
 

 
FAKULTET FOR NATURVITENSKAP 

 
Institutt for bioingeniørfag 

 
Norges teknisk- naturvitenskapelige universitet  

Norwegian University of Science and Technology (NTNU) 
 
                   
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Av / by 
 

Aina Margrethe Solum, Ellen Johanne Aakre og Sara Sveum 
 
                                         Trondheim, 2022

Validering av metode for kvantifisering av 
antiepileptika i serum ved bruk av ny detektor 

(Xevo TQ-XS) på UPLC-MSMS 

 

Method validation for quantification of 
antiepileptics in serum using a new detector (Xevo 

TQ-XS) on UPLC-MSMS 

 



   
 

 I 

Forord 

Bakgrunnen for denne oppgaven er avsluttende bachelorprosjekt for bioingeniørutdanningen 

ved Institutt for bioingeniørfag ved Norges tekniske-naturvitenskapelige universitet (NTNU) 

i Trondheim. Oppgaven er gitt av Seksjon for analytisk forskning og utvikling (FoU) ved 

Avdeling for klinisk farmakologi (AKF), en av seks laboratoriemedisinske avdelinger ved St. 

Olavs hospital i Trondheim. Avdelingen utfører daglig analyser på rus- og legemidler. 

Analysering av legemidler blir rekvirert ved indikasjon på intoksikasjon, misbruk, forhold 

som fører til unormal farmakokinetikk, og terapikontroll ved medikamentbehandling. 

Oppgaven ble utført på laboratorier og lokaler tilhørende AKF i perioden 9. mars 2022 til 20. 

mai 2022. Oppgaven er skrevet i godt samarbeid og gjenspeiler kunnskap innhentet gjennom 

studieperioden og arbeidet med bacheloroppgaven.  

Vi vil først og fremst rette en stor takk til vår faglige veileder Maja Loevenich, 

spesialbioingeniør ved AKF. Tusen takk for god veiledning og hjelp underveis i 

bachelorperioden. Vi vil også takke Ruth-Anne Larsen, bioingeniør ved AKF, for praktisk 

veiledning og god opplæring på laboratoriet. Til slutt vil vi takke vår prosessveileder 

Margareth Nupen, førstelektor ved Institutt for bioingeniørfag ved NTNU, for hjelp underveis 

i skriveprosessen. Didrik, Tord, Hampus og Lusia har også vært til stor hjelp på hjemmebane. 

Takk! 

 

 

 

 

 

                                  

Aina Margrethe Solum  Ellen Johanne Aakre                Sara Sveum  

 

Trondheim 19. mai 2022 



   
 

 II 

Sammendrag 

Validering av metode for kvantifisering av antiepileptika (karbamazepin, 

karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid) i serum ble gjennomført på MS-detektoren 

Xevo TQ-XS. Dette er en ny MS-versjon som skal tas i bruk på laboratoriet i tillegg til 

detektoren som benyttes i dag, Xevo TQ-S. Xevo TQ-XS har høyere sensitivitet, da den 

detekterer små analytter med mindre masse. Metodens prøveopparbeidelse var proteinfelling 

og separasjonsprinsippet var omvendt fase-kromatografi.  

Grunnlaget for validering av metoden var knyttet til valideringsparametrene 

kvantifiseringsgrense, linearitet, reproduserbarhet, nøyaktighet, matrikseffekt, IS-recovery og 

robusthet. Resultater fra analyse av pasientprøver og sammenlignbare laboratorieprøver 

(SLP) ble sammenlignet med valideringskrav fra laboratoriet.  

Resultatet viser at det er linearitet i konsentrasjonsintervallene for de fire antiepileptika 

(gjennomsnittlig R = 0,999). Presisjonen til nedre kvantifiseringsgrense for samtlige 

antiepileptika hadde CV ≤ 2,4 % og nøyaktighet mellom 0,0 – 2,7%. Signal/støy-ratio for 

hvert antiepileptika lå innenfor intervallet 1900 – 11000. Dette indikerer at bakgrunnsstøy gir 

tilnærmet ingen effekt for deteksjon av antiepileptika. Reproduserbarheten for samtlige 

antiepileptika hadde CV ≤ 2,7% og nøyaktighet ≤ 4,2%. Dette indikerer at påvirkning fra dag 

til dag på Xevo TQ-XS er minimal.  

Z-verdier for karbamazepin, likarbazepin og zonisamid innfrir kravet på Z ≤ 2. 

Karbamazepinepoksid må undersøkes videre (Z ≥ 2). Resultater fra matrikseffekt korrigert 

med internstandard lå mellom 99 – 103%. Xevo TQ-XS blir lite påvirket av 

matrikssubstanser. Det er ingen betydelige avvik i IS-recovery eller robusthet (drift). Passing 

and Bablok regresjonsanalyse viser at det er samsvar mellom detektorene.  

Undersøkelsen har vist i sin helhet at resultatene innfrir fastsatte valideringskrav, bortsett fra 

karbamazepinepoksid (Z ≥ 2). Dette krever videre undersøkelse før Xevo TQ-XS kan 

anvendes for kvantifisering av antiepileptika i serum.  
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Abstract 

Method validation for quantification of antiepileptics (carbamazepine, carbamazepinepoxide, 

licarbazepine and zonisamide) in serum was accomplished on the MS-detector Xevo TQ-XS. 

This new MS-version is going to be implemented in the laboratory in addition to the detector 

that is used today, Xevo TQ-S. Xevo TQ-XS has improved sensitivity and can detect small 

analytes with low molecular mass. The sample preparation used for the method was protein 

precipitation and the principle for separation was reversed phase chromatography.  

The method validation was based on the parameters limit of quantification, linearity, 

reproducibility, accuracy, matrix effects, IS-recovery and robustness. Results from patient 

samples and comparable laboratory samples were analyzed and compared with validitation 

requirements used in the laboratory.  

The result shows linearity in the consentration intervals for each antiepileptic (mean R= 

0,999). The precision for the low limit of quantification for all the antiepileptics had a CV ≤ 

2,4% and accuracy between 0,0 – 2,7%. Signal to noise-ratio for each antiepileptic was 

between 1900 – 11000. This indicates that background noise has virtually no effect on the 

detection of antiepileptic drugs. The reproducibility for the antiepileptics has CV ≤ 2,7 and 

accuracy ≤ 4,2%. This indicates that day-to-day impact on the Xevo TQ-XS is minimal.  

Z-values for carbamazepine, licarbazepine and zonisamide meet the requirement Z ≤ 2. 

Carbamazepinepoxide must be investigated further (Z ≥ 2). Results from matrix effect 

corrected with internal standard were between 99 – 103%. Xevo TQ-XS is not largely 

affected by matrix components. There are no notable deviations for IS-recovery or robustness 

(drift). Regression analysis from Passing and Bablok shows agreement between the detectors.  

The assessment shows that the results meet the requirements for validation, except from 

carbamazepinepoxide (Z ≥ 2). This requires further examination before Xevo TQ-XS can be 

used for quantification of antiepileptics in serum.  
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1 Innledning 

Kromatografiske metoder er separasjons- og deteksjonsmetoder med primært formål å 

identifisere og kvantifisere analytter basert på deres kjemiske og fysiske egenskaper. 

Kvantifisering av antiepileptika (karbamazepin, karbamazepinepoksid, likarbazepin og 

zonisamid) benytter i dag Ultra performance liquid chromatography (UPLC) og tandem 

massespektrometri (MSMS) med MS-detektoren Xevo TQ-S. Avdeling for klinisk 

farmakologi skal i tillegg ta i bruk et nytt UPLC-MSMS-instrument med MS-detektoren 

Xevo TQ-XS. Denne detektoren har forbedret sensitivitet for analytter og små molekyler med 

liten masse (1).  

Denne oppgaven skal validere metoden for kvantifisering av karbamazepin, 

karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid på Xevo TQ-XS. Undersøkelsen skal 

omhandle valideringsparametrene kvantifiseringsgrense, linearitet, reproduserbarhet, 

nøyaktighet, matrikseffekt, robusthet og IS-recovery. Valideringsparametrene vurderes etter 

gjeldene krav på laboratoriet basert på internasjonale retningslinjer for validering (2).   

 

1.1 Terapikontroll av antiepileptika  

Ved terapikontroll blir konsentrasjonen av legemiddelet i pasientens blod kvantifisert og 

sammenlignet med terapeutisk område for analytten. Terapeutisk område er det anbefalte 

konsentrasjonsområdet for et legemiddel, og ligger innenfor minste effektive konsentrasjon 

og toksisk område. Effektiv dose gir ønsket effekt hos 50% av brukerne. Overstiger 

legemiddelkonsentrasjonen en viss dose vil effekten være toksisk. Toksisk dose er den dosen 

som gir 50% av brukerne toksisk effekt (figur 1). Ytterligere overstigning av toksisk dose gir 

letal effekt hos 50% av brukerne. 
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Figur 1: Terapeutisk område ligger mellom terapeutisk effekt (ED50) og toksisk effekt (TD50) (3). 

Det er viktig å kontrollere serumkonsentrasjonen hos pasienter som bruker antiepileptika, da 

antiepileptika har et smalt terapeutisk område. Det betyr at fare for alvorlige bivirkninger er 

høy (4). Terapikontroll av pasienter på antiepileptika er nødvendig for å sikre god 

krampestillende effekt og et minimum av bivirkninger (5).  

 

1.2 Prøveopparbeidelse  

Prøveopparbeidelse er nødvendig for å rense prøven for proteiner, fosfolipider og andre 

matrikssubstanser. I tillegg er det viktig for å unngå at kolonnen forurenses med bunnfall av 

proteiner som reagerer med komponenter i mobilfasen og buffersalter (6). 

Væske-væske ekstraksjon og fast-fase ekstraksjon er to hyppig brukte ekstraksjonsmetoder 

for prøveopparbeidelse. Prøveopparbeidelsen som brukes i denne oppgaven er proteinfelling, 

og kan utføres både med og uten fjerning av fosfolipider. Et fellingsreagens tilsettes og 

denaturerer proteinene i prøven. Utfelte proteiner samles i bunnen av brønnen, mens de 

aktuelle analyttene forblir i supernatanten (7,8). 

Acetonitril (ACN) og metanol er polare organiske fellingsreagenser som brukes ved 

proteinfelling. Det kan også benyttes ACN med maursyre (FAc). Dette gir økende 

elektrostatisk tiltrekking mellom proteinene og fører til proteinaggregering (8).   

Prøver med høyt innhold av fosfolipider kan få forsterket matrikseffekt ved analyse på 

UPLC-MSMS-instrumentet, da fosfolipider reduserer sensitiviteten til massespektrometeret 
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og levetiden til kolonnen. Proteinfelling med filtrering er en egnet metode for fjerning av 

fosfolipider og kan utføres ved bruk av filtreringsplater (Ostroplater). Ved hjelp av positivt 

trykk eller vakuum blir prøveløsningen presset eller sugd gjennom et filter og ned i en 

underliggende plate med brønner. Utfelte og denaturerte proteiner blir liggende igjen på 

oversiden av filteret, mens fosfolipidene binder seg til filteret (figur 2) (9).   

 

Figur 2: Fordeling av komponenter fra prøveløsningen i Ostroplaten og dypbrønnsplaten ved 

proteinfelling med fjerning av fosfolipider (10).  

  

1.3 Omvendt fase-kromatografi: Separasjonsprinsipp for antiepileptika på UPLC-

MSMS 

Metoden som benyttes ved seperasjon av antiepileptika er omvendt fase-kromatografi. I 

omvendt fase-kromatografi er mobil fase (MF) polar og stasjonær fase (SF) upolar. MF kan 

være en blanding av vann og en eller flere organiske løsninger, og pumpes gjennom kolonnen 

ved hjelp av konstant volum. Dette angis som volum per minutt og påvirker trykket, som vil 

øke proporsjonalt med volumet (11). Metanol og ACN er eksempler på organiske mobilfaser 

som brukes i denne typen kromatografi. Forholdet mellom vann og organisk løsning påvirker 

elueringsstyrken til MF. Ved høyt innhold av metanol i MF i forhold til vann, vil analyttenes 

retensjon i SF svekkes og elueringsstyrken øker (6). I denne metoden består MF av metanol, 

vann og FAc.  

SF består av silikapartikler bundet til hydrokarbonkjeder (C18). Silika er et polart stoff som 

danner polymere overflatelag (6). Stasjonærfasens upolare egenskaper øker i takt med 
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lengden på hydrokarbonkjeden (11). Interaksjon mellom SF og analyttene skjer via upolare 

hydrokarbonkjeder på SF og den hydrofobe delen på analytten. Interaksjonen er svake Van 

der Waals-bindinger som øker med molekylstørrelsen til antiepileptika (11). 

Analyttenes vandringshastighet gjennom kolonnen påvirkes av en likevektsfordeling mellom 

SF og MF. Vandringshastigheten avhenger av analyttenes kjemiske og fysiske egenskaper, 

trykk og temperatur, samt diameter og lengde på kolonnen. Tiden det tar fra prøven injiseres 

til den elueres fra kolonnen angis som retensjonstid (Rt) (11).  

Zonisamid er mest polart og elueres først (Rt = 1,26 min), etterfulgt av likarbazepin (Rt = 

1,59 min), karbamazepinepoksid (Rt = 1,60 min) og karbamazepin (Rt = 1,80 min) (figur 3). 

  

 

Figur 3: Kromatografisk separasjon av zonisamid, likarbazepin, karbamazepinepoksid og 

karbamazepin vist i et kromatogram med hensyn på retensjonstid og areal.  

 

1.4 Deteksjonsprinsipp for UPLC-MSMS 

Et massespektrometer benyttes som detektor for kvantifisering av antiepileptika. MS består 

av hovedkomponentene ionekilde, masseanalysator og detektor. I ionekilden blir molekylene 
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ionisert og fragmentert i mindre bestanddeler. Molekylmassen bestemmes i en analysator 

etter forholdet mellom masse og ladning (m/z) og detekteres av en detektor (11).   

Ionisering av analyttene skjer ved bruk av elektronsprayionisering (ESI). Det finnes ESI+ og 

ESI-, men denne metoden benytter ESI+ (7). Analyttløsningen pumpes gjennom en nål i et 

spenningsfelt. På grunn av en elektrisk gradient mellom nålen og mot-elektroden dannes en 

kjegle med overvekt av positiv ladning på overflaten. Det blir produsert ladede dråper som 

går mot tuppen av kjeglen, og disse fordamper på vei mot massespektrometeret ved hjelp av 

nitrogengass. Resultatet av fordampingen er frie, ioniserte analyttmolekyler som analyseres 

på bakgrunn av deres forhold mellom masse og ladning (12).  

Tandem massespektrometri består av to massespektrometere og en kollisjonscelle, samt åtte 

parallelle sylindriske staver (figur 4). Sistnevnte tilføres en fast likespenning og 

vekselspenning som varieres slik at ioner med ulik m/z-ratio slippes gjennom massefilteret en 

etter en (11). Analyttene gjennomgår to fragmenteringer. Den første fragmenteringen skjer i 

ionekilden ved atmosfærisk trykk, og genererer moderioner. Den andre fragmenteringen skjer 

i kollisjonscellen og fører til nedbrytning av moderionene til mindre fragmenter (datterioner) 

(13). Molekylets struktur og mengde spenningsenergi tilsatt i ionekilden påvirker 

fragmenteringen (11). Overgangen fra molekyl til ioniserte fragmenter forhåndsinnstilles slik 

at spesifikke fragmenter tilhørende hver analytt detekteres (14).   

 

 

Figur 4: Deteksjon med tandem massespektrometri. I kvadrupol 1 blir ioner selektert i et massefilter. I 

kollisjonscellen blir ioner fragmentert. I kvadrupol 2 blir fragmenterte ioner selektert i et massefilter 

og sendt inn en etter en til detektoren som detekterer ioniserte fragmenter som elektriske signal (15).  

 

Ionene detekteres ved hjelp av elektriske signaler som dannes når de kolliderer i detektoren 

(16). Disse registreres som topper i et kromatogram. I tillegg settes verdiene inn i et 

massespekter basert på m/z-ratio og mengde ioner. Toppene i massespekteret er assosiert med 

hver enkelt topp i kromatogrammet (figur 5) (17).   
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Figur 5: Kromatogram og massespekter, og hvordan disse er relatert til hverandre (17). 

Både Xevo TQ-S og Xevo TQ-XS benytter teknologien StepWave. Versjonen i Xevo TQ-XS 

er en forbedret utgave av den eldre versjonen. StepWave XSTM er en ioneguide som siler ut 

molekyler som ikke er av interesse for analysen, blant annet gassmolekyler og andre nøytrale 

komponenter. Fjerning av kontaminanter baner vei for aktiv transport av analyttionene til 

masseanalysatoren. Teknologien forbedrer metodens robusthet og sensitivitet. Ioneguiden er 

delt opp i “trappetrinn” der overflødige molekyler fjernes i det første trinnet, og ionestrålen 

med målanalyttene fokuseres mot masseanalysatoren i det andre trinnet (figur 6) (1,18).  

 

Figur 6: Illustrasjon av StepWave XSTM som viser trinn for utsiling og ionestråle-fokusering. Den gule 

strømmen er ionestrømmen som sendes mot detektoren. Den blå skyen symboliserer andre molekyler 

som filtreres ut av MS-detektoren (18). 
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1.5 Internstandard, standarder og kontroller   

Internstandard 

Internstandard (IS) har kjemiske og fysiske egenskaper som ligner analytten. IS kan måles 

separat fra analytten, da de ikke er identiske. Prøver, kontroller og standarder blir tilsatt en 

kjent mengde IS før analysering (19). IS brukes for å korrigere for blant annet tap av analytt 

ved prøveopparbeidelsen. Ved store avvik i areal korrigerer IS slik at drift mellom prøver i 

samme analyseoppsett blir minimal (11). 

Kriterier som vurderes i valg av IS er at den aktuelle IS ikke må være til stede i prøven, og 

må separeres fra andre stoffer i prøvematriksen. I tillegg må retensjonstiden til IS være mest 

mulig lik retensjonstiden til analytten som bestemmes. IS må ikke reagere med SF, MF eller 

stoffer i prøven, samt oppføre seg som analytten under prøveopparbeidelsen. 

Konsentrasjonen som tilsettes av IS gir areal som er mest mulig likt arealet til stoffet som 

skal bestemmes (11). Konsentrasjonen til serumprøvene som skal analyseres er ikke kjent. IS-

konsentrasjonen som velges ligger derfor midt på standardkurven.  

Forskjellen mellom IS og analyttene er at noen hydrogenatomer er erstattet med 

deuteriumatomer hos IS. For denne metoden benyttes karbamazepin-d10, 

karbamazepinepoksid-d8, likarbazepin-d3 og zonisamid-d4 som internstandarder (figur 7).  

 

Figur 7: Molekylstrukturene til karbamazepin-d10, karbamazepinepoksid-d8, likarbazepin-d3 og 

zonisamid-d4 (20–23). 
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Standarder 

En standard er en løsning laget med kjent konsentrasjon. Metoden kalibreres ved å måle 

konsentrasjonene av fire standarder i bestemte konsentrasjonsintervaller som dekker 

måleområdene til hvert antiepileptika (24). En blankprøve (standard 0) inkluderes for å få 

systemet i likevekt. Standardene gjennomgår samme prøveopparbeidelse og deteksjon som 

pasientprøvene. Standardrekken anvendes for å kvantifisere konsentrasjonen av antiepileptika 

i pasientprøver, som vist i figur 8 (11).  

 

Figur 8: Standardkurve framstilt av standardrekke med fire standarder for analytten karbamazepin. 

De røde pilene illustrerer prinsippet for avlesing av konsentrasjon basert på respons fra analytten.  

Standardkurvene er nødvendige for utregning og vurdering av nedre kvantifiseringsgrense, 

som er den laveste konsentrasjonen der antiepileptika kan detekteres med en viss grad av 

sikkerhet (6). Standardkurvene brukes også i bestemmelse av korrelasjonskoeffisienten som 

et mål på linearitet. Standardkurven bør være tilnærmet lineær, men ikke-lineære 

standardkurver kan oppstå. 

 

Kontroller 

Interne og eksterne kvalitetskontroller benyttes i kvalitetssikring av metoden. Interne 

kvalitetskontroller har kjente konsentrasjoner av antiepileptika og undersøker om 

analyseoppsettet kan godkjennes basert på presisjon og riktighet. Eksterne kontroller er 

sammenlignende laboratorieprøver (SLP) med ukjente konsentrasjoner av antiepileptika. 

Resultatene sammenlignes med forskjellige laboratorier, og nøyaktigheten bestemmes og 

vurderes over tid (Jf. avsnitt 1.6.3. s. 11)  (19).  
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1.6 Valideringsparametere  

1.6.1 Kvantifiseringsgrense 

Kvantifiseringsgrensen (LOQ) er den laveste konsentrasjonen av en analytt som kan 

kvantifiseres med presisjon og nøyaktighet innenfor bestemte krav for metoden. LOQ viser i 

hvor stor grad bakgrunnsstøy påvirker analyttenes konsentrasjon. Standard 1 er standarden 

med lavest konsentrasjon av analyttene, og egner seg derfor ved undersøkelse av 

kvantifiseringsgrense (25).  

Forholdet mellom høyden på signaltoppen og høyden på toppene forårsaket av bakgrunnsstøy 

kalles signal til støy (S/N-ratio) (figur 9) (24,26).  

 

Figur 9: Kromatogram med interfererende topper som ansees som støy (N), samt en topp som er 

signalet (S).  

Nedre kvantifiseringsgrense for metoden er fastsatt av laboratoriet og tilsvarer 

konsentrasjonen til standard 1 for hver analytt. S/N-ratio for standard 1, samt CV (%) og 

nøyaktighetsavvik (%) beregnes ved formel 1 og 2, og vurderes etter krav. 

𝐶𝑉 (%) =  
𝑆𝐷

𝑋̅
⋅ 100%                                                       (formel 1)  

CV: variasjonskoeffisient 

SD: standardavvik 

𝑋̅: middelverdi 
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𝑁ø𝑦𝑎𝑘𝑡𝑖𝑔ℎ𝑒𝑡 (% 𝑎𝑣𝑣𝑖𝑘)  =
𝑚𝑖𝑑𝑑𝑒𝑙𝑣𝑒𝑟𝑑𝑖 − 𝑡𝑒𝑜𝑟𝑒𝑡𝑖𝑠𝑘 𝑣𝑒𝑟𝑑𝑖

𝑡𝑒𝑜𝑟𝑒𝑡𝑖𝑠𝑘 𝑣𝑒𝑟𝑑𝑖
⋅ 100%                     (formel 2) 

 

Fastsatte krav for kvantifiseringsgrense (24):  

Standard 1 er lik LOQ; S/N ≥ 30 for kvantifiseringsionet  

Standard 1: CV < 20,0 %, og nøyaktighetsavvik mindre enn ± 20,0 %.  

 

1.6.2 Standardkurvens linearitet 

Linearitet viser sammenhengen mellom målte og forventede verdier i det analytiske 

måleområdet (19). Standardkurvens linearitet vurderes ved hjelp av korrelasjonskoeffisienten 

(R), der R ≥ 0,985 er det anbefalte akseptkriteriet, og gjelder ved lineær kurvetilpasning (24). 

En ekstra standardløsning med 200% av konsentrasjonen til den høyeste standarden 

inkluderes også i analyseoppsettet. Denne kalles høy standard og viser hvordan 

standardkurvens forløp fortsetter utenfor måleområdet. Lineariteten til standardkurver med 

høy standard vurderes i forhold til R fra lineær kurvetilpasning og visuelt ved kvadratisk 

standardkurve (24).  

 

1.6.3 Reproduserbarhet og nøyaktighet 

Reproduserbarhet er en parameter for metoden sin presisjon og viser variasjon mellom 

analyseserier fra dag til dag. Dette muliggjør vurdering av samsvar mellom resultater målt 

under ulike betingelser, som ulike operatører, variasjon i utstyr og analysetidspunkt (27). 

Reproduserbarhet uttrykkes som middelverdi og CV (%) for hvert konsentrasjonsnivå i 

analyseserien (24). CV beregnes ved bruk av formel 1. 

Nøyaktighet er en kvalitativ parameter som avhenger av metodens riktighet og presisjon. 

Vurdering av nøyaktighet viser samsvaret mellom målt verdi og sann verdi, og angis i prosent 

(28). Nøyaktigheten beregnes ved å bruke reproduserbarhetsdata ved innsetting i formel 2. 

Dette sammenlignes med fastsatt krav (24).      

Fastsatt krav for reproduserbarhet: CV ≤ 15,0 %  

Fastsatt krav for nøyaktighet:    Prosent avvik fra teoretisk verdi ≤ 15,0 % 
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Nøyaktigheten til metoden vurderes også gjennom deltakelse i et SLP-program. Laboratoriet 

får tilsendt SLP-er med ukjent verdi. Resultatene blir sammenlignet med resultater fra andre 

laboratorier som deltar i samme program. Z-verdien beregnes ved innsetting i formel 3 (24).  

Z = 
(𝑚å𝑙𝑡 𝑣𝑒𝑟𝑑𝑖 𝑝å 𝑛𝑦 𝑚𝑒𝑡𝑜𝑑𝑒) − (𝑎𝑠𝑠𝑖𝑔𝑛𝑒𝑑 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒)

𝑆𝐷𝑃𝐴
           (formel 3) 

Assigned value: tildelt verdi 

SDPA: standardavvik for kvalitetstesting 

 

SLP-verdiene føres i kontrollkort og vurderes over lengre tid. Ved å anvende Z-verdien kan 

øvre og nedre grenseverdier på kontrollkortet beregnes, og resultatet blir vurdert i henhold til 

disse. Avvik registreres dersom Z-verdien havner utenfor Z ± 3, samt dersom to påfølgende 

resultater havner utenfor Z ± 2. I slike tilfeller må korrigerende tiltak utføres (29).  

Fastsatt krav |Z| ≤ 2 

 

1.6.4 Matrikseffekt 

Matrikseffekt (ME) er interferens i analysen som skyldes andre komponenter i prøven enn 

målanalyttene (30). Prøvens matriks inneholder komponenter som øker eller reduserer 

intensiteten til signalet ved å endre ioniseringen av analyttene (31). Partikler fra 

prøvematriksen kan ha tilnærmet lik retensjonstid som analytten. I tillegg kan påvirkning av 

fordampingsprosessen under elektronsprayioniseringen gi avvikende svar (6). Signalet 

(arealet) er proporsjonalt med konsentrasjonen og gir konsentrasjoner med negativt eller 

positivt avvik. IS kan korrigere for slike avvik (30). ME og ME-korrigert beregnes ved bruk 

av formel 4 og 5 (24). 

𝑀𝐸 =
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑒𝑡𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑘𝑠 𝑝𝑟ø𝑣𝑒

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑒𝑡𝐷𝐼𝑅 𝑙ø𝑠𝑛𝑖𝑛𝑔
⋅ 100%                                   (formel 4) 

𝑀𝐸 =
(

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑒𝑡𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑘𝑠 𝑝𝑟ø𝑣𝑒

𝐼𝑆−𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑒𝑡𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑘𝑠 𝑝𝑟ø𝑣𝑒
)

(
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑒𝑡𝐷𝐼𝑅 𝑙ø𝑠𝑛𝑖𝑛𝑔

𝐼𝑆−𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑒𝑡𝐷𝐼𝑅 𝑙ø𝑠𝑛𝑖𝑛𝑔
)

⋅ 100%                 (formel 5) 

ME: matrikseffekt 

ME-IS: matrikseffekt korrigert med internstandard 

DIR: direkteløsning 
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Akseptkriterier for ME korrigert med IS:  75 - 125 %   

Presisjonskrav for ME: CV ≤ 15,0 %  

 

1.6.5 Robusthet 

Robusthet er et mål på metodens kapasitet til å ikke bli påvirket av små variasjoner i 

metodeparametrene. Dette gir indikasjon på metodens pålitelighet (6). Drift er en av flere 

måter å måle robusthet, og blir vurdert med hensyn til intensiteten (areal) til antiepileptika i 

en kontroll tilsatt internstandard. Ved å injisere kvalitetskontrollene først og sist i 

analyseserien, kan den prosentvise forskjellen på kontrollkonsentrasjonen og arealet 

beregnes. Resultatet viser hvor mye driften påvirkes av et visst antall prøver. Dette beregnes 

ved innsetting i formel 6 (24). 

Avvik (%) = 
𝑋2−𝑋1

𝑋1
⋅ 100%                       (formel 6) 

 

1.6.6 IS – recovery 

IS-recovery angir drift i areal for IS i forhold til middelverdien av IS-arealet til 

standardrekken. Dette sammenlignes med pasientprøver og kontroller. Resultatet må være 

innenfor fastsatte grenser før prøvesvaret gis ut. Ved å undersøke IS-recovery kan variasjon 

og eventuelle avvik i internstandardens areal vurderes. Resultatet gir et bilde på hva som er 

normal IS-recovery for analyttene (24). Beregning av maksimums- og minimumsverdi av 

resultatene fra IS-recovery brukes videre i prosesseringsmetoder. Verdier litt høyere og lavere 

enn maksimum- og minimumsverdien legges inn for metoden. Avvik over dette oppdages og 

flagges ved senere prosessering av resultatene.  

 

1.6.7 Samkjøring mellom detektorene 

Ved å sammenligne prøvesvar analysert på de to MS-detektorene, kan den nye MS-

detektoren vurderes i forhold til den gamle. Dette muliggjør påvisning av systematiske avvik 

fra normal funksjon mellom de to detektorene. Avvik mellom resultater fra samme prøver 

analysert med Xevo TQ-S og Xevo TQ-XS beregnes ved innsetting i formel 7.  

𝐴𝑣𝑣𝑖𝑘 (%)  =  
𝑋1 − 𝑋2

(
𝑋1+ 𝑋2

2
)

⋅  100%       (formel 7) 
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1.7 Problemstillinger 

Målet med oppgaven er å validere metode for kvantifisering av antiepileptika i serum ved 

bruk av ny detektor, Xevo TQ-XS, på UPLC-MSMS. Prøveresultatene for antiepileptika 

(karbamazepin, karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid) skal sammenlignes med 

detektoren Xevo TQ-S.   

Følgende problemstillinger skal undersøkes: 

o Vil forholdet signal/støy (S/N-ratio), CV og nøyaktighet for karbamazepin, 

karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid oppfylle kravene på henholdsvis ≥ 

30, < 20,0% og < ± 20,0% ved vurdering av nedre kvantifiseringsgrense? 

o Hvordan er den lineære sammenhengen mellom beregnet og målt konsentrasjon i 

måleområdene for karbamazepin (2,5 – 100 µmol/L), karbamazepinepoksid (0,25 – 

20 µmol/L), likarbazepin (2,5 – 200 µmol/L) og zonisamid (5,0 – 250 µmol/L)? 

o Vil reproduserbarheten mellom kontrollseriene av antiepileptika ha CV ≤ 15,0 %?  

o Vil nøyaktigheten til metoden oppfylle kravet på ≤ 15,0 %, og vil Z-verdien for SLP-

ene innfri kravet på ≤ 2?  

o I hvor stor grad påvirker matrikseffekt deteksjon av antiepileptika, og vil 

matriksverdiene være innenfor kravet på 75 –125%? 

o Hva er avviket for driftskontrollen og hva sier dette om robustheten til metoden? 

o Hva er normal IS-recovery for karbamazepin, karbamazepinepoksid, likarbazepin og 

zonisamid? 

o Hva forteller Passing and Bablok regresjonsanalyse om sammenhengen mellom 

resultater fra Xevo TQ-XS og Xevo TQ-S? 
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2 Materialer og metoder  

2.1 Prøvemateriale  

Internstandarder, standarder og kontroller brukt under utførelsen med tilhørende 

konsentrasjoner, er plassert i tabell 1, 2 og 3.  

Tabell 1: Antiepileptika med tilhørende internstandarder og konsentrasjoner.  

Antiepileptika Internstandard  Konsentrasjon IS (µmol/L) 

Karbamazepin Karbamazepin-d10 10 

Karbamazepinepoksid Karbamazepinepoksid-d8 10 

Likarbazepin Likarbazepin-d3 15 

Zonisamid Zonisamid-d4 25 

IS: internstandard 

Tabell 2: Konsentrasjoner til antiepileptika-kontroller.  

Kontroller 

 

Antiepileptika (µmol/L) 

Karbamazepin Karbamazepinepoksid Likarbazepin Zonisamid 

QC 1  5,0 0,5 5,0 8,0 

QC 2  40 4,0 40 80 

QC 3  80 15 150 200 

QC: kvalitetskontroll 

Tabell 3: Konsentrasjoner til antiepileptika-standarder. 

 

Antiepileptika 

Standarder (µmol/L) 

Std 1  Std 2  Std 3  Std 4  

Karbamazepin 2,5 10 50 100 

Karbamazepinepoksid 0,25 1,0 5,0 20 

Likarbazepin 2,5 10 50 200 

Zonisamid 5,0 20 100 250 

Std: standard 

Standard 0 ble også benyttet i standardrekken under utførelsen, og ble analysert fire ganger 

før standard 1 og en gang etter standard 4, samt etter høy standard (Jf. avsnitt 1.6.2 s. 10). 
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Prøvematerialet var 110 anonymiserte serumprøver fra pasienter som behandles med 

antiepileptika, og SLP-er for karbamazepin (17 SLP-er), karbamazepinepoksid (17 SLP-er), 

likarbazepin (10 SLP-er) og zonisamid (10 SLP-er). 

 

2.2 Reagenser og utstyr 

Reagenser benyttet i utførelsen for validering av Xevo TQ-XS for kvantifisering av 

antiepileptika er listet i tabell 4.  

Tabell 4: Reagenser benyttet til utførelse for validering av Xevo TQ-XS. 

Reagenser Bruksområde 

ACN med 1% FAc Prøveopparbeidelse 

0,1 % FAc Mobilfase i UPLC-MSMS 

MeOH Mobilfase i UPLC-MSMS 

20% MeOH fortynnet i vann Utførelse av matrikseffekt 

ACN: acetonitril, FAc: maursyre, MeOH: metanol 

Utstyr nødvendig for prøveopparbeidelse og analysering av antiepileptika på UPLC-MSMS 

er listet i tabell 5 og 6.  

Tabell 5: Utstyr, produkt og produsent benyttet for utførelse av prøveopparbeidelse.  

Utstyr til prøveopparbeidelse Produkt Produsent 

96-brønns filtreringsplate Ostro™ 96 Well Plate, 25 mg 

(Ostroplate) 

Waters 

96-dypbrønnsplate  Square Well Collection Plate, 

2 mL 

Waters 

Pipetteringsrobot  Hamilton ML Star 

 

Hamilton Robotics 

AB 

Reagenskar til Hamilton 300 mL kar Hamilton Robotics 

AB 

Positive pressure processor for 

filtrering 

Positive pressure 96-processor Waters 

Forseglingsmatte for 96-

dypbrønnsplate 

Cap-mat square plugs Waters 
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Tabell 6: Utstyr til UPLC-MSMS-instrument.  

Utstyr til UPLC-MSMS Produkt Spesifikasjoner Produsent 

Forkolonne ACQUITY UPLC® 

HSS T3 Van Guard™ 

1,8 µm 

 2,1 x 5 mm 

Waters 

Analytisk kolonne ACQUITY UPLC® 

HSS T3  

1,8 µm 

 2,1 x 100 mm 

Waters 

MSMS-detektorer Xevo TQ-S 

Xevo TQ-XS 

Gammel versjon 

Ny versjon 

Waters 

Software til UPLC-MSMS MassLynx Versjon 4.2 Waters 

Software for resultatbehandling TargetLynx Versjon 4.2 Waters 

 

2.3 Fremgangsmåte for prøveopparbeidelse 

Første steg for prøveopparbeidelse innebar bruk av OstroTM 96-brønnsplate og ACN med 1% 

FAc som fellingsreagens for proteinfelling. Standardrekken med fire standarder, standard 

blank, tre kontroller og serumprøver ble blandet ved hjelp av virvelmikser. Disse ble plassert 

på pipetteringsroboten Hamilton ML Star på angitte plasser spesifisert på flytskjemaet for 

bestemmelse av antiepileptika i serum (vedlegg 1). Kjølig fellingsreagens ble tilsatt. 

Pipettering av prøvemateriale, internstandard, standardrekke, kontroller og fellingsreagens til 

Ostroplaten ble utført automatisk på Hamilton. Pipetteringsroboten ble styrt ved hjelp av 

dataprogrammet Hamilton VENUS Software (32). 

Det andre steget for prøveopparbeidelse innebar bruk av positive pressure 96-processor 

(PPP). Etter pipettering på Hamilton ble Ostroplaten satt oppå en dypbrønnsplate. Ostroplaten 

og dypbrønnsplaten ble plassert på PPP-modulen (figur 10). Trykket ble økt til 4-6 psi i 2 

minutter. Trykket ble ytterligere økt med 2 psi i 1 minutt, og prøveblandingen ble filtrert ned 

i dypbrønnsplaten. Ostroplaten og dypbrønnsplaten ble tatt av PPP og separert fra hverandre. 

En forseglingsmatte ble plassert over brønnene i dypbrønnsplaten som inneholdt 

prøveløsning (7).   
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Figur 10: Ostroplate og dypbrønnsplate plassert på PPP-modulen (33).  

 

2.4 Fremgangsmåte for deteksjon av antiepileptika  

Dypbrønnsplaten med ferdig pipetterte og filtrerte prøveløsninger ble plassert på en ledig 

hylle i UPLC-MSMS-instrumentet. Barkoder tilhørende prøveoppsettet ble overført fra 

Hamilton til instrumentsoftwaren MassLynx som en .csv-fil. Nødvendige maler og 

informasjon for analysering ble hentet opp fra datasystemet ved å følge flytskjemaet for 

analyse på LC-MSMS (34). 

Analysebetingelser for deteksjon av antiepileptika på UPLC-MSMS er listet i tabell 7. 

Tabell 7: Analysebetingelser for deteksjon av antiepileptika. 

Analysebetingelser 

Injeksjonsvolum 0,5 µmol/L 

Temperatur kolonne 50ºC 

Temperatur autosampler 10ºC 

Vasking før injisering 2,0 sekunder 

Vasking etter injisering 6,0 sekunder 

Flow mobilfase 0,6 ml/min 
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Overganger fra moderioner til datterioner for analyttene må være kjent for å kunne detektere 

riktige fragmenter. Disse er presentert i tabell 8.  

Tabell 8: Overganger for antiepileptika og tilhørende internstandarder.  

Antiepileptika Overganger (m/z) 

Karbamazepin 237,1 > 179,2 

Karbamazepinepoksid 253,1 > 180,1 

Likarbazepin 255,4 > 194,1 

Zonisamid 213,1 > 132,0 

Internstandard  

Karbamazepin-d10 247,3 > 204,1 

Karbamazepinepoksid-d8 261,3 > 188,1 

Likarbazepin-d3 258,3 > 197,1 

Zonisamid-d4 217,1 > 136,0 

 

2.5 Undersøkelse av valideringsparametere 

2.5.1 Kvantifiseringsgrense  

Kvantifiseringsgrensen ble undersøkt ved å vurdere S/N-ratio for tre analysesekvenser 

analysert over tre dager. Nedre kvantifiseringsgrense var allerede fastsatt av laboratoriet, men 

ble undersøkt ved validering av Xevo TQ-XS for å sjekke om målt verdi ble lik fastsatt verdi 

(% avvik). Forholdet mellom støy og analyttens signal ble hentet ut ved å bruke 

kromatogrammet til standard 1 i MassLynx. Signal to Noise under fanen Process ble valgt, 

samt innstillingen Peak to peak. Feltene Signal og Noise ble fylt ut ved å trekke linjer i 

området før og over toppen i kromatogrammet. S/N-ratio ble rapportert direkte i S/N-ratio-

kromatogrammet. CV (%) og avvik (%) for arealet til standard 1 over tre dager ble beregnet 

ved innsetting i formel 1 og 2. 

 

2.5.2 Standardkurve  

Fire konsentrasjoner av standardløsningen ble analysert med Xevo TQ-XS. I tillegg ble en 

høy standard inkludert i analyserekken for vurdering av standardkurvens videre forløp etter 

måleområdet. Den høye standarden ble analysert i standardrekken etter standard 4. 
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Kvadratisk standardkurve for standardrekken og høy standard ble hentet ut direkte fra 

TargetLynx.  

Lineær og kvadratisk standardkurve framstilt i TargetLynx ble vurdert for hver analytt i serier 

over tre dager. Høy standard ble bare analysert på dag en. Korrelasjonskoeffisienten R ble 

hentet ut ved hjelp av lineær kurvetilpasning og vurdert i forhold til anbefalt krav (R ≥ 

0,985).  

 

2.5.3 Reproduserbarhet og nøyaktighet  

Reproduserbarheten til metoden ble undersøkt ved å analysere kontroller på tre nivåer i serier 

over tre dager. Middelverdi og CV (%) ble beregnet ved innsetting i formel 1, og utrykker 

reproduserbarheten. Vurdering av nøyaktighet ble utført ved beregning av prosentvis avvik 

mellom teoretisk verdi og middelverdi til kontroller i tre nivåer analysert over tre dager. Dette 

ble beregnet ved bruk av formel 2. 

Det ble analysert minst 10 SLP-er per analytt og nøyaktighet ble vurdert ved å beregne Z-

verdien ved innsetting i formel 3. SDPA, tildelt verdi og tillaget verdi (spiket verdi) for hver 

analytt ble avlest i tabell fra leverandør, og brukt ved utregning av Z-verdi.  

 

2.5.4 Matrikseffekt  

Matrikseffekt ble undersøkt ved å bruke seks matriksprøver for laveste kvalitetskontroll 

(QC1), og seks matriksprøver for høyeste kvalitetskontroll (QC3). Dette ble satt på Hamilton 

for pipettering i Ostroplate. 20% MeOH (25 µL) i vann ble brukt istedenfor internstandard. 

Prøvene ble filtrert ved proteinfelling på PPP-modulen. All pipettering etter PPP ble utført i 

avtrekksskap. Eluat (200 µL) fra hver matriksprøve ble pipettert over i tomme brønner på 

dypbrønnsplaten og tilsatt analyttløsning (10 µL). Analyttløsningene var QC1- og QC3-

løsninger laget til utførelse av matrikseffekt. Analyttløsningene gjennomgikk en annen type 

prøveopparbeidelse enn matriksprøvene, men ble lagd slik at de hadde tilnærmet likt signal. 

Alle brønnene med eluat (200 µL) og analyttløsning (10 µL) ble tilsatt internstandard (10 

µL).  

Det ble laget direkteløsning (DIR-løsning) for QC1 og QC3 ved å blande fellingsreagens 

(ACN m/ 1% FAc, 200 µL) med analyttløsning (10 µL) og internstandard (10 µL). Dette ble 

pipettert ned i tomme brønner på dypbrønnsplaten.  
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Dypbrønnsplaten med matriksprøvene og DIR-løsningene ble satt på UPLC-MSMS-

instrumentet for deteksjon av antiepileptika. CV og matrikseffekt ble beregnet ved å bruke 

gjennomsnittsarealet til alle matriksprøvene og DIR-løsningene ved innsetting i formel 4. 

Ratio mellom analytt- og IS-areal ble beregnet for å kompensere med internstandard, ved 

innsetting i formel 5. 

 

2.5.5 Robusthet  

Vurdering av robusthet ble utført ved å analysere QC2 først og sist (QC2-drift) i 

analyserekken i serier over tre dager. Robusthet ble beregnet som forskjell mellom de to 

QC2-verdiene for alle dagene ved innsetting i formel 6. I tillegg ble %-avvik mellom areal til 

QC2 og QC2-drift beregnet ved bruk av samme formel.  

 

2.5.6 IS-recovery 

Internstandard for hver analytt ble tatt med i analyseserien og analysert i serier over tre dager. 

Variasjon i IS-areal i forhold til standardrekkens gjennomsnittsareal ble beregnet som avvik 

(%) og rapportert direkte i TargetLynx. Maksimumsverdi og minimumsverdi for alle verdiene 

ble beregnet ved å bruke formel for dette i Excel.  

 

2.5.7 Samkjøring mellom detektorene 

Til samkjøring var det nødvendig med minst 30 pasient- og SLP-prøver til sammen per 

analytt. Disse ble analysert over tre dager. Prosent avvik mellom resultater fra samme prøver 

analysert med Xevo TQ-XS og Xevo TQ-S ble beregnet ved innsetting i formel 7. I tillegg 

ble det utført regresjonsanalyse (Passing and Bablok) på resultatene. 
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3 Resultater og diskusjon 

3.1 Kvantifiseringsgrense 

Signal/støy-ratio  

Kvantifiseringsgrensen ble undersøkt for å vurdere forholdet mellom signal og støy. S/N-ratio 

ble beregnet ved hjelp av kromatogrammet til standard 1 for hvert antiepileptika. Resultater 

for samtlige antiepileptika er presentert i tabell 9 og fullstendig beregningstabell, samt 

kromatogram i vedlegg 2. 

Tabell 9: Bestemmelse av S/N-ratio ved vurdering av kvantifiseringsgrense. 

Dag 

Antiepileptika 

Karbamazepin Karbamazepinepoksid Likarbazepin Zonisamid 

S/N S/N S/N S/N 

1 4776 2563 4873 10744 

2 2230 1936 2576 3324 

3 2792 2901 4844 4942 

S/N: støy/signal 

S/N-ratio for standard 1 til samtlige antiepileptika tilfredsstiller kravet på S/N ≥ 30. Visuell 

vurdering av kromatogrammene viser ingen interfererende topper. Alle fire antiepileptika har 

relativt høy S/N-ratio. Dess høyere S/N-ratio, desto bedre er signalet og det er minimalt med 

støy i kromatogrammet som påvirker deteksjonen.  

 

Presisjon og nøyaktighet  

For å undersøke nøyaktighet og presisjon til laveste kvantifiserbare konsentrasjon ble CV og 

nøyaktighet for standard 1 beregnet. Resultatene presenteres i tabell 10 og vedlegg 2.   

Tabell 10: Bestemmelse av presisjon uttrykt som CV og nøyaktighet ved 

kvantifiseringsgrensen for antiepileptika.  

Antiepileptika N CV (%) Nøyaktighet (%avvik) 

Karbamazepin 3 2,4 -2,7 

Karbamazepinepoksid 3 0,0 -0,0 

Likarbazepin 3 2,3 -1,3 

Zonisamid 3 1,2 -1,3 

N = antall paralleller 
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Eksempel på beregning av CV og avvik for karbamazepinepoksid ved bruk av formel 1 og 2: 

𝐶𝑉 (%) =
0,0

0,25 µ𝑀
⋅ 100%  =  0,0%                                      

𝐴𝑣𝑣𝑖𝑘 (%) =  
0,25 µ𝑀  −  0,25µ𝑀

0,25 µ𝑀
⋅ 100%  =  0,0% 

Samtlige antiepileptika tilfredsstiller kravet for CV < 20,0% og nøyaktighetskravet < ± 

20,0% ved nedre kvantifiseringsgrense. Xevo TQ-XS viser god presisjon og nøyaktighet for 

deteksjon av disse antiepileptika, og det er samsvar mellom målte og teoretiske verdier.  

S/N-ratio, nøyaktighet og presisjon til standard 1 er innenfor kravene til metoden. Det er 

derfor ikke nødvendig å innføre ny kvantifiseringsgrense for antiepileptika.   

 

3.2 Standardkurvens linearitet 

Standardkurver  

For å undersøke lineariteten ble korrelasjonskoeffisientene for hvert antiepileptika bestemt. 

Verdiene ble hentet ut ved bruk av lineær kurvetilpasning for standardkurvene. Lineariteten 

ble undersøkt visuelt ved bruk av kvadratisk kurvetilpasning. Resultatene er presentert i tabell 

11. Standardkurver og beregningstabeller ses i vedlegg 3. 

Tabell 11: Bestemmelse av lineariteten uttrykt i korrelasjonskoeffisient til karbamazepin, 

karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid.  

Antiepileptika 

 

Måleområde (µmol/L) 

 

Dag 

 

 

R 

 

Karbamazepin 2,5 - 100 

1 0,9981 

2 0,9985 

3 0,9992 

Karbamazepinepoksid 0,25 - 20 

1 0,9999 

2 0,9998 

3 0,9996 

Likarbazepin 2,5 - 200  

1 0,9997 

2 0,9999 

3 0,9999 

Zonisamid 5,0 - 250  

1 0,9998 

2 0,9999 

3 0,9999 

R: korrelasjonskoeffisient 
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Korrelasjonskoeffisientene for alle fire antiepileptika innfrir det anbefalte kravet (R ≥ 0,985). 

Kvadratiske standardkurver for samtlige antiepileptika viser minimalt med krumning.  

Det er god lineær sammenheng mellom målte og forventede verdier for hvert antiepileptika. 

Prøver innenfor analyttenes måleområder detekteres derfor med god nøyaktighet. 

Prøveresultatene er pålitelige, og det er ikke nødvendig å etablere nytt måleområde. 

 

Standardkurver med høy standard 

Standardkurver med høy standard (200% av høyeste standard) ble undersøkt den første dagen 

for å vurdere lineariteten over måleområdet. Vurdering av lineariteten ble basert på 

kvadratisk og lineær kurvetilpasning av standardkurvene for analyttene, og kan ses i vedlegg 

3 og tabell 12.  

Tabell 12: Korrelasjonskoeffisienter for antiepileptika ved bruk av høy standard i 

standardrekken. 

Antiepileptika R for standardkurve med høy standard 

Karbamazepin 0,9981 

Karbamazepinepoksid 0,9999 

Likarbazepin 0,9997 

Zonisamid 0,9998 

R: korrelasjonskoeffisient 

R for karbamazepin, karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid innfrir kravet (R ≥ 

0,985) for standardkurver med høy standard inkludert. Det er lineær sammenheng mellom 

målte og beregnede verdier over standardkurvens måleområde. Kvadratiske standardkurver 

for alle antiepileptika viser ingen betydelige krumninger etter aktuelle måleområder med høy 

standard inkludert. Dette indikerer at lineariteten ikke endres betydelig med konsentrasjoner 

over det fastsatte måleområdet.  

 

3.3 Reproduserbarhet og nøyaktighet 

Reproduserbarhet og nøyaktighet for alle fire antiepileptika ble undersøkt for å vurdere 

hvordan metoden varierer fra dag til dag. Resultatene er presentert for hver analytt i tabell 13 

og som fullstendig beregningstabell i vedlegg 4.  
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Tabell 13: Bestemmelse av reproduserbarhet og nøyaktighet for karbamazepin, 

karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid. 

Karbamazepin QC1 5 µmol/L QC2 40 µmol/L QC3 80 µmol/L 

CV (%) 2,0 2,0 0,6 

Nøyaktighet (% avvik) 2,0 2,4 0,7 

Karbamazepinepoksid QC1 1 µmol/L QC2 4 µmol/L QC3 15 µmol/L 

CV (%) 0,0 1,4 2,0 

Nøyaktighet (% avvik) 0,0 0,8 -1,3 

Likarbazepin QC1 5 µmol/L QC2 40 µmol/L QC3 150 µmol/L 

CV (%) 1,2 2,4 0,8 

Nøyaktighet (% avvik) -0,7 4,2 2,0 

Zonisamid QC1 8 µmol/L QC2 80 µmol/L QC3 200 µmol/L 

CV (%) 1,5 2,7 1,8 

Nøyaktighet (% avvik) -0,8 1,9 -1,2 

CV: variasjonskoeffisienten, QC: kvalitetskontroll 

Eksempel på beregning av CV (%) og nøyaktighet for kontroll 1 karbamazepin ved bruk av 

henholdsvis formel 1 og 2:  

𝐶𝑉 (%)  =  
0,10 µ𝑀

5,1 µ𝑀
⋅ 100% =  2,0 % 

Nøyaktighet (% avvik) = 
5,2 µ𝑀− 5 µ𝑀

5 µ𝑀
⋅ 100 %  = 2,0 % 

Reproduserbarhet 

Samtlige antiepileptika tilfredsstiller kravet for reproduserbarhet på CV ≤ 15,0 %. Det er 

overensstemmelse mellom resultater analysert på ulike dager, og reproduserbarheten til 

metoden er god. Variasjoner fra dag til dag gir ikke betydelige utslag for resultatene.  

 

Nøyaktighet 

Alle fire antiepileptika innfrir kravet for nøyaktighet (prosent avvik fra teoretisk verdi ≤ 15,0 

%). Xevo TQ-XS viser god presisjon og riktighet for deteksjon av antiepileptika. Analyttene 

detekteres med høy grad av nøyaktighet og pålitelighet, og det er samsvar mellom målt og 

sann verdi for kontrollene i analyseoppsettet. Tilfredsstillende nøyaktighet tyder på fravær av 

signifikante systematiske og tilfeldige feil. 
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Nøyaktighet vurdert ved SLP 

Analysering av SLP-er ble vurdert med hensyn til nøyaktighet. Dette ble brukt for beregning 

av Z-verdier til SLP-er for hvert antiepileptika. Resultatene er presentert i tabell 14 og som 

fullstendige beregningstabeller i vedlegg 5.  

Tabell 14: Z-verdier fra analysering av SLP-er sortert etter analyseringsdag. 

Antiepileptika Z-verdi 

Dag 1 Dag 2 Dag 3 

 

 

 

Karbamazepin 

0,1 -0,2 -0,5 

0,1 -0,1 -0,4 

1,6 0,1 0,0 

 -0,1 -0,1 

 0,0 -0,2 

 -0,1 -0,2 

  -0,1 

  -0,3 

 

 

 

Karbamazepinepoksid 

0,2 -2,2 -1,1 

-0,2 -0,6 -0,5 

-2,4 0,3 -0,3 

 0,1 -2,0 

 -1,7 -1,8 

 -2,2 -2,9 

  -2,9 

  -2,9 

 

 

Likarbazepin 

0,0 0,2 -0,3 

-0,1 -0,1 0,2 

 0,1 0,0 

 0,1  

 -0,2  

 

Zonisamid 

-0,9 -1,4 -1,2 

-0,8 -1,5 -1,2 

1,4 -1,0 -1,3 

-1,0   

Røde felt er verdier utenfor kravet. 

Eksempel på beregning av Z-verdi for karbamazepin ved bruk av formel 3: 

𝑍  =  
16,7 µ𝑀  − 16,50 µ𝑀

1,764
=  0,1 

Z-verdiene for karbamazepin, likarbazepin og zonisamid innfrir kravet på ≤ 2. Det er god 

nøyaktighet for deteksjon av disse antiepileptika.  

Karbamazepinepoksid har Z-verdier som ikke tilfredsstiller kravet. Den første dagen var en 

av tre Z-verdier > 2. På dag to gjaldt dette to av seks Z-verdier. Dag tre hadde fire av åtte Z-
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verdier som ikke innfridde kravet, der en av SLP-ene var reanalyse av en SLP fra dag en. 

SLP-ene har tidligere innfridd kravet og avvikene kan tyde på dårlig holdbarhet for 

karbamazepinepoksid i SLP-ene eller i standardrekken. Siden dette kun gjelder 

karbamazepinepoksid, tyder det på at analytten er mer ustabil enn de andre analyttene.   

En mulig årsak til avvikende Z-verdier er tap av analytt i SLP-ene forårsaket av gjentatte 

tininger og frysinger. I tillegg kan det skyldes manglende sensitivitet for 

karbamazepinepoksid hos Xevo TQ-XS. For å sjekke om avvikene fra dag tre kan knyttes til 

SLP-ene eller Xevo TQ-XS, ble Z-verdier beregnet for de samme SLP-ene etter deteksjon på 

Xevo TQ-S (vedlegg 5). Xevo TQ-S ga Z-verdier over kravet hos fire av åtte SLP-er, mens 

Xevo TQ-XS ga Z-verdier over kravet på fem av åtte SLP-er. Dette øker sannsynligheten for 

at feilen kan knyttes til SLP-ene eller standardrekken. Avvik mellom detektorene for de 

aktuelle SLP-ene er alle under 15,0% (vedlegg 9), og støtter påstanden om at de avvikende 

verdiene skyldes ustabilitet for karbamazepinepoksid i SLP-ene. 

Videre undersøkelser må utføres før detektoren kan godkjennes for dette antiepileptika, da 

avvikene kan gi problemer ved deteksjon på begge detektorene. For å undersøke om avvikene 

er knyttet til holdbarhet, ble det bestilt nye SLP-er. Planen var å analysere disse og 

sammenligne med tidligere SLP-verdier. Leveringsforsinkelser og tekniske problemer med 

instrumentet som benytter Xevo TQ-XS, gjorde at dette ikke lot seg gjennomføre. 

 

3.4 Matrikseffekter 

Matrikseffekt ble undersøkt for å vurdere hvordan og i hvilken grad andre komponenter i 

prøvematriksen påvirker deteksjon av antiepileptika. Matriksprøver ble sammenlignet med 

DIR-løsninger. Resultatene er presentert i tabell 15 og som fullstendig tabell i vedlegg 6.  

Tabell 15: Bestemmelse av matrikseffekt ved deteksjon av antiepileptika på Xevo TQ-XS.  

Antiepileptika Kontroll (µmol/L) ME (%) ME-korrigert (%) 

Karbamazepin 
QC1 5,0 89 100 

QC3 80 101 103 

Karbamazepinepoksid 
QC1 0,5 83 99 

QC3 15  102 103 

Likarbazepin 
QC1 5,0  81 99 

QC3 150  98 103 

Zonisamid 
QC1 8,0  108 102 

QC3 200  98 103 
ME: matrikseffekt, QC: kvalitetskontroll, ME-korrigert: matrikseffekt korrigert med internstandard 
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Eksempel på beregning av ME og ME-korrigert for QC1 karbamazepin ved bruk av formel 4 

og 5:  

𝑀𝐸 =  
160183

142916
⋅ 100%  =  89% 

𝑀𝐸 − 𝑘𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑒𝑟𝑡 =  
(

160183
1627012)

(
142916

1829624)
⋅ 100%  =  100% 

ME og ME-korrigert for karbamazepin, karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid er 

innenfor kravet på 75 – 125%. 

Deteksjon av antiepileptika på Xevo TQ-XS påvirkes i liten grad av matrikssubstanser. Dess 

nærmere 100% resultatene kommer, desto mindre er matrikseffekten, der en verdi på 100% 

indikerer ingen påvirkning.  

ME-verdier som avviker fra 100% tilsier tilstedeværelse av matrikseffekter. ME-korrigert 

avviker mindre fra 100% enn ME, da internstandarden har korrigert for endret ionisering av 

antiepileptika. ME for høyeste kontroll for karbamazepin og karbamazepinepoksid er 

nærmere 100% enn ME-korrigert med internstandard. Dette kan skyldes måleusikkerhet i 

metoden, men i realiteten er resultatene tilnærmet like. Alle ME-verdier er likevel innenfor 

kravet og internstandarden korrigerer godt. Da påvirkningen er minimal, vil ikke detektorens 

nøyaktighet, sensitivitet og selektivitet for antiepileptika reduseres betraktelig. 

 

3.5 Robusthet 

Drift ble undersøkt for å vurdere robustheten i analyseserien. Kontroll 2 (QC2) ble injisert to 

ganger i samme analyseserie, henholdsvis før og etter prøvene. Resultater fra undersøkelse av 

robusthet for de fire antiepileptiske analyttene er presentert i tabell 16 og som fullstendig 

beregningstabell i vedlegg 7.  
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Tabell 16: Bestemmelse av drift (robusthet) for karbamazepin, karbamazepinepoksid, 

likarbazepin og zonisamid.  

Antiepileptika Dag  

Karbamazepin  1 2 3 

Avvik (%) konsentrasjon 0,99 0,49 1,43 

Avvik (%) areal -1,55 -4,95 -15,65 

Karbamazepinepoksid    

Avvik (%) konsentrasjon 0,00 0,00 -2,44 

Avvik (%) areal -0,93 -2,01 -14,47 

Likarbazepin    

Avvik (%) konsentrasjon 0,00 0,49 -1,40 

Avvik (%) areal 0,56 -1,25 -11,71 

Zonisamid    

Avvik (%) konsentrasjon -1,00 0,12 -1,79 

Avvik (%) areal -2,59 -1,14 -5,70 

 

Eksempel på beregning av avvik (%) for QC2 karbamazepin ved bruk av formel 6: 

Avvik (%) = 
40,8 µ𝑀−40,4 µ𝑀

40,4 µ𝑀
⋅ 100% = 0,99% 

Resultatene for robusthet viste ubetydelige avvik mellom driftskontrollene for samtlige 

antiepileptika. Det er stigende avvik i areal for antiepileptika på dag tre sammenlignet med de 

andre dagene. Årsaken kan være et større prøveantall mellom driftskontrollene på dag tre i 

forhold til foregående dager. Drift kan øke med økende prøveantall, da det blir flere 

injeksjoner mellom driftskontrollene. Avvik i konsentrasjonene er ubetydelige og 

internstandarden korrigerer for avviket slik at konsentrasjonen til antiepileptika blir riktig. 

Driften vil derfor være minimal og det er ikke nødvendig å bytte ut internstandarden. 

Dersom metoden skal analysere et betydelig høyere prøveantall enn prøveantallet i denne 

valideringen, bør drift undersøkes på nytt for å sikre at metoden fremdeles har god robusthet. 

I oppgaven var høyeste prøveantall mellom driftskontrollene 18 prøver. 

 

3.6 IS-recovery 

IS-recovery ble undersøkt for å finne normal IS-recovery for analyttene og eventuelt 

variasjon i areal til IS for analyttene. Arealet til internstandarden ble sammenlignet med 

gjennomsnittsarealet til standardrekken. Høy standard ble utelatt fra beregningen, da den er 

over analyttenes måleområde. Resultatene presenteres i tabell 17 og vedlegg 8.  
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Tabell 17: Bestemmelse av minimums- og maksimumsverdier for IS-recovery.  

Internstandard  Minimumsverdi (%avvik) Maksimumsverdi (%avvik) 

IS Karbamazepin-d10 -40,7 24,7 

IS karbamazepinepoksid-d8 -29,7 19,1 

IS Likarbazepin-d3 -31,9 30,2 

IS Zonizamid-d4 -16,0 46,0 

IS: internstandard 

Resultatene viste ingen avvik av betydning i IS-recovery. Grenseverdier for IS-recovery blir 

satt til å være litt over og litt under normalverdiene for hvert antiepileptika (tabell 17).  Den 

allerede etablerte grenseverdien for prossessering av resultater i TargetLynx er 70 – 130%. 

Laveste avvik i undersøkelsen er –40,7 % og høyeste 46,0 %. Ut fra dette bør grenseverdiene 

for IS-recovery settes til 50 – 150%.  

 

3.7 Samkjøring mellom detektorene 

Avvik mellom resultater på Xevo TQ-S og Xevo TQ-XS ble beregnet for å sammenligne 

detektorene. Avvikene for de fire antiepileptika er relativt lave, da alle er under 15%. Høyeste 

avvik er 9,5% for karbamazepin, 13,2% for karbamazepinepoksid, 5,9% for likarbazepin og 

8,5% for zonisamid. Se vedlegg 9.  

Eksempel på beregning av avvik mellom prøve 1 for karbamazepin ved bruk av formel 7:  

Avvik (%) = 
30,6 µ𝑀 − 32,6 µ𝑀

(
30,6 µ𝑀 + 32,6 µ𝑀

2
)

⋅  100%  =   − 6,1% 

Passing and Bablok regresjonsanalyse ble utført på alle fire antiepileptika for å vurdere 

samsvar mellom resultater fra Xevo TQ-XS og Xevo TQ-S. Resultatene er presentert i tabell 

18-21, figur 16-19 og som fullstendige tabeller og kurver i vedlegg 10.  
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Karbamazepin 

Resultat fra regresjonsanalyse er presentert i tabell 18 og figur 11. 

Tabell 18: Resultater fra Passing and Bablok regresjonsanalyse for karbamazepin.   

y = -0,0105866 + 1,016713 x 

Variabel X Xevo TQ-S 

Variabel Y Xevo TQ-XS 

Antall prøver 46 

Systematiske ulikheter 

Skjæringspunkt A -0,01059 µmol/L 

95% KI -0,3736 – 0,4481µmol/L 

Proporsjonale ulikheter 

Stigning B 1,0167 µmol/L 

95% KI 1,0038 – 1,0315 µmol/L 

Tilfeldige ulikheter 

Residual-standardavvik (RSD) 1,7164 µmol/L 

± 1,96 RSD intervall -3,3642 – 3,3642 µmol/L 

Lineær validitet  

Kumulativ linearitetstest P = 0,86 

 

Regresjonsplott karbamazepin Residualplott karbamazepin 

 

 

 

 

 

Figur 11: Regresjons- og residualplott fra Passing and Bablok regresjonsanalyse av karbamazepin. I 

regresjonsplottet tilsvarer de røde, lang-stiplete linjene 95% konfidensintervall, lyserød og kortstiplet 

linje ekvivalenslinjen, og den blå, heltrukne linjen regresjonslinje.  
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 95% konfidensintervall (KI) for skjæringspunktet A inneholder 0 og det er ikke konstant 

signifikant forskjell mellom detektorene. KI er smalt og skjæringspunktet vil med høy 

sannsynlighet ligge nær origo. 95% KI for stigningen B inneholder ikke 1. Det er en statistisk 

signifikant proporsjonal forskjell mellom detektorene (-1,7%). Avviket og stigningstallet 

(1,0167) tyder på at Xevo TQ-XS gir høyere resultater enn Xevo TQ-S. KI er smalt og tilsier 

at estimatet er godt. Da forskjellen er liten, vil det ikke ha klinisk betydning.  

Kumulativ linearitetstest (P > 0,1) tyder på rettlinjet sammenheng mellom detektorene. 

Regresjonsplottet viser at avstanden mellom regresjonslinjen og ekvivalenslinjen øker med 

økende konsentrasjoner og tilsier at Xevo TQ-XS gir høyere resultater enn Xevo TQ-S.  

Forskjellen er liten og ikke av klinisk betydning for samkjøringen. 

Residualplottet har tilfeldige fordelte residualer rundt y = 0 og det observeres ikke 

systematiske trender. Det er samsvar mellom regresjonslinjen og målte verdier. ± 1,96 RSD-

intervallet er smalt og indikerer at detektorene er relativt like, samt at regresjonslinjen er 

forutsigbar. RSD er nærme 0 og tilsier få tilfeldige forskjeller mellom detektorene. 
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Karbamazepinepoksid 

Resultat fra regresjonsanalyse er presentert i tabell 19 og figur 12. 

Tabell 19: Resultater fra Passing and Bablok regresjon for karbamazepinepoksid. 

y = 0,108163 + 0,959184 x 

Variabel X Xevo TQ-S 

Variabel Y Xevo TQ-XS 

Antall prøver 46 

Systematiske ulikheter 

Skjæringspunkt A 0,1082 µmol/L 

95% KI 0,02245 – 0,1974 µmol/L 

Proporsjonale ulikheter 

Stigning B 0,9592 µmol/L 

95% KI 0,9474 – 0,9796 µmol/L 

Tilfeldige ulikheter 

Residual-standardavvik (RSD) 1,1195 µmol/L 

± 1,96 RSD intervall -2,1941 – 2,1941 µmol/L 

Lineær validitet  

Kumulativ linearitetstest P = 0,39 

 

Regresjonsplott karbamazepinepoksid Residualplott karbamazepinepoksid 
 

 

 

 

Figur 12: Regresjons- og residualplott fra Passing and Bablok regresjonsanalyse av 

karbamazepinepoksid. I regresjonsplottet tilsvarer de røde, lang-stiplete linjene 95% 

konfidensintervall, lyserød og kortstiplet linje ekvivalenslinjen, og den blå, heltrukne linjen 

regresjonslinje. 
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95% KI for skjæringspunktet A inneholder ikke 0 og det er en konstant forskjell mellom 

detektorene. KI er smalt og estimatet er derfor godt. Den konstante forskjellen mellom 

detektorene er liten (0,1 µmol/L) og ikke være av klinisk betydning. 95% KI for stigningen B 

inneholder ikke 1 og tyder på en proporsjonal forskjell mellom detektorene (4,1%). KI er 

smalt og estimatet er godt. Estimatet viser at Xevo TQ-XS gir lavere resultater enn Xevo TQ-

S ved økende konsentrasjoner. Den estimerte, proporsjonale forskjellen er liten og ikke av 

klinisk betydning.  

Kumulativ linearitetstest (P > 0,1) tyder på lineær sammenheng mellom detektorene. 

Regresjonsplottet viser økende avstand mellom regresjonslinjen og ekvivalenslinjen ved 

økende konsentrasjoner, og regresjonslinjen ligger under ekvivalenslinjen. Dette viser at 

Xevo TQ-XS gir lavere resultater enn Xevo TQ-S. Forskjellen er liten og ikke av klinisk 

betydning.  

Residualplottet viser at residualene er tilfeldig fordelt rundt y = 0 med vifteformet spredning. 

Dette oppstår da verdiene er sortert etter økende konsentrasjoner på x-aksen. Økt 

konsentrasjon vil gi økt spredning. Det observeres ingen systematiske trender. ± 1,96 RSD-

intervallet er smalt og tilsier at detektorene er relativt like og regresjonslinjen er forutsigbar. 

RSD er nærme 0 og indikerer at verdiene passer sammen, og det er få tilfeldige feil. 
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Likarbazepin 

Resultat fra regresjonsanalyse er presentert i tabell 20 og figur 13. 

Tabell 20: Resultater fra Passing and Bablok regresjon for likarbazepin.  

y = 0,373742 + 0,989899 x 

Variabel X Xevo TQ-S 

Variabel Y Xevo TQ-XS 

Antall prøver 39 

Systematiske ulikheter 

Skjæringspunkt A 0,3737 µmol/L 

95% KI -0,02157 – 1,1237 µmol/L 

Proporsjonale ulikheter 

Stigning B 0,9899 µmol/L 

95% KI 0,9768 – 1,0067 µmol/L 

Tilfeldige ulikheter 

Residual-standardavvik (RSD) 1,0231µmol/L 

± 1,96 RSD intervall -2,0053 – 2,0053 µmol/L 

Lineær validitet 

Kumulativ linearitetstest  P = 0,77 

 

Regresjonsplott likarbazepin Residualplott likarbazepin 

 

 

 

 
Figur 13: Regresjons- og residualplott fra Passing and Bablok regresjonsanalyse av likarbazepin. I 

regresjonsplottet tilsvarer de røde, lang-stiplete linjene 95% konfidensintervall, lyserød og kortstiplet 

linje ekvivalenslinjen, og den blå, heltrukne linjen regresjonslinje. 
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95% KI for skjæringspunktet A inneholder 0 og det er ikke konstant signifikant forskjell 

mellom detektorene. KI er smalt og origo ligger med høy grad av sannsynlighet i 

skjæringspunktet. 95% KI for stigningen B inneholder 1. Det er ikke en signifikant, 

proporsjonal forskjell mellom detektorene (1,0%). KI er smalt, estimatet er godt og 

forskjellen mellom detektorene er liten. 

Kumulativ linearitetstest (P > 0,1) tyder på lineær sammenheng mellom detektorene. 

Regresjonsplottet viser at ekvivalenslinjen ligger innenfor 95% KI, og regresjonlinjen ligger 

nært ekvivalenslinjen. Dette viser at resultatene fra de to detektorene passer godt sammen.  

Residualplottet viser jevnt fordelte residualer rundt y = 0, men residualene over y = 0 avviker 

mer fra linjen sammenlignet med residualene under. Dette betyr at noen av de målte 

antiepileptikaverdiene på Xevo TQ-XS er høyere enn verdiene fra regresjonsligningen. 

Forskjellen er liten og derfor ubetydelig.  ± 1,96 RSD-intervallet er smalt og indikerer at 

detektorene er relativt like og at regresjonslinjen er forutsigbar. RSD ligger nærme 0 og det er 

få tilfeldige forskjeller mellom detektorene som er av betydning. 
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Zonisamid 

Resultat fra regresjonsanalyse er presentert i tabell 21 og figur 14. 

Tabell 21: Resultater fra Passing and Bablok regresjon for zonisamid. 

y = -0,0434452 + 0,992006 x 

Variabel X Xevo TQ-S 

Variabel Y Xevo TQ-XS 

Antall prøver 30 

Systematiske ulikheter 

Skjæringspunkt A -0,04345 µmol/L 

95% KI -0,5500 – 0,4368 µmol/L 

Proporsjonale ulikheter 

Stigning B 0,9920 µmol/L 

95% KI 0,9815 – 1,0000 µmol/L 

Tilfeldige ulikheter 

Residual-standardavvik (RSD) 1,5182 µmol/L 

± 1,96 RSD intervall -2,9757 – 2,9757 µmol/L 

Lineær validitet  

Kumulativ linearitetstest  P = 0,34 

 

Regresjonsplott zonisamid Residualplott zonisamid 

 

 

 

 
Figur 14: Regresjons- og residualplott fra Passing and Bablok regresjonsanalyse av zonisamid. I 

regresjonsplottet tilsvarer de røde, lang-stiplete linjene 95% konfidensintervall, lyserød og kortstiplet 

linje ekvivalenslinjen, og den blå, heltrukne linjen regresjonslinje. 
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95% KI for skjæringspunktet A inneholder 0. Det er ikke en systematisk, konstant forskjell 

mellom detektorene. KI er smalt og skjæringspunktet ligger med høy sannsynlighet ligge nær 

origo. 95% KI for stigningen B inneholder 1. Det er ikke en proporsjonal signifikant forskjell 

mellom detektorene (0,1%). KI er smalt, forskjellen er liten og estimatet er godt.  

Kumulativ linearitetstest (P > 0,1) tyder på lineær sammenheng mellom detektorene. 

Regresjonsplottet viser at 95% KI omfatter ekvivalenslinjen. Regresjonslinjen ligger nært 

ekvivalenslinjen og tilsier samsvar mellom de to detektorene.  

Residualplottet viser jevnt fordelte residualer rundt y = 0. Residualene under y = 0 avviker 

mer fra linjen sammenlignet med residualene over. Dette tyder på at noen av de målte 

verdiene på Xevo TQ-XS er lavere enn antatt fra regresjonslinjen. Forskjellen er liten og ikke 

av klinisk betydning. ± 1,96 RSD-intervallet er smalt og tilsier at detektorene er relativt like, 

samt delvis fravær av tilfeldige forskjeller mellom detektorene. RSD er nærme 0 og tilsier at 

verdiene passer sammen og regresjonslinjen er forutsigbar. 

Ut fra resultatene fra samkjøringen mellom detektorene kan Xevo TQ-XS anvendes for 

kvantifisering av antiepileptika i serum.  
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4 Konklusjoner  
Følgende konklusjoner svarer på problemstillingene (Jf. avsnitt 1.7 side. 13). 

• Samtlige antiepileptika innfrir kravene for S/N-ratio (≥ 30), CV (< 20,0%) og 

nøyaktighet (< ± 20,0%) ved vurdering av nedre kvantifiseringsgrense.  

• Korrelasjonskoeffisientene viser god lineær sammenheng hos alle fire antiepileptika i 

tilhørende måleområder (gjennomsnittlig R = 0,9999). Standardkurver med høy 

standard inkludert viser tilfredsstillende linearitet for hvert antiepileptika etter aktuelle 

måleområder (R = 0,9999).  

• Samtlige antiepileptika tilfredsstiller kravet for reproduserbarhet (CV ≤ 15,0%). 

• Alle fire antiepileptika innfrir kravet for nøyaktighetsavviket (≤ 15,0%).  

• Karbamazepin, likarbazepin og zonisamid tilfredsstiller kravet for Z-verdi (Z ≤ 2). 

Karbamazepinepoksid har Z-verdier utenfor kravet og må undersøkes videre.  

• Matrikseffekt både med og uten korrigering med internstandard for samtlige 

antiepileptika innfrir kravet (75 – 125%) og påvirkningen fra matrikssubstanser er 

minimal. 

• Avviket til driftskontrollen for de fire antiepileptika er under 2,0% og uten betydning. 

Internstandarden har korrigert for avvik i areal og metoden er robust.  

• Normal IS-recovery ligger litt over og litt under maksimums- og minimumsverdiene 

for karbamazepin (-40,7 – 24,7%), karbamazepinepoksid (-29,7 – 19,1%), 

likarbazepin (-31,9 – 30,2%) og zonisamid (-16,0 – 46,0%).  Foreslåtte grenseverdier 

for IS-recovery er 50 – 150%. 

• Passing and Bablok regresjonsanalyse av karbamazepin, karbamazepinepoksid, 

likarbazepin og zonisamid viser at det er samsvar mellom Xevo TQ-XS og Xevo TQ-

S.  

 

Undersøkelsen viser i sin helhet at det er nødvendig å undersøke avvikende SLP-er for 

karbamazepinepoksid før Xevo TQ-XS kan anvendes for kvantifisering av antiepileptika 

(karbamazepin, karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid) i serum.  
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6 Vedlegg  

Innholdsfortegnelse 

Vedlegg 1 …............................................................ side 43-44 

Vedlegg 2 …............................................................ side 45-46 

Vedlegg 3 …............................................................ side 47-50 

Vedlegg 4 …............................................................ side 51 

Vedlegg 5 …............................................................ side 52 

Vedlegg 6 …............................................................ side 53-54 

Vedlegg 7 …............................................................ side 55 

Vedlegg 8 …............................................................ side 56-59 

Vedlegg 9 …............................................................ side 60-61 

Vedlegg 10 ….......................................................... side 62 
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Vedlegg 1: Framgangsmåte for prøveopparbeidelse flytskjema (KOZ) 
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Vedlegg 2: Kvantifiseringsgrenser og S/N-ratio for antiepileptika 

Fullstendig beregningstabell for S/N-ratio til hvert antiepileptika over tre dager. 

 

Fullstendig beregningstabell for nøyaktighet og presisjon (CV) ved nedre 

kvantifiseringsgrense for hvert antiepileptika over tre dager. 

 

Kromatogram for hvert antiepileptika ved ved beregning S/N-ratio dag en, to og tre. 
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Kromatogram for hvert antiepileptika ved ved beregning S/N-ratio dag en, to og tre. 
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Vedlegg 3: Linearitet og standardkurver 

Fullstendig tabell over korrelasjonskoeffisienten og tilhørende måleområder for hvert 

antiepileptika over tre dager. 

 

 

Dag 1 

Lineær kurvetilpasning Kvadratisk kurvetilpasning 
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Dag 2 

Lineær kurvetilpasning Kvadratisk kurvetilpasning 
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Dag 3 

Lineær kurvetilpasning Kvadratisk kurvetilpasning 
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Lineær kurvetilpasning, høy standard Kvadratisk kurvetilpasning, høy standard 
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Vedlegg 4: Reproduserbarhet og nøyaktighet 

Fullstendig beregningstabell for reproduserbarhet (CV) og nøyaktighet (avvik) for 

kontrollene (QC) for karbamazepin over tre dager.  

 

Fullstendig beregningstabell for reproduserbarhet (CV) og nøyaktighet (avvik) for 

kontrollene (QC) for karbamazepinepoksid over tre dager. 

 

Fullstendig beregningstabell for reproduserbarhet (CV) og nøyaktighet (avvik) for 

kontrollene (QC) for likarbazepin over tre dager. 

 

Fullstendig beregningstabell for reproduserbarhet (CV) og nøyaktighet (avvik) for 

kontrollene (QC) for Zonisamid over tre dager. 
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Vedlegg 5: Z-verdier for SLP-er 

Fullstendig beregningstabell for Z-verdier til SLP-er for hvert antiepileptika dag 1. 

 

Fullstendig beregningstabell for Z-verdier til SLP-er for hvert antiepileptika dag 2. 

 

Fullstendig beregningstabell for Z-verdier til SLP-er for hvert antiepileptika dag 3. 
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Vedlegg 6: Matrikseffekter for antiepileptika 

Fullstendige beregningstabeller for matrikseffekt med og uten korrigering med 

internstandard til laveste kontroll (QC1) og høyeste kontroll (QC3) for karbamazepin og 

karbamazepinepoksid. 
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Fullstendige beregningstabeller for matrikseffekt med og uten korrigering med 

internstandard til laveste kontroll (QC1) og høyeste kontroll (QC3) for likarbazepin og 

zonisamid. 
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Vedlegg 7: Robusthet for QC2  

Fullstendig beregningstabell for drift (robusthet) til kontroll 2 (QC2) for karbamazepin over 

tre dager. 

 

Fullstendig beregningstabell for drift (robusthet) til kontroll 2 (QC2) for 

karbamazepinepoksid over tre dager. 

 

Fullstendig beregningstabell for drift (robusthet) til kontroll 2 (QC2) for likarbazepin over 

tre dager. 

 

Fullstendig beregningstabell for drift (robusthet) til kontroll 2 (QC2) for zonisamid over tre 

dager. 
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Vedlegg 8: IS-recovery for antiepileptika 

Fullstendig tabell med IS-recovery for hvert antiepileptika over tre dager. Verdier markert i 

grønt er maksimums- og minimumsverdier for hver IS. 

IS Karbamazepin-d10 IS karbamazepinepoksid-d8 IS Likarbazepin-d3 IS Zonizamid-d4 

14,4 11,3 19,4 8,7 

15,7 10,9 18,7 10,2 

8 5,2 10,7 7,4 

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

-17,7 -15,6 -26,7 -12,9 

14,8 8,2 15,8 13,1 

11,2 7,4 13,9 12,1 

-5,2 2 0,9 -1,4 

-15,3 -13,2 -21,8 -11,7 

15,8 9,1 18,2 15,4 

16,7 8,8 16,7 12,8 

-4 2,9 13,5 12,9 

-7,9 3,5 15 13 

0,5 2 11 5,6 

-3,6 6,3 17,5 16,4 

3,6 8 18,1 15,6 

-7,2 1,5 15,7 14,3 

-1,1 6,1 16,9 12,9 

-3,4 6,7 16,5 15,8 

0,5 8,2 18,9 16,4 

-7,4 4,3 17,4 14,6 

5 15,8 30,2 17,6 

-10,1 4,9 19 11,3 

-26 -15,2 12,6 26,9 

16,2 9,6 17,1 15,8 

12,4 0,2 -2,6 13,1 

15,6 -0,8 -4 8,6 

14,9 -2,8 -8,7 14,1 

14,4 -3,3 -9,9 13,6 

13,7 0,9 -1,1 11,6 

14,6 -1,2 -9,2 14,6 

13,1 0,7 -1,5 14,3 

8 -2,4 -2,7 -0,7 

13 -1,8 -4 11,2 

14,9 3,3 7 13,7 

11,7 -0,2 -5,5 13 



   
 

 57 

IS Karbamazepin-d10 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS karbamazepinepoksid-d8 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS Likarbazepin-d3 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS Zonizamid-d4 

(fortsettelse fra forrige side) 

13,3 9,1 17,9 -5,2 

14,6 -2,1 -8,9 -11 

12,7 6,9 18,2 3,6 

14 10,2 19,7 6,3 

14 8 18,3 -10,7 

13,3 7,9 18,6 -12,2 

11,1 6 16,3 -14,7 

11,3 6 17 -5,7 

14,8 8,4 18,9 -13 

13 15,3 18,8 5,2 

12,3 16,5 18,5 -10,9 

-7,6 -0,9 1,5 -3,1 

19,7 10,4 15,6 10,7 

19,9 10,5 15,1 10,5 

6,6 6,9 11,5 5 

-9,3 -0,8 -1,3 -2,8 

-17,2 -16,6 -25,3 -12,7 

10,2 4,8 13,2 14,4 

10,5 8,6 15,4 15,6 

-6,4 -1,3 1,1 0,8 

-14,7 -13,3 -20,2 -9,4 

-1,1 1,9 11,9 16,8 

-7,3 0,8 11 16,4 

-6,8 -0,9 9,1 12,5 

-1,9 1,8 13,8 15,6 

-9,2 0,5 12,8 10,6 

-8,6 1,5 12,3 15,9 

-10,4 -2,2 10,7 15 

-8,3 1,9 18 -0,4 

-8,3 0,2 10,8 17,9 

3,2 3,2 14,7 19 

-19,2 -8,9 11,8 -1,9 

-6 0,5 16,1 0,7 

0,3 9,5 17,8 38,8 

2 16,3 23,8 46 

-18,9 -8,1 9 0,5 

-17,6 -7,9 11,1 30 

7,5 -3,7 -4,3 19 

6,4 -3,1 -2,7 19,8 

6,4 -2,1 1,5 18,6 

9 -4 -8,6 

7,9 
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IS Karbamazepin-d10 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS karbamazepinepoksid-d8 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS Likarbazepin-d3 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS Zonizamid-d4 

(fortsettelse fra forrige side) 

6,5 -7,7 -11,5 17,8 

3,3 -3,9 -1,5 3,7 

5,2 -2,2 5,7 12,9 

6,4 -6,3 -12,7 17,4 

5,9 -3,1 -2,9 19,8 

5,5 -3,7 -3,5 19 

5,8 -13,1 -22,2 17,1 

5,5 -0,2 6,2 16 

2,8 -6 -5 18,2 

4,7 -12,4 -22,1 16,3 

5,7 -3,2 -0,8 17,1 

4,1 0,7 9,5 -4 

-0,7 -1,6 8,1 3,6 

6,6 2,5 11,1 -10 

6,3 2,5 12,6 15,8 

8,5 1,9 13,8 5,1 

4,9 2,1 12,3 0,5 

2,8 2,4 11,6 -0,9 

5,6 8,9 11,6 -9,7 

6 2,7 12,3 -2,9 

3,7 0,2 11,2 4,4 

-11,5 -2,8 -0,7 -0,4 

24,7 19,1 24,1 5,6 

19,8 10,1 14,4 6,3 

9,7 3,4 8,2 4 

-7,4 2,7 3,8 0,2 

-22,2 -16,1 -26,4 -10,5 

13,7 4,6 14 15,7 

9,9 2,4 10,6 13,6 

-11,5 -7,8 -5,6 -1,4 

-22,4 -17,5 -24,8 -7 

-22,1 -13,5 5,4 30,7 

-0,5 -2,7 8,7 19,6 

8,7 -3,3 7,2 14,6 

-1,8 -5,4 6,4 14,4 

-18,6 -8,7 5,4 15,2 

-15,2 -10 1,3 13,2 

-14,3 -5,5 7,2 19,6 

-15,4 -10,1 5,5 3,8 

-19,9 -7,5 5,1 18,8 

-14,8 -8,8 5,6 13,4 
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IS Karbamazepin-d10 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS karbamazepinepoksid-d8 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS Likarbazepin-d3 

(fortsettelse fra forrige side) 

IS Zonizamid-d4 

(fortsettelse fra forrige side) 

-20,3 -3,9 15,7 25 

-18,4 -11,3 6,4 26,2 

-9,3 -6,9 14 20,8 

-35,7 -27,5 -5,7 20,8 

-29,7 -19,7 1,6 40,3 

-16,6 -10 8,1 22 

-40,7 -29,5 -0,5 35,6 

-40,4 -29,7 -1,3 33,9 

-1,4 -16,1 -15,6 14,1 

-2,4 -9,8 -1,2 10,8 

-2 -16,6 -18,6 15,6 

-4,4 -17,9 -16,5 13,1 

-7,1 -22,4 -23,8 5,7 

-6,5 -12,3 -0,2 10,2 

-2,2 -19 -21 16,1 

-4,8 -18,8 -15,2 11,8 

-1,2 -18,8 -18 15,3 

-3,2 -17,6 -14,9 14,1 

-2,8 -23,6 -31,9 13,6 

-4,6 -19,3 -17,6 8,1 

-4,2 -20 -21,5 10,4 

-5,5 -14,2 -1,5 5,9 

-4,5 -2,9 3,5 -10,9 

-4,7 -12,7 -0,6 -7,7 

-4,3 -13,7 -0,6 -13,2 

-3,4 -11,5 -0,1 -2,7 

-3,8 -13,3 -0,4 -3,6 

-5,1 -8,4 0,1 -2,1 

-5,2 -12 -2,5 -7,7 

-6,2 -13 -1,6 -16 

-26,4 -21,1 -15,5 -5,2 

-40,7 -31,2 -42,6 -21 

24,7 19,1 30,2 46 
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Vedlegg 9: Samkjøring mellom Xevo TQ-XS og Xevo TQ-S 

Fullstendig beregningstabell for beregning av avvik (%) mellom Xevo TQ-XS (på 

instrumentet LC-MSMS K) og Xevo TQ-S (på instrumentet LC-MSMS F) for karbamazepin 

og karbamazepineposkid over tre dager. Røde felt er negative for analytten. 
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Fullstendig beregningstabell for beregning av avvik (%) mellom Xevo TQ-XS (på 

instrumentet LC-MSMS K) og Xevo TQ-S (på instrumentet LC-MSMS F) for likarbazepin og 

zonisamid over tre dager. Rødt felt er negativt for analytten. 
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Vedlegg 10: Passing and Bablok regresjonsanalyse  

Resultater fra Passing and Bablok regresjonsanalyse for karbamazepin og 

karbamazepinepoksid, likarbazepin og zonisamid.. 

 

     

 


	Forord
	Sammendrag
	Abstract
	1 Innledning
	1.1 Terapikontroll av antiepileptika
	1.2 Prøveopparbeidelse
	1.3 Omvendt fase-kromatografi: Separasjonsprinsipp for antiepileptika på UPLC-MSMS
	1.4 Deteksjonsprinsipp for UPLC-MSMS
	1.5 Internstandard, standarder og kontroller
	1.6 Valideringsparametere
	1.6.1 Kvantifiseringsgrense
	1.6.2 Standardkurvens linearitet
	1.6.3 Reproduserbarhet og nøyaktighet
	1.6.4 Matrikseffekt
	1.6.5 Robusthet
	1.6.6 IS – recovery
	1.6.7 Samkjøring mellom detektorene

	1.7 Problemstillinger

	2 Materialer og metoder
	2.1 Prøvemateriale
	2.2 Reagenser og utstyr
	2.3 Fremgangsmåte for prøveopparbeidelse
	2.4 Fremgangsmåte for deteksjon av antiepileptika
	2.5 Undersøkelse av valideringsparametere

	3 Resultater og diskusjon
	3.1 Kvantifiseringsgrense
	3.2 Standardkurvens linearitet
	3.3 Reproduserbarhet og nøyaktighet
	3.4 Matrikseffekter
	3.5 Robusthet
	3.6 IS-recovery
	3.7 Samkjøring mellom detektorene

	4 Konklusjoner
	5 Referanser
	6 Vedlegg

