noen forskjell mellom ekstraksjonsutbytte
for deutererte og 13C-merkede intern-standarder.

På bakgrunn av disse resultatene ble det valgt å benytte 13C-merkede intern-standarder
for de analyttene hvor de er kommersielt tilgjengelige. Disse er presentert i figur 2.6. For
ritalinsyre var det ingen 13C-merket intern-standard tilgjengelig. Derfor ble den deutererte
intern-standarden ritalinsyre-d4 brukt.
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Figur 2.6: Molekylstrukturer for 13C-merket amfetamin, metamfetamin, MDMA og MDA,
og deuterert ritalinsyre-d4.
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2.8 Validering

For å undersøke om analysemetoder fungerer til sitt formål, utføres validering etter endt
metodeutvikling[11]. Dette er et viktig ledd i kvalitetssikring av resultater. Validering inne-
bærer å teste faktorer som kan innvirke på metodens pålitelighet og reproduserbarhet[45].
Viktige parametre er nøyaktighet, presisjon, selektivitet, matriskeffekter, reproduserbarhet
og holdbarhet.

2.8.1 Standarder og kvalitetskontroller

Ved analyse av legemidler og rusmidler i biologiske prøver er det vanlig å bruke standarder
og kvalitetskontroller. Disse består av referansestoff i bestemte konsentrasjoner tilsatt den
aktuelle matriksen som skal undersøkes, for eksempel serum. Referansestoffene bør ha en
kjent renhet, og helst være identiske med analyttene eller foreligge som salter[45].

Standarder brukes til å lage en kalibreringskurve. Kurven benyttes til kvantifisering av
ukjente prøver. Kvalitetskontroller bør lages med referansestoff fra en annen produsent enn
standardene. Disse opparbeides og analyseres sammen med standardene for å kvalitetssikre
resultatene. Avviker kvalitetskontrollene lite i forhold til kalibreringskurven vil dette bety
god nøyaktighet i analysene.

2.8.2 Kalibreringskurver

Standarder bør lages i samme matriks som prøvene. Ved AKF er det anbefalt med fem
konsentrasjonsnivå fordelt jevnt utover analyttens måleområde (vedlegg A.3). For analyser
av tre paralleller bør avviket være < 15 % fra teoretisk verdi (< 20 % for laveste standard).
Den enkleste kurvetilpasningen som beskriver respons-konsentrasjons-forholdet tilfredsstil-
lende bør benyttes. I denne oppgaven ble det benyttet kvadratisk kurvetilpasning.

2.8.3 Deteksjons- og kvantifiseringsgrense

Minste detekterbare konsentrasjon (MDK) er definert som den laveste konsentrasjonen
av analytt som med akseptabel sikkerhet kan detekteres med analysemetoden[14]. Til å
bestemme MDK kan signal-til-støy-forhold (S/N) brukes. Den laveste konsentrasjonen som
har S/N > 3 blir ofte definert som MDK. Nedre kvantifiseringsgrense (MKK) er definert
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som den laveste konsentrasjonen analytten kan kvantifiseres med en viss sikkerhet[46] MKK
blir ofte satt til den laveste konsentrasjonen som har S/N > 10[29].

I denne oppgaven er MKK satt lik den laveste standarden fordi det ut fra et medisinsk
perspektiv er ikke interessant å undersøke lavere konsentrasjoner enn det definerte måle-
området. For å oppnå en robust metode har AKF satt et krav om at den laveste standarden
skal ha S/N > 30 for kvantifiseringsionet og > 10 for kvalifiseringsionet.

2.8.4 Selektivitet

Selektivitet er definert som metodens evne til å kvantifisere analytten med andre forbin-
delser til stede. Dette kan være endogene forbindelser i matriksen, metabolitter eller and-
re legemidler eller rusmidler. For kromatografiske analyser, skal responsen i prøver uten
analytten være < 20 % av responsen til den laveste standarden ved retensjonstiden til
analytten. Dette sikrer at resultatene ikke er påvirket av interferende forbindelser[47].

2.8.5 Nøyaktighet

Analysemetodens nøyaktighet er et mål på hvor mye gjennomsnittlige resultater for kon-
sentrasjon avviker fra teoretisk konsentrasjon av analytt. Nøyaktigheten bestemmes ved
å analysere minst fem serier av kvalitetskontroller ved lavt, middels og høyt konsentra-
sjonsnivå innen måleområdet til analytten. Avvik for gjennomsnittet (absoluttverdi) av
konsentrasjon bør være < 15 % fra den teoretiske konsentrasjonen. For laveste standard
kan avvik opp til 20 % aksepteres[45].

2.8.6 Presisjon

Presisjon er definert som variasjon i målingene til en analytt, når samme prosedyre utføres
flere ganger. Det uttrykkes som relativt standardavvik (RSD), også kjent som variasjons-
koeffisient (CV)[48]. RSD (%) beregnes ut fra ligning 2.2.

RSD (%) = STD

x̄
· 100 (2.2)

hvor STD er standardavvik beregnet fra ligning 2.3 og x̄ er gjennomsnitt av målinger. N
er antall målinger.

STD =
√

Σ(x− x̄)2

N − 1 (2.3)
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Presisjon undersøkes i denne oppgaven ved å se på variasjon mellom analyseserier utført
på forskjellige dager og med ulike personer (reproduserbarhet) og innen samme serie (re-
peterbarhet). Medisinskfaglig ansvarlig for utvikling av den nye analysemetoden har satt
de anbefalte kriteriene for RSD til å være < 15 % for reproduserbarheten og < 10 % for
repeterbarheten.

2.8.7 Matrikseffekter

Det finnes ulike metoder for å undersøke matrikseffekter. I denne oppgaven benyttes me-
toden beskrevet av Matuszewski[49]. Matriksprøver fra ulike personer tilsettes analytten
og opparbeides og analyseres. Resultatene sammenlignes med analyser av analyttløsningen
uten matriks.

Intensitet (areal/høyde) benyttes til beregning av matrikseffekter (ME) ved ligning 2.4.
ME på 100 % betyr ingen ioneundertrykkelse eller ioneforsterkning.

ME = Intensitetmatriksprøve

Intensitetanalyttløsning

· 100 (2.4)

Korrigert med intern-standard blir matrikseffekter beregnet ved ligning 2.5

MEIS = Intensitetmatriksprøve/IS -intensitetmatriksprøve

Intensitetanalyttløsning/IS -intensitetanalyttløsing
· 100 (2.5)

I følge retningslinjene ved AKF bør matrikseffekter korrigert med intern-standard være
mellom 75-125 %, med RSD < 15 % for alle analyttene.

2.8.8 Holdbarhet

Holdbarhet til analyttene bør undersøkes under validering. Holdbarhetsforsøk bør reflektere
forholdene som kan oppstå under prøvehåndtering og analyse. Aktuelle forsøk er holdbar-
het under prøvehåndtering, langtidslagring (fryst), korttidslagring (tint) og opparbeidede
prøver. Også holdbarheten til stamløsningen bør undersøkes. I alle tilfellene sammenlignes
resultatene med nylig lagde kvalitetskontroller. Avvik fra de nye kvalitetskontrollene bør
være < 15 %.
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2.8.9 Robusthet

Under metodeutvikling er det viktig å utvikle en robust metode. Definisjonen på robusthet
refererer til metodens evne til å ikke bli påvirket av små variasjoner i metodeparamet-
rene[50]. FDA beskriver ikke robusthetstesting som et forsøk i deres retningslinjer[45].
González et al.[48] har undersøkt et utvalg artikler innen validering i bioanalyser fra 2008
til 2013, og anslår at 20 % av artiklene undersøker robustheten til metoden. Forfatterne
forklarer mangelen på robusthetstesting med at veiledningene som følges ikke krever det.
Presisjon, oppløsning eller symmetri til toppene brukes som et mål på robusthet, ved end-
ring av strømningshastighet, kolonnetemperatur, pH i bufferen og andel organisk fase i
mobilfasen.

Robusthetsparametre som skal undersøkes i denne oppgaven er drift i en analyseserie og
variasjon i konsentrasjonen av syren som tilsettes under prøveopparbeidelse. Drift i instru-
mentet i løpet av en analyseserie er et kjent problem. Derfor undersøkes det hvor stor effekt
dette har på resultatene. Syren kan bli stående lenge i flasken den oppbevares i, og kan
fordampe eller bli forurenset. Dette vil påvirke konsentrasjonen. Derfor undersøkes det om
denne parameteren har stor innvirkning på resultatene.

2.8.10 Overdrag

Overdrag er en type prøveforurensning som skjer i instrumentet, enten i injeksjonsnålen
eller i kolonnen. Høye konsentrasjoner av analytter kan føre til at pakningsmaterialet i
kolonnen blir overbelastet. Det kan medføre at analyttene blir gjenværende i kolonnen
og smitter over i den neste prøven. Det samme gjelder i injeksjonsnålen. Da kan det bli
detektert høyere konsentrasjoner enn det faktisk er i den neste prøven, og det kan gi
falske positive resultat. Under validering undersøkes denne parameteren. Det er anbefalt
at overdraget skal være < 20 % av konsentrasjonen til laveste standard[45].

2.8.11 Ekstraksjonsutbytte

Ekstraksjonsutbytte kan også undersøkes under validering. Dette er ikke en like viktig
faktor som de nevnt over, så lenge repeterbarheten, reproduserbarheten og signalet er
tilfredsstillende. Utbytte kalkuleres som prosent av responsen til analytten som opparbeides
på vanlig måte (prøve), mot responsen til en negativ matriksprøve som opparbeides og
tilsettes analytten til slutt (kontrollprøve). Til beregning av utbytte brukes intensiteten
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(areal/høyde) som i ligning 2.6.

Utbytte (%) = Intensitetprøve

Intensitetkontrollprøve

· 100 (2.6)

Ved AKF er det anbefalt at utbytte skal være > 70 %. Ved høy presisjon kan lavere utbytte
aksepteres.

2.8.12 Retensjonstid

Stabiliteten til analyttenes retensjonstid undersøkes under validering. Relativ retensjonstid
beregnes med ligning 2.7. Prosentvis avvik fra referanseprøve bør ikke overstige ± 1 %. I
denne oppgaven blir gjennomsnittlig retensjonstid av standard 2 og 3 brukt som referanse-
prøve.

Relativ retensjonstid = RetensjonstidAnalytt

RetensjonstidIS

(2.7)

2.8.13 Spesifisitet

Spesifisiteten til metoden undersøkes ved å analysere forbindelser som kan gi falske positive
resultat. Forbindelser som har molekylvekt ± 1 g/mol i forhold til analyttene har størst
sannsynlighet for å interferere. Det er derfor viktigst å undersøke disse forbindelsene.
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2.9 Akkreditering

AKF er et akkreditert laboratorium etter den internasjonale standarden ISO 15189. «Ak-
kreditering er en offisiell anerkjennelse av en organisasjons kompetanse og evne til å utføre
angitte oppgaver i samsvar med gitte krav fra et internasjonalt anerkjent akkrediteringsor-
gan»(Norsk akkreditering, 2014)[51]. ISO 15189 er en standard spesialtilpasset medisinske
laboratorier. Denne brukes blant annet til akkreditering av prøvetaking og fortolkning av
analysesvar. Akkreditering er med på å kvalitetssikre arbeidet, og sikre samsvar mellom
laboratorier.

2.9.1 Sammenlignende laboratorieprøving (SLP)

Sammenlignende laboratorieprøving (SLP) er metode for å få laboratoriets kvalitet do-
kumentert ved akkreditering. Dette gir et mål på laboratoriets nøyaktighet sammenlignet
med andre. Laboratorier som inngår i SLP-programmer mottar frysetørkede prøver for
analyse fra profesjonelle tilbydere akkreditert etter NS-EN ISO/IEC 17043:2010. Resulta-
tene sendes tilbake til tilbyderne, som sammenstiller resultatene fra ulike laboratorier. En
rapport mottas hvor laboratoriets resultater er statistisk sammenlignet med resultatene fra
de andre laboratoriene. Dette viser laboratoriets evne til å måle riktig[52].

Gode resultater i en runde med SLP utgjør ikke bevis for at laboratoriet presterer godt.
På samme måte vil ikke ett dårlig resultat bevise at laboratoriet presterer dårlig. Derimot
vil gjentatte dårlige resultater vise at prestasjonen er lav. I SLP-rapporten presenteres
en gjennomsnittsverdi, beregnet fra resultatene fra de deltagende laboratoriene eller ved å
bruke referanselaboratorier med høy pålitelighet. Ut i fra dette beregnes en Z-verdi for hver
måling som sier noe om hvor mye resultatene avviker fra snittverdien. Alarmgrensen blir
ofte satt til ± 2 og aksjonsgrensen på ± 3[53]. Standard Deviation for Profienciency Assess-
ment (SDPA) er standardavvik beregnet av SLP-leverandøren basert på de innrapporterte
resultatene fra de ulike laboratoriene.

Z = laboratoriets mȧlte verdi− gjennomsnitt mȧlt verdi alle deltakere

SDPA
(2.8)

AKF deltar i et pågående SLP-program fra Laboratory of the Government Chemist (LGC)
for ritalinsyre. Det finnes ikke tilgjengelige SLP-programmer for de øvrige analyttene i
metoden. Resultatene fra SLP-prøvene for ritalinsyre vil gi indikasjon på om metoden har
tilfredsstillende nøyaktighet.
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3 Materialer og metoder

3.1 Kjemikalier og utstyr

Kjemikalier brukt i oppgaven er listet i tabell 3.1, analyttene i tabell 3.2 og 3.3 og intern-
standardene i tabell 3.4.

Tabell 3.1: Kjemikalier benyttet i oppgaven med CAS-nr., kvalitet og produsent.

Kjemikalie CAS-nr. Kvalitet Produsent/Leve-
randør

Acetonitril 75-05-8 LC-MS Merck/VWR
Metanol 67-56-1 LC-MS Merck/VWR
Ammoniumformat 540-69-2 6 99,995% trace metals

basis
Aldrich

Ammomiunhydroksid-
løsning

1336-21-6 ACS-reagens 28-30 % Sigma-Aldrich

MilliQ vann 18 MΩ·cm
Maursyre 64-18-6 ARISTAR Formic acid 100

%
Prolabo/VWR

Saltsyre 7647-01-0 AnalaR Normapur, 37 % VWR
2-propanol 67-63-0 LiChrosolv gradient grade

for LC
Merck

0-serum Blod fra blodbanken St. Olavs hospital

Tabell 3.2: Referansestoffer benyttet i standardløsningene med CAS-nr., renhet og leve-
randør.

Analytt Forbindelse CAS-nr. Renhet Leverandør
Amfetamin Amfetaminsulfat 60-13-9 0,997 Lipomed
Metamfetamin Metamfetamin-HCl 51-57-0 1,000 Sigma Aldrich
MDA MDA-HCl 6292-91-7 0,998 Lipomed
MDMA MDMA-HCl 64057-70-1 0,995 Lipomed
Ritalinsyre Ritalinsyre-HCl 19395-40-5 0,991 Chiron
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Tabell 3.3: Referansestoffer benyttet i kontrolløsningene med CAS-nr., renhet og leveran-
dør.

Analytt Forbindelse CAS-nr. Renhet Leverandør
Amfetamin Amfetamin-HCl 2706-50-5 0,995 Chiron
Metamfetamin Metamfetamin-HCl 51-57-0 1,003 NMD
MDA MDA-HCl 6292-91-7 0,985 Chiron
MDMA MDMA-HCl 64057-70-1 0,995 Chiron
Ritalinsyre Ritalinsyre-HCl 19395-40-5 0,980 TRC

Tabell 3.4: Intern-standarder med CAS-nr. og leverandør.

Intern-standard CAS-nr. Leverandør
Amfetamin-13C6 1419916-80-5 Chiron
Metamfetamin-13C6 1419916-80-5 Chiron
MDA-13C6 1536075-11-2 Chiron
MDMA-13C6 1536079-50-1 Chiron
Ritalinsyre-d4 N/A Cerilliant
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Utstyr og instrumenter brukt i oppgaven er listet i tabell 3.5.

Tabell 3.5: Instrumenter og utstyr benyttet i oppgaven.

Utstyr/instrument Produkt Produsent
Vannrenseanlegg Elix5 MilliQ-Element Millipore
Prøverør tt-rør 14 x 81 mm HEGER AS
Propp til prøverør Propp til prøverør 14 mm HEGER AS
Mikrorør til standarder og
kvalitetskontroller

MATRIX ScreenMates Tubes 1,4
ml

Thermo
Scientific

Plate-mikser Co-mix Multi format Vitl Life Science
solution

Filteringsplate Ostro 96-brønnsplate Waters
Corporation

Inndamper Ultravap PorvairScien-
cec/Teknolab

PPP-modul Positive Pressure 96-Processor Waters
Corporation

Oppsamlingsplate 2 ml 96-dypbrønnsplate Waters
Corporation

Forseglingsmatte for 2 ml
96-brønnsplate

Cap-mat square plugs,
Silicone/PTFE treated, pre slit

Waters
Corporation

Forkolonne VanGuard BEH C18 1,7 µm 2,1 x 5
mm

Waters
Corporation

Kolonne Acquity UPLC BEH C18 1,7 µm,
2,1 x 50 mm

Waters
Corporation

Pipetteringsrobot Hamilton LM Star Hamilton
Robotics AB

LC-MS/MS Acquity UPLC I-Class Waters
Corporation
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3.2 Tillaging av løsninger

Acetonitril med 1 % maursyre

495 ml acetonitril (ACN) ble målt i en 500 ml målesylinder og overført til en 1000 ml
glassflaske. 5 ml maursyre (FAc) ble tilsatt ved bruk av Eppendorf multipipette.

10 % metanol i vann

100 ml metanol (MeOH) ble målt i en 100 ml målesylinder og overført til en 1000 ml
glassflaske. 900 ml MilliQ-vann ble målt i en 1000 ml målesylinder og tilsatt.

0,3 M saltsyre i metanol

2/3 av en 100 ml målekolbe ble fylt med metanol. 2,50 ml saltyre (HCl) ble tilsatt med
Eppendorf multipipette. Metanol ble fylt opp til 100 ml.

50 mM ammoniumformat

3,15 g ammoniumformat ble løst i 1,0 l Milli-Q-vann i en 1000 ml målekolbe og overført til
glassflaske.

5 mM ammoniumformat pH 10,1

200 ml 50 mM ammoniumformat ble målt i en 250 ml målesylinder og overført til 2000 ml
målekolbe. Milli-Q-vann ble fylt til merket og blandet 10 ganger mot kork. pH ble justert
med ammoniumhydroksidløsning til 10,1 ± 0,1, ca 5 ml. Løsningen ble blandet ved å vende
10 ganger mot kork.

Vaskeløsning til LC

460 ml vann, 500 ml metanol, 500 ml acetonitril og 500 ml 2-propanol ble målt i 500 ml
målesylinder og overført til 2000 ml glassflaske. 40 ml maursyre ble målt i 50 ml målesy-
linder og tilsatt og løsningen ble vendt fem ganger.

Standardløsninger i serum

For både standardløsninger, kvalitetskontroller og intern-standarder lages det stamløsnin-
ger. Disse består av referansestoffet løst i metanol, bortsett fra amfetamin som er løst i
vann. Stamløsningene oppbevares ved 4 ◦C, med unntak av ritalinsyre som oppbevares ved
-20 ◦C. Fra stamløsningene lages det bruksløsninger med alle analyttene, én bruksløsning
for hvert konsentrasjonsnivå. Disse er laget med en konsentrasjon 100 ganger høyere enn
standardløsningene, og de er løst i 20 % metanol i vann.
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Konsentrasjonene i standardløsningene er presentert i tabell 3.6. 10 ml 0-serum ble tilsatt
100 µl bruksløsning for hvert av standardnivåene. 0-serum er serum fritt for analyttene,
og det fås fra blodbanken ved St. Olavs hospital. Standardløsningenes konsentrasjoner er
jevnt fordelt over analyttenes måleområde.

Tabell 3.6: Konsentrasjoner i serum for analyttene i standardløsningene.

Analytt Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5
[nM] [nM] [nM] [nM] [nM]

Amfetamin 25,0 75,0 300 1000 2000
Metamfetamin 25,0 75,0 300 1000 2000
MDMA 25,0 75,0 250 500 1000
MDA 25,0 75,0 250 500 1000
Ritalinsyre 200 500 1000 2500 5000

Kvalitetskontroller i serum

Konsentrasjonene av kvalitetskontrollene er presentert i tabell 3.7. 25 ml 0-serum ble tilsatt
250 µl bruksløsning for hvert av konsentrasjonsnivåene.

Tabell 3.7: Konsentrasjon i serum for analyttene i kvalitetskontrollene (QC).

Analytt LavQC
[nM]

QC1
[nM]

QC2
[nM]

QC3
[nM]

Amfetamin 25,0 40,0 200 1500
Metamfetamin 25,0 40,0 200 1500
MDMA 25,0 40,0 150 800
MDA 25,0 40,0 150 800
Ritalinsyre 200 300 750 4000
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Intern-standardløsning Konsentrasjoner av intern-standarder løst i metanol og vann (20/80)
er presentert i tabell 3.8.

Tabell 3.8: Konsentrasjoner av intern-standarder løst i MeOH/vann (20/80).

Forbindelse Konsentrasjon Konsentrasjon
[ng/ml] [nM]

Amfetamin-13C6 50,0 354
Metamfetamin-13C6 50,0 322
MDMA-13C6 80,0 402
MDA-13C6 100 540
Ritalinsyre-d4 50,0 224

3.2.1 Pasientprøver

Både positive og negative pasientprøver for analyttene i oppgaven ble analysert. Pasient-
prøvene var gjenværende prøvemateriale etter tidligere analyserte prøver ved AKF.

3.3 Prøveopparbeidelse

Prøveopparbeidelse med Ostro 96-brønns fosfolipidfjerningsplater ble gjennomført med
bruk av Hamilton pipetteringsrobot. Alle løsningene var romtempererte bortsett fra fel-
lingsreagenset acetonitril som ble tatt direkte fra fryseren.

100 µl prøve, 25 µl intern-standard og 375 µl iskald ACN m/1 % FAc ble tilsatt Ostro-
platen med pipetteringsroboten Hamilton. Prøvene ble blandet ved å trekke løsningen
opp i pipettene tre ganger. Ostroplaten ble så plassert oppå en 2 ml dypbrønnsplate og
flyttet til en Positive Pressure Processor (PPP)-modul. Trykket ble satt på og økt inntil
filtreringsraten var én dråpe per sekund i to minutter (ca 4 psi). Etter to minutter ble
trykket økt ytterligere 2 psi i ett minutt. 10 µl 0,3 M HCl i metanol ble tilsatt filtratene
ved hjelp av multipipette. Prøvene ble ristet i 20 sekunder ved 500 rpm. Deretter ble de
dampet inn med luft ved 40 ◦C i 40 minutter ved bruk av UltraVap. 100 µl 10 % metanol i
vann ble tilsatt for å gjenoppløse prøvene ved bruk av multipipette. Dypbrønnsplaten ble
forseglet med forseglingsmatte og ristet i 1 minutt ved 2100 rpm. Dypbrønnsplaten ble så
satt i autosampler for UHPLC-MS/MS-analyse.
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3.4 Analysebetingelser

Analysebetingelsene i UHPLC-MS/MS er gitt i tabell 3.9, og instillingene i ionekilden i
tabell 3.10.

Tabell 3.9: Analysebetingelser i UHPLC-MS/MS

UHPLC Acquity UPLC I-Class
Detektor Xevo TQ-S
Instrumentsoftware MassLynx
Gain 0,3
Injeksjonsvolum 2 µl
Kolonnetemperatur 50 ◦C
Autosample-temperatur 10 ◦C
Pre Inject Wash 10 s
Post Inject Wash 15 s
Mobilfase 5 mM NH4-format pH 10,1

Acetonitril

Tabell 3.10: Innstillinger i ionekilden i MS.

Kapillærspenning(kV) 1,0
Ionekildetemperatur(◦C) 120

Desolvation temperatur(◦C) 650
Cone gas flow(L/h) 150

Desolvation gas flow(L/h) 1000
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3.4.1 Gradientprogram

Gradientprogrammet brukt på UHPLC-MS/MS er presentert i tabell 3.11.

Tabell 3.11: Gradientprogram for mobilfase brukt på UHPLC-MS/MS. A representerer 5
mM ammoniumformat med pH 10.1 og B er acetonitril. Kurvetilpasning 6 er en lineær
sammenheng.

Tid [min] Flow [ml/min] Andel A [%] Andel B [%] Kurve
1,0 0,6 95,0 5,0 Initial
2,0 0,6 72,0 28,0 6
2,2 0,6 2,0 98,0 6
3,0 0,6 95,0 5,0 1
3,2 0,6 95,0 5,0 1

MRM-overganger og kvantifiseringsion ble bestemt i min prosjektoppgave[8], i tillegg til
optimalisering av conespenning og kollisjonsenergi for ritalinsyre. For de øvrige analyttene
ble conespenning og kollisjonsenergi fra S. Hegstad et al.[54] brukt. Verdiene er presentert
i tabell 3.12.
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Tabell 3.12: MRM-overganger, kvantifiseringsion, conespenning, kollisjonsenergi og dwell-
tid for analyttene og intern-standardene.

Komponent MRM-
overgang
[m/z]

Kvant.
ion

Conespen-
ning
[V]

Kollisjons-
energi
[eV]

Dwell tid
[min]

Retensjons-
tid
[min]

Amfetamin 135,9 > 119 x 20 8 0,007 1,45
135,9 > 91 20 15 0,007 1,45

Amfetamin-
13C6

142 > 97 20 15 0,007 1,45

Metamfeta-
min

150 > 119 x 20 15 0,007 1,58

150 > 91 20 40 0,007 1,58
Metamfetamin-
13C6

156 >125 20 15 0,007 1,58

MDMA 195 > 133 x 20 20 0,007 1,52
195 > 105 20 22 0,007 1,52

MDMD-13C6 200 > 139 20 20 0,007 1,52
MDA 180 > 163 20 17 0,007 1,41

180 > 133 x 20 17 0,007 1,41
MDA-13C6 186 > 139 20 17 0,007 1,41
Ritalinsyre 220 > 174 40 20 0,047 0,92

220 > 56 x 40 40 0,047 0,92
Ritalinsyre-
d4

224 > 88 40 20 0,047 0,91

Tilstrekkelig antall datapunkter for de ulike kromatografiske toppene ble innstilt. Ritalin-
syre ga den smaleste toppen, og denne hadde omtrent 15 punkter over toppen.

3.5 Databehandling

MassLynx 4,1 Software fra Waters Corporation ble brukt til databehandling. TargetLynx
ble brukt til prosessering av kromatogrammene. Prosesseringsparametrene er presentert i
tabell 3.13. For amfetamin ble høyde brukt til beregning av konsentrasjonen. For de øvrige
analyttene ble areal brukt.
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Tabell 3.13: Parametre brukt i automatisk prosessering av kromatogrammene med Tar-
getLynx.

Parameter
Kurvetilpasning Kvadratisk
Kalibrering i origo Ekskludér
Vekting 1/X
Glattingsmetode Gjennomsnitt
Glattingsiterasjoner 2
Glattingsbredde 2
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3.6 Prevalidering

Før selve valideringen startet ble det gjennomført prevalideringsforsøk. Utvalgte forsøk fra
valideringen med færre paralleller gjennomføres for å undersøke om analysemetoden ligger
innenfor gitte krav som sikrer at selve valideringen vil ligge innenfor akseptkriteriene.

Opparbeidelsen ble gjennomført som beskrevet i kapittel 3.3 og UHPLC-MS/MS-analysene
i henhold til kapittel 3.4.

Kromatogrammene til høyeste og laveste standard ble undersøkt. Stabilitet i retensjons-
tid, variasjon i ioneratio, variasjon i intern-standarden (19 pasientprøver), nøyaktighet og
repeterbarhet i seks paralleller ble undersøkt.

Overdrag ble undersøkt etter høyeste standard og etter en standard med konsentrasjon
dobbelt så høy som høyeste standard, kalt HøyStd. En serumprøve uten analytt ble opp-
arbeidet, kalt standard 0. I en analyseserie på UHPLC-MS/MS ble standard 0 injisert før
og etter HøyStd og høyeste standard for å undersøke overdrag.

Matrikseffekter ble undersøkt med Matuszewskis metode[49] i serumprøver fra tre ulike
personer. Ekstraksjonsutbytte ble undersøkt i tre paralleller av laveste kvalitetskontroll.
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3.7 Validering

Validering ble gjennomført i henhold til retningslinjene satt ved AKF, og presentert i vali-
deringsplanen i vedlegg A.3. Akseptkriteriene tar utgangspunkt i retningslinjene gitt i Food
and Drug Administration veiledning for validering i bioanalyser[45] og laboratorieveiledning
fra Society of Forensic Toxicologists[55].

I valideringen av metoden ble følgende parametre inkludert: deteksjons- og kvantifiserings-
grense, linearitet, presisjon, nøyaktighet, selektivitet, ekstraksjonsutbytte, overdrag, reten-
sjonstid, ioneratio, robusthet, variasjon i intern-standard, spesifisitet og holdbarhet.

3.7.1 Minste detekterbare og kvantifiserbare konsentrasjon (MDK og MKK)

Deteksjonsgrensen ble bestemt ved å lage en fortynningsrekke av den laveste standarden.
Standard 1 ble fortynnet 1:2, 1:5 og 1:10 med 0-serum, og opparbeidet og analysert. Signal-
til-støy-forhold ble målt for å bestemme MDK.

Kvantifiseringsgrensen ble satt lik standard 1. En kvalitetskontroll med konsentrasjon lik
standard 1 (LavQC) ble analysert sammen med standardløsningene og kvalitetskontrollene
over ti dager. Signal-til-støy-forhold ble målt for LavQC. RSD og avvik fra teoretisk verdi
ble rapportert for de målte konsentrasjonene.

3.7.2 Linearitet

Tre paralleller på hvert konsentrasjonsnivå (standard 1-5) ble opparbeidet og analysert.
Vektede kvadratiske standardkurver (1/x) ble plottet med MassLynx. Kurvenes forkla-
ringskoeffisient R2 ble vurdert.

En standard (HøyStd) med dobbelt så høy konsentrasjon som standard 5 ble analysert for
å vurdere kalibreringskurvens videre forløp over måleområdet.

3.7.3 Presisjon

Presisjon ble undersøkt ved repeterbarhet og reproduserbarhet. Repeterbarhet innen serie
ble undersøkt ved å analysere ti paralleller på hvert nivå av kvalitetskontrollene (QC1-
QC3). Reproduserbarhet mellom serier ble undersøkt ved å analysere kvalitetskontrollene,
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med en prøve for hvert konsentrasjonsnivå. Dette ble gjentatt over ti dager, og en av dagene
ble opparbeidelsen utført av en annen analytiker.

Resultatene ble rapportert som gjennomsnitt og RSD på hvert konsentrasjonsnivå.

3.7.4 Nøyaktighet

Resultatene fra reproduserbarhetsforsøkene ble brukt for å bestemme nøyaktigheten til
metoden. Resultatene ble rapportert som gjennomsnitt og prosentvis avvik fra teoretisk
verdi.

I tillegg ble to prøver fra sammenlignende laboratorieprøving (SLP) for ritalinsyre analy-
sert. Fra disse resultatene ble Z-verdier beregnet.

3.7.5 Selektivitet

Standard 0 (0-serum kun tilsatt IS) fra seks forskjellige personer ble opparbeidet og analy-
sert. Kromatogrammene ble undersøkt for interfererende topper i tidsområdet analyttene
er forventet å eluere.

3.7.6 Matrikseffekter

Det ble benyttet Matuszewskis metode[49] for vurdering av eventuelle matrikseffekter. Ma-
trikseffektene ble bestemt ved lavt og høyt konsentrasjonsnivå av kvalitetskontrollene (QC1
og QC3). To negative serumprøver fra seks forskjellige personer ble opparbeidet (totalt 12)
uten tilsetting av intern-standard eller analytt. Volumet til intern-standarden ble erstattet
med 25 µl 20 % metanol i vann. 10 µl 0,3 M saltsyre ble tilsatt og prøvene dampet inn.
Én prøve fra hver av personene ble gjenoppløst i 100 µl analyttløsning med konsentrasjon
lik QC1 i 10 % metanol i vann, og de resterende prøvene ble løst i analyttløsning med
konsentrasjon lik QC3.

De to analyttløsningene (QC1 og QC3) ble hver tilsatt tre tomme brønner. Analyttløsnin-
gene og prøvene ble så tilsatt 10 µl intern-standard. Deretter ble prøvene analysert ved
bruk av UHPLC-MS/MS. Resultaene ble rapportert som prosentvis RSD og matrikseffekt,
med og uten korrigering for intern-standard.
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3.7.7 Ekstraksjonsutbytte

Ekstraksjonsutbytte ble bestemt ved to konsentrasjonsnivåer, QC1 og QC3 med seks pa-
ralleller på hvert nivå. Tolv paralleller med 0-serum ble opparbeidet uten tilsats av intern-
standard. Volumet av intern-standard ble erstattet med 25 µl 20 % metanol i vann. Prøvene
ble tilsatt 10 µl 0,3 M HCl og dampet inn. Det samme ble utført for seks paralleller med
serumprøver tilsatt analytt ved konsentrasjon QC1 og seks paralleller ved QC3. Prøvene
med 0-serum ble gjenoppløst i 100 µl 10 % metanol i vann med analyttkonsetrasjon tilsva-
rende QC1 og QC3. De andre prøvene ble gjenoppløst i 100 µl 10 % metanol i vann. 10 µl
intern-standard ble tilsatt alle prøvene til slutt.

3.7.8 Overdrag

For å undersøke overdrag ble HøyStd opparbeidet og analysert med standard 0 injisert rett
før og tre injeksjoner rett etterpå. Det samme ble gjort for standard 5 (høyeste standard).

3.7.9 Robusthet

Robusthet til metoden ble undersøkt ved drift i serie samt ulik konsentrasjon av syre
(HCl) tilsatt under opparbeidelse. Drift i en analyseserie ble undersøkt ved å injisere en
kvalitetskontroll helt i starten og slutten av analyseserien. Resultatene ble rapportert som
prosentvis drift i konsentrasjonen i løpet av serien.

Det tilsettes 0,3 M HCl under opparbeidelsen for å unngå at amfetamin fordamper. Amfe-
tamin er mindre flyktig i sur enn i basisk løsning fordi den foreligger i den ladede protonerte
formen. Kvalitetskontrollene (QC1-QC3) ble tilsatt HCl med konsentrasjon 0,20, 0,25 eller
0,40 M. En parallell med kvalitetskontroller ble opparbeidet uten tilsats av syre. Resulta-
tene ble rapportert som avvik fra tilsats av 0,3 M HCl.

3.7.10 Variasjon i intern-standard

Variasjon i intern-standard ble undersøkt ved å analysere standarder, kvalitetskontroller
og ti negative pasientprøver. Resultatene ble rapportert som intern-standardenes avvik
(areal/høyde) i forhold til gjennomsnitt av areal/høyde til standardene.
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3.7.11 Holdbarhet

Holdbarhet av opparbeidede prøver ble undersøkt. Andre holdbarhetsforsøk som er inklu-
dert i avdelingens valideringsplan (vedlegg A.3) ble ikke gjennomført på grunn av tidsper-
spektivet på denne oppgaven. Disse forsøkene vil bli gjennomført i ettertid, før analyseme-
toden implementeres i rutinedrift.

Opparbeidede standarder, kvalitetskontroller og pasientprøver ble oppbevart i autosamp-
leren eller på kjølerom (4-10 ◦C). Prøvene ble analysert ved dag 0, og reinjisert etter tre
og fem dager. Resultatene ble oppgitt som endring i konsentrasjon i forhold til dag 0.

3.7.12 Ioneratio

Ioneratio ble undersøkt ved å analysere standarder, kvalitetskontroller og pasientprøver
over tre dager. Resultatene ble rapportert som prosentvis avvik fra gjennomsnitt av stan-
dard 2 og 3.

3.7.13 Retensjonstid

Stabilitet i retensjonstid ble undersøkt ved å analysere standarder og kvalitetskontroller
på tre forskjellige dager. Resultatene ble rapportert som relativ retensjonstids avvik fra
referanseprøve (gjennomsnitt av standard 2 og 3).

3.7.14 Spesifisitet

Forbindelser som analyseres ved AKF og har molekylvekt ± 1 g/mol i forhold til analyt-
tene i metoden, ble analysert med metoden beskrevet i denne oppgaven. Dette var for å
undersøke om andre forbindelser kan gi falske positive resultat. Parametoksymetamfetamin
(PMMA) og meprobamat var de eneste forbindelsene i avdelingens analyserepertoar som
var aktuelle.

Stamløsninger av PMMA og meprobamat ble fortynnet i 10 % metanol i vann tilsvarende
høyeste standard i deres måleområde. Stamløsningene var begge i konsentrasjon 1 mg/ml.
100 µl stamløsning ble fortynnet med 10 ml 10 % metanol i vann.
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Tabell 3.14: Spesifisitetsforsøk. Forbindelser som kan interferere med analyttene med
tilhørende molekylvekt.

Analytt Molekylvekt
[g/mol]

Mulig interfererende
forbindelse

Molekylvekt
[g/mol]

Ritalinsyre 219,28 Meprobamat 218,25
MDA 179,22 PMMA 179,13

3.7.15 Metodesammenligning

Den nye analysemetoden ble sammenlignet med dagens rutinemetoder som brukes ved
AKF. Det eksisterer én metode for amfetamin, metamfetamin, MDA og MDMA, og én
metode for ritalinsyre.

Seks positive amfetaminprøver ble analysert med den eksisterende og nye metoden samme
dag. På grunn av få positive pasientprøver med tilstrekkelig gjenværende prøvevolum til å
analysere med begge metodene, ble 16 negative pasientprøver tilsatt bruksløsning med alle
analyttene. Disse ble også analysert med begge metodene samme dag.

15 positive ritalinsyreprøver ble analysert med ny og eksisterende metode på samme dag.
Resultatene ble rapportert som prosentvis avvik for den nye metoden i forhold til den
eksisterende.

3.7.16 Samkjøring mellom instrumenter

Tre analyseserier med standarder, kvalitetskontroller og positive pasientprøver ble analysert
med hovedinstrumentet på hver sin dag. Pasientprøvene var de samme som de som ble brukt
til metodesammenligning. I tillegg ble det analysert ti positive amfetaminprøver som ikke
hadde tilstrekkelig prøvevolum til å brukes ved metodesammenligning. De opparbeidede
prøvene ble analysert ved bruk av reserveinstrumentet samme dag som hovedinstrumentet,
bortsett på én analyseserie. På grunn av kapasitetsproblemer ble den ene analyseserien
analysert den påfølgende dagen med reserveinstrumentet.
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4 Resultater og diskusjon

4.1 Metodeutvikling

I min prosjektoppgave Kvantifisering av amfetaminer, ecstasy-stoffer og ritalinsyre i serum
- bruk av pipetteringsrobot og UHPLC-MS/MS [8] ble det utviklet en ny kvantitativ ana-
lysemetode med bruk av UHPLC-MS/MS for amfetamin, metamfetamin, MDMA, MDA og
ritalinsyre. Delvis automatisert prøveopparbeidelse med Hamilton Star pipetteringsrobot
ble testet med tre ulike fosfolipidfjerningsplater Ostro (Waters), Phree (Phenomenex) og
Isolute PLD+ (Biotage). Bruk av Ostro fosfolipidfjerningsplate ga best resultat med hen-
syn på utbytte og fjerning av blindtopper. Fremgangsmåten for prøveopparbeidelse som
ble valgt er presentert i kapittel 3.3. Ulike typer kolonner og ulike mobilfaser ble testet.
Kolonnen BEH C18 med mobilfasegradient bestående av 5 mM ammoniumformat (pH 10,1)
og acetonitril ga de beste resultatene med hensyn på separasjon.

4.1.1 Metodeutvikling MS

I min prosjektoppgave[8] ble det for ritalinsyre brukt MRM-overgangene m/z 220>174
(kvalifiseringsion) ogm/z 220>56 (kvantifiseringsion). Ved lave masser i MRM-overgangene
er det større sannsynlighet for at andre forbindelser fragmenteres til den samme massen.
56 er en lav masse og er derfor mer utsatt for interferenser under deteksjonen av analytten.
I andre publiserte artikler brukes m/z 220>84 [56, 57] for ritalinsyre. MRM-overgangen
m/z 220>84 ble derfor undersøkt.

Kromatogrammene fra analysene med denne overgangen viste at intensiteten er for sterk i
forhold til de andre overgangene i metoden, og det vil si at detektoren blir mettet, se figur
4.1. På grunn av dette ble overgangen m/z 220>84 ikke brukt videre.
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Figur 4.1: Kromatogram for ritalinsyre med MRM-overgangene m/z 220>174, m/z
220>84 (metning) og m/z 220>56.

Ved overføring av store konsentrasjoner analytt til detektoren, kan massespektrometeret
oppleve metning. Dette ses som kromatografiske topper som er kuttet eller flate på toppen,
som vist i figur 4.1. For å unngå dette kan parameteren Gain justeres[58]. Dette er relatert
til forsterkningen av utgangssignalet i detektoren. Gain endrer den elektriske strømmen
som kommer ut av detektoren som et resultat av ionene som treffer detektoren. Ved å
redusere Gain vil signalet til de ulike overgangene reduseres, mens signal-til-støy-forholdene
forblir uendret.

På grunn av problemer med kvalitetskontroller som avvek for MDMA under metodeut-
viklingen, ble en annen MRM-overgang for MDMA undersøkt. I andre publiserte artikler
[59–61] brukes m/z 194>163 som kvantifiseringsion, mens i denne oppgaves brukes m/z
194>133. Overgangen m/z 194>163 ble lagt til, og tre ulike kollisjonsenergier, 12, 15 og
18 eV, ble testet. Denne overgangen ga også for høy intensitet ved alle de tre undersøkte
kollisjonsenergiene, og ble derfor ikke brukt videre i metodeutviklingen.

4.1.2 Metodeutvikling UHPLC-MS/MS

Standarder og kvalitetskontroller ble opparbeidet og analysert som beskrevet i kapittel 3.3.

Rutineanalyser ved AKF skal ha to godkjente instrumenter for hver analysemetode for at
analysene skal kunne gå som normalt, selv om det ene instrumentet ikke er operativt. Et
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av instrumentene skal fungere som hovedinstrument, mens det andre er reserveinstrument.
Under metodeutviklingen ble utvalgte prøveserier analysert på begge instrumentene for å
undersøke om metoden fungerte godt på begge.

Standarder og kvalitetskontroller som ble injisert på både hoved- og reserveinstrumentet,
viste at instrumentene ga ulike resultat. Generelt ble topparealene lavere med reserveinstru-
mentet enn hovedinstrumentet. Arealet til laveste standard for amfetamin var i utgangs-
punktet lavt. Siden dette arealet ble enda lavere under analyser med reserveinstrumentet,
måtte metoden endres for å tilfredsstille kravene til signal-til-støy-forhold. Godkjennings-
kriteriene ved AKF for S/N i laveste standard er 30 for kvantifiseringsionet og 10 for
kvalifiseringsionet. S/N for amfetamin lå akkurat over dette med injeksjonsvolum lik 1
µl. Dette ga et for dårlig utgangspunkt for å starte validering, ettersom erfaring viser at
variasjoner i instrumentet over tid kan gi lavere signaler.

Injeksjonsvolumet ble forsøkt økt fra 1 µl til 2 og 3 µl. Ved 3 µl gikk signalet til MDMA og
MDA i metning ved bruk av hovedinstrument. Ved 2 µl var signalet til amfetamin innenfor
kriteriene for signal-til-støy-forhold (figur 4.2), og MDMA og MDA gikk ikke i metning.
På bakgrunn av dette ble 2 µl valgt som injeksjonsvolum.

Figur 4.2: Kromatogram for MRM-overgangene til amfetamin med signal-til-støy-forhold.
Til venstre er injeksjonsvolumet 2 µl og til høyre 1 µl.

4.1.3 Kalibreringskurver

Kvadratiske kurvetilpasninger ble valgt for alle analyttene. Dersom detektoren mettes på
grunn av høy signalintensitet, vil kalibreringskurven bøyde av. Under metodeutvikling i
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prosjektoppgaven [8] var kurvene bøyde for MDMA og MDA. På grunn av dette ble kon-
sentrasjonen i høyeste standard senket fra 2000 til 1000 nM. En kvadratisk kurvetilpasning
vil tilpasse seg metning bedre enn en lineær kurve. Under rutinedrift vil variasjoner i
instrumentet forekomme slik at detektoren kan bli mettet. Ut i fra disse erfaringene vil
kvadratisk kurvetilpasning bli benyttet. Ekskludering av origo i kalibreringskurven gjøres
for at eventuell bakgrunn i matriks uten analytt ikke skal påvirke kurvene. Kurvene er
også vektet 1/x for å unngå at standarder med høye konsentrasjoner får for stor vekting i
kurven.

4.1.4 Kvalitetskontroller

Kvalitetskontrollene ble opparbeidet og analysert under metodeutviklingen. Resultatene
viste at konsentrasjonen i kvalitetskontrollene for MDMA avvek med opptil +15 % i forhold
til teoretisk verdi. Under validering er det anbefalte akseptkriteriet for nøyaktighet at
absoluttverdien skal være < 15 %. Nye undersøkelser ble gjort for å forsøke og finne mulige
årsaker til avvikene. Det ble laget nye bruksløsninger for å sjekke om avvikene skyldtes
feil i tillagingen av løsninger. Dette ga ikke bedre resultater. Et annet gradientprogram
publisert av Hegstad et al.[54] med 0,1 % maursyre i vann og metanol ble deretter testet.
Kvalitetskontrollene avvek fortsatt med opptil +14 % for MDMA.

Analyser med andre intern-standarder ble også gjennomført for å undersøke om dette
påvirket avvikene. De 13C-merkede intern-standardene ble byttet ut med deutererte intern-
standarder (amfetamin-d3, metamfetamin-d5, MDMA-d5, MDA-d5 og ritalinsyre-d9). Dette
ga avvik fra teoretisk verdi opp til 12 %. Standarder fra rutinen ble også analysert. Avvikene
til kvalitetskontrollene var fortsatt opp til 11 %.

Årsaken til avvikene i kvalitetskontrollene til MDMA ble ikke identifisert. Under validerin-
gen ble det fulgt nøye med på om MDMA lå innenfor de anbefalte kriteriene.

4.1.5 Prosessering av kromatogrammene

Under metodeutviklingen ble det nødvendig å endre metoden kromatogrammene ble pro-
sessert med, på grunn av variasjon i integreringen. Særlig integreringen av amfetamin
varierte. Den største variasjonen ble observert mellom kromatogrammene fra de to ulike
instrumentene. Dette skyldtes at signalet til laveste standard var lavt og at toppen ikke
alltid var Gauss-formet. I noen serier hadde toppene haledannelse, og det var ulikt hvor
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stor del av halen som ble integrert ved bruk av den automatiske integreringen i Target-
Lynx. Et eksempel på variasjon i integreringen av kromatogrammer er vist i figur 4.3. For
kvalifiseringsionet er variasjonen tydelig.

Figur 4.3: Prosessert kromatogram for kvantifiseringsion (øverst), kvalifiseringsion (midt-
en) og intern-standard (nederst). Laveste standard for amfetamin analysert og injisert
på hovedinstrumentet (til venstre) og reserveinstrumentet (til høyre).

Denne variasjonen vil kunne bidra til unøyaktighet og lavere presisjon i resultatene. Under
valideringen var nøyaktigheten og presisjonen over ti dager for laveste standard omtrent
lik ved kvantifisering med høyde og areal for amfetamin. Ved bruk av metoden i rutine-
sammenheng vil hvor mange prøver som tidligere er injisert på kolonnen variere og dette
vil kunne gi ulik haledannelsen på toppene. McCoy et al. [41, 42] har vist at høyde gir
mer nøyaktig kvantifisering for topper med grunnlinjeforstyrrelser og haledannelse. For å
ta hensyn til variasjonene som kan oppstå under rutinedrift, vil høyde bli benyttet til
kvantifisering av amfetamin. For de øvrige analyttene vil areal benyttes.
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4.2 Prevalidering

Undersøkelse av kromatogrammene til laveste standard viste at signal-til-støy-forhold var
innenfor akseptkriteriene ved AKF. Kromatogrammene til høyeste standard ikke gikk i
metning. Avvikene i retensjonstid og ioneratio var også innenfor de anbefalte kravene.
Nøyaktighet og repeterbarhet var også innenfor kriteriene på henholdsvis 15 % og 10 %.

Analyse av negative pasientprøver viste at generelt var variasjonen i intern-standard til-
fredsstillende (<20 % avvik). En av prøvene viste derimot et avvik lik -60 % for amfetamin.
Prøvene ble reinjisert på reserveinstrumentet, og avviket var -9 %. I tillegg til denne prø-
ven med avvikende intern-standard-signal, ble ytterlige to prøver tilsatt analyttløsning,
opparbeidet og analysert på nytt. Resultatene fra de beregnede konsentrasjonene viste at
nøyaktigheten var like god for prøven med stort avvik i intern-standard som de andre prø-
vene. Dette tyder på at intern-standarden evner å korrigere for variasjoner i prøvene som
trolig skyldes matrikseffekter.

Metamfetamin og MDMA viste tegn til overdrag etter analyser av en standard med dobbelt
så høy konsentrasjon som høyeste kalibreringsstandard (HøyStd). Overdraget beregnet med
areal var 21 % for metamfetamin og 14 % for MDMA av arealet til laveste standard. Kravet
er at det skal være < 20 % under validering. Etter injeksjon av høyeste standard (standard
5) ble overdraget beregnet til å være 11 % for metamfetamin og 7 % for MDMA.

Under prevalidering lå matrikseffektene med korrigering med intern-standard mellom 96-
107 %, for alle analyttene. Dette er innenfor det anbefalte kriteriet på 75-125 %. RSD var
< 4 % for alle analyttene. Ekstraksjonsutbyttet lå mellom 88-94 % med RSD < 5 % for
alle analyttene. Det anbefalte kriteriet er > 70 %, og dette er oppfylt.

Alle de undersøkte parametrene i prevalideringen tilfredsstilte valideringskravene, bortsett
overdrag for metamfetamin. På grunn av det observerte overdraget for metamfetamin ble
standard 0 alltid injisert etter høyeste standard i analyseseriene under validering.
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4.3 Validering

Valideringen består av 13 valideringsdager, utført over en periode på sju uker. I løpet av
valideringen ble intensiteten til signalet til MDMA for høy, og detektoren gikk i metning.
Detektorresponsen ble derfor endret ved Gain fra 0,5 til 0,3 på begge instrumentene etter
den tredje valideringsdagen.

4.3.1 Minste detekterbare og kvantifiserbare konsentrasjon

Den laveste standarden ble definert til å være minste kvantifiserbare konsentrasjon (MKK).
RSD og avvik i nøyaktighet i analyser av ti serier med MKK er presentert i tabell 4.1. I
tillegg er de laveste signal-til-støy-forholdene i de ti seriene for kvantifiseringsionene og
kvalifiseringsionene presentert.

Tabell 4.1: MKK er lik laveste standard. Gjennomsnitt, RSD, nøyaktighet og minste
signal-til-støy-forhold for kvantifiserings- og kvalifiseringsionene over ti dager er oppgitt.

Analytt Teor. verdi
(MKK)

Gj.snitt
målt verdi

RSD
[%]

Nøyak-
tighet

S/N
kvant.ion

S/N
kval.ion

[nM] [nM] [%]
Amfetamin 25,0 24,5 5,5 -2,0 70 36
Metamf. 25,0 25,9 3,1 3,6 108 48
MDA 25,0 26,8 1,7 7,3 93 81
MDMA 25,0 27,5 3,6 9,8 224 110
Ritalinsyre 200 190 1,9 -5,2 2687 38

Resultatene tyder på at konsentrasjonen varierer lite for den laveste standarden (MKK)
ved analyser over forskjellige dager. For alle analyttene er RSD < 6 %, og kravet er <
20 %. Resultatene viser også at nøyaktigheten er innenfor kriteriet på < 20 %. Ingen av
analyttene har signal-til-støy-forhold < 36. MKK kan derfor bestemmes til å være 25 nM
for amfetamin, metamfetamin, MDA og MDMA, og 200 nM for ritalinsyre.

MKK ble fortynnet til tre konsentrasjonsnivåer (1:2, 1:5, 1:10) for å bestemme minste de-
tekterbare konsentrasjon (MDK). Ved fortynning 1:10 er alle signal-til-støy-forholdene over
3. Det vil si at MDK er 2,5 nM for amfetamin, metamfetamin, MDA og MDMA, og 20 nM
for ritalinsyre. Forsøket ble kun gjennomført én gang, og gir derfor bare et øyeblikksbilde
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for MDK. Lavere konsentrasjoner ble ikke undersøkt, fordi MDK ut ifra metodens bruks-
områder er tilstrekkelig. MDMA ga signal-til-støy-forhold lik 57 for kvantifiseringsionet og
59 for kvantifiseringionet ved fortynning 1:10. MDMA kunne derfor vært fortynnet mer, og
fortsatt fått signal-til-støy-forhold over 3. Forsøket viser at MDK for de ulike analyttene
ligger i størrelsesorden ti ganger lavere enn verdien for MKK som ble valgt.

4.3.2 Linearitet

Forklaringskoeffisienten R2 beskriver hvor godt kurvetilpasningen passer til målingene. Re-
sultatene er presentert i tabell 4.2. Det anbefalte akseptkriteriet for kvadratiske kurver er
at R2 skal være > 0,995. Dette er oppfylt for alle analyttene. For grafisk fremstilling av
kalibreringskurvene, se vedlegg A.1.

Tabell 4.2: Måleområde for analyttene. R2-verdier for kalibreringskurvene innen måleom-
rådet samt R2

HøyStd for kurver med et ekstra konsentrasjonsnivå med dobbel konsentra-
sjon av høyeste standardnivå i måleområdet inkludert. Andregradskurver med vekting
1/x og origo ekskludert. N er antall paralleller på hvert konsentrasjonsnivå.

Analytt Måleområde
[nM]

R2

(N=3)
R2

HøyStd

(N=1)
Amfetamin 25-2000 0,9996 0,9993
Metamfetamin 25-2000 0,9997 0,9998
MDA 25-1000 0,9996 0,9994
MDMA 25-1000 0,9997 0,9989
Ritalinsyre 200-5000 0,9991 0,9987

En standard (HøyStd) med konsentrasjon dobbelt så høy som høyeste standard i måle-
området (standard 5) ble analysert. R2

HøyStd er presentert i tabell 4.2 og kurvene er vist
i vedlegg A.2. Disse kurvene er også innenfor kriteriet på 0,995. Dette betyr at kurvene
følger den kvadratiske kurvetilpasningen også for prøver med konsentrasjon høyere enn
måleområdet.

Kurven til MDMA med HøyStd inkludert bøyer litt av i det øvre konsentrasjonsområdet.
For kvadratisk kurvetilpasning er R2-verdien 0,9989 og oppfyller dermed kriteriet. En li-
neær kurvetilpasning vil derimot gi R-verdi lik 0,9945, som er utenfor kriteriet. Grunnen
til at kurven krummer er at detektorresponsen blir mettet ved høye konsentrasjoner av
MDMA. Dette var årsaken til at høyeste standard for MDMA og MDA ble senket fra 2000
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nM til 1000 nM under metodeutviklingen i min prosjektoppgave[8]. Høye R2-verdier kan
oppnås selv om kurvene er bøyde når kvadratisk kurvetilpasning blir benyttet. Det er der-
for nødvendig å undersøke både kromatogrammer og kurver visuelt, i tillegg til å vurdere
R2-verdiene.

4.3.3 Repeterbarhet

Analyttenes relative standardavvik for tre nivåer av kvalitetskontroller med ti paralleller i
samme serie er presentert i tabell 4.3. RSD-verdiene er < 2,5 %, og er godt innenfor det
anbefalte kravet på 10 %. Dette viser at det er liten spredning i resultatene innen en serie
og at repeterbarheten er god.

Tabell 4.3: Repeterbarhet presentert med målt verdi av ti paralleller for alle kvalitets-
kontrollene i samme serie med tilhørende RSD.

Analytt Teoretisk
konsentrasjon

Gj.snitt målt
konsentrasjon

RSD

[nM] [nM] [%]
Amfetamin 40,0 39,6 1,3

200 186 1,3
1500 1436 1,5

Metamf. 40,0 41,8 1,9
200 201 0,6
1500 1522 0,9

MDA 40,0 41,9 2,4
150 155 1,4
800 818 1,3

MDMA 40,0 44,5 0,9
150 163 1,0
800 872 1,0

Ritalinsyre 300 300 1,2
750 743 0,9
4000 3707 1,3
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4.3.4 Reproduserbarhet og nøyaktighet

Ti paralleller av kvalitetskontrollene ble analysert ved ti forskjellige dager. Resultatene er
presentert i tabell 4.4. RSD er et mål på reproduserbarheten til målingene. RSD er < 4 %
for alle analyttene ved alle konsentrasjonsnivå. Dette er godt innenfor akseptkriteriet (≤
15 %).

Nøyaktigheten er oppgitt som den målte konsentrasjonens prosentvise avvik fra teoretisk
verdi. Det er anbefalt at absoluttverdien til avviket er < 15 %, og dette er oppfylt for alle
analyttene, se tabell 4.4. Under metodeutviklingen hadde kvalitetskontrollene til MDMA
avvik opp til 15 %. Resultatene fra valideringen viser at den gjennomsnittlige nøyaktigheten
over ti dager for MDMA har et avvik tilnærmet lik 10 %. Det største avviket i løpet av
ti analysedager var på 14 %. Dette er innenfor akseptkriteriet. Beregnet absoluttverdi for
nøyaktighet for de andre analyttene er < 6 %, det vil si godt innenfor kriteriet på 15 %.

Tabell 4.4: Reproduserbarhet med RSD og nøyaktighet for ti serier analysert ved ti ulike
dager.

Analytt Teoretisk
konsentrasjon

Gj.snitt målt
konsentrasjon

RSD
[%]

Nøyaktighet
[%]

[nM] [nM]
Amfet- 40,0 38,4 1,6 -4,1
amin 200 189 1,7 -5,7

1500 1430 2,6 -4,7
Metamf. 40,0 40,8 2,3 1,9

200 203 2,0 1,4
1500 1517 1,9 1,1

MDA 40,0 41,8 3,1 4,5
150 154 1,7 2,9
800 834 2,5 4,3

MDMA 40,0 43,1 1,2 7,7
150 165 2,1 9,8
800 876 2,5 9,5

Ritalin- 300 291 2,6 -2,9
syre 750 753 2,4 0,4

4000 3780 1,9 -5,5
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Z-verdiene for to konsentrasjonsnivåer av sammenlignende laboratorieprøver med ritalin-
syre er presentert i tabell 4.5. Z-verdier ble beregnet med ligning 2.8.

Tabell 4.5: Sammenlignende laboratorieprøving (SLP) for ritalinsyre fra LGC. To prø-
ver med ulik konsentrasjon (A og B) analysert på to ulike dager (1 og 2). SDPA er
standardavviket beregnet fra alle deltakerne.

Teoretisk
verdi
[nM]

Målt
verdi
[nM]

Snittverdi
alle deltakere
[nM]

SDPA Z-verdi

Prøve A1 1043 1151 1149 69,7 0,0
Prøve A2 1043 1242 1149 69,7 1,3
Prøve B1 2022 1896 1898 14,9 -0,1
Prøve B2 2022 2004 1898 14,9 7,1

De beregnede Z-verdiene bør være mindre enn 2. Prøve B1 og B2 er fra samme prøve,
men opparbeidet og analysert på to forskjellige dager. Analyse av prøve B1 gir Z-verdi
lik -0,1, mens prøve B2 får en Z-verdi lik 7,1. Dette er langt utenfor tiltakskriteriet på 3.
Gjennomsnittsverdien for alle deltakerne og standardavviket fra alle deltakerne (SDPA) for
prøve B er beregnet kun ut i fra to målinger fra to ulike laboratorier. Ettersom akkurat disse
to målingene ligger svært nær hverandre blir SDPA svært liten. Dette påvirker utregningen
av Z-verdiene for denne metoden. To målinger gir et altfor lite grunnlag for å kalkulere
et pålitelig gjennomsnitt av alle deltakerne og tilhørende SDPA. Den relative verdien av
SDPA for andre legemidler og rusmidler som inngår i SLP-program ved AKF ligger generelt
i området 7-13 % av den teoretiske verdien. For prøve B er denne verdien < 1 %.

Den målte verdien av prøve B2 ligger nærmere den teoretiske verdien enn den gjennom-
snittlige verdien fra alle deltakerne. Den høye Z-verdien skyldes derfor ikke at den målte
verdien for B-prøven ligger langt unna gjennomsnittsverdien, men at standardavviket er
lavt. For A-prøvene er verdiene basert på kun tre målinger. Det trengs flere deltakere i
SLP-analysene for å beregne en pålitelig gjennomsnittsverdi for alle deltakerne med mind-
re usikkerhet. Derfor kan det ikke dras noen konklusjon om metodens nøyaktighet ut i fra
de beregnede Z-verdiene.
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4.3.5 Selektivitet

Serum fra seks ulike personer uten tilsatt analyttløsning ble analysert for å undersøke
interfererende topper i kromatogrammene. For overgangen m/z 220>56 til ritalinsyre ble
en topp observert i alle prøvene ved forventet retensjonstid til analytten. Arealet av disse
toppene var < 1 % av arealet til laveste standard og vil derfor ikke ha noen innvirkning
på resultatene. For de øvrige analyttene ble ingen interfererende topper observert.

4.3.6 Matrikseffekter

Matrikseffekter ble undersøkt for laveste og høyeste kvalitetskontroll. Matrikseffekt for alle
fem analyttene og matrikseffekter korrigert med intern-standarder samt deres tilhørende
relative standardavvik er presentert i tabell 4.6.

Tabell 4.6: Matrikseffekter (ME) undersøkt for lav og høy kvalitetskontroll med Ma-
tuszewskis metode, med og uten korrigering med intern-standard. Relativt standardav-
vik til ME i prosent.

Analytt Teoretisk
verdi
[nM]

ME
[%]

RSD
[%]

MEIS

[%]
RSDIS

[%]

Amfetamin 40 76 6,4 99 15,0
1500 81 3,7 98 2,0

Metamfetamin 40 83 3,9 97 13,3
1500 83 3,1 101 0,8

MDA 40 61 11,3 90 14,5
800 72 4,3 98 1,3

MDMA 40 81 4,4 94 13,6
800 89 1,7 108 2,1

Ritalinsyre 300 73 9,8 90 11,7
4000 84 2,0 101 1,9

Matrikseffektene ligger mellom 61-89 % uten korrigering med intern-standard. For de
intern-standard-korrigerte verdiene ligger matrikseffektene mellom 90-108 %. Dette er in-
nenfor det anbefalte kriteriet for intern-standard-korrigert matrikseffekt lik 75-125 % og
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RSD ≤ 15 %. Uten korrigering med intern-standard, ligger resultatene utenfor akseptkri-
teriene. Resultatene viser at ved bruk av enkel opparbeidelsene med felling og fosfolipids-
fjerningsplater korrigerer intern-standardene for matrikseffekter.

Fernández et al.[25] har også vist at ved bruk av LLE og LC-MS/MS er det tilnærmet ingen
matrikseffekter for amfetaminene med deutererte intern-standarder. Matriksen undersøkt
i denne artikkelen var plasma.

De relative standardavvikene for den lave kvalitetskontrollen øker ved korrigering med
intern-standard for alle analyttene. Korrigering med intern-standard skal generelt redusere
standardavviket ved å ta høyde for variasjoner i prøvene, slik det ses for den høye kvalitets-
kontrollen. Arealet til intern-standardene for én av parallellene ligger omtrent 40 % høyere
enn de andre parallellene. Under forsøkene med matrikseffekter ble intern-standarden til-
satt manuelt. Unøyaktighet i utførelsen av dette er den mest sannsynlige årsaken til avviket.
Denne uteliggeren gjør at RSD blir høyere for intern-standard-korrigerte matrikseffekter.
Tas denne ut i fra beregningene blir RSD mindre enn 6 % for alle analyttene.

Matrikseffekter kan ikke fjernes fullstendig ved prøveopparbeidelse og analyse, men ulike
strategier kan forsøkes for å minimalisere og kompensere for matrikseffekter. Det er derfor
en viktig faktor å undersøke under validering. Under metodeutvikling kan de kromatogra-
fiske parametrene endres slik at matrikskomponentene i størst mulig grad ikke eluerer ved
samme retensjonstid som analyttene. I tillegg vil bruk av isotopmerkede intern-standarder
kunne korrigere for eventuelle matrikseffekter[39]. Gode intern-standarder vil bli påvirket i
samme grad av matrikskomponentene som analyttene. Forholdet mellom analytt og intern-
standard vil derfor påvirkes minimalt, og kvantifiseringen av analyttene vil ikke forstyrres
av eventuelle matrikseffekter.

I følge R. Dams et al.[62] studie av matrikseffekter i bioanalyser med LC-MS/MS vil både
ioniseringsmetode, prøveopparbeidelse og den biologiske matriksen påvirke matrikseffekten.
Bruk av ESI som ioniseringsteknikk er mer utsatt for matrikseffekt enn APCI. Dette skyldes
at de er basert på forskjellige prinsipp, hvor APCI er basert på gassfasereaksjoner, men
ESI er basert på væskefasereaksjoner.

R. Dams et al.[62] og R. Bonfiglio[63] har også vist at prøveopparbeidelsen innvirker på
matrikseffektene. Kun proteinfelling med acetonitril medfører at mange makromolekyler
forbli i prøven, og dette bidrar til økt matrikseffekt. Prøveopparbeidelse med SPE gir renere
prøver, og dermed mindre matrikseffekter. Eventuelle oppkonsentreringssteg i SPE gjør
konsentrasjonen av matrikskomponenter høyere, som igjen fører til mer matrikseffekter.
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Store injeksjonsvolum vil tilføre en større mengde matrikskomponenter til instrumentet.
Dette kan også øke graden av matrikseffekter.

4.3.7 Ekstraksjonsutbytte

Ekstraksjonsutbyttet ble beregnet ved ligning 2.6, og verdiene er presentert i tabell 4.7.
Areal ble benyttet i beregningene, bortsett fra for amfetamin hvor ble høyde ble benyttet.
Alle analyttene innfrir det anbefalte akseptkriteriet på minimum 70 % ekstraksjonsutbytte.
De relative standardavvikene er < 4 %.

Tabell 4.7: Ekstraksjonsutbytte for laveste og høyeste kvalitetskontroll med seks paral-
leller på hvert nivå. RSD representerer variasjonen i prøvene som er tilsatt analytt før
ekstraksjon.

Analytt Teoretisk
verdi
[nM]

Utbytte
[%]

RSD
[%]

Amfetamin 40 79 1,8
1500 81 3,7

Metamfetamin 40 77 3,4
1500 79 2,2

MDA 40 85 3,2
800 85 1,9

MDMA 40 83 2,8
800 88 1,2

Ritalinsyre 300 79 3,2
4000 81 1,5

4.3.8 Overdrag

Resultatene fra prevalideringen viste overdrag for metamfetamin og MDMA ved analyse av
en standard (HøyStd) med dobbelt så høy konsentrasjon som høyeste standard. Analysene
under valideringen viser også overdrag for disse to analyttene. Overdrag for intensitet etter
HøyStd og høyeste standard i prosent i forhold til laveste standard er presentert i tabell
4.8.
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Tabell 4.8: Prosentvis overdrag i forhold til laveste standard. Areal er brukt til beregnin-
gene, bortsett fra for amfetamin hvor høyde er benyttet.

Analytt Overdrag
HøyStd

Overdrag
Std 5

[%] [%]
Amfetamin 6 -
Metamfetamin 20 11
MDA 4 -
MDMA 11 9
Ritalinsyre 0,4 -

Det anbefalte akseptkriteriet for overdrag er at intensiteten i standard 0 skal være < 20 %
av laveste standard. Ved analyse av HøyStd er overdraget for metamfetamin lik 20 % av
laveste standard. I rutineanalyser vil det derfor være nødvendig å reinjisere prøver som er
injisert rett etter prøver med høyere konsentrasjon av metamfetamin enn måleområdet. I
tillegg bør det i en analyseserie injiseres standard 0 rett etter høyeste standard.

For metamfetaminprøver med konsentrasjon innenfor måleområdet er overdraget mindre
enn 20 %, og reinjisering anses ikke som nødvendig. For MDMA er overdraget etter analyse
av HøyStd < 20 % av laveste standard. De øvrige analyttene viser ingen tegn til overdrag.

4.3.9 Robusthet - tilsats av syre under opparbeidelse

Tidligere erfaring med opparbeidelse og analyse av amfetamin ved AKF tilsier at tilsats av
syre er nødvendig for at amfetamin ikke skal fordampe under inndamping. Også Wohlfarth
et al.[64], Mortier et al.[65], Fernándes et al.[25] og Concheiro et al.[66] tilsetter syre for
å hindre fordamping av amfetamin. En mulig forklaring på hvorfor dette er nødvendig er
at amfetamin er mindre flyktig i sin ladede form som oppnås ved lav pH enn sin uladede
form ved høy pH.

Resultatene fra dette forsøket viser derimot at tilsatsen av syre har liten innvirkning på
fordampingen av amfetamin. I denne metoden tilsettes 10 µl 0,30 M HCl til 100 µl prøve,
25 µl intern-standard og 375 µl fellingsreagens før inndamping. Avvikene for konsentrasjon
av amfetamin ved tilsats av HCl med ulike konsentrasjoner i forhold til 0,3 M er presentert
i tabell 4.9. Avvikene er < 7 % for alle konsentrasjonsnivåene. Resultatene er de samme
for kvalitetskontrollene uten tilsats av syre. Dette tyder på at amfetamin ikke fordamper
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under opparbeidelsen selv om HCl ikke tilsettes. Tilsatsen av 0,20-0,40 M HCl påvirker
heller ikke resultatene til de andre analyttene.

Tabell 4.9: Amfetaminkonsentrasjons prosentvise avvik i forhold til tilsats av 0,3 M HCl
med tilsats av HCl ved ulike konsentrasjoner, samt opparbeidelse uten tilsats av saltsyre.
Én parallell med kvalitetskontroller ble opparbeidet for hvert konsentrasjonsnivå av
HCl.

Kvalitets-
kontroll

0,20 M HCl
[%]

0,25 M HCl
[%]

0,40 M HCl
[%]

Uten HCl
[%]

QC1 5,5 0,8 2,6 7,6
QC2 -1,4 -0,7 -0,9 2,6
QC3 6,2 2,7 4,5 3,7

Fellingsreagenset som benyttes i denne prosedyren er acetonitril med 1 % maursyre. Det vil
si at løsningen allerede er litt sur før tilsettingen av syre. Dette kan være tilstrekkelig for at
amfetamin ikke fordamper. I andre artikler [25, 64–66] hvor det benyttes syre for å unngå
fordamping av amfetamin er analyttene løst i andre løsemidler enn i denne oppgaven. De
benytter DCM/isopropanol/25 % ammoniakk eller dietyleter. I eksisterende metode ved
AKF benyttes DCM/2-propanol (90+10). Valg av løsemiddel kan være en medvirkende
årsak til at det må tilsettes syre for å unngå fordamping av amfetamin.

4.3.10 Robusthet - drift i en analyseserie

En annen robusthetsparameter som ble testet var drift i løpet av en analyseserie. Resulta-
tene viste at konsentrasjonen for kvalitetskontrollen (QC2) injisert ved starten og slutten
av analyseserien ikke endret seg mer enn 4 %. Heller ikke arealet for QC2 endret seg mer
enn 6 % i løpet av serien. Dette gjaldt for alle analyttene. Dette er innenfor normal va-
riasjon i repeterbarhet, og resultatene tyder derfor på at drift i instrumentet i løpet av en
serie ikke påvirker resultatene.

4.3.11 Variasjon i intern-standard

Variasjon i intern-standard ble undersøkt i tre analyseserier med standarder, kvalitets-
kontroller og ti negative pasientprøver i hver serie. Areal (høyde for amfetamin) for alle
intern-standardene reduseres med økende konsentrasjon av analytten. Det største avviket

57



4. RESULTATER OG DISKUSJON

for hver analytt er presentert i tabell 4.10. Avvikene er beregnet i forhold til gjennomsnittlig
respons av intern-standardene i de fem standardene.

Tabell 4.10: Største avvik for areal (høyde for amfetamin) for intern-standard i forhold
til gjennomsnitt av intern-standard-areal i de fem standardene i tre analyseserier med
standarder, kvalitetskontroller og ti negative pasientprøver.

Analytt Største avvik [%]
Amfetamin -51
Metamfetamin 44
MDA 26
MDMA 20
Ritalinsyre 42

4.3.12 Holdbarhet i opparbeidede kvalitetskontroller

På grunn av tidsperspektivet for denne oppgaven ble ikke alle holdbarhetsforsøk som er
listet i valideringsplanen (vedlegg A.3) gjennomført. Resultatene fra reinjisering av oppar-
beidede prøver oppbevart ved 4-10 ◦C etter tre og fem dager er presentert i tabell 4.11.

Tabell 4.11: Holdbarhet for opparbeidede kvalitetskontroller ved 4-10 ◦C. Reinjisert etter
tre og fem dager.

Analytt Målt kons.
dag 0

Målt kons.
dag 3

Endring
ift dag 0

Målt kons.
dag 5

Endring
ift dag 0

[nM] [nM] [%] [nM] [%]
Amfetamin 37,8 38,5 1,9 38,6 2,1

1438 1462 1,7 1455 1,2
Metamf. 40,2 40,6 1,0 40,3 0,2

1537 1514 -1,5 1523 -0,9
MDA 40,3 39,6 -1,7 40,7 1,0

821 819 -0,3 827 0,8
MDMA 43,4 41,8 -3,7 43,0 -0,9

869 901 3,6 914 5,1
Ritalinsyre 29903 289 -3,4 285 -4,8

3794 3817 0,6 3840 1,2
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For kvalitetskontroller er kravet at endring i konsentrasjon ved dag 3 og dag 5 skal være <
15 %. Dette er oppfylt for alle analyttene, og dette viser at holdbarheten i opparbeidede
prøver er tilstrekkelig god over fem dager.

Ulike faktorer påvirker holdbarheten til prøvene. Når de opparbeidede prøvene blir stående,
kan løsemiddelet fordampe. Dette gjør konsentrasjonen av analyttene i prøven høyere.
Samme oppkonsentrering skjer med intern-standarder, og forholdet blir derfor påvirket
i liten grad. Analyttene kan dekomponere når de blir stående. Hvis intern-standarden
ikke dekomponeres i samme grad som analytten vil dette føre til lavere konsentrasjon i
kvantifisering av analytten.

Fernándes et al. [25] har også undersøkt holdbarheten til amfetaminene i opparbeidede
prøver etter tre dager. Deres prøver er også løst i metanol og vann. De observerer ingen
endring i konsentrasjon etter tre dager ved 4-8 ◦C. Sergi et al. [27] har gjennomført mer
omfattende holdbarhetsforsøk for amfetaminene. Holdbarhet ble undersøkt i prøver med
plasma eller spytt tilsatt analytter ved oppbevaring i 24 timer ved romtemperatur, ved å
fryse og tine prøvene tre ganger og i frosne prøver etter én og to måneder. De rapporterer
heller ingen problemer med holdbarheten til analyttene.

4.3.13 Ioneratio

For ionerationen er det anbefalt at avviket ikke skal være større enn ± 20 % fra referanse-
prøven. Dette er undersøkt i tre analyseserier og er oppfylt for alle analyttene. De største
avvikene for hver analytt i løpet av tre analyseserier er presentert i tabell 4.12.

Tabell 4.12: Største prosentvise avvik for ioneratioen fra referanseprøve (gjennomsnitt av
standard 2 og 3) i tre analyseserier med standarder, kvalitetskontroller og pasientprøver
(16 amfetaminprøver og 17 ritalinsyreprøver).

Analytt Største avvik
fra ref. prøve
[%]

Amfetamin 15,4
Metamfetamin -5,5
MDA 8,2
MDMA 16,7
Ritalinsyre -12,6
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4.3.14 Retensjonstid

Variasjonen i relativ retensjonstid er < 0,6 % for alle analyttene. Dette er innenfor kravet
på ± 1 %.

4.3.15 Spesifisitet

Meprobamat og PMMA ble analysert for å undersøke om de gir falske positive resultat.
Analyse av meprobamat ga ingen respons i kromatogrammene. I kromatogrammene med
analyse av PMMA ble det identifisert en topp for både MDA og metamfetamin. Kun
den ene MRM-overgangen var til stede for MDA, og vil derfor ikke bli rapportert som
falskt positivt resultat. For metamfetamin var det en topp for begge MRM-overgangene.
Ioneratioen var 0,3 sammenlignet med standardene som hadde en ioneratio lik 2,1. Dermed
vil heller ikke denne gi utslag som falskt positivt resultat.

De analyserte forbindelsene er kun de analyttene som allerede analyseres ved AKF som har
molarmasse ± 1 g/mol i forhold til analyttene i metoden. Ingen av disse gir falske positive
resultater. Andre forbindelser som ikke er i analysereportoaret til AKF kan allikevel gjøre
det.

4.3.16 Metodesammenligning

Resultatene fra sammenligning av dagens rutinemetode og den nye metoden for pasientprø-
ver er plottet for hver analytt i figur 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 og 4.8. Konsentrasjon i pasientprøver
fra eksisterende og ny metode er plottet mot hverandre, og avviket mellom metodene er
plottet mot konsentrasjonen i den nye metoden.
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Figur 4.4: Amfetamin: Konsentrasjon i 22 pasientprøver med rutinemetode plottet mot
ny metode (til venstre). Avvik i ny metode i forhold til rutinemetode er plottet mot
konsentrasjon i den nye metoden (til høyre).

Figur 4.5: Metamfetamin: Konsentrasjon i 16 pasientprøver med rutinemetode plottet
mot ny metode (til venstre). Avvik i ny metode i forhold til rutinemetode er plottet
mot konsentrasjon i den nye metoden (til høyre).
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Figur 4.6: MDA: Konsentrasjon i 16 pasientprøver med rutinemetode plottet mot ny
metode (til venstre). Avvik i ny metode i forhold til rutinemetode er plottet mot kon-
sentrasjon i den nye metoden (til høyre).

Figur 4.7: MDMA: Konsentrasjon i 16 pasientprøver med rutinemetode plottet mot
ny metode (til venstre). Avvik i ny metode i forhold til rutinemetode er plottet mot
konsentrasjon i den nye metoden (til høyre).
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Figur 4.8: Ritalinsyre: Konsentrasjon i 17 pasientprøver med rutinemetode plottet mot
ny metode (til venstre). Avvik i ny metode i forhold til rutinemetode er plottet mot
konsentrasjon i den nye metoden (til høyre).

For alle analyttene er avvikene akseptable. Bortsett fra ei måling for amfetamin er alle
avvik < 20 %. For alle analyttene bortsett fra ritalinsyre, er trenden at den nye metoden gir
høyere verdier i den øvre delen av måleområdet. For ritalinsyre er det god overensstemmelse
i hele måleområdet. Ettersom det ikke analyseres SLP-prøver for amfetaminene, kan det
ikke slås fast hvilken av metodene som gir mest korrekt resultat. For ritalinsyre er det
analysert for få SLP-prøver til å kunne si med sikkerhet hvor god den eksisterende og den
nye metoden er. Avdelingen bør vurdere om det skal gjennomføres en ringtest med flere
laboratorier for disse analyttene i serum.
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4.3.17 Samkjøring mellom instrumenter

Resultatene for samkjøring mellom hovedinstrumentet og reserveinstrumentet er plottet i
figur 4.9
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Figur 4.9: Plott av konsentrasjon og avvik målt med hovedinstrument mot reserveinstru-
ment for amfetamin (n=32), metamfetamin (n=16), MDA (n=18), MDMA (n=18) og
ritalinsyre (n=32).

For alle analyttene er avvikene < 20 %. Avvikene for metamfetamin er i hovedsak positive,
som kan tyde på en konstant forskjell mellom instrumentene. Avvikene er < 7 %, og har
ikke stor innvirkning på resultatene. Plottene for de øvrige analyttene tyder verken på en
konstant eller en proporsjonal forskjell mellom instrumentene.

Det er ikke observert større avvik i analyseserien som ble analysert to påfølgende dager
i forhold de seriene som ble analysert samme dag. Holdbarhetsforsøkene viser også at
holdbarheten av opparbeidede prøver er god og at dette derfor ikke vil ha noen innvirkning
på resultatene i samkjøringen.
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5 Konklusjon

Det ble utviklet en ny sensitiv, selektiv og robust analysemetode ved bruk av UHPLC-
MS/MS for amfetamin, metamfetamin, MDA, MDMA og ritalinsyre i serum.

Rutinedriften vil effektiviseres ved å slå sammen to eksisterende metoder til én samt be-
nytte en enklere prøveopparbeidelse. I den nye metoden vil proteinfelling og 96-brønns
fosfolipidfjerningsplater bli benyttet. Prøveopparbeidelsen er delvis automatisert med Ha-
milton pipetteringsrobot. Sammenlignet med eksisterende metode, med manuell prøveopp-
arbeidelse og bruk av SPE og LLE, er denne metoden mindre arbeidskrevende, og er mindre
belastende for armer og skuldrer. Det vil også bli brukt betydelig mindre løsemidler, og den
kreftfremkallende forbindelsen diklormetan som idag brukes ved LLE, anvendes ikke i den
nye metoden. Prøvevolumet, analysetiden og antallet kalibreringsstandarder er redusert.

Nye 13C-merkede intern-standarder ble tatt i bruk for amfetamin, metamfetamin, MDA og
MDMA. For ritalinsyre ble en ny deuterert intern-standard tatt i bruk. Valideringen viste
at disse intern-standardene korrigerer for matrikseffekter.

Alle de undersøkte valideringsparametrene lineraritet, repeterbarhet, reproduserbarhet,
nøyaktighet, matrikseffekter, ekstraksjonsutbytte, variasjon i intern-standarden, holdbar-
het i opparbeidede prøver, ioneratio, retensjonstid og spesifisitet var innenfor de gitte kra-
vene. Forsøkene viste 20 % (av arealet til laveste standard) overdrag av metamfetamin,
etter analyse av HøyStd. Etter høyeste standard (standard 5) var overdraget for metam-
fetamin 11 %. Med bakgrunn i dette skal det i rutineanalyser injiseres standard 0 etter
høyeste kalibreringsstandard. I tillegg skal pasientprøver reinjiseres dersom metamfetamin-
konsentrasjonen til prøven foran i analyseserien er over måleområdet.

Metodesammenligning viste at forskjellene mellom den eksisterende og den nye metoden er
< 20 %. Samkjøring av de to analyseinstrumentene viste også at forskjellen mellom hoved-
og reserveinstrumentet er < 20 %.

Validering av denne analysemetoden er utført med tilsats av syre (HCl) under prøveoppar-
beidelse. Resultatene viste at dette ikke var nødvendig for å unngå at amfetamin fordampet.
Dette skyldes trolig at fellingsreagenset acetonitril er tilsatt 1 % maursyre. Hvis tilsetting
av HCl skal fjernes fra metoden, må metoden delvis valideres på nytt.

Etter gjennomførte holdbarhetsforsøk, med resultater innenfor kravene, vil analysemetoden
kunne implementeres i rutinebruk.
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Compound name: Amfetamin

Coefficient of Determination: R^2 = 0.999586 

Calibration curve: -1.91404e-007 * x̂ 2 + 0.00493301 * x + -0.00583048

Response type: Internal Std ( Ref 6 ), Height * ( IS Conc. / IS Height )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Metamfetamin

Coefficient of Determination: R^2 = 0.999689 

Calibration curve: -1.93848e-008 * x̂ 2 + 0.0131549 * x + 0.00247743

Response type: Internal Std ( Ref 7 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: MDA

Coefficient of Determination: R^2 = 0.999577 

Calibration curve: -3.53048e-007 * x̂ 2 + 0.00477111 * x + -0.00532565

Response type: Internal Std ( Ref 8 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: MDMA

Coefficient of Determination: R^2 = 0.999701 

Calibration curve: -3.65916e-007 * x̂ 2 + 0.00748121 * x + -0.00325229

Response type: Internal Std ( Ref 9 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Ritalinsyre

Coefficient of Determination: R^2 = 0.999106 

Calibration curve: -1.85297e-008 * x̂ 2 + 0.000531426 * x + 0.0205103

Response type: Internal Std ( Ref 10 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Amfetamin

Coefficient of Determination: R^2 = 0.999246 

Calibration curve: -7.64674e-009 * x̂ 2 + 0.00466248 * x + 0.00703138

Response type: Internal Std ( Ref 6 ), Height * ( IS Conc. / IS Height )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Metamfetamin

Coefficient of Determination: R^2 = 0.999782 

Calibration curve: -3.32303e-009 * x̂ 2 + 0.0131313 * x + 0.00360165

Response type: Internal Std ( Ref 7 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: MDA

Coefficient of Determination: R^2 = 0.999365 

Calibration curve: -6.37952e-008 * x̂ 2 + 0.00455842 * x + 0.00370532

Response type: Internal Std ( Ref 8 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: MDMA

Coefficient of Determination: R^2 = 0.998886 

Calibration curve: -1.06891e-006 * x̂ 2 + 0.00799811 * x + -0.025201

Response type: Internal Std ( Ref 9 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: Ritalinsyre

Coefficient of Determination: R^2 = 0.998715 

Calibration curve: -1.05362e-008 * x̂ 2 + 0.000499851 * x + 0.0305467

Response type: Internal Std ( Ref 10 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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A.3 Valideringsplan
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