@ NTNU

Kunnskap for en bedre verden

Validering av analysemetode for
amfetaminer, ecstasy-stoffer og
ritalinsyre 1 humant serum med bruk av
pipetteringsrobot og UHPLC-MS/MS

Miriam Hansen

Industriell kjemi og bioteknologi

Innlevert: juni 2018

Hovedveileder: Rudolf Schmid, IKJ

Medveileder: Berit Margrethe Hasle Falch, St. Olavs hospital, Avdeling for klinisk
farmakologi

Solfrid Hegstad, St. Olavs hospital, Avdeling for klinisk farmakologi

Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet
Institutt for kjemi






Forord

Masteroppgaven ble utfgrt ved Avdeling for klinisk farmakologi (AKF) ved St. Olavs hos-
pital som en del av studieprogrammet Industriell kjemi og bioteknologi ved NTNU.

Forst og fremst vil jeg takke for muligheten for & skrive masteroppgave hos AKF. Jeg har
leert s& mye av & tilbringe det siste aret her. Jeg vil spesielt takke veilederene mine Solfrid
Hegstad og Berit Hasle Falch ved AKF. Takk til Solfrid for oppleering, tilbakemeldinger og
muligheten til diskutere resultater med deg. Takk til Berit for god veiledning, seerlig under

skriveprosessen. Dere har begge alltid hatt en apen der for meg og mine spgrsmal!

Jeg vil ogsa takke veilederen min ved NTNU, Rudolf Schmid, for tilbakemeldinger og for

hjelp til & fa oversikten.

Takk til Hilde Havnen ved AKF for hjelp med robotene og til a lage og teste standarder
for meg. Takk til alle ved AKF som har tatt meg sa godt i mot, og som alle har veert villige
til & hjelpe meg.

Miriam Hansen

Trondheim 11.06.18






Sammendrag

Sentralstimulerende midler brukes bade som illegale rusmidler og til medisinsk bruk. Kon-
sentrasjonsbestemmelse i serum utfgres for & 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. Prove-
opparbeidelsen ble delvis automatisert med Hamilton Star pipetteringsrobot med protein-
felling og 96-brgnns Ostro fosfolipidfjerningsplater. Prgvevolumet var 100 pl, og acetonitril
med 1 % maursyre ble benyttet som fellingsreagens. Kolonnen som ble brukt var Acquity
BEH Cjs-kolonne (2,1 x 50 mm, 1,7 ym, Waters) med mobilfasegradient bestaende av 5
mM ammoniumformat (pH 10,1) og acetonitril. Injeksjonsvolumet var 2 pl 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. '*C-merkede intern-standarder ble benyttet for alle analyttene bortsett

fra for ritalinsyre, hvor den deutererte intern-standarden ritalinsyre-d, ble benyttet.

Minste kvantifiserbare konsentrasjon for samtlige analytter 1a mellom 25-200 nM, med
deteksjonsgrenser lik 2,5-20 nM. Vektede kvadratiske kurver (1/x) innen analyttenes méle-
omrade hadde R?-verdier > 0,999 for alle analyttene. Relativt standardavvik (RSD) innen
en serie 14 mellom 0,6-2,4 %. Mellom serier 14 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 s konsentrert som hgyeste standard lik 20 % av laveste standard.
Overdrag for de gvrige analyttene var < 11 %. Validering forgvrig 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, lgsemidler og prgvevolum.



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 pL, and acetonitrile with 1 % formic acid was used as
precipitation agent. The column used was Acquity BEH Cyg (2,1 x 50 mm, 1,7 pm, Waters)
with

mobile phase gradient consisting of 5 mM ammonium formate (pH 10,1) and acetonitrile.
The injection volume was 2 nl. and the run-time was 3.2 minutes. MS/MS detection was
performed with positive Electrospray lonization (ESI+) and two Multiple Reaction
Monitoring (MRM) transitions for each analyte; a quantifier ion and a qualifier ion. 3C-
labeled internal standards were used for all analytes except ritalinic acid, where the deu-

terated internal standard ritalinic acid-dy 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 R*-
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.



INNHOLD

Innhold

(1 Introduksjon|

(1.1 Malene med oppgaven| . . . . . . . . ... ... ..
2_Teoril 4
[2.1 Legemiddel- og rusmiddelanalyser| . . . . . . .. ... ... ... ... ... 4
[2.2  Analyttenel. . . . . . . ..o 4
[2.3  Prgveopparbeidelsel . . . . . . ... oo 7
[2.3.1  Fastfaseekstraksjon - SPE (Solid Phase Extraction) . . . . . .. .. 7
[2.3.2  Veaeske-vaeske-ekstraksjon - LLE (Liquid Liquid Extraction) . . . . . 8
[2.3.3  Proteinfelling og fostolipidtjerningsplater| . . . . . . . . .. ... .. 9
2.4 Kromatograf . . .. . . . . . ... 11
[2.4.1 Veeskekromatografil . . . . ... ... .. ... L. 11
242 Kolonmerl. . . . . . ... 11
[2.4.3  Ultra High Performance Liquid Chromatogrphy (UHPLC)| . . . . . 12
244 Mobilfaser] . . . . . . ... 13
[2.5 Massespektrometer| . . . . . ... 14
[2.5.1 Elektrosprayionisering| . . . . . . . . . ... .. ... .. ... ... 14
[2.5.2  Masseanalysator|. . . . . . . ... ... 15
[2.5.3  Tandem-kvadrupoll . . . . .. ... ... o000 15
2.6 Matrikseffekterl . . . . . ..o oo 17
[2.7  Kvantitative analyser| . . . . . . . .. ... o000 17
[2.7.1 Topphgyde og toppareal| . . . . . ... ... ... ... ... 17
.72 Intern-standardl . . . . . . ... ... 17
2.8 Validering| . . . . . . . ..o 20
[2.8.1 Standarder og kvalitetskontroller, . . . . . . .. ... ... ... .. 20
[2.8.2  Kalibreringskurver| . . . . . ... ... o000 20
[2.8.3  Deteksjons- og kvantifiseringsgrensef . . . . . . . . ... ... .. 20
2.8.4  Selektivitetl . . . . .. ... ... 21
[2.8.5  Ngyaktighet| . . . . . . .. ... o 21
[2.8.6 Presisjon|. . . . . . . ... 21
2.8.7  Matrikseffekterl . . . . . ..o oo 22
2.8.8 Holdbarhetl . . . . . ... .. o 22




INNHOLD

[2.8.10 Overdrag| . . . . . . . . . . . .. 23
[2.8.11 Ekstraksjonsutbyttel . . . . . . . .. ... ... ... ... 23
[2.8.12 Retensjonstid| . . . . . . . ... ... ... 24
[2.8.13 Spesifisitet|. . . . . . ..o 24

[2.9 Akkreditering] . . . . . .. 25
[2.9.1 Sammenlignende laboratorieprgving (SLP)| . . . . . . ... ... .. 25

[3 Materialer og metoder| 26
[3.1  Kjemikalier og utstyrf . . . . . . ... ... oo oo 26
[3.2 Tillaging av lgsninger| . . . . . . . .. .. ... . o000 29
[3.2.1 Pasientprgver| . . . . . . . .. ... 31

[3.3  Prgveopparbeidelsel . . . . . . . ..o 31
[3.4 Analysebetingelser| . . . . . . . . ... o 32
[3.4.1 Gradientprogram| . . . . . . . ... ... 33

[3.5 Databehandlingl . . . . . ... ... ... oo 34
[3.6  Prevalideringl . . . . . . .. .. ... 36
[3.7 Validering| . . . . . . . ... 37
[3.7.1 Minste detekterbare og kvantifiserbare konsentrasjon (MDK og MKK)| 37
.72 TDinearitetl . . . . . . . . . . ... 37
[3.7.3 Presisjon|. . . . . .. ..o 37
[3.7.4  Ngyaktighet| . . . . . . . ... ... 38
[B.7.5  Selektivitetl . . . . ... ... 38
3.7.6  Matrikseffekterl . . . . . .. ..o 38
[3.7.7  Ekstraksjonsutbyttel . . . .. ... ... 39
[3.7.8  Overdrag] . . . . . . . .. ... 39
.79 Robusthetl . . . .. ... 39
[3.7.10 Variasjon 1 intern-standard|. . . . . . . . .. ... ... 39
3.711 Holdbarhet] . . . . . ... .. .. .. 40
B.7.12 Joneratiol. . . . . . . . .. 40
[3.7.13 Retensjonstid| . . . . . . ... .. ... 40
[3.7.14 Spesifisitet|. . . . . . ..o 40
[3.7.15 Metodesammenligning| . . . . . . . ... ... 41
[3.7.16 Samkjgring mellom instrumenter| . . . . . . .. ... L. 41

[4 Resultater og diskusjon| 42

BT MotodowtvikIng . . « « o v o oo e 42




INNHOLD

[4.1.1  Metodeutvikling MS| . . . ... ... ... ... ...
1.1.2  Metodeutvikling UHPLC-MS/MS| . . . . ... ... ... ... ...
[4.1.3  Kalibreringskurver| . . . . . ... ... ..o
4.1.4  Kvalitetskontroller| . . . . . . . .. ... ... oL
[4.1.5 Prosessering av kromatogrammene| . . . . . . . .. ... ... ...
4.2  Prevalideringl . . . . . . . ...
(4.3 Validering| . . . . . . . ...
[4.3.1 Minste detekterbare og kvantifiserbare konsentrasjon| . . . . . . ..

[4.3.7 Ekstraksjonsutbyttel . . . . . ... ..o
[4.3.8 Overdragl . . . . . . . . . . ..
[4.3.9 Robusthet - tilsats av syre under opparbeidelsel . . . . . . . .. ..
[4.3.10 Robusthet - drift i en analyseserie| . . . . . . . . ... .. ... ...
[4.3.11 Variasjon 1 intern-standard| . . . . . . . . . . .. ...
[4.3.12 Holdbarhet i opparbeidede kvalitetskontroller| . . . . . . . . . . ..

[4.3.14 Retensjonstid| . . . . . . ... ... ...
[4.3.15 Spesifisitet|. . . . . . ...
[4.3.16 Metodesammenligning| . . . . . . ... ... ... ... ...

[4.3.17 Samkjgring mellom instrumenter| . . . . .. .. ... ... ... ..

[> Konklusjon|

Referanser

[A.1 Kalibreringskurver| . . . . . . . ... ... oo oo
[A.2  Kalibreringskurver med HgyStd| . . . . . .. ... ... ... ... ... ..
[A.3 Valideringsplan| . . . . . . . . ...




Forkortelser

0-serum Serum fritt for analyttene

m/z Masse-ladningsforhold

ACN Acetonitril

AKF Avdeling for klinisk farmakologi

APCI Atmosfeerisk trykk kjemisk ionisering, Atmospheric Pressure Chemical Ionization
CV  Variasjonkoeffisient, Coefficient of Variation

DCM Diklormetan, Dichloromethane

ESI  Elektrosprayionisering

FAc Maursyre, Formic acid

GC  Gasskromatografi, Gas Chromatgraphy

HCl Saltsyre

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HgyStd Hgy standard, med konsentrasjon 200 % av hgyeste standard
LC  Vaskekromatografi, Liquid Chromatography

LC-MS Vaskekromatografi-massespektrometri, Liquid Chromatography Mass Spectrome-
try

LGC Laboratory of the Government Chemist
MDA 3,4-Metylendioksyamfetamin

MDK Minste detekterbare konsentrasjon

MDMA 3,4-Metylendioksymetamfetamin

ME  Matrikseffekt

ME;s Matrikseffekt korrigert med intern-standard
MeOH Metanol

MKK Minste kvantifiserbare konsentrasjon



MRM Multippel reaksjonsmonitorering, Multiple Reaction Monitoring
MS  Massespektrometri

PMMA Parametoksymetamfetamin

RSD Relativt standardavvik, Relative Standard Deviation

S/N  Signal-til-stgy-forhold, Signal-to-noise-ratio

SDPA Standard Deviation for Profienciency Assessment

SIM  Selektiv ionemonitorering, Selective Ion Monitoring

SLP Sammenlignende laboratorieprgving

TDM Terapeutisk legemiddelmonitorering, Therapeutic Drug Monitoring
UHPLC Ultra High Performance Liquid Chromatography

UHPLC-MS/MS Ultra High Performance Liquid Chromatography-tandem Mass Spectro-

metry






1. INTRODUKSJON

1 Introduksjon

Fgr midten av 1990-tallet ble gasskromatografi-massespektrometri (GC-MS) mye brukt
i legemiddel- og rusmiddelanalyser. I GC bgr analyttene veere termostabile og flyktige.
Legemidler og rusmidler er vanligvis ikke flyktige, og ma derivatiseres for a kunne analyse-
res med GC. Utviklingen av ioniseringsteknikken elektrospray pa 1980-tallet muliggjorde
koblingen mellom veeskekromatografi (LC) og MS, hvor vaeskestrgmmen med hgyt trykk i
LC overfgres til gassfase og vakuum i MS|1]. Dette forenklet prgveopparbeidelsen ettersom
derivatisering ikke ble ngdvending. 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 hgy selektivitet og sensitivitet[3] ved analyser i biologiske matrikser

som blod, urin og spytt.

Sentralstimulerende midler brukes bade som illegale rusmidler og til medisinsk bruk. Disse
stoffene gker selvfglelsen, hever humgret, gir nedsatt matlyst, gker konsentrasjonsevnen og
gir kritikklgshet[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 & 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 ogsa bli foreskrevet
dersom metylfenidat gir problemer med bivirkninger eller ikke har tilstrekkelig effekt[6].

Eksempler pa illegale rusmidler som er sentralstimulerende er ecstasy og metamfetamin|7].

Analysene som utfores ved Avdeling for klinisk farmakologi (AKF) ved St. Olavs hospi-
tal for sentralstimulerende stoffer i serum, gjennomferes enten for & avdekke misbruk av
rusmidler eller for a undersgke om konsentrasjonen av de spesifikke legemidlene ligger in-
nenfor bestemte referanseomrader. 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, for en valideringsplan (vedlegg A.3) ble skrevet og god-

kjent, og validering av analysemetoden ble gjennomfgrt.

I dag analyseres disse analyttene ved AKF ved bruk av to ulike analysemetoder. Det ble i
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fjor analysert til sammen 1500 prgver. Prgveopparbeidelsene for de eksisterende metodene
er manuelle og det benyttes fastfase-ekstraksjon (SPE) og veeske-vaeske-ekstraksjon (LLE).
Dagens metoder for prgveopparbeidelse for disse stoffene er arbeidskrevende, med mange
manuelle pipetteringstrinn. Dette gker risikoen for menneskelige feil og belaster armer og
skuldrer. Automatisering av prgveopparbeidelsen ved bruk av Hamilton pipetteringsrobot

vil gjore metoden mindre arbeidskrevende og mindre utsatt for menneskelige feil.

I dagens metode med LLE brukes det organiske lgsemiddelet diklormetan (DCM). Dette
stoffet mistenkes & veere kreftfremkallende]9]. Det er derfor gnskelig & erstatte preveopp-
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 Miljg-
direktoratet som sier at dersom «wvirksomheten bruker et produkt som inneholder kjemiske
stoffer som kan medfore helseskade eller miljgforstyrrelse, skal den vurdere om det finnes

alternativ som medforer mindre risiko for slik virkning»[Miljgdirektoratet, 2015, [10]].

De eksisterende metodene krever relativt store prgvevolum (0,5-1 ml). Dersom en pasient-
prove skal analyseres med flere ulike analysemetoder, kan det vaere et problem a fa nok
provevolum til alle analysene. Det er derfor en fordel at den nye metoden bruker mindre
provevolum. Dette gjor ogsa at det kreves mindre lgsemiddel i opparbeidelsen, og dette er
positivt ut i fra et HMS-perspektiv. I de eksisterende metodene benyttes sju kalibrerings-

nivaer til kalibreringskurvene. Antall kalibreringsnivéaer er redusert i den nye metoden.

I dagens metoder benyttes LC-MS til analyse av amfetaminene og ritalinsyre. Ved a ta i
bruk UHPLC-MS/MS i den nye metoden, kan en enklere prgveopparbeidelse gjennomferes,
pa grunn av hgyere selektivitet og sensitivitet. Nye 3C-merkede intern-standarder for alle
analyttene bortsett fra ritalinsyre, ble undersgkt. For ritalinsyre ble en deuterium-merket
intern-standard med feerre 2H enn i eksisterende metode undersgkt. Enklere prgveopp-
arbeidelse gjgr at prgven inneholder flere matrikskomponenter, og analysen er derfor mer
utsatt for matrikseffekter. De stabile isotopmerkede intern-standardene har som oppgave

a korrigere for blant annet matrikseffekter.

Utvikling av nye analysemetoder krever at metoden valideres. Dette er viktig for a verifi-
sere og dokumentere at analysemetoden egner seg til sitt formal[11]. Validering innebaerer
blant annet & undersgke metodens ngyaktighet, deteksjonsgrenser, presisjon, selektivitet,

sensitivitet og usikkerhet[11].
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1.1 Malene med oppgaven
o 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 a sla sammen to eksisterende metoder til én.

« Effektivisere prgveopparbeidelsen ved a benytte enkel, rask og delvis automatisert

prgveopparbeidelse med proteinfelling og fosfolipidfjerningsplater.

« Benytte ny deuterert intern-standard for ritalinsyre og nye **C-merkede intern-standarder

for de gvrige analyttene.

o Utvikle en enkel og robust metode som kan handtere et stort antall prgver i rutine-
drift.

o Redusere prgvevolum, analysetid, antall kalibreringsnivaer og bruken av lgsemidler.
Erstatte den kreftfremkallende forbindelsen diklormetan fra opparbeidelsen jamfer
substitusjonsplikten fra Miljgdirektoratet|10].

o Utfgre validering av metoden for a undersgke om metoden ligger innenfor aksept-

kriteriene for de ulike valideringsparametrene.
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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 referanseomrade
som anslar hvor hgy konsentrasjon pasienten bgr ha i kroppen for at legemiddelet skal
ha terapeutisk effekt og virke optimalt. Konsentrasjoner over referanseomradet kan veere
toksiske. Analyse av blodprgver fra pasienter under behandling viser hvilken konsentrasjon

pasienten har i kroppen, og dermed om dosen bgr endres|12].

Urinprgver er foretrukket for a avdekke misbruk av rusmidler, da rusmidler i urin har et
stgrre 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 & innhente urinprgver enn blodprgver. Til blodprgvetaking kreves
det autorisert personell, mens urinprgver skal tas under oppsyn. I noen tilfeller hvor det
ikke mulig & ta urinprgver kan blodprgver brukes til & avdekke misbruk av illegale rusmidler

eller legemidler|14].

2.2 Analyttene

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

metamfetamin, MDMA, MDA og ritalinsyre

Analytt Struktur Mw! | pKa! | Maleomrade
[nM]
Amfetamin 135.2 ( 10,1 25-2000
NH2
Metamfetamin 1492 | 9.87 25-2000
N
H
O

34-

metylendioksymetamfetamin 193,2 | 10,144 25-1000
(MDMA) o re

H
0]

3.4-

metylendioksyamfetamin 179,2 | 9,7¢ 25-1000
(MDA) o Kiis

OH 0
H
3738
. = N 3 3 2 =

Ritalinsyre 2193 10,084 200-5000

1) www.drugbank.ca

A) Sterkestebase. teoretiskverdi (www.drugbank.ca)
B) Sterkestesyre, teoretiskverdi (www.drugbank.ca)
C) hitps://www.agilent.com/cs/library/applications/5990-9623EN. pdf

Alle stoffene i denne oppgaven er aromatiske og har en amingruppe. De har likheter i
oppbygning, men den stgrste forskjellen er at ritalinsyre har en syregruppe. Amfetamin er
metabolitten til metamfetamin. Derfor kan pavisning av amfetamin i blodprgver skyldes
bade inntak av metamfetamin som er blitt metabolisert, og direkte bruk av amfetamin.
Metamfetamin blir ikke benyttet til medisinsk bruk, og pavisning 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 bade MDMA og MDA. Analyser av disse stoffene gjennomfores

derfor for a avdekke illegalt bruk av ecstasy.

Metylfenidat metaboliseres til den inaktive metabolitten ritalinsyre. Metylfenidat brukes
som ADHD-medisin[4], og maksimal plasmakonsentrasjon oppnéas etter 1-2 timer. Meta-
bolitten ritalinsyre har dobbelt sa lang halveringstid som metylfenidat[16]. Metylfenidat
er lite holdbar i plasma[l7] og serum[1§], og ritalinsyre er derfor bedre egnet til analyser i
blodprgver. Ritalinsyre skiller seg kjemisk fra de andre analyttene ved at den er amfoteer,
og kan reagere som syre og base[19]. Bade amfetamin og metylfenidat brukes som legemid-
ler til behandling av ADHD, men stoffene er ogsa aktuelle i misbrukssaker. Pa grunn av

dette ble disse analyttene samlet i en felles analysemetode.
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2.3 Prgveopparbeidelse

Prgveopparbeidelse er viktig nar blod- og serumprgver skal analyseres. Blod har en kom-
pleks sammensetning, og méa derfor prepareres for provene kan injiseres pa analysekolonnen.
Bade blod og serum inneholder matrikskomponenter som kan tette kolonnene, interferere

i kromatogrammene eller undertrykke /forsterke analyttsignalet|20].

Matrikskomponenter som elueres samtidig med analyttene kan pavirke ionisering av ana-
lyttene i ionekilden. Da blir signalet delvis undertrykt eller forsterket, og den kvantitative
bestemmelsen kan bli ungyaktig. Dette er kjent som ioneundertrykkelse eller ioneforsterk-
ning. Matrikskomponenter i prgvene bgr derfor reduseres under prgveopparbeidelse. Fos-
folipider er de viktigste fettstoffene i cellemembranen|21] og finnes dermed i serum. Disse

er kjent for & gi ioneundertrykkelse og ioneforsterking. [20]

Vaeske-vaeske-ekstraksjon (LLE) og fastfase-ekstraksjon (SPE) er blitt mye brukt ved prgveopp-
arbeidelse av biologiske prover|22|. Disse teknikkene gir som regel proveekstrakt med fa
interfererende forbindelser. Ved bruk av enklere prgveopparbeidelsesteknikker vil flere ma-
trikskomponenter forbli i prgvene. Utviklingen av mer sensitive og selektive instrumenter,
som tandem massespektrometer, har gjort at enklere prgveopparbeidelse kan gjennomfg-
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 pa et fast materiale, mens de ugnskede
forbindelsene vaskes bort, som vist i figur 2.1} Analyttene elueres ved & tilsette en eluent
som bryter interaksjonen til stasjonaerfasen. Analyttene vil ende opp i eluenten. I eluenten

vil mange av matrikskomponentene veere fjernet|[20].
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Figur 2.1: Prinsippet for fastfaseekstraksjon

I AKF sin eksisterende metode for ritalinsyre brukes SPE i mized mode med en sterk ka-
tionbytter. I mized mode benyttes bade prinsippet om ionebytte- og reversfase-ekstraksjon.
Det finnes flere publiserte artikler som ogsa bruker SPE til prgveopparbeidelse av amfeta-
minene. M. K. Bjork et al. har utviklet en kvantitativ analysemetode for 31 legemidler
og illegale rusmidler i blod. I denne metoden inngar amfetamin, metamfetamin, MDMA og

MDA, og SPE med sterk kationbytter i mized mode blir brukt under prgveopparbeidelsen.

2.3.2 Vaske-vaeske-ekstraksjon - LLE (Liquid Liquid Extraction)

Ved LLE er malet a ekstrahere analyttene over fra en vandig lgsning til et organisk ekstrak-
sjonsmiddel. Urin, blod og serum er alle vandige lgsninger. Prinsippet er at de ugnskede

matrikskomponentene skal forbli i vannfasen, mens analyttene overfgres til den organiske

fasen7 som vist i figur .
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Figur 2.2: Prinsippet for veeske-vaeske-ekstraksjon|[20)]

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

2.3.3 Proteinfelling og fosfolipidfjerningsplater

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

Prgvene og fellingsreagenset blir tilsatt brgnnene, og proteinene felles ut pa oversiden av
filteret. Lgsningen suges eller presses sa gjennom filteret, enten med vakuum eller positivt
trykk. De denaturerte proteinene legger seg pa oversiden av pakningsmaterialet, mens
fosfolipidene binder seg til det. Analyttene og fellingsreagenset passerer gjennom, som vist
i figur Filtratene samles opp i oppsamlingsplater som settes under filterplaten. Bruk

av 96-brgnnsplater er enkelt a automatisere og implementere pa roboter.
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Figur 2.3: Prinsippet i fosfolipidfjerningsplater ]|

I denne oppgaven benyttes proteinfelling og fosfolipidfjerningsplater til prgveopparbeidel-
sen. Det finnes flere publiserte artikler som ogsa har benyttet denne type prgveopparbeidel-
se av de samme analyttene som inngéar i metoden i denne oppgaven. M. Sergi et al. 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 har som i denne oppgaven benyttet proteinfelling og fosfolipidfjerningsplater

ved prgveopparbeidelse av amfetaminer i blod.
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2.4 Kromatografi

Vaeskekromatografi (LC) er den mest brukte analyseteknikken for bestemmelse av rusmidler
og legemidler i biologiske prgver. Det benyttes ogsa gasskromatografi (GC) og immunoas-

says.

I gasskromatografi separeres forbindelser etter kokepunkt. Det er ngdvendig at analyttene
er flyktige og kan ga over i gassfase, samt er termisk stabile. Forbindelser med sveert hgye
kokepunkt méa derfor derivatiseres for & 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 vaeskekromatografi er at analyttene ikke
trenger a veere flyktige, og trenger derfor heller ikke & 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 Vaeskekromatografi

I vaeskekromatografi trykkes mobilfasen gjennom en kolonne med et pakningsmateriale som
retarderer analyttene. Analyttene injiseres i mobilfasen rett fgr 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 stasjonserfasen. For normalfase-

kromatografi er det motsatt.

2.4.2 Kolonner

Kolonnene i vaeskekromatografi har forskjellige pakningsmaterialer, som gir ulik selektivitet
til ulike analytter. Mest vanlig i omvendtfase-kromatografi er kolonner med hydrokarbon-
kjeder (ofte Cig) bundet til silika[29]. Dette er upolare kolonner som retarderer upolare
stoffer mest pa grunn av hydrofobe interaksjoner. De er mekanisk sterke, men har et be-
grenset pH-omrade de egner seg i. Disse kolonne fungerer som regel best nar pH er mellom
2 og 8. Med pH < 2 vil pakningsmaterialet hydrolyseres. Med pH > 8 vil hydroksidioner
angripe og lgse silikaen|30], noe som fgrer til haledannelse. Dette pavirker ngyaktigheten
og presisjonen av kvantifiseringen. Disse angrepene motstar kolonnen i stgrre grad dersom

den er bundet til trifunksjonelle eller sterisk hindret monofunksjonelle silaner[31].

11
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I Waters BEH Technology?™ bestér kolonnene av silikapartikler som er etylen-bro-hybridiserte
[31]. I BEH Cyg-kolonnen er Cig-kjeden bundet med trifunksjonelle bindinger til den modi-
fiserte silikapartikkelen. Denne kolonnen kan operere under ekstreme forhold, og allikevel
gi lang levetid og hgy effektivitet. Kjemisk modifisering av silikapartikler gir gkt kjemisk
stabilitet, og partiklene er stabile i pH-omradet 1-12[31]. Denne kolonnen er derfor godt

egnet til bruk av basiske mobilfaser. BEH Cig-kolonnen brukes i denne oppgaven.

Forkolonner brukes som beskyttelse for a 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 partikuleere og kjemiske urenheter
[32] uten & endre ytelsen til kolonnen. Fordelen er at forkolonnene enkelt kan skiftes ut nar

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 pm.
[ Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) er partiklene i kolonnen < 2
pm. Mottrykket i UHPLC-kolonner blir mye hgyere sammenlignet med kolonnene i HPLC.
Disse kolonnene ma veere laget for a tale trykk opp til 1500 bar og ha pumper som taler a
jobbe med dette mottrykket.

Pa grunn av mindre partikler og dermed lavere platehgyde i kolonnen i UHPLC kan lengden
pa kolonnen reduseres, uten at det gar ut over effektiviteten. Effektiviteten males i platetall
(N), og er avhengig av lengden til kolonnen (L) og partikkeldiameteren (d,) gjennom ligning
21 L

N @ (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 hgyere sensitivitet[33]. Deteksjonsgrensene blir dermed lavere|14].

12
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2.4.4 Mobilfaser

Valg av mobilfase pavirker retensjonen til analyttene. Analyttenes interaksjoner med ko-
lonnen endres dersom pH i mobilfasen endres. For ioniserbare analytter vil pH-endringer
ha stor innvirkning pa selektiviteten. Forbindelser befinner seg i ngytral eller ionisert form
avhengig av pH i forhold til pK,. I omvendtfase-kromatografi vil analytter i ionisert form

retarderes mindre enn analytter i ngytral form[30].

Polariteten til mobilfasen vil ogsa pavirke interaksjonen mellom analytt og pakningsma-
terial. I gradientprogrammer for omvendtfase-kromatografi er det vanlig & 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

pavirker retensjonstiden til analyttene.

13
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2.5 Massespektrometer

Detektorer som ofte er koblet til LC er massespektrometre eller UV-detektorer. Fordelene
med & bruke massespektrometri (MS) i forhold til UV er at spesifisiteten er bedre og sen-
sitiviteten er 10[35] til 100[36] ganger hgyere. LC-MS ble ikke kommersielt tilgjengelig for
midten av 1990-tallet pa grunn av utfordringene med overfgringen mellom vaeskestrgm med
hoyt trykk i LC til gassfase og vakuum i MS[1]. Den hgye sensitiviteten og spesifisiteten
har gjort LC-MS til dagens mest brukte analyseteknikk innen legemiddel- og rusmiddel-

analyser.

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

detektert og oversatt til elektriske signaler.

2.5.1 Elektrosprayionisering

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

EST brukes i hovedsak til forbindelser som inneholder polare funksjonelle grupper[29]. Elekt-
rospray produseres ved pafere et elektrisk felt til vaeske som passerer gjennom et kapilleer.
Ved utgangen av kapillaeret blandes vaesken med en spray-gass, og danner en aerosol. Dette
er en fin spray av sma, ladede draper. Ved hjelp av en torkegass og forhgyede temperaturer
blir disse drapene mindre og mindre, ettersom lgsemiddelet fordamper[37]. Nar de frasto-
tende kreftene inne i drapene overgar overflatespenningen, eksploderer drapene til mindre
draper. Dette skjer om og om igjen, helt til ionene gar over i gassform|29], slik figur

viser.
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Figur 2.4: Mekanisme for & overfore ioner til gassfase ved bruk av elektrospray|[37]

Ionene far enten positive eller negative ladninger, avhengig av hvilket modus instrumentet
settes i. I kapilleeret dannes draper med valgt ladning, og motsatt ladning utlades. I positivt
modus overfgres et proton eller et annet kation til analytten, og ved protonoverfgring far
ionet som dannes en masse som betegnes [M+H]|*. I negativt modus gir analytten fra seg

et proton, og ionet som dannes far 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 bestar av fire paral-
lelle strgmledende 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 pa stavene gjor at ioner med et bestemt m/z-forhold passerer gjennom,
og kvadrupolen fungerer dermed som et massefilter. Bade positive og negative ioner kan
transporteres i kvadrupolen, avhengig av innstillingene. Kvadrupoler kan benyttes bade

som singel-kvadrupol og tandem-kvadrupol.

2.5.3 Tandem-kvadrupol

En tandem-kvadrupol bestar av to kvadrupoler med en kollisjonscelle i mellom. I den

forste kvadrupolen velges ett karakteristisk m/z-forhold for analyttens molekylion, kalt
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moderion, som transporteres til kollisjonscellen. Det er derfor ikke gnskelig 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.

Q1 Q2 Q3
[ J | ] | J
- U.“ v ve H o
o * v 2
® @ @2 @=—> 0 ¢ ¢ v ¢ = §

Time

loneseleksjon  Fragmentering  Fragmentseleksjon

Figur 2.5: Oppbygning av tandem-kvadrupol [3§]

2.5.3.1 Innstillinger i MS

Singel-kvadrupoler kan opereres med ulike innstillinger. Skanning brukes til & analysere et
storre m/z-omrade, for & undersgke 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 gjores 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 nar bekreftelse av identitet er viktig, som for eksempel i misbruksanalyser.
Tandem-kvadrupoler gir hgyere 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 hgy selektivitet. Forbindelser som befinner seg i pro-
ven, men har andre masser og fragmenter enn de definerte MRM-overgangene vil filtreres
bort i tandem-kvadrupolen. Disse forbindelsene kan derimot pavirke ionisasjonsgraden av
analyttene i ionekilden. Denne effekten, som kalles matrikseffekt, vil kunne pavirke detek-
sjonen av analyttene[39]. Matrikseffektene kan gi bade ioneundertrykkelse og ioneforsterk-
ning, og dette pavirker metodens ngyaktighet, presisjon og robusthet[39]. Matrikseffektene
i en prgve kan undersgkes ved & male forskjellen mellom respons i MS for analyttlgsning

uten matriks mot analytt lgst i matriks.

2.7 Kvantitative analyser

2.7.1 Topphdyde og toppareal

En detektor skal gi en respons, det vil si et elektrisk signal, for de stoffene som @gnskes
identifisert og/eller kvantifisert. Responsen skal veere proporsjonal med konsentrasjonen av

stoffet i mobilfasen. Kvantitative analyser utfgres ved maling av topphgyde eller toppareal.

Integrering av toppene i kromatogrammene gir toppareal og topphgyde. Toppene skilles fra
baselinjen ved hjelp av stigningstallet til linjen. Denne parameteren kalles topp-terskelen,
og definerer hvor integreringen begynner og slutter pa den kromatografiske toppen. Ved a
angi denne terskelen for lav vil bakgrunnsstgy blir inkludert i integreringen. Settes terskelen

for hgyt vil for lite av toppen bli integrert og sma topper ikke bli detektert[40].

I artiklene til McCoy et al. |41} |42] sammenlignes presisjonen til kvantifisering ved bruk av
toppareal og topphgyde. Studiene er gjennomfert ved henholdsvis 50 og 42 laboratorier.
De undersgkte to lgsninger med fire analytter hver analysert med hjelp av LC-UV med
isokratiske betingelser. Resultatene viste at areal gir hgyere presisjon for topper med Gauss-
form. For topper som overlapper eller er darlig opplgst fra grunnlinjeforstyrrelser viser

resultatene at bruk av hgyde gir mer ngyaktig kvantifisering av analyttene.

2.7.2 Intern-standard

For a gke presisjonen i kvantitative malinger brukes intern-standard-metoden. Denne me-
toden benyttes ofte til bestemmelse av analytter i biologiske prever[14]. Dette er spesielt

viktig under omfattende, manuell prgveopparbeidelse, 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 prgveopparbeidelse, hvor mange matrikskomponenter forblir i prgvene,

men er ogsa viktig i ekstraherte prover.

Samme mengde intern-standard tilsettes alle standarder, kvalitetskontroller og prgver for
prgveopparbeidelse. Malet er at analytter og intern-standarder skal pavirkes i lik grad
under opparbeidelse. Derfor gir forholdet mellom arealene av analytt og intern-standard et
mer ngyaktig mal pa konsentrasjonen i proven. Dette gjgr at tap av provemateriale under

preveopparbeidelsen og matrikseffekter i detektoren korrigeres for[20].

Intern-standarder bgr ha sa like som mulig fysiokjemiske egenskaper som analyttene. I
LC-MS er det vanlig & bruke isotopmerkede intern-standarder, enten deutererte eller 3C-
merkede eller en kombinasjon av disse. Isotopmerkede intern-standarder har sveert like
egenskaper som analyttene, men har en hgyere masse, som gjgr at de kan skilles i MS. 1
deutererte intern-standarder substitueres ' # med 2H. Dette representerer en massegkning
pa 100 % for den aktuelle substituenten. I *C-merkede intern-standarder derimot, hvor 2C
substitueres med '*C, representerer dette bare en gkning i masse pa 8 %[43]. Dette forer til
at 3 C-merkede intern-standarder er mer like analyttene enn deutererte intern-standarder,

og vil derfor generelt oppfere seg mer likt i kromatografisk separasjon.

T. Berg et al.[43] undersgkte i 2011 *C-merkede og *H-merkede intern-standarder for amfe-
tamin og metamfetamin i urin. Studien viste at de 3C-merkede intern-standardene eluerte
mer likt med analyttene enn de 2H-merkede. Studien konkluderte ogsa at de *C-merkede
korrigerte bedre for ioneundertrykkelse. Antallet deutererte hydrogener i forbindelsen spil-
ler ogsd en rolle. Et stgrre antall 2H ga stgrre forskjell mellom retensjonstiden til analytten
og dens intern-standard. T. Berg et al.[44] studie fra 2014 undersgkte flere nye 3C-merkede
intern-standarder, blant annet MDMA og MDA. Resultatene stgttet funnene i artikkelen
fra 2011. I tillegg ble det konkludert at det ikke er noen forskjell mellom ekstraksjonsutbytte

for deutererte og 1*C-merkede intern-standarder.

P4 bakgrunn av disse resultatene ble det valgt & benytte 3 C-merkede intern-standarder
for de analyttene hvor de er kommersielt tilgjengelige. Disse er presentert i figur For
ritalinsyre var det ingen *C-merket intern-standard tilgjengelig. Derfor ble den deutererte

intern-standarden ritalinsyre-d4 brukt.
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Figur 2.6: Molekylstrukturer for *C-merket amfetamin, metamfetamin, MDMA og MDA,

og deuterert ritalinsyre-dy.
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2.8 Validering

For & undersgke om analysemetoder fungerer til sitt formal, utferes validering etter endt
metodeutvikling[11]. Dette er et viktig ledd i kvalitetssikring av resultater. Validering inne-
baerer & teste faktorer som kan innvirke pa metodens palitelighet og reproduserbarhet|45].
Viktige parametre er ngyaktighet, presisjon, selektivitet, matriskeffekter, reproduserbarhet
og holdbarhet.

2.8.1 Standarder og kvalitetskontroller

Ved analyse av legemidler og rusmidler i biologiske prgver er det vanlig a bruke standarder
og kvalitetskontroller. Disse bestar av referansestoff i bestemte konsentrasjoner tilsatt den
aktuelle matriksen som skal undersgkes, for eksempel serum. Referansestoffene bgr ha en

kjent renhet, og helst veere identiske med analyttene eller foreligge som salter[45].

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

god ngyaktighet i analysene.

2.8.2 Kalibreringskurver

Standarder bgr lages i samme matriks som prgvene. Ved AKF er det anbefalt med fem
konsentrasjonsniva fordelt jevnt utover analyttens maleomréade (vedlegg A.3). For analyser
av tre paralleller bgr avviket veaere < 15 % fra teoretisk verdi (< 20 % for laveste standard).
Den enkleste kurvetilpasningen som beskriver respons-konsentrasjons-forholdet tilfredsstil-

lende bgr 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 a
bestemme MDK kan signal-til-stgy-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 a undersgke lavere konsentrasjoner enn det definerte male-
omradet. For & oppna 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 a kvantifisere analytten med andre forbin-
delser til stede. Dette kan veere endogene forbindelser i matriksen, metabolitter eller and-
re legemidler eller rusmidler. For kromatografiske analyser, skal responsen i prgver uten
analytten veere < 20 % av responsen til den laveste standarden ved retensjonstiden til

analytten. Dette sikrer at resultatene ikke er pavirket av interferende forbindelser|47].

2.8.5 Ngyaktighet

Analysemetodens ngyaktighet er et mal pa hvor mye gjennomsnittlige resultater for kon-
sentrasjon avviker fra teoretisk konsentrasjon av analytt. Ngyaktigheten bestemmes ved
a analysere minst fem serier av kvalitetskontroller ved lavt, middels og hgyt konsentra-
sjonsniva innen méaleomradet til analytten. Avvik for gjennomsnittet (absoluttverdi) av
konsentrasjon ber veere < 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 méalingene til en analytt, nar samme prosedyre utfgres
flere ganger. Det uttrykkes som relativt standardavvik (RSD), ogsa kjent som variasjons-
koeffisient (CV)[48]. RSD (%) beregnes ut fra ligning [2.2]

RSD (%) = 22 100 (2.2)

X

hvor STD er standardavvik beregnet fra ligning og T er gjennomsnitt av malinger. N
er antall malinger.
Y(x —1x)?

TD =
S N -1

(2.3)
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Presisjon undersgkes i denne oppgaven ved a se pa variasjon mellom analyseserier utfgrt
pa 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 & veere < 15 % for reproduserbarheten og < 10 % for

repeterbarheten.

2.8.7 Matrikseffekter

Det finnes ulike metoder for a undersgke matrikseffekter. I denne oppgaven benyttes me-
toden beskrevet av Matuszewski[49]. Matriksprgver fra ulike personer tilsettes analytten
og opparbeides og analyseres. Resultatene sammenlignes med analyser av analyttlgsningen

uten matriks.

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

o ]ntenSZtetmatriksprave

ME - 100 (2.4)

Intenszzfetanalyttlﬁsning

Korrigert med intern-standard blir matrikseffekter beregnet ved ligning

Intensitet atriksprove/ IS-intensitet arivsprove
ME;s =

. T 100 (2.5)
]ntenSZtetanalyttlwsning/]S' Zntensnetanalyttl(asing

I fglge retningslinjene ved AKF bgr matrikseffekter korrigert med intern-standard veere
mellom 75-125 %, med RSD < 15 % for alle analyttene.

2.8.8 Holdbarhet

Holdbarhet til analyttene bgr undersgkes under validering. Holdbarhetsforsgk bgr reflektere
forholdene som kan oppsta under prgvehandtering og analyse. Aktuelle forsgk er holdbar-
het under prgvehandtering, langtidslagring (fryst), korttidslagring (tint) og opparbeidede
prover. Ogsa holdbarheten til stamlgsningen ber undersgkes. I alle tilfellene sammenlignes
resultatene med nylig lagde kvalitetskontroller. Avvik fra de nye kvalitetskontrollene bgr
veere < 15 %.
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2.8.9 Robusthet

Under metodeutvikling er det viktig & utvikle en robust metode. Definisjonen pa robusthet
refererer til metodens evne til & ikke bli pavirket av sma variasjoner i metodeparamet-
rene[50]. FDA beskriver ikke robusthetstesting som et forsgk i deres retningslinjer|45].
Gonzalez et al.[48] har undersgkt et utvalg artikler innen validering i bioanalyser fra 2008
til 2013, og anslar at 20 % av artiklene undersgker robustheten til metoden. Forfatterne
forklarer mangelen pa robusthetstesting med at veiledningene som fglges ikke krever det.
Presisjon, opplgsning eller symmetri til toppene brukes som et mal pa robusthet, ved end-
ring av strgmningshastighet, kolonnetemperatur, pH i bufferen og andel organisk fase i

mobilfasen.

Robusthetsparametre som skal undersgkes i denne oppgaven er drift i en analyseserie og
variasjon i konsentrasjonen av syren som tilsettes under prgveopparbeidelse. Drift i instru-
mentet i lgpet av en analyseserie er et kjent problem. Derfor undersgkes det hvor stor effekt
dette har pa resultatene. Syren kan bli staende lenge i flasken den oppbevares i, og kan
fordampe eller bli forurenset. Dette vil pavirke konsentrasjonen. Derfor undersgkes det om

denne parameteren har stor innvirkning pa resultatene.

2.8.10 Overdrag

Overdrag er en type proveforurensning som skjer i instrumentet, enten i injeksjonsnalen
eller i kolonnen. Hgye konsentrasjoner av analytter kan fore til at pakningsmaterialet i
kolonnen blir overbelastet. Det kan medfgre at analyttene blir gjenveerende i kolonnen
og smitter over i den neste prgven. Det samme gjelder i injeksjonsnalen. Da kan det bli
detektert hgyere konsentrasjoner enn det faktisk er i den neste prgven, og det kan gi
falske positive resultat. Under validering undersgkes denne parameteren. Det er anbefalt

at overdraget skal veere < 20 % av konsentrasjonen til laveste standard[45].

2.8.11 Ekstraksjonsutbytte

Ekstraksjonsutbytte kan ogsa undersgkes under validering. Dette er ikke en like viktig
faktor som de nevnt over, sa lenge repeterbarheten, reproduserbarheten og signalet er
tilfredsstillende. Utbytte kalkuleres som prosent av responsen til analytten som opparbeides
pa vanlig mate (prgve), mot responsen til en negativ matriksprgve som opparbeides og

tilsettes analytten til slutt (kontrollprgve). Til beregning av utbytte brukes intensiteten
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(arcal/hgyde) som i ligning [2.6]

Intensitet e
Utbytte (%) = —— 50 C%rove (2.6)

[ntenffitetkontrollpwﬁve

Ved AKF er det anbefalt at utbytte skal veere > 70 %. Ved hgy presisjon kan lavere utbytte

aksepteres.

2.8.12 Retensjonstid

Stabiliteten til analyttenes retensjonstid undersgkes under validering. Relativ retensjonstid
beregnes med ligning 2.7 Prosentvis avvik fra referanseprgve ber ikke overstige 4+ 1 %. I
denne oppgaven blir gjennomsnittlig retensjonstid av standard 2 og 3 brukt som referanse-

praove.

Retensjonstid apaiyit

Relativ retensjonstid =

2.7
Retensjonstidyg (27)

2.8.13 Spesifisitet

Spesifisiteten til metoden undersgkes ved & analysere forbindelser som kan gi falske positive
resultat. Forbindelser som har molekylvekt + 1 g/mol i forhold til analyttene har storst

sannsynlighet for & interferere. Det er derfor viktigst a undersgke 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 a utfore
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 prgvetaking og fortolkning av
analysesvar. Akkreditering er med pa & kvalitetssikre arbeidet, og sikre samsvar mellom

laboratorier.

2.9.1 Sammenlignende laboratorieprgving (SLP)

Sammenlignende laboratorieprgving (SLP) er metode for a fa laboratoriets kvalitet do-
kumentert ved akkreditering. Dette gir et mal pa laboratoriets ngyaktighet sammenlignet
med andre. Laboratorier som inngar i SLP-programmer mottar frysetgrkede prgver 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 & male riktig[52].

Gode resultater i en runde med SLP utgjor ikke bevis for at laboratoriet presterer godt.
Pa samme mate vil ikke ett darlig resultat bevise at laboratoriet presterer darlig. Derimot
vil gjentatte darlige resultater vise at prestasjonen er lav. I SLP-rapporten presenteres
en gjennomsnittsverdi, beregnet fra resultatene fra de deltagende laboratoriene eller ved a
bruke referanselaboratorier med hgy palitelighet. Ut i fra dette beregnes en Z-verdi for hver
maling som sier noe om hvor mye resultatene avviker fra snittverdien. Alarmgrensen blir
ofte satt til + 2 og aksjonsgrensen pa + 3[53|. Standard Deviation for Profienciency Assess-
ment (SDPA) er standardavvik beregnet av SLP-leverandgren basert pa de innrapporterte

resultatene fra de ulike laboratoriene.

7 laboratoriets malte verdi — gjennomsnitt malt verdi alle deltakere (2.8)
B SDPA '

AKF deltar i et pagaende SLP-program fra Laboratory of the Government Chemist (LGC)
for ritalinsyre. Det finnes ikke tilgjengelige SLP-programmer for de ¢gvrige analyttene i
metoden. Resultatene fra SLP-prgvene for ritalinsyre vil gi indikasjon pa om metoden har
tilfredsstillende ngyaktighet.
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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 3.41

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

Kjemikalie CAS-nr. Kvalitet Produsent/Leve-
randgr
Acetonitril 75-05-8 LC-MS Merck/VWR
Metanol 67-56-1 LC-MS Merck/VWR
Ammoniumformat 540-69-2 < 99,995% trace metals Aldrich
basis
Ammomiunhydroksid- 1336-21-6 ACS-reagens 28-30 % Sigma-Aldrich
lgsning
MilliQ vann 18 M2 - 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 Merck
for LC
0-serum Blod fra blodbanken St. Olavs hospital

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

randgr.
Analytt Forbindelse CAS-nr. Renhet  Leverandgr
Amfetamin Amfetaminsulfat 60-13-9 0,997 Lipomed
Metamfetamin Metamfetamin-HCl 51-57-0 1,000  Sigma Aldrich
MDA MDA-HCI 6292-91-7 0,998 Lipomed
MDMA MDMA-HC1 64057-70-1 0,995 Lipomed
Ritalinsyre Ritalinsyre-HC1 19395-40-5 0,991 Chiron
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Tabell 3.3: Referansestoffer benyttet i kontrollgsningene med CAS-nr., renhet og leveran-

dor.
Analytt Forbindelse CAS-nr. Renhet Leverandor
Amfetamin Amfetamin-HCI 2706-50-5 0,995 Chiron
Metamfetamin  Metamfetamin-HCl  51-57-0 1,003 NMD
MDA MDA-HCI 6292-91-7 0,985 Chiron
MDMA MDMA-HC1 64057-70-1 0,995 Chiron
Ritalinsyre Ritalinsyre-HCl 19395-40-5 0,980 TRC

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

Intern-standard

CAS-nr.

Leverandgr

Amfetamin-13Cy
Metamfetamin-'3Cy
MDA-13Cy
MDMA-3Cg
Ritalinsyre-d,

1419916-80-5
1419916-80-5
1536075-11-2
1536079-50-1
N/A

Chiron
Chiron
Chiron
Chiron

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
Prgvergr tt-rgr 14 x 81 mm HEGER AS
Propp til provergr Propp til prgvergr 14 mm HEGER AS
Mikrorgr til standarder og MATRIX ScreenMates Tubes 1,4 Thermo
kvalitetskontroller ml Scientific
Plate-mikser Co-mix Multi format Vitl Life Science
solution
Filteringsplate Ostro 96-brgnnsplate Waters
Corporation
Inndamper Ultravap PorvairScien-
cec/Teknolab
PPP-modul Positive Pressure 96-Processor Waters
Corporation
Oppsamlingsplate 2 ml 96-dypbrgnnsplate Waters
Corporation
Forseglingsmatte for 2 ml Cap-mat square plugs, Waters
96-brgnnsplate Silicone/PTFE treated, pre slit Corporation
Forkolonne VanGuard BEH C18 1,7 pm 2,1 x 5 Waters
mm Corporation
Kolonne Acquity UPLC BEH C18 1,7 pm, Waters
2,1 x 50 mm 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 lgsninger

Acetonitril med 1 % maursyre

495 ml acetonitril (ACN) ble mélt i en 500 ml malesylinder og overfort 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 malt i en 100 ml malesylinder og overfgrt til en 1000 ml
glassflaske. 900 ml MilliQ-vann ble malt i en 1000 ml malesylinder og tilsatt.

0,3 M saltsyre i metanol

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

50 mM ammoniumformat

3,15 g ammoniumformat ble lgst i 1,0 1 Milli-Q-vann i en 1000 ml malekolbe og overfgrt til
glassflaske.

5 mM ammoniumformat pH 10,1

200 ml 50 mM ammoniumformat ble méalt i en 250 ml méalesylinder og overfgrt til 2000 ml
malekolbe. Milli-Q-vann ble fylt til merket og blandet 10 ganger mot kork. pH ble justert
med ammoniumhydroksidlgsning til 10,1 £ 0,1, ca 5 ml. Lgsningen ble blandet ved & vende
10 ganger mot kork.

Vaskelgsning til LC

460 ml vann, 500 ml metanol, 500 ml acetonitril og 500 ml 2-propanol ble malt i 500 ml
malesylinder og overfgrt til 2000 ml glassflaske. 40 ml maursyre ble malt i 50 ml malesy-

linder og tilsatt og lgsningen ble vendt fem ganger.

Standardlgsninger i serum

For bade standardlgsninger, kvalitetskontroller og intern-standarder lages det stamlgsnin-
ger. Disse bestar av referansestoffet lgst i metanol, bortsett fra amfetamin som er lgst i
vann. Stamlgsningene oppbevares ved 4 °C, med unntak av ritalinsyre som oppbevares ved
-20 °C. Fra stamlgsningene lages det brukslgsninger med alle analyttene, én brukslgsning
for hvert konsentrasjonsniva. Disse er laget med en konsentrasjon 100 ganger hgyere enn

standardlgsningene, og de er lgst i 20 % metanol i vann.

29



3. MATERIALER OG METODER

Konsentrasjonene i standardlgsningene er presentert i tabell [3.6] 10 ml 0-serum ble tilsatt
100 pl brukslgsning for hvert av standardnivaene. 0-serum er serum fritt for analyttene,
og det fas fra blodbanken ved St. Olavs hospital. Standardlgsningenes konsentrasjoner er

jevnt fordelt over analyttenes maleomrade.

Tabell 3.6: Konsentrasjoner i serum for analyttene i standardlgsningene.

Analytt Std1l Std2 Std3 Std4 Stdb

M) M) [M] [nM] M
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 pl brukslgsning for hvert av konsentrasjonsnivaene.

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

Analytt LavQC QC1 QC2 QC3
mM]  [M]  [@M]  [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-standardlgsning Konsentrasjoner av intern-standarder lgst i metanol og vann (20/80)
er presentert i tabell

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

Forbindelse Konsentrasjon Konsentrasjon
[ng/ml] M
Amfetamin-13Cy 50,0 354
Metamfetamin-13Cg 50,0 322
MDMA-3C; 80,0 402
MDA-13Cj 100 540
Ritalinsyre-dy 50,0 224

3.2.1 Pasientprgver

Bade positive og negative pasientprgver for analyttene i oppgaven ble analysert. Pasient-

provene var gjenveerende prgvemateriale etter tidligere analyserte prover ved AKF.

3.3 Prgveopparbeidelse

Prgveopparbeidelse med Ostro 96-brgnns fosfolipidfjerningsplater ble gjennomfgrt med
bruk av Hamilton pipetteringsrobot. Alle lgsningene var romtempererte bortsett fra fel-

lingsreagenset acetonitril som ble tatt direkte fra fryseren.

100 ul prgve, 25 pl intern-standard og 375 pl iskald ACN m/1 % FAc ble tilsatt Ostro-
platen med pipetteringsroboten Hamilton. Prgvene ble blandet ved & trekke lgsningen
opp i pipettene tre ganger. Ostroplaten ble sa plassert oppa en 2 ml dypbrgnnsplate og
flyttet til en Positive Pressure Processor (PPP)-modul. Trykket ble satt pa og gkt inntil
filtreringsraten var én drape per sekund i to minutter (ca 4 psi). Etter to minutter ble
trykket gkt ytterligere 2 psi i ett minutt. 10 pl 0,3 M HCI i metanol ble tilsatt filtratene
ved hjelp av multipipette. Prgvene 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 ul 10 % metanol i
vann ble tilsatt for a gjenopplgse prgvene ved bruk av multipipette. Dypbrgnnsplaten ble
forseglet med forseglingsmatte og ristet i 1 minutt ved 2100 rpm. Dypbrgnnsplaten ble sa
satt i autosampler for UHPLC-MS/MS-analyse.
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3.4 Analysebetingelser

Analysebetingelsene i UHPLC-MS/MS er gitt i tabell .9 og instillingene i ionekilden i
tabell B.10

Tabell 3.9: Analysebetingelser i UHPLC-MS/MS

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

Tabell 3.10: Innstillinger i ionekilden i MS.

Kapilleerspenning(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 pa UHPLC-MS/MS er presentert i tabell

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

sammenheng.

Tid [min] Flow [ml/min] Andel A [%] Andel B [%] Kurve

1,0 0,6 95,0 5,0 Tnitial
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 prosjektoppgavel8], i tillegg til
optimalisering av conespenning og kollisjonsenergi for ritalinsyre. For de gvrige analyttene

ble conespenning og kollisjonsenergi fra S. Hegstad et al.[54] brukt. Verdiene er presentert

i tabell B.12]
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Tabell 3.12: MRM-overganger, kvantifiseringsion, conespenning, kollisjonsenergi og dwell-

tid for analyttene og intern-standardene.

Komponent MRM- Kvant. Conespen- Kollisjons- Dwell tid  Retensjons-
overgang ion ning energi [min] tid
[m/7] V] [eV] [min]
Amfetamin 135,9 > 119 X 20 8 0,007 1,45
135,9 > 91 20 15 0,007 1,45
Amfetamin- 142 > 97 20 15 0,007 1,45
1306
Metamfeta- 150 > 119 X 20 15 0,007 1,58
min
150 > 91 20 40 0,007 1,58
Metamfetamin- 156 >125 20 15 0,007 1,58
1306
MDMA 195 > 133 X 20 20 0,007 1,52
195 > 105 20 22 0,007 1,52
MDMD-3Cs 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-13Cg 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- 224 > 88 40 20 0,047 0,91
dy

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 hgyde brukt til beregning av konsentrasjonen. For de gvrige

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

For selve valideringen startet ble det gjennomfert prevalideringsforsgk. Utvalgte forsgk fra
valideringen med feerre paralleller gjennomferes for & undersgke om analysemetoden ligger

innenfor gitte krav som sikrer at selve valideringen vil ligge innenfor akseptkriteriene.

Opparbeidelsen ble gjennomfert som beskrevet i kapittel |3.3]og UHPLC-MS/MS-analysene
i henhold til kapittel [3.4]

Kromatogrammene til hgyeste og laveste standard ble undersgkt. Stabilitet i retensjons-
tid, variasjon i ioneratio, variasjon i intern-standarden (19 pasientprgver), ngyaktighet og

repeterbarhet i seks paralleller ble undersgkt.

Overdrag ble undersgkt etter hgyeste standard og etter en standard med konsentrasjon
dobbelt sa hgy som hgyeste standard, kalt HoyStd. En serumprgve uten analytt ble opp-
arbeidet, kalt standard 0. I en analyseserie pA UHPLC-MS/MS ble standard 0 injisert for
og etter HgyStd og hgyeste standard for & undersgke overdrag.

Matrikseffekter ble undersgkt med Matuszewskis metode|49] i serumprgver fra tre ulike

personer. Ekstraksjonsutbytte ble undersgkt i tre paralleller av laveste kvalitetskontroll.
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3.7 Validering

Validering ble gjennomfgrt 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 fglgende parametre inkludert: deteksjons- og kvantifiserings-
grense, linearitet, presisjon, ngyaktighet, 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 a 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-stgy-forhold ble malt for & bestemme MDK.

Kvantifiseringsgrensen ble satt lik standard 1. En kvalitetskontroll med konsentrasjon lik
standard 1 (LavQC) ble analysert sammen med standardlgsningene og kvalitetskontrollene
over ti dager. Signal-til-stgy-forhold ble malt for LavQC. RSD og avvik fra teoretisk verdi

ble rapportert for de malte konsentrasjonene.

3.7.2 Linearitet

Tre paralleller pa hvert konsentrasjonsniva (standard 1-5) ble opparbeidet og analysert.
Vektede kvadratiske standardkurver (1/x) ble plottet med MassLynx. Kurvenes forkla-
ringskoeffisient R? ble vurdert.

En standard (HgyStd) med dobbelt sa hgy konsentrasjon som standard 5 ble analysert for

a vurdere kalibreringskurvens videre forlgp over maleomradet.

3.7.3 Presisjon

Presisjon ble undersgkt ved repeterbarhet og reproduserbarhet. Repeterbarhet innen serie
ble undersgkt ved a analysere ti paralleller pa hvert niva av kvalitetskontrollene (QC1-

QC3). Reproduserbarhet mellom serier ble undersgkt ved & analysere kvalitetskontrollene,
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med en prove for hvert konsentrasjonsniva. Dette ble gjentatt over ti dager, og en av dagene

ble opparbeidelsen utfert av en annen analytiker.

Resultatene ble rapportert som gjennomsnitt og RSD pa hvert konsentrasjonsniva.

3.7.4 Ngyaktighet

Resultatene fra reproduserbarhetsforsgkene ble brukt for a bestemme ngyaktigheten til
metoden. Resultatene ble rapportert som gjennomsnitt og prosentvis avvik fra teoretisk

verdi.

I tillegg ble to prover fra sammenlignende laboratorieprgving (SLP) for ritalinsyre analy-

sert. Fra disse resultatene ble Z-verdier beregnet.

3.7.5 Selektivitet

Standard 0 (O-serum kun tilsatt IS) fra seks forskjellige personer ble opparbeidet og analy-
sert. Kromatogrammene ble undersgkt for interfererende topper i tidsomradet analyttene

er forventet a eluere.

3.7.6 Matrikseffekter

Det ble benyttet Matuszewskis metode[49] for vurdering av eventuelle matrikseffekter. Ma-
trikseffektene ble bestemt ved lavt og hgyt konsentrasjonsniva av kvalitetskontrollene (QC1
og QC3). To negative serumprgver fra seks forskjellige personer ble opparbeidet (totalt 12)
uten tilsetting av intern-standard eller analytt. Volumet til intern-standarden ble erstattet
med 25 pl 20 % metanol i vann. 10 ul 0,3 M saltsyre ble tilsatt og prgvene dampet inn.
En prove fra hver av personene ble gjenopplest i 100 pl analyttlgsning med konsentrasjon
lik QC1 i 10 % metanol i vann, og de resterende provene ble lgst i analyttlgsning med
konsentrasjon lik QC3.

De to analyttlgsningene (QC1 og QC3) ble hver tilsatt tre tomme brgnner. Analyttlgsnin-
gene og prgvene ble sa tilsatt 10 pl intern-standard. Deretter ble prgvene 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 konsentrasjonsnivaer, QC1 og QC3 med seks pa-
ralleller pa hvert niva. Tolv paralleller med 0-serum ble opparbeidet uten tilsats av intern-
standard. Volumet av intern-standard ble erstattet med 25 pl 20 % metanol i vann. Prgvene
ble tilsatt 10 pl 0,3 M HCI og dampet inn. Det samme ble utfgrt for seks paralleller med
serumprgver tilsatt analytt ved konsentrasjon QC1 og seks paralleller ved QC3. Prgvene
med 0O-serum ble gjenopplgst i 100 ul 10 % metanol i vann med analyttkonsetrasjon tilsva-
rende QC1 og QC3. De andre prgvene ble gjenopplgst i 100 pl 10 % metanol i vann. 10 pl

intern-standard ble tilsatt alle prgvene til slutt.

3.7.8 Overdrag

For & undersgke overdrag ble HgyStd opparbeidet og analysert med standard 0 injisert rett
for og tre injeksjoner rett etterpa. Det samme ble gjort for standard 5 (hgyeste standard).

3.7.9 Robusthet

Robusthet til metoden ble undersgkt ved drift i serie samt ulik konsentrasjon av syre
(HCI) tilsatt under opparbeidelse. Drift i en analyseserie ble underspkt ved & injisere en
kvalitetskontroll helt i starten og slutten av analyseserien. Resultatene ble rapportert som

prosentvis drift i konsentrasjonen i lgpet av serien.

Det tilsettes 0,3 M HCI under opparbeidelsen for & unnga at amfetamin fordamper. Amfe-
tamin er mindre flyktig i sur enn i basisk lgsning 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 HCI.

3.7.10 Variasjon i intern-standard

Variasjon i intern-standard ble undersgkt ved a analysere standarder, kvalitetskontroller
og ti negative pasientprgver. Resultatene ble rapportert som intern-standardenes avvik

(areal/hgyde) i forhold til gjennomsnitt av areal/hgyde til standardene.
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3.7.11 Holdbarhet

Holdbarhet av opparbeidede prgver ble undersgkt. Andre holdbarhetsforsgk som er inklu-
dert i avdelingens valideringsplan (vedlegg A.3) ble ikke gjennomfgrt pa grunn av tidsper-
spektivet pa denne oppgaven. Disse forsgkene vil bli gjennomfgrt i ettertid, fgr analyseme-

toden implementeres i rutinedrift.

Opparbeidede standarder, kvalitetskontroller og pasientprgver ble oppbevart i autosamp-
leren eller pa kjolerom (4-10 °C). Prgvene 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 undersgkt ved a analysere standarder, kvalitetskontroller og pasientprgver
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 undersgkt ved a analysere standarder og kvalitetskontroller
pa tre forskjellige dager. Resultatene ble rapportert som relativ retensjonstids avvik fra

referanseprgve (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 a
undersgke om andre forbindelser kan gi falske positive resultat. Parametoksymetamfetamin
(PMMA) og meprobamat var de eneste forbindelsene i avdelingens analyserepertoar som

var aktuelle.

Stamlgsninger av PMMA og meprobamat ble fortynnet i 10 % metanol i vann tilsvarende
hgyeste standard i deres méaleomrade. Stamlgsningene var begge i konsentrasjon 1 mg/ml.

100 pl stamlgsning ble fortynnet med 10 ml 10 % metanol i vann.
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Tabell 3.14: Spesifisitetsforsgk. Forbindelser som kan interferere med analyttene med
tilhgrende molekylvekt.

Analytt Molekylvekt | Mulig interfererende Molekylvekt
[g/mol] forbindelse [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 amfetaminprgver ble analysert med den eksisterende og nye metoden samme
dag. Pa grunn av fa positive pasientprgver med tilstrekkelig gjenveerende prgvevolum til &
analysere med begge metodene, ble 16 negative pasientprgver tilsatt brukslgsning med alle

analyttene. Disse ble ogsa analysert med begge metodene samme dag.

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

eksisterende.

3.7.16 Samkjgring mellom instrumenter

Tre analyseserier med standarder, kvalitetskontroller og positive pasientprgver ble analysert
med hovedinstrumentet pa hver sin dag. Pasientprgvene var de samme som de som ble brukt
til metodesammenligning. I tillegg ble det analysert ti positive amfetaminprgver som ikke
hadde tilstrekkelig prgvevolum til & brukes ved metodesammenligning. De opparbeidede
prgvene ble analysert ved bruk av reserveinstrumentet samme dag som hovedinstrumentet,
bortsett pa én analyseserie. Pa grunn av kapasitetsproblemer ble den ene analyseserien

analysert den pafglgende 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 prgveopparbeidelse 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 pa utbytte og fjerning av blindtopper. Fremgangsmaten for proveopparbeidelse som
ble valgt er presentert i kapittel [3.3] Ulike typer kolonner og ulike mobilfaser ble testet.
Kolonnen BEH C;g med mobilfasegradient bestaende av 5 mM ammoniumformat (pH 10,1)

og acetonitril ga de beste resultatene med hensyn pa separasjon.

4.1.1 Metodeutvikling MS

I min prosjektoppgave|8| ble det for ritalinsyre brukt MRM-overgangene m/z 220>174
(kvalifiseringsion) og m/z 220>56 (kvantifiseringsion). Ved lave masser i MRM-overgangene
er det stgrre 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 undersgkt.

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
. P& grunn av dette ble overgangen m/z 220>84 ikke brukt videre.
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0125HMHAZ_ 14 9: MRM of 4 Channels ES+
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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 overfgring av store konsentrasjoner analytt til detektoren, kan massespektrometeret
oppleve metning. Dette ses som kromatografiske topper som er kuttet eller flate pa toppen,
som vist i figur For & unnga dette kan parameteren Gain justeres|58|. Dette er relatert
til forsterkningen av utgangssignalet i detektoren. Gain endrer den elektriske strgmmen
som kommer ut av detektoren som et resultat av ionene som treffer detektoren. Ved a
redusere Gain vil signalet til de ulike overgangene reduseres, mens signal-til-stgy-forholdene

forblir uendret.

Pa grunn av problemer med kvalitetskontroller som avvek for MDMA under metodeut-
viklingen, ble en annen MRM-overgang for MDMA undersgkt. 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 €V, ble testet. Denne overgangen ga ogsa for hgy intensitet ved alle de tre undersgkte

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

Rutineanalyser ved AKF skal ha to godkjente instrumenter for hver analysemetode for at

analysene skal kunne ga 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 prgveserier analysert pa begge instrumentene for a

undersgke om metoden fungerte godt pa begge.

Standarder og kvalitetskontroller som ble injisert pa bade 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,
matte metoden endres for a tilfredsstille kravene til signal-til-stgy-forhold. Godkjennings-
kriteriene ved AKF for S/N i laveste standard er 30 for kvantifiseringsionet og 10 for
kvalifiseringsionet. S/N for amfetamin 14 akkurat over dette med injeksjonsvolum lik 1
nl. Dette ga et for darlig utgangspunkt for a starte validering, ettersom erfaring viser at

variasjoner i instrumentet over tid kan gi lavere signaler.

Injeksjonsvolumet ble forsgkt gkt fra 1 pnl til 2 og 3 nl. Ved 3 nl gikk signalet til MDMA og
MDA i metning ved bruk av hovedinstrument. Ved 2 pl var signalet til amfetamin innenfor
kriteriene for signal-til-stgy-forhold (figur , og MDMA og MDA gikk ikke i metning.

Pa bakgrunn av dette ble 2 pl valgt som injeksjonsvolum.

INJVOL 2uL
0207HUHA1 09 1: MIRM of 4 Channels ES+ | [0131HMHA1_09 1:MRM of 4 Channels ES+
SIN-PtP=63.96 135.9 = 119 (Amfetamin) 100 S/N:PtP=32 98 135.9>19 [Amfetamin_)
100 54665 A4 2435
] m
» 149 153 135 . 198 g5
It 05 | o T, e e LT e
1.35 1.40 145 1.50 155 135 1.40 145 150 155
0207HMHA1 09 1- MRM of 4 Channels ES+ | {0131HMHA1_09 1: MRM of 4 Channels ES+
100 S/N-PtP=32.92 135.9 = 91 (Amfetamin) SINPP=14.19 135.9 = 91 (Amfetamin)
. 58005/ | 100 413e5
# ;
. e 2 s £ 8150 153153 15
N maw — T T [ime 0 Ti
™ T T T T = lime
1.35 18 el o 15 135 140 145 150 155

Figur 4.2: Kromatogram for MRM-overgangene til amfetamin med signal-til-stgy-forhold.
Til venstre er injeksjonsvolumet 2 pl og til hgyre 1 pl.

4.1.3 Kalibreringskurver

Kvadratiske kurvetilpasninger ble valgt for alle analyttene. Dersom detektoren mettes pa

grunn av hgy signalintensitet, vil kalibreringskurven bgyde av. Under metodeutvikling i
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prosjektoppgaven [8] var kurvene bgyde for MDMA og MDA. P4 grunn av dette ble kon-
sentrasjonen i hgyeste standard senket fra 2000 til 1000 nM. En kvadratisk kurvetilpasning
vil tilpasse seg metning bedre enn en lineser 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 gjgres
for at eventuell bakgrunn i matriks uten analytt ikke skal pavirke kurvene. Kurvene er
ogsé vektet 1/x for & unnga at standarder med hgye konsentrasjoner far 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 ngyaktighet at
absoluttverdien skal veere < 15 %. Nye undersgkelser ble gjort for & forsgke og finne mulige
arsaker til avvikene. Det ble laget nye brukslgsninger for a sjekke om avvikene skyldtes
feil i tillagingen av lgsninger. 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 ogsa gjennomfgrt for & undersgke om dette
pavirket avvikene. De 1¥C-merkede intern-standardene ble byttet ut med deutererte intern-
standarder (amfetamin-dz, metamfetamin-ds, MDMA-d5, MDA-d5 og ritalinsyre-dg). Dette
ga avvik fra teoretisk verdi opp til 12 %. Standarder fra rutinen ble ogsa analysert. Avvikene
til kvalitetskontrollene var fortsatt opp til 11 %.

Arsaken til avvikene i kvalitetskontrollene til MDMA ble ikke identifisert. Under validerin-
gen ble det fulgt ngye med pa om MDMA la innenfor de anbefalte kriteriene.

4.1.5 Prosessering av kromatogrammene

Under metodeutviklingen ble det ngdvendig & endre metoden kromatogrammene ble pro-
sessert med, pa grunn av variasjon i integreringen. Seerlig integreringen av amfetamin
varierte. Den stgrste 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 pa variasjon i integreringen av kromatogrammer er vist i figur For

kvalifiseringsionet er variasjonen tydelig.

0409GMHA_10 Smooth(Mn,2x2) F1MRM of4 channels ES+ |0400HMHA_Samkj_09 Smooth(Mn.2x2) F1:MRM of4 channels ES+
Std1 1359=119 | Std1 1359119
100 Amfetamin;144:26160.78;1156872,209.51  1.203e+006 | Amfetamin-1 47:4363 56:222857:295 24 23346+003
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] £ z
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0409GMHA_10 Smooth(Mn,2x2) Fi:MRM of 4 channels ES+ | 0409HMHA_Samkj_09 Smooth{Mn,2x2) F1:MRM of4 channels ES+
Std1 1359 =91 | Std1 1359=91

+ 3691e+005
100 1.884e+006 100
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0 mn| H+—r—r—7"—r—"—"—"—T—"""1————— min
0409GMHA_10 Smooth(Mn,2x2) F2:MRM of 1 channel ES+ |0409HMHA_Samk]_09 Smooth(Mn.2x2) F2MRMof1 channel ES+
Std1 142 =07 | Std1 142> 97

1.003e+007 1.8932+006
100 100
% %
[}"|""|""|"‘I min 0 |""|"'|'|----|----|-w-- T min
1350 1400 1450 1500 1 550 1.400 1425 1.450 1475 1500 1.525

Figur 4.3: Prosessert kromatogram for kvantifiseringsion (gverst), kvalifiseringsion (midt-
en) og intern-standard (nederst). Laveste standard for amfetamin analysert og injisert

pa hovedinstrumentet (til venstre) og reserveinstrumentet (til hgyre).

Denne variasjonen vil kunne bidra til ungyaktighet og lavere presisjon i resultatene. Under
valideringen var ngyaktigheten og presisjonen over ti dager for laveste standard omtrent
lik ved kvantifisering med hgyde og areal for amfetamin. Ved bruk av metoden i rutine-
sammenheng vil hvor mange prgver som tidligere er injisert pa kolonnen variere og dette
vil kunne gi ulik haledannelsen p& toppene. McCoy et al. har vist at hgyde gir
mer ngyaktig kvantifisering for topper med grunnlinjeforstyrrelser og haledannelse. For a
ta hensyn til variasjonene som kan oppsta under rutinedrift, vil hgyde bli benyttet til

kvantifisering av amfetamin. For de gvrige analyttene vil areal benyttes.
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4.2 Prevalidering

Undersgkelse av kromatogrammene til laveste standard viste at signal-til-stgy-forhold var
innenfor akseptkriteriene ved AKF. Kromatogrammene til hgyeste standard ikke gikk i
metning. Avvikene i retensjonstid og ioneratio var ogsa innenfor de anbefalte kravene.

Ngyaktighet og repeterbarhet var ogsa innenfor kriteriene pa henholdsvis 15 % og 10 %.

Analyse av negative pasientprgver viste at generelt var variasjonen i intern-standard til-
fredsstillende (<20 % avvik). En av prgvene viste derimot et avvik lik -60 % for amfetamin.
Provene ble reinjisert pa reserveinstrumentet, og avviket var -9 %. I tillegg til denne prg-
ven med avvikende intern-standard-signal, ble ytterlige to prgver tilsatt analyttlgsning,
opparbeidet og analysert pa nytt. Resultatene fra de beregnede konsentrasjonene viste at
ngyaktigheten var like god for prgven med stort avvik i intern-standard som de andre prg-
vene. Dette tyder pa at intern-standarden evner a korrigere for variasjoner i prgvene som

trolig skyldes matrikseffekter.

Metamfetamin og MDMA viste tegn til overdrag etter analyser av en standard med dobbelt
sa hgy konsentrasjon som hgyeste kalibreringsstandard (HgyStd). Overdraget beregnet med
areal var 21 % for metamfetamin og 14 % for MDMA av arealet til laveste standard. Kravet
er at det skal veere < 20 % under validering. Etter injeksjon av hgyeste standard (standard
5) ble overdraget beregnet til & vaere 11 % for metamfetamin og 7 % for MDMA.

Under prevalidering 14 matrikseffektene med korrigering med intern-standard mellom 96-
107 %, for alle analyttene. Dette er innenfor det anbefalte kriteriet pa 75-125 %. RSD var
< 4 % for alle analyttene. Ekstraksjonsutbyttet 14 mellom 88-94 % med RSD < 5 % for
alle analyttene. Det anbefalte kriteriet er > 70 %, og dette er oppfylt.

Alle de undersgkte parametrene i prevalideringen tilfredsstilte valideringskravene, bortsett
overdrag for metamfetamin. Pa grunn av det observerte overdraget for metamfetamin ble

standard 0 alltid injisert etter hgyeste standard i analyseseriene under validering.
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4.3 Validering

Valideringen bestar av 13 valideringsdager, utfgrt over en periode pa sju uker. I lgpet av
valideringen ble intensiteten til signalet til MDMA for hgy, og detektoren gikk i metning.
Detektorresponsen ble derfor endret ved Gain fra 0,5 til 0,3 pa begge instrumentene etter

den tredje valideringsdagen.

4.3.1 Minste detekterbare og kvantifiserbare konsentrasjon

Den laveste standarden ble definert til & vaere minste kvantifiserbare konsentrasjon (MKK).
RSD og avvik i ngyaktighet i analyser av ti serier med MKK er presentert i tabell I
tillegg er de laveste signal-til-stgy-forholdene i de ti seriene for kvantifiseringsionene og

kvalifiseringsionene presentert.

Tabell 4.1: MKK er lik laveste standard. Gjennomsnitt, RSD, ngyaktighet og minste

signal-til-stgy-forhold for kvantifiserings- og kvalifiseringsionene over ti dager er oppgitt.

Analytt Teor. verdi Gj.snitt RSD Ngyak- S/N S/N
(MKK) malt verdi [%] tighet kvant.ion kval.ion
[nM] [nM] [70]

Amfetamin | 25,0 24.5 5,5 -2,0 70 36

Metamf. | 25,0 95.9 3.1 3,6 108 48

MDA 25.0 2.8 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 pa 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 ogsa at ngyaktigheten er innenfor kriteriet pa < 20 %. Ingen av
analyttene har signal-til-stgy-forhold < 36. MKK kan derfor bestemmes til & veere 25 nM
for amfetamin, metamfetamin, MDA og MDMA, og 200 nM for ritalinsyre.

MKK ble fortynnet til tre konsentrasjonsnivaer (1:2, 1:5, 1:10) for & bestemme minste de-
tekterbare konsentrasjon (MDK). Ved fortynning 1:10 er alle signal-til-stgy-forholdene over
3. Det vil si at MDK er 2,5 nM for amfetamin, metamfetamin, MDA og MDMA, og 20 nM
for ritalinsyre. Forsgket ble kun gjennomfgrt én gang, og gir derfor bare et gyeblikksbilde
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for MDK. Lavere konsentrasjoner ble ikke undersgkt, fordi MDK ut ifra metodens bruks-
omrader er tilstrekkelig. MDMA ga signal-til-stgy-forhold lik 57 for kvantifiseringsionet og
59 for kvantifiseringionet ved fortynning 1:10. MDMA kunne derfor veert fortynnet mer, og
fortsatt fatt signal-til-stgy-forhold over 3. Forsgket viser at MDK for de ulike analyttene

ligger i stgrrelsesorden ti ganger lavere enn verdien for MKK som ble valgt.

4.3.2 Linearitet

Forklaringskoeffisienten R? beskriver hvor godt kurvetilpasningen passer til malingene. Re-
sultatene er presentert i tabell [4.2] Det anbefalte akseptkriteriet for kvadratiske kurver er
at R? skal vaere > 0,995. Dette er oppfylt for alle analyttene. For grafisk fremstilling av

kalibreringskurvene, se vedlegg A.1.

Tabell 4.2: Maleomrade for analyttene. R?-verdier for kalibreringskurvene innen maleom-
radet samt R%ﬂayStd for kurver med et ekstra konsentrasjonsniva med dobbel konsentra-
sjon av hgyeste standardniva i méleomradet inkludert. Andregradskurver med vekting

1/x og origo ekskludert. N er antall paralleller pa hvert konsentrasjonsniva.

Analytt Maleomrade  R? Riigystd
M) (N=3) (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 (HgyStd) med konsentrasjon dobbelt sa hgy som hgyeste standard i male-
omradet (standard 5) ble analysert. R2H¢y5td er presentert i tabell og kurvene er vist
i vedlegg A.2. Disse kurvene er ogsa innenfor kriteriet pa 0,995. Dette betyr at kurvene
fglger den kvadratiske kurvetilpasningen ogsa for prgver med konsentrasjon hgyere enn

maleomradet.

Kurven til MDMA med HgyStd inkludert bgyer litt av i det gvre konsentrasjonsomradet.
For kvadratisk kurvetilpasning er R%-verdien 0,9989 og oppfyller dermed kriteriet. En li-
nezr kurvetilpasning vil derimot gi R-verdi lik 0,9945, som er utenfor kriteriet. Grunnen
til at kurven krummer er at detektorresponsen blir mettet ved hgye konsentrasjoner av
MDMA. Dette var arsaken til at hgyeste standard for MDMA og MDA ble senket fra 2000
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nM til 1000 nM under metodeutviklingen i min prosjektoppgave[S]. Hgye R2-verdier kan
oppnas selv om kurvene er bgyde nar kvadratisk kurvetilpasning blir benyttet. Det er der-
for ngdvendig & undersgke bade kromatogrammer og kurver visuelt, i tillegg til & vurdere

R2-verdiene.

4.3.3 Repeterbarhet

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

og at repeterbarheten er god.

Tabell 4.3: Repeterbarhet presentert med malt verdi av ti paralleller for alle kvalitets-

kontrollene i samme serie med tilhgrende RSD.

Analytt Teoretisk Gj.snitt malt RSD
konsentrasjon konsentrasjon
[M] M| %)
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 40,0 445 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 ngyaktighet

Ti paralleller av kvalitetskontrollene ble analysert ved ti forskjellige dager. Resultatene er
presentert i tabell 4.4l RSD er et mal pa reproduserbarheten til malingene. RSD er < 4 %

for alle analyttene ved alle konsentrasjonsniva. Dette er godt innenfor akseptkriteriet (<

15 %).

Ngyaktigheten er oppgitt som den malte konsentrasjonens prosentvise avvik fra teoretisk
verdi. Det er anbefalt at absoluttverdien til avviket er < 15 %, og dette er oppfylt for alle
analyttene, se tabell Under metodeutviklingen hadde kvalitetskontrollene til MDMA
avvik opp til 15 %. Resultatene fra valideringen viser at den gjennomsnittlige ngyaktigheten
over ti dager for MDMA har et avvik tilneermet lik 10 %. Det stgrste avviket i lgpet av
ti analysedager var pa 14 %. Dette er innenfor akseptkriteriet. Beregnet absoluttverdi for

ngyaktighet for de andre analyttene er < 6 %, det vil si godt innenfor kriteriet pa 15 %.

Tabell 4.4: Reproduserbarhet med RSD og ngyaktighet for ti serier analysert ved ti ulike

dager.

Analytt Teoretisk Gj.snitt malt RSD Ngyaktighet
konsentrasjon konsentrasjon [%] (%]
[nM] [M]

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 konsentrasjonsnivaer av sammenlignende laboratorieprgver med ritalin-
syre er presentert i tabell Z-verdier ble beregnet med ligning

Tabell 4.5: Sammenlignende laboratorieprgving (SLP) for ritalinsyre fra LGC. To pro-
ver med ulik konsentrasjon (A og B) analysert pa to ulike dager (1 og 2). SDPA er

standardavviket beregnet fra alle deltakerne.

Teoretisk Malt Snittverdi SDPA | Z-verdi

verdi verdi alle deltakere

[nM] [nM] [nM]
Prove A1 | 1043 1151 1149 69,7 0,0
Prgve A2 | 1043 1242 1149 69,7 1,3
Prgve B1 | 2022 1896 1898 14,9 -0,1
Prgve B2 | 2022 2004 1898 14.9 7,1

De beregnede Z-verdiene bgr vaere mindre enn 2. Prgve Bl og B2 er fra samme prgve,
men opparbeidet og analysert pa to forskjellige dager. Analyse av prgve Bl gir Z-verdi
lik -0,1, mens prgve B2 far en Z-verdi lik 7,1. Dette er langt utenfor tiltakskriteriet pa 3.
Gjennomsnittsverdien for alle deltakerne og standardavviket fra alle deltakerne (SDPA) for
prgve B er beregnet kun ut i fra to malinger fra to ulike laboratorier. Ettersom akkurat disse
to malingene ligger sveert neer hverandre blir SDPA sveert liten. Dette pavirker utregningen
av Z-verdiene for denne metoden. To malinger gir et altfor lite grunnlag for a kalkulere
et palitelig gjennomsnitt av alle deltakerne og tilhgrende SDPA. Den relative verdien av
SDPA for andre legemidler og rusmidler som inngar i SLP-program ved AKF ligger generelt

i omradet 7-13 % av den teoretiske verdien. For prgve B er denne verdien < 1 %.

Den malte verdien av prgve B2 ligger naermere den teoretiske verdien enn den gjennom-
snittlige verdien fra alle deltakerne. Den hgye Z-verdien skyldes derfor ikke at den malte
verdien for B-prgven ligger langt unna gjennomsnittsverdien, men at standardavviket er
lavt. For A-prgvene er verdiene basert pa kun tre malinger. Det trengs flere deltakere i
SLP-analysene for a beregne en palitelig gjennomsnittsverdi for alle deltakerne med mind-
re usikkerhet. Derfor kan det ikke dras noen konklusjon om metodens ngyaktighet ut i fra

de beregnede Z-verdiene.
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4.3.5 Selektivitet

Serum fra seks ulike personer uten tilsatt analyttlgsning ble analysert for a undersgke

interfererende topper i kromatogrammene. For overgangen m/z 220>56 til ritalinsyre ble

en topp observert i alle provene ved forventet retensjonstid til analytten. Arealet av disse

toppene var < 1 % av arealet til laveste standard og vil derfor ikke ha noen innvirkning

pa resultatene. For de gvrige analyttene ble ingen interfererende topper observert.

4.3.6 Matrikseffekter

Matrikseffekter ble undersgkt for laveste og hgyeste kvalitetskontroll. Matrikseffekt for alle

fem analyttene og matrikseffekter korrigert med intern-standarder samt deres tilhgrende

relative standardavvik er presentert i tabell [£.6]

Tabell 4.6: Matrikseffekter (ME) undersgkt for lav og hgy kvalitetskontroll med Ma-

tuszewskis metode, med og uten korrigering med intern-standard. Relativt standardav-

vik til ME i prosent.

Analytt Teoretisk | ME RSD ME;s RSDjg
verdi [%] [%] [%] [%]
[M]

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.

Ferndndez et al.[25] har ogsa vist at ved bruk av LLE og LC-MS/MS er det tilngermet ingen
matrikseffekter for amfetaminene med deutererte intern-standarder. Matriksen undersgkt

i denne artikkelen var plasma.

De relative standardavvikene for den lave kvalitetskontrollen gker ved korrigering med
intern-standard for alle analyttene. Korrigering med intern-standard skal generelt redusere
standardavviket ved a ta hgyde for variasjoner i provene, slik det ses for den hgye kvalitets-
kontrollen. Arealet til intern-standardene for én av parallellene ligger omtrent 40 % hgyere
enn de andre parallellene. Under forsgkene med matrikseffekter ble intern-standarden til-
satt manuelt. Ungyaktighet i utfgrelsen av dette er den mest sannsynlige arsaken til avviket.
Denne uteliggeren gjor at RSD blir hgyere 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 prgveopparbeidelse og analyse, men ulike
strategier kan forsgkes for & minimalisere og kompensere for matrikseffekter. Det er derfor
en viktig faktor & undersgke under validering. Under metodeutvikling kan de kromatogra-
fiske parametrene endres slik at matrikskomponentene i stgrst 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 pavirket i
samme grad av matrikskomponentene som analyttene. Forholdet mellom analytt og intern-
standard vil derfor pavirkes minimalt, og kvantifiseringen av analyttene vil ikke forstyrres

av eventuelle matrikseffekter.

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

ESI er basert pa vaeskefasereaksjoner.

R. Dams et al.[62] og R. Bonfiglio[63] har ogsa vist at prgveopparbeidelsen innvirker pa
matrikseffektene. Kun proteinfelling med acetonitril medfgrer at mange makromolekyler
forbli i prgven, og dette bidrar til gkt matrikseffekt. Prgveopparbeidelse med SPE gir renere
prgver, og dermed mindre matrikseffekter. Eventuelle oppkonsentreringssteg i SPE gjor

konsentrasjonen av matrikskomponenter hgyere, som igjen fgrer til mer matrikseffekter.
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Store injeksjonsvolum vil tilfgre en stgrre mengde matrikskomponenter til instrumentet.

Dette kan ogsa oke graden av matrikseffekter.

4.3.7 Ekstraksjonsutbytte

Ekstraksjonsutbyttet ble beregnet ved ligning og verdiene er presentert i tabell
Areal ble benyttet i beregningene, bortsett fra for amfetamin hvor ble hgyde ble benyttet.
Alle analyttene innfrir det anbefalte akseptkriteriet pa minimum 70 % ekstraksjonsutbytte.

De relative standardavvikene er < 4 %.

Tabell 4.7: Ekstraksjonsutbytte for laveste og hayeste kvalitetskontroll med seks paral-

leller pa hvert niva. RSD representerer variasjonen i prgvene som er tilsatt analytt for

ekstraksjon.

Analytt Teoretisk Utbytte RSD
verdi [%] [%]
[nM]

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 (HoyStd) med dobbelt s& hgy konsentrasjon som hgyeste standard. Analysene
under valideringen viser ogsa overdrag for disse to analyttene. Overdrag for intensitet etter
HoyStd og hgyeste 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 hgyde er benyttet.

Analytt Overdrag Overdrag
HgyStd Std 5
(7] [70]
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 veere < 20 %
av laveste standard. Ved analyse av HgyStd er overdraget for metamfetamin lik 20 % av
laveste standard. I rutineanalyser vil det derfor veere ngdvendig a reinjisere prgver som er
injisert rett etter prgver med hgyere konsentrasjon av metamfetamin enn maleomradet. I

tillegg bgr det i en analyseserie injiseres standard 0 rett etter hgyeste standard.

For metamfetaminprgver med konsentrasjon innenfor maleomradet er overdraget mindre
enn 20 %, og reinjisering anses ikke som ngdvendig. For MDMA er overdraget etter analyse

av HoyStd < 20 % av laveste standard. De gvrige 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 ngdvendig for at amfetamin ikke skal fordampe under inndamping. Ogsa Wohlfarth
et al.[64], Mortier et al.[65], Fernandes et al.|25] og Concheiro et al.[66] tilsetter syre for
a hindre fordamping av amfetamin. En mulig forklaring pa hvorfor dette er ngdvendig er
at amfetamin er mindre flyktig i sin ladede form som oppnas ved lav pH enn sin uladede

form ved hgy pH.

Resultatene fra dette forsgket viser derimot at tilsatsen av syre har liten innvirkning pa
fordampingen av amfetamin. I denne metoden tilsettes 10 pl 0,30 M HCI til 100 pl preove,
25 nl intern-standard og 375 nl fellingsreagens for inndamping. Avvikene for konsentrasjon
av amfetamin ved tilsats av HCl med ulike konsentrasjoner i forhold til 0,3 M er presentert
i tabell [£.9] Avvikene er < 7 % for alle konsentrasjonsniviene. Resultatene er de samme

for kvalitetskontrollene uten tilsats av syre. Dette tyder pa at amfetamin ikke fordamper
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under opparbeidelsen selv om HCI ikke tilsettes. Tilsatsen av 0,20-0,40 M HCI pavirker

heller ikke resultatene til de andre analyttene.

Tabell 4.9: Amfetaminkonsentrasjons prosentvise avvik i forhold til tilsats av 0,3 M HCI
med tilsats av HCI ved ulike konsentrasjoner, samt opparbeidelse uten tilsats av saltsyre.

En parallell med kvalitetskontroller ble opparbeidet for hvert konsentrasjonsniva av

HCL

Kvalitets- | 0,20 M HCI 0,25 M HCI 0,40 M HCl Uten HCI
kontroll [%] [%] [%] [%]
QC1 5,5 0,8 2,6 7,6
QC2 -1,4 -0,7 -0,9 2,6
QC3 6,2 2.7 45 3,7

Fellingsreagenset som benyttes i denne prosedyren er acetonitril med 1 % maursyre. Det vil
si at lgsningen allerede er litt sur for tilsettingen av syre. Dette kan veere tilstrekkelig for at
amfetamin ikke fordamper. I andre artikler [25| 64-66] hvor det benyttes syre for & unnga
fordamping av amfetamin er analyttene lgst i andre lgsemidler 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 lgsemiddel kan veere en medvirkende

arsak til at det ma tilsettes syre for & unnga fordamping av amfetamin.

4.3.10 Robusthet - drift i en analyseserie

En annen robusthetsparameter som ble testet var drift i Igpet 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 lgpet av serien. Dette gjaldt for alle analyttene. Dette er innenfor normal va-
riasjon i repeterbarhet, og resultatene tyder derfor pa at drift i instrumentet i lgpet av en

serie ikke pavirker resultatene.

4.3.11 Variasjon i intern-standard

Variasjon i intern-standard ble undersgkt i tre analyseserier med standarder, kvalitets-
kontroller og ti negative pasientprgver i hver serie. Areal (hgyde for amfetamin) for alle

intern-standardene reduseres med gkende konsentrasjon av analytten. Det storste avviket
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for hver analytt er presentert i tabell Avvikene er beregnet i forhold til gjennomsnittlig

respons av intern-standardene i de fem standardene.

Tabell 4.10: Sterste avvik for areal (hgyde 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 pasientprgver.

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

4.3.12 Holdbarhet i opparbeidede kvalitetskontroller

Pa grunn av tidsperspektivet for denne oppgaven ble ikke alle holdbarhetsforsgk som er
listet i valideringsplanen (vedlegg A.3) gjennomfert. Resultatene fra reinjisering av oppar-
beidede prgver 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 Malt kons. | Malt kons. Endring Malt kons. Endring

dag 0 dag 3 ift dag 0 | dag 5 ift dag O

[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 veere <
15 %. Dette er oppfylt for alle analyttene, og dette viser at holdbarheten i opparbeidede

prover er tilstrekkelig god over fem dager.

Ulike faktorer pavirker holdbarheten til provene. Nar de opparbeidede prgvene blir staende,
kan lgsemiddelet fordampe. Dette gjor konsentrasjonen av analyttene i prgven hgyere.
Samme oppkonsentrering skjer med intern-standarder, og forholdet blir derfor pavirket
i liten grad. Analyttene kan dekomponere nar de blir staende. Hvis intern-standarden
ikke dekomponeres i samme grad som analytten vil dette fgre til lavere konsentrasjon i

kvantifisering av analytten.

Ferndndes et al. [25] har ogsa undersgkt holdbarheten til amfetaminene i opparbeidede
prover etter tre dager. Deres prgver er ogsa lgst i metanol og vann. De observerer ingen
endring i konsentrasjon etter tre dager ved 4-8 °C. Sergi et al. [27] har gjennomfgrt mer
omfattende holdbarhetsforspk for amfetaminene. Holdbarhet ble undersgkt i prgver med
plasma eller spytt tilsatt analytter ved oppbevaring i 24 timer ved romtemperatur, ved a
fryse og tine prgvene tre ganger og i frosne prgver etter én og to maneder. De rapporterer

heller ingen problemer med holdbarheten til analyttene.

4.3.13 Ioneratio

For ionerationen er det anbefalt at avviket ikke skal veere storre enn + 20 % fra referanse-
prgven. Dette er undersgkt i tre analyseserier og er oppfylt for alle analyttene. De storste

avvikene for hver analytt i lgpet av tre analyseserier er presentert i tabell

Tabell 4.12: Sterste prosentvise avvik for ioneratioen fra referansepreve (gjennomsnitt av
standard 2 og 3) i tre analyseserier med standarder, kvalitetskontroller og pasientprgver

(16 amfetaminprover og 17 ritalinsyreprgver).

Analytt Stagrste avvik
fra ref. prgve
[7e]

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
pd £1%.

4.3.15 Spesifisitet

Meprobamat og PMMA ble analysert for & undersgke 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 bade 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 gjgre
det.

4.3.16 Metodesammenligning

Resultatene fra sammenligning av dagens rutinemetode og den nye metoden for pasientprg-

ver er plottet for hver analytt i figur [4.4] [4.5] 0g Konsentrasjon i pasientprgver
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 pasientprgver 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 hgyre).
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Figur 4.5: Metamfetamin: Konsentrasjon i 16 pasientprgver 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 hgyre).
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Figur 4.6: MDA: Konsentrasjon i 16 pasientprgver 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 hgyre).

Konsentrasjon ny metode
[nM]

1200 -

1000

800

600 -

400 -

200

oy

**

200 400 600 800 1000

Konsentrasjon rutinemetode [nM]

1200

-10,0 -

) 10,0 - *

B

% AR
o

E .3_\. 50 +

c o . *

s T

58 %

=
/]

E g 00 ‘# *

=° = A 200 400 600 800 1000

Qv =

E ™

= o -5,0 1

2

=

Konsentrasjon [nM]

1200

Figur 4.7: MDMA: Konsentrasjon i 16 pasientprgver 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 hgyre).
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Figur 4.8: Ritalinsyre: Konsentrasjon i 17 pasientprgver 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 hgyre).

For alle analyttene er avvikene akseptable. Bortsett fra ei maling for amfetamin er alle
avvik < 20 %. For alle analyttene bortsett fra ritalinsyre, er trenden at den nye metoden gir
hgyere verdier i den gvre delen av maleomradet. For ritalinsyre er det god overensstemmelse
i hele maleomradet. Ettersom det ikke analyseres SLP-prgver for amfetaminene, kan det
ikke slas fast hvilken av metodene som gir mest korrekt resultat. For ritalinsyre er det
analysert for fa& SLP-prgver til & kunne si med sikkerhet hvor god den eksisterende og den
nye metoden er. Avdelingen bgr vurdere om det skal gjennomfgres en ringtest med flere

laboratorier for disse analyttene i serum.
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4.3.17 Samkjgring mellom instrumenter

Resultatene for samkjgring mellom hovedinstrumentet og reserveinstrumentet er plottet i

figur
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Figur 4.9: Plott av konsentrasjon og avvik malt 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 pa en konstant forskjell mellom instrumentene. Avvikene er < 7 %, og har
ikke stor innvirkning pa resultatene. Plottene for de gvrige analyttene tyder verken pa en

konstant eller en proporsjonal forskjell mellom instrumentene.

Det er ikke observert stgrre avvik i analyseserien som ble analysert to pafglgende dager
i forhold de seriene som ble analysert samme dag. Holdbarhetsforsgkene viser ogséa at
holdbarheten av opparbeidede prgver er god og at dette derfor ikke vil ha noen innvirkning

pa resultatene i samkjoringen.
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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 a sla sammen to eksisterende metoder til én samt be-
nytte en enklere prgveopparbeidelse. I den nye metoden vil proteinfelling og 96-brgnns
fosfolipidfjerningsplater bli benyttet. Prgveopparbeidelsen er delvis automatisert med Ha-
milton pipetteringsrobot. Sammenlignet med eksisterende metode, med manuell prgveopp-
arbeidelse og bruk av SPE og LLE, er denne metoden mindre arbeidskrevende, og er mindre
belastende for armer og skuldrer. Det vil ogsa bli brukt betydelig mindre lgsemidler, og den
kreftfremkallende forbindelsen diklormetan som idag brukes ved LLE, anvendes ikke i den

nye metoden. Prgvevolumet, analysetiden og antallet kalibreringsstandarder er redusert.

Nye 3C-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 undersgkte valideringsparametrene lineraritet, repeterbarhet, reproduserbarhet,
ngyaktighet, matrikseffekter, ekstraksjonsutbytte, variasjon i intern-standarden, holdbar-
het i opparbeidede prover, ioneratio, retensjonstid og spesifisitet var innenfor de gitte kra-
vene. Forsgkene viste 20 % (av arealet til laveste standard) overdrag av metamfetamin,
etter analyse av HgyStd. Etter hgyeste standard (standard 5) var overdraget for metam-
fetamin 11 %. Med bakgrunn i dette skal det i rutineanalyser injiseres standard 0 etter
hgyeste kalibreringsstandard. I tillegg skal pasientprgver reinjiseres dersom metamfetamin-

konsentrasjonen til prgven foran i analyseserien er over maleomradet.

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

og reserveinstrumentet er < 20 %.

Validering av denne analysemetoden er utfgrt med tilsats av syre (HCl) under prgveoppar-
beidelse. Resultatene viste at dette ikke var ngdvendig for & unnga at amfetamin fordampet.
Dette skyldes trolig at fellingsreagenset acetonitril er tilsatt 1 % maursyre. Hvis tilsetting

av HCI skal fjernes fra metoden, ma metoden delvis valideres pa nytt.

Etter gjennomfgrte holdbarhetsforsgk, med resultater innenfor kravene, vil analysemetoden

kunne implementeres i rutinebruk.
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A. VEDLEGG

A Vedlegg

A.1 Kalibreringskurver

ICompound name: Amfetamin

ICoefficient of Determination: R"2 = 0.999586

ICalibration curve: -1.91404e-007 * x*2 + 0.00493301 * x+ -0.00583048
Response type: Internal Std ( Ref 6 ), Height * (IS Conc. /IS Height)
ICurve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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ICompound name: Metamfetamin

ICoefficient of Determination: R"2 = 0.999689

Calibration curve: -1.93848e-008 * x"2 + 0.0131549 * x+ 0.00247743
Response type: Internal Std (Ref7 ), Area * (IS Conc. /IS Area)

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

ICoefficient of Determination: R"2 = 0.999577

ICalibration curve: -3.53048e-007 * X2 + 0.00477111 * x+ -0.00532565
Response type: Internal Std (Ref8), Area * (IS Conc. /IS Area)

ICurve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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A. VEDLEGG

Compound name: MDMA

Coefficient of Determination: R"2 = 0.999701

Calibration curve: -3.65916e-007 * x*2 + 0.00748121 * x + -0.00325229
Response type: Internal Std (Ref9 ), 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 * x*2 + 0.000531426 * x+ 0.0205103
Response type: Internal Std (Ref10 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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A. VEDLEGG

A.2 Kalibreringskurver med HgyStd

Compound name: Amfetamin

Coefficient of Determination: R"2 = 0.999246

Calibration curve: -7.64674e-009 * x*2 + 0.00466248 * x + 0.00703138
Response type: Internal Std ( Ref 6 ), Height* (IS Conc. /1S Height)
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Calibration curve: -3.32303e-009 * x*2 + 0.0131313 * x + 0.00360165
Response type: Internal Std (Ref7 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Coefficient of Determination: R"2 = 0.999365
Calibration curve: -6.37952e-008 * x"2 + 0.00455842 * x + 0.00370532
Response type: Internal Std (Ref8), Area * (IS Conc. /IS Area))
Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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A. VEDLEGG

Compound name: MDMA

Coefficient of Determination: R"2 = 0.998886

Calibration curve: -1.06891e-006 * x*2 + 0.00799811 * x+ -0.025201
Response type: Internal Std (Ref9 ), 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 * x*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

Avdeling for klinisk farmakologi St. Olavs Hospital HELSE o MIDT-NORGE

Valideringsplan
RITAMF, serum,
UPLC-MSMS

Signatur / dato

Metodeutvikler/Dokumenteier

-

|
il

Godkjent/
Valideringsansvarlig

Godkjent/ Bl Lolorad . /3~1%

Seksjonsleder analytisk FoU

Godkjent/ =)
Medisinskfaglig ansvarlig W«.f M (? e 8

VALIDERINGEN OMFATTER

e Fullvalidering, ny metode
e Validering av metodeendring O

e Forenklet validering, ny metode  []

INNHOLDSFORTEGNELSE

1 INNIEAMING cticrerieierer e rerrerrreee e e et et e setem et et e s eessaeesee b s st e sue e s atesaa s shass s e sasseerarsesrsessansrensenbaertes
2  Omfang.....

3  Ansvar.....

4 MetodikK......cccveruienennne

4.2.  Metodeutvikling...

5 Materialer og utstyr........cc..coeueeuenee
5.1, Kjemikalier......coocenveevcneccrcenennn
5.2.  Instrumenter, utstyr og software ..
5.3.  Prevemateriale.......c..coovvverrvrinenns
5.4. Standardlesninger (Std) ...t
5.5.  Kontroll-lgsminger (QC) ..ottt e nss e n e s ae e se e
5.6.  Intern-standard (IS) .
6  Provepreparering.............
7 AnalysebetingelSOr......ccviiiniiiinineereeseiiierinreneteesiesessesseeessaene
7.1.  Vaskekromatografi — massespektrometri........cccoeeeeicenne
8  Valideringsparametere og akseptkriterier............ccccoce...

8.1.  Deteksjons- og kvantifiseringsgrense (LOD/LOQ).

8.2.  Standardkurve — kurvetilpasning og mAleomrade..........ccoivirviiiiiiieninencree e
8.3, PrESISJOM..cicciiiiiiiiiieiictic et R bbb e e bt s e na et s st e
8.3.1 Repeterbarhet......
832 Reproduserbarhet
8.4, NOYAKHGNEL.....crviieererereereerireie e seeee s s e e
8.5.  Repterbarhet og neyaktighet for fortynnede prover........cccooveirirvenen
8.6, SElEKEIVIIEL ..c.eeveiiiiiiiiiciitticrien e e e et b et
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8.7.  EKstraksjonsutbytte (TECOVETY) ..evvrrrrerrrrirresreesnerasersrissmererisnessecenesnneseseesssresanesssseeensesneessessnsssassasens 15
8.8,  OVEIdrag (CaITY OVEL) cucvveeeerrereereerrrrereeeinret st cene et sss e se bbb s bbb b eas s b re b bn s bbb 16
8.9,  RetenSJONSIA. ....ceicieeeecietec ettt et s e s s e eb e s reene s 16
8.10. Stabilitet kvantifiserings-ion vs kvalifiSErings-10m .......cccccceecerreerirecrennicnninrnccs e esnnnieenne 17
8.11. RODUSEREL ...ttt e e s e s s b s besnsnnrennsaesnis 17
8.12. IS TECOVEIY ceuveeenrerrreerreeesrereeent e reene st r e r et st em e s b b st s s e s bbb s bbb e bbb e ab s bbb bbb b 17
8.13. HOIADATNEL ..ottt st sae b be bt s b e s bbb st eae s e anabonnsasnsnees 18
8.13.1  Holdbarhet av opparbeidede Std, QC og pasientprever oppbevart Kjolig .........ccccoevinvnncnns 18
Andre holdbarhetsforsak gjennomfares SENETE. .......ccceevvevreerrerrieenrcniiess et sesrisens 18
8.13.2  Holdbarhet av Std, QC og/eller pasientpraver (ikke-opparbeidede)...........cocerercnceennrccriennn. 18
8.14. SPESITISIEEL . ... ereeeeeeee ettt ettt e et sttt b bbb er e bbb bbb bbb eaeen 18
8.15. Metodesammenligning........c.eveereercereeriennrrecnrneseereserereesseereeeesssstsresseesaessssssressesressonessesassessans 19
8.16. Samkjering mellom INStIUMENTET .........cciiciiiiiiiii e e 19
8.17. MALEUSIKKETIIEL. ... .c.vicveriieeeirrerieeesieeerneerieseree e stesee st ces e nresme s e esae s s st emt e s sreenmeesabsasssabebssrais 19
O ANALYSEPIAI .eevieeeeetereee ettt ettt st e e e b e e SR e a e R b e b e R b sE R e ebe s 20
10 ATKIVEIINZ ..ottt ee et e e ettt s st sas b s b s sa s s b e s s h e e s sanssos e snan e s sheenssesrnsannessnereernes 20
11 RETETANSET 1.t vieeiirterreetrecte e s rrr e sinees stess s e st s e st e st e et e e e s b e eabesse e emeesea s b necanessrseeonne s sheessresansanessresresnans 21

1 INNLEDNING

Det er utviklet en ny metode for analyse av fem sentralstimulerende midler 1 serum.
Sentralstimulerende midler brukes bade som illegale rusmidler og til medisinsk bruk. Tidligere
ble det brukt to separate metoder for disse fem analyttene. Ritalinsyre ble opparbeidet med
fastfaseekstraksjon, mens amfetamin, metamfetamin, MDMA og MDA ble opparbeidet med
vaske-vaeskeekstraksjon. Begge metodene ble utfort manuelt og analysert pé singel-LC-MS.

Metoden RITAMEF ble utviklet for & effektivisere, automatisere og unngé bruk av diklormetan
(DCM) som ekstraksjonsmiddel. I tillegg var det enskelig & legge metoden over pd UPLC-MSMS,
og innfere nye intern standarder.

Matriks: serum

Prevevolum: 100 pl

Maéleomrade: se Tabell 1-1

Instrument: LC-MSMS G og LC-MSMS H

vi
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Tabell 1-1: Analyttene og IS i metoden; kjemisk struktur, molekylvekt, pKa-verdi og

maleomrade. Mw: molekylvekt, average mass

Analytt Struktur Mw' | pKa' | Maleomride
(nmol/l)
Amfetamin 135,2 | 10,1 25-2000
NH2
Metamfetamin 149,2 | 9,87 25-2000
N
H
O
3,4-
metylendioksymetamfetamin 193,2 | 10,144 25-1000
(MDMA)
o) N
H
O
3,4-metylendioksyamfetamin < 179.2 0, ~C 25-1000
(MDA)
S NHp
OH 0]
H B
- N 3,73 i
Ritalinsyre 219,3 10,08 Al 200-5000
1) www.drugbank.ca
A) Sterkeste base, teoretisk verdi (www.drugbank.ca)
B) Sterkeste syre, teoretisk verdi (www.drugbank.ca)
C) https://www.agilent.com/cs/library/applications/5990-9623EN.pdf
vii
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Tabell 1-2: Intern standard, kjemisk struktur, molekylvekt

IS Struktur Mw(g/mol)
Amfetamin-13C6 13C
130/ \130
| |
13C~\\ /130
13¢ NH»
Metamfetamin-13C6 190
7
155,2
130 13¢ ’
"
- / E /
MDMA-13C6
13¢
\mTl/ I 13T
199,2
13C c
H
MDA-13Cé6 13¢
=~ 130 130
[ 1052
13C C
/
O \131:./a NH,
Ritalinsyre-d4
2233

Validering av metoden vil bli utfert i henhold til gjeldende standarder og guidelines for
valideringen ISO/IEC 15189 [1], og Guidance for industry, bioanalytical method validation [2],
SOFT/AAFS Forensic Laboratory Guidelines 2006 [3] og NA Dok.nr. 50 [4].
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2 OMFANG

Valideringsplanen omfatter spesifikasjon av metodens akseptkriterier og bestemmelse av
metodens egenskaper ved spiking av standardlesninger og kontrollprever av serum med kjente
mengder amfetamin, metamfetamin, MDMA, MDA og ritalinsyre.

3 ANSVAR

Tabell 3-1: Roller og Ansvar

Navn /1D Rolle Ansvar

Miriam Hansen Dokumenteier/metodeutvikler Masteroppgave
Miriam Hansen . Analytiker 1 Praktisk utferelse
Solfrid Hegstad Analytiker 2 Praktisk utforelse

4 METODIKK

4.1. Analytisk prinsipp

Serum tilsettes intern-standard og iskald ACN med 1 % FAc i Ostro™ 96-brennsplate ved
hjelp av Hamilton pipetteringsrobot. Ekstraksjonen utferes ved hjelp av Positive Pressure
Processor (PPP). Saltsyre tilsettes eluatet for det dampes til tarrhet pa Ultravap. Dette er for &
unngd at amfetamin fordamper sammen med losemiddelet. Proven reloses i 10 % metanol i
vann og analyseres pd UPLC-MSMS med elektronspray-ionisering (ESI) ved positivt modus.

4.2. Metodeutvikling

Metodeutviklingen er presentert i rapporten «Prosjektoppgave Kvantifisering av
amfetaminer, ecstasy-stoffer og ritalinsyre i serum» 1 IASTOLAYV -
Farmakologi\Studenter\Masteroppgaver\Master 2017 2018

Kolonnene HSS T3, BEH C18 og BEH fenyl ble testet. Mobilfasene 0,1 % maursyre i vann
og metanol, 5 mM NHy-format pH 10,1 og metanol/acetonitril ble testet. BEH C18-kolonnen
ga best separasjon av analyttene. 5 mM NHy-format pH 10,1 og acetonitril ga mindre
bakgrunn og faerre blindtopper sammenlignet med de andre mobilfasene. Disse ble derfor
valgt i videre optimalisering. Ulike inlet-metoder og preveopparbeidelse med forskjellige
fosforlipidfjerningsplater ble ogsé testet.

Inndamping og relesning av provene ble nadvendig fordi signalet til amfetamin var lavt og
toppene brede. Dette forte til at MDMA og MDA gikk i metning ved de hgyeste standardene
(2000 nM). I samarbeid med medisinsk ansvarlig ble det avgjort at det var akseptabelt 4
senke den hoyeste standarden for MDMA og MDA fra 2000 nM til 1000 nM pé grunn av fa
positive praver over 1000 nM. Pa grunn av lavt signal for amfetamin ble injeksjonsvolumet
gkt til 2 pl. Gain ble satt ned til 0,5 for & uningd at de heyeste standardene gikk i metning.
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5 MATERIALER OG UTSTYR
5.1. Kjemikalier
Tabell 5-1 — Kjemikalier
Produkt CAS-nr. Artikkelnr. | Lot-nr. Kvalitet Produsent /
leverandor
Acetonitril 75-05-8 83642.320 17F061386 LiChrosolv Merck/VWR
(MF/felling) hypergrade for LC-  International
MS
Maursyre (felling) 64-18-6 1.00264.100 K49102964 EMSURE ACS 98- Merck/ VWR
0 720 100 %
Metanol (relesning) 64-18-6 1.06035.250 | 10892835 LiChrosolv Merck / VWR
0 hypergrade for LC- = International
MS
Saltsyre 7647-01-0 20252.420 14F050514 37 % VWR International
Ammoniumformat 540-69-2 51691-100G A MKBL3276 @ >99,995 % trace ALDRICH
(MF) \ metals basis
Ammoniumhydroksils | 1336-21-6 22122-11-M  STBG8939 28-30 % ACS reagent, Sigma-
sning (MF) Aldrich
Renset vann Se tabell 5-3
Tabell 5-2 — Referansestoffer
Stoffets navn CAS-nr. Artikkelnr. | Lot-nr. Produsent /
leverandor
Amfetamin-SO4(Std) 60-13-9 AMP-95-SU  95.1BS8.1 ' Lipomed
Amfetamin-HCI(QC) | 2706-50-5 9156.9 - 13764 . Chiron
Metamfetamin-HCI(Std) 51-57-0 M8750 070M1307V | Sigma Aldrich
Metamfetamin-HC1(QC) 51-57-0 M8750 ANR.9KO011/1  NMD/ Sigma
| | Aldrich
MDMA-HCI(Std) 64057-70-1 MDM-94- 94.1B4.2 Lipomed
HC _
MDMA-HCKQC) 64057-70-1 - 9164.11 11172 Chiron
MDA-HCI(Std) 6292-91-7 MDA-79- 79.1B16.2 Lipomed
HC
MDA-HCI(QC) 6292-91-7 1 9162.10 11 171 '~ Chiron
Ritalinsyre-HCI(Std) 19395-40-5 10268.13 14 025 . Chiron
Ritalinsyre-HCI(QC) 19395-40-5 R533110 1-SAZ-49-1  TRC
Amfetamin-"Cg 1419916-80-5 9676.9-50- 16141 Chiron
ME _
Metamfetamin-">Cg 1419916-80-5 9677.10- 10643 Chiron
IMG
MDMA-"C 1536079-50-1 10023.11- 12616 Chiron
IMG
MDA-"C,HCl 1536075-11-2 10022.10- 12621 Chiron
1IMG
Ritalinsyre-Dy N/A R-025 FN04151506  Cerilliant /Sigma
X Aldrich
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5.2. Instrumenter, utstyr og software
Tabell 5-3 Instrument, utstyr, software
Instrument, utstyr, software | Modell/Type Artikkel-/lotnr., Produsent/leverand
Versjonsnr. or
Vannrenseanlegg (i to steg) = Elix5 MilliQ-Element SN:F3AN87610E Millipore
SN:F6PN85273E
Mikrorer og rack til
standard- og MATR.IX ScreenMates Tubes Art.nr. 4247 Thermo Scientific
. 1,4 ml in Latch Racks
kvalitetskontroll-prever |
Korker til mikrorer SepraSeal Cap Mats Art. nr, 4463 | Thermo Scientific
HEGER A/S/
Proverer tt-ror 14 x 81 mm Art.or. 1002 Hovedlager St.
Art.nr, 150922 .
Olavs hospital
HEGER A/S/
Propp til preverar Propp til tt-rer 14 mm Art.nr 1151 Hovedlager St.
| Olavs hospital
. . . Vitl Life Science
Plate-mixer Co-mix Multi format SN.00104 solution /teknolab
T™ —
Ostro™ 96-brennsplate 10/;1(; 96-Well Plate 25mg Partor: 186005518 Waters
I. .
96-bromnsplate 2 ml 2 mi Square Well Collection.  art. nr. 186002482 Waters
Hamilton pipetteringsrobot Hamilton ML Star 0455 Hamilton Robotics
®B) ‘ AB
PPP-mOdul.tﬂ Positive Pressure Processor Art.nr 186005521 Waters
pravefiltrering
PortvairSciences/Te
Inndamper Ultravap Art. nr. 108.229135 knolab
Forseglingsmatte for 2ml Cap-mat square plugs, .
96-brennsplate Silicone/PTFE treated, pre slit At 1r 180009521 Waicss
Forkolonne VanGuard™' BEH C18 1,7 Art.nr. 186003975/% Waters
pum
Analytisk kolonne Acquity UPLC®BEH C18 1,  Art,nr. 186002350/* Waters
7 pm, 2,1x 50 mm
Acquity Column Manager Serienr.G: J13CMX895G Wat
AUX Serienr.H: J15CMX664G aters
. Serienr.G: L13CMP782G
Acquity Column Manager Serienr H: B16CMP912G Waters
® . . Serienr.G: G13CPO651M
ACQUITY UPLC" I-Class  Acquity Sample Organizer Serienr. H: L15CPO494H Waters
Acquity Sample Manager- Serienr.G: J13USM217G Wat
FIN Serienr. H: FISUSM29IM ' 2°™®
Acquity Binary Solvent Serienr.G: K13BUR759M Wate
Manager Serienr. H: H15BUR169M i
Serienr.G: WAA965
Detektor/MSMS Xevo TQS MS Serienr. H: WAC 1550 Waters
Instrument software, UPLC-
MSMS MassLynx Waters
xi
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5.3. Provemateriale

0-serum fra kalibreringslaboratoriet blir spiket med standard (Std)- og kvalitetskontroll (QC)-
brukslesninger. I tillegg vil pasientprever og eksterne kvalitetskontroller (for ritalinsyre) bli
benyttet under validering.

5.4. Standardlosninger (Std)

Standardrekker som benyttes under valideringen spikes fra brukslgsninger laget ved
kalibreringslaboratoriet, se Tabell 5-4. Standardlesninger som benyttes under valideringen
merkes med 01/18. Standardlgsningen fordeles i matriksrer og oppbevares ved -20 °C.

Tabell 5-4 Standardlesninger og HevStd

Stoff Std1 Std2 Std3 Std4 Std5 HoyStd
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM) (nM)
Amfetamin 25,0 75,0 300 1000 2000 4000
Metamfetamin 25,0 75,0 300 1000 2000 4000
MDMA 25,0 75,0 250 500 1000 2000
MDA 25,0 75,0 250 500 1000 2000
Ritalinsyre 200 500 1000 2500 5000 10000

5.5. Kontrollosninger (QC)

Kontrollgsninger som benyttes under valideringen, spikes fra brukslesninger laget ved
kalibreringslaboratoriet. Kontrollesningene som benyttes under valideringen, merkes med
01/18, se Tabell 5-5. Kontrollgsningene fordeles i matriksrer og oppbevares ved -20 °C.

Tabell 5-5 Kontrollgsninger

S G | wp | ww | aw
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

5.6. Intern-standard (IS)

Intern-standardlgsningen som benyttes under valideringen lages ved kalibreringslaboratoriet.

Intern-standardlgsningen som benyttes under valideringen merkes med 01/18, og lagres ved 4
°C. Xii
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Tabell 5-6 Intern-standard
Stoff Kon(s;" ‘;"/Z‘;)sj i Ronseatray o (n1D) Lasningsmiddel
Amfetamin-13C6 50 354
Metamfetamin- 50 322
13C6 20 % MeOH i H,O
MDMA-13C6 80 402 (v/v)
MDA-13C6 100 540
Ritalinsyre-d4 50 224

6 PROVEPREPARERING

100 pL preve/Std/QC pipetteres i Ostro ™ 96-brennsplate (Hamilton B).
25 pL IS-lesning tilsettes med &tte kanaler.
375 pL fellingsreagens (iskald ACN m/ 1 % FAc) tilsettes med 96-hodet, og roboten stopper i 10

sekunder.

Prgvene blandes ved at Hamilton aspirerer og dispenserer tre ganger.

Ostro ™ 96-brennsplaten flyttes over i PPP-enhet. En Waters 2 ml 96-dypbrennsplate (eluatplate)
plasseres under for & samle opp eluatet. Trykket stilles pa 4 psi, og justeres deretter for 4 oppné en
drapehastighet p 0,5-1 drépe pr sekund. Etter to minutter justeres trykket opp ca. 2 enheter, og stir
slik i ytterligere ett minutt. For Ostro-platen og eluat-platen skilles gis de et lett bank mot bordet
slik at eventuelle dréper som henger under Ostro-brenner faller ned i riktig brenn.

10 uL 0,3 M HCl tilsettes eluatplaten ved bruk av Multipipette.
Platen settes pa risteren for dypbrennsplater med 500 rpm i 20 sekunder pé program MIX 500.
Innholdet i eluatplaten dampes inn ved hjelp av inndamper, 40 °C i 40 min (program 2 pé

Ultravap).

100 pL 10 % MeOH i vann (v/v) tilsettes ved bruk av Multipipette.
Forseglingsmatte settes pa.
Platen settes pa risteren/shakeren for dypbrennsplater. Benytt program DWP-96 2000 60 (1 min
ved 2100 omdreininger). Preven i eluatplaten er na klar for analyse.

Beskrivelse Prove/reagenser/utstyr Volum Posisjon
Hamilton
$td/QC/SLP 100 ul Spor 39, pos 5
Prever Pasientprever 100 pl Spor 51 - 54
Intern-standard:
RITAME-IS 25 pul Spor 47, pos 4
Spor 39, pos 4. Stir pd en
Plate Ostro mikrotiterplate.
Fellingsreagens | Iskald ACNm/ 1% FAc  xiii | 375l Spor 39, pos 3
Engangsspisser | MLStar 300 pl standard volum Spor 21, pos 4
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spiss med filter Spor 27, pos 4
Ereanessoisser MLStar 300 pl standard volum Spor 21, pos 3
8angssp spiss (uten filter) Spor 27, pos 3
Engangsspisser MLStar 1000 i standard Spor21, pos 2
£angssp volum spiss med filter p ' P
. MiStar 50 ul standard volum
Engangsspisser spiss med filter Spor 21, pos 5
Hamilton B:

Script: Ritamf validering

7 ANALYSEBETINGELSER

7.1. Veeskekromatografi — massespektrometri
Tabell 7-1 Analysebetingelser

Injeksjonsvolum 2 ul

Kolonne-temperatur 50°C

Autosample-temperatur 10 °C

Pre Inject Wash 10s

Post Inject Wash 15s

Needle placement Automatic

Mobilfase: Lesning A: 5 mM NHy-format, pH 10,1
Losning B: Acetonitril

Tabell 7-2 HPL.C/UPLC- program

Tid (min) Lasn. A Losn. B Flow Kurve

(%) (%) (ml/min)
1,0 95 5 0,6 Initial
2,0 72 28 0,6 6
2,2 2 98 0,6 6
3,0 95 5 0,6 1
3,2 95 5 0,6 1
10,0 95 5 0 11
Stopp-tid: 3,2 min
Xiv
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Tabell 7-3 MS-program og forventet retensjonstid (RT)
<Positiv mode (ESI) MRM >
Stoff SIM ion/Overgang Fragmentor/ CE Dwell- Intern- RT
(m/z) cone (eV) tid standard (min)
Kvantifise | Kvalifiseri ) (sek)
rings-ion ngs-
ion
Amfetamin 135,9>119 20 8 0,005 Amfetamin- | 1,45
13C6
135,9>91 20 15 0,005 Amfetamin- | 1,45
13Cé6
Metamfetamin 20 15 0,005 Metamfetam | 1,58
150>119 in-13C6
150>91 20 40 0,005 Metamfetam | 1,58
in-13C6
MDMA 20 20 0,005 MDMA- 1,52
194>133 13C6
194>105 20 22 0,005 MDMA- 1,52
13Cé
MDA 180>133 20 17 0,005 MDA-13C6 | 1,41
180>163 20 17 0,005 MDA-13C6 | 141
Ritalinsyre 40 40 0,047 Ritalinsyre- | 0,92
220>56 d4
220>174 40 20 0,047 Ritalinsyre- | 0,92
d4
Amfetamin- 20 15 0,005 1,45
13C6 142>97
Metamfetamin 20 15 0,005 1,58
-13Cé 156>125
MDMA-13Cé6 | 200>139 20 20 0,005 1,52
MDA-13C6 186>139 20 17 0,005 1,41
Ritalinsyre-d4 | 224>88 40 20 0,047 0,91
Tabell 7-4 Instrumentelle innstillinger i ionekilden
Kapillerspenning (kV) 1,0
Ionekildetemperatur (°C) 120
Desolvation temperatur (°C) 650
Cone gas flow (I/h) 150
Desolvation gas flow (1/h) 1000
Gain 0,5
Tabell 7-9 Analysebetingelser — Metodenavn
UPLC metode FOU RITAMF S G/FOU RITAMF S H
MSMS metode FOU RITAMF S G/FOU RITAMF S H
MS tunefil FOU RITAMF S G/FOU RITAMF S H
Processing method RITAMEF S validering
Side 11 av 21

Dokument 23000 “Valideringsplan MAL — AKF” ver. 1.8 EQS




Avdeling for klinisk farmakologi  St. Olavs Hospital HELSE © @« MIDT-NORGE

Valideringsplan
RITAMEF, serum,
UPLC-MSMS

8 VALIDERINGSPARAMETERE OG AKSEPTKRITERIER

Avleste verdier er basert pa areal.

8.1

8.2.

Deteksjons- og kvantifiseringsgrense (LOD/LOQ)

Anbefalt akseptkriterier for LOD og Std1:

LOD; S/N > 3 for kvantifiserings-ionet og S/N > 3 for kvalifiserings-ioner.

Std1; S/N > 30 for kvantifiserings-ionet og S/N > 10 for kvalifiserings-ioner.
Std1: Variasjonskoeffisient CV < 20 % og avvik neyaktighet mindre enn = 20 %.
Interferens-responsen i blankprevene ber vaere 15 % eller mindre sammenlignet
med analyttresponsen i Std1.

Utforelse:

LOQ er lik Std1

e Etanslag av LOD gjeres ved 4 lage en fortynningsrekke av Std1.

¢ En QC-legsning (LavQC) med konsentrasjon som Std1 inkluderes i
valideringen. Alle punktene pé standardkurven benyttes ved beregning av
LavQC.

e Det analyseres ti serier med LavQC (gjores pa ulike dager). S/N beregnes for
LavQC hver av analysedagene. I tillegg oppgis CV (%) og gjennomsnittlig
avvik ngyaktighet (%).

Standardkurve — kurvetilpasning og mdleomrade

Kurvetilpasning og maleomrade for de enkelte analytter som inngér i metoden,
bestemmes ut i fra fem (Std1-Std5) ulike konsentrasjoner, jevnt fordelt over
analyttenes maleomrade.

Anbefalte akseptkriterier for kurvetilpasning:

e Forklaringskoeffisient (coefficient of determination) R? > 0,995 for kvadratisk
kurvetilpasning.

e Tre paralleller hvor gjennomsnitt av mélingene for hver konsentrasjon skal ligge
innenfor [90 %, 110 %] av teegetisk verdi.
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e Residualene skal vaere uavhengige og tilfeldig fordelt omkring null.

Utforelse:

e Det benyttes fem konsentrasjoner av standardlgsning med tre paralleller pa
hvert niva. Kvadratisk kurvetilpasning med 1/x-vekting og exclude.

o [Itillegg til kalibreringskurve for de enkelte analyttene, inkluderes tilherende
residualplot, R?, gjennomsnittlig konsentrasjon og CV (%) (for hvert niv4) i
rapporten.

e Det tas med en ekstra standardlgsning med konsentrasjon som er 200 % av
standard 5 (HeyStd). Dette vil gi informasjon om standardkurvens videre
forlep pé oversiden av maleomradet.

8.3. Presisjon

Presisjon undersokes ved repeterbarhet og reproduserbarhet. Medisinskfaglig
ansvarlig har godkjent felgende akseptkriterier [5]:

Anbefalte akseptkriterier for
e repeterbarhet: CvV<10,0%
e reproduserbarhet: CV<150%
Utforelse:

8.3.1 Repeterbarhet

- Repeterbarhet (innen serievariasjon) bestemmes ved bruk av tre konsentrasjoner
av QC-lgsninger (QC1, QC2 og QC3) med ti paralleller pa hvert niva.

Repeterbarhet rapporteres som gjennomsnitt og CV (%) pa hvert konsentrasjonsniva.

8.3.2 Reproduserbarhet

- Reproduserbarhet (mellom serievariasjon) bestemmes ved bruk av tre
konsentrasjoner av QC-lesninger (QC1, QC2 og QC3) med en preve pa hvert
nivd. Opparbeidelse skal utferes av to analytikere, og arbeidet skal gjentas over ti
dager

Reproduserbarhet rapporteres som gjennomsnitt og CV (%) pa hvert
konsentrasjonsniva.

8.4. Noyaktighet

xXvii
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En SLP fra LGC for ritalinsyre tas med i valideringen. De andre analyttene er ikke
inkludert i pdgadende SLP-program ved avdelingen. Nayaktighet bestemmes fra
spikede praever, og oppgis som avvik (%) fra teoretisk verdi.

Anbefalte akseptkriterier for nayaktighet:
e Avvik fra teoretisk verdi: < 15,0 %
e SLP:|Z|<2

Utferelse:
- Reproduserbarhetsdata fra pkt 8.3 benyttes til 4 beregne noyaktighet

Resultatene rapporteres som gjennomsnitt av seriene pa hvert niva mot spiket
konsentrasjon, og ut i fra dette beregnes avvik fra teoretisk verdi som oppgis som
neyaktighet.

Ut i fra analyseresultatene beregnes Z-verdier for SLP-preven pa folgende mate:

7= (Malt verdi ny metode) - (Assigned value)
(SDPA)

Assigned value = gjennomsnittsverdi beregnet av SLP-leverander basert pa innrapporterte
resultater fra de ulike laboratorier.

SDPA = Standard Deviation for Proficiency Assessment beregnet av SLP-leverander basert pd
innrapporterte resultater fra de ulike laboratorier.

8.5. Repterbarhet og nayaktighet for fortynnede prover
Spikede Std over hgyeste standard i metoden fortynnes og analyseres

Utferelse:
- HeyStd fortynnes 1:5 og 1:10 med O-matriks. n = 3 for hver fortynningsgrad.
Utferes én gang.

Repeterbarhet rapporteres som gjennomsnitt og CV (%) pé hvert konsentrasjonsniva.
Noyaktighet rapporteres som relativ differanse mellom det beregnede gjennomsnittet av
hvert niva mot den spikede konsentrasjonen.

8.6. Selektivitet

Anbefalte akseptkriterier for selektivitet:

Interferens fra blankmatriks ber veere < 15 % av Stdl, se pkt 8.1.

Dersom interfererende topper er til stede, ber opplesningsfaktor Rs vaere > 1,5
ME anbefales & ligge i omrade 75 % - 125 % (korrigert med IS).

Variasjon (CV) for ME ber va&Ex 15 %
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Utferelse:

- Sjekk StdO (null-matriks tilsatt kun IS). Undersgk kromatogrammene visuelt for
interfererende topper i tidsomrédet (retensjonstid) der analyttene er forventet &
eluere. Tilsvarende undersegkelse gjares for null-matriks fra seks ulike personer.
Hvis det pavises infererende topper i kromatogrammet gjores en opparbeidelse
uten tilsetting av IS for 4 underseke om interferensen stammer fra IS.

- Undersgkelse av matrikseffekter. ME bestemmes pa to konsentrasjonsnivaer, QC1
og QC3. Seks ulike matrikspraver opparbeides uten tilsetting av IS og analytt. IS
erstattes med 25 pl 20 % MeOH i vann. Etter inndamping releses prevene i 100 pl
analyttlesning i 10 % MeOH i vann(med konsentrasjon lik QC1 og QC3). I tillegg
tilsettes 100 pl av analyttlesningen (DIR*) i tre brenner for hvert QC-niva. 10 pl
IS tilsettes tilslutt QC—provene og DIR-lgsningene.

- Intensiteten (areal) benyttes for beregning av ME.

Beregning av ME:

IS-Intensitetprigsning) X 100

*DIR = den fasen som praven releses i etter opparbeidelse og eventuelt
inndamping, tilsatt analytt(er) og intern-standard

Beregning av losninger brukt til ME-forseket:

IASTOLAV -

Farmakologi\Studenter\Masteroppgaver\Master 2017 _2018\Prevalidering\Beregnin
g utbyttelegsning

8.7. Ekstraksjonsutbytte (recovery)
Ekstraksjonsutbyttet bestemmes pa to konsentrasjonsniva, QC1 og QC3, med seks
paralleller pa hvert niva.

Anbefalt akseptkriterium for ekstraksjonsutbytte:

o Ekstraksjonsutbytte: >70 %
e Dersom metoden viser god presisjon mhp repeterbarhet og reproduserbarhet, kan
lavere utbytte aksepteres.

Utferelse:

- "Prove” = Kjent mengde analytt tilsettes matriks for ekstraksjon, mens intern-
standard tilsettes etter ekstraksjon.

- "Kontrollpreve” = Bade analytt ogiintern-standard tilsettes etter ekstraksjon.
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- Seks paralleller 0-serum(«Prevey) spikes til QC1 og QC3 for ekstraksjon og
ekstraheres uten tilsats av IS. Volumet erstattes med 25 ul 20 % MeOH i vann. |
tillegg ekstraheres tolv 0-serum fra samme prove(«kontrollpreve») uten IS.
Volumet erstattes med 25 pl 20 % MeOH i vann. Etter inndamping tilsettes 100 pl
10 % MeOH i vann til «prevene». Til «kontrollprevene» tilsettes 100 pl
analyttlesning i 10 % MeOH i vann. 10 pl IS tilsettes alle brennene.

Intensiteten (areal) benyttes for beregning av ekstraksjonsutbytte.

Beregning av ekstraksjonsutbytte:
Ekstraksjonsutbytte (%) = (Intensitetpraye / Intensitetk ontroliprave.) * 100

Beregning av lgsninger brukt til ekstraksjonsutbytte-forsek:
IASTOLAYV -
Farmakologi\Studenter\Masteroppgaver\Master 2017_2018\Prevalidering\Beregnin
g utbyttelosning

8.8. Overdrag (Carry over)

Overdrag under analyse sjekkes etter HayStd. Da det viste seg at det var overdrag
rundt 20 % metamfetamin i prevalideringen, vil ogsa eventuelt overdrag etter Std5
testes 1 valideringen.

Anbefalt akseptkriterium for overdrag:
e Overdrag: <20 % av intensitet Std1

Utforelse:

- Forst i sekvensen kjores StdO (StdOg,;). Rett etter injeksjon av HayStd, kjeres Std0
(StdOcter). Kromatogram for StdOeyer analysert etter hay standard sammenlignes
med kromatogram for StdOg,, injisert forst i sekvensen.

Beregning av overdrag:
Overdrag (%) = (Intensitet StdOeye / Intensitet Std1 )* 100

8.9. Retensjonstid

Utfarelse:
- Det benyttes Std- og QC-prever og pasientprever hvis mulig. Utfores over tre
dager.

Retensjonstid/relativ retensjonstid rapporteres som avvik (%) fra (gjennomsnitt av)
referanseprove(r) (en eller flere Std)#.
XX
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Beregning av relativ retensjonstid:
Relativ retensjonstid = Retensjonstid anaiyi/Retensjontidig

Anbefalt akseptkriterier for retensjonstid og relativ retensjonstid
e 1 % for begge parametere

"1 MassLynx:
Referansepreve (QuanRef) vil vaere gjennomsnitt av Std 2 og Std3.

8.10. Stabilitet kvantifiserings-ion vs kvalifiserings-ion

Ratio for areal mellom kvantifiserings-ion og kvalifiserings-ion undersokes.

Utferelse:
- Benytt Std- og QC-prever og pasientpraver hvis mulig. Analyser en serie pr.dag.
Utferes over tre dager.

Stabilitet kvantifiserings-ion vs kvalifiserings-ion rapportercs som avvik (%) fra
gjennomsnitt av referansepraver (en eller flere Std), se pkt. 8.8.

Anbefalt akseptkriterium kvantifiserings-ion vs kvalifiserings-ion:
o Avwvik:<20%

8.11. Robusthet

Robusthet-variabler:
- Drift i en analyseserie mht. intensitet av analytt og IS
- Endre konsentrasjon av 0,3 M HCl som tilsettes for inndamping

Utforelse
- Drifti en analyseserie undersgkes ved & injisere QC2 i starten og slutten av
serien. Utferes over tre dager.
- Undersgker hvilken effekt konsentrasjonen av tilsatt syre for inndamping har pa
resultatene (areal) ved a teste HCl-lgsningen med konsentrasjonene 0,20 M,
0,25 og 0,40 M. Gjennomfares med QC1, QC2 og QC3 for hvert
konsentrasjonsniva.

8.12. IS recovery

Undersoker variasjon i areal for IS; alle Std- og QC-nivaer samt pasientprover.

Utforelse: _
XX1
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- Det vil bli benyttet Std- og QC-prever. Negative pasientprever benyttes der kun IS
recovery vurderes. Analyserer en serie pr. dag. Utferes over tre dager.

IS recovery areal rapporteres som avvik (%) fra gjennomsnitt av Std-rekken.

8.13. Holdbarhet
8.13.1 Holdbarhet av opparbeidede Std, QC og pasientprover oppbevart kjolig

Std- og QC-lgsninger og pasient-prever (seks ulike personer). Ekstraherte
prover lagres ved 10°C (autosampler) eller 4-8 °C (kjolerom).

Utforelse:

Det benyttes en preve for QC1, QC3 og pasientprover. Std- og QC-lesninger
samt pasientprever analyseres. De analyserte Std- og QC-lgsninger samt
pasientpraver reinjiseres etter tre dager og fem dager. Reinjiserte QC- og
pasientprever leses mot sin egen reinjiserte standardrekke. Alle analyser
utfores pd samme instrument. Intensiteten for analytt og IS analysert pa
Dag3 og Dag5 sammenlignes med Dag0 eller teoretisk verdi. Avviket
rapporteres som avvik (%) fra Dag0 eller teoretisk verdi.

Anbefalte akseptkriterier:
- Relativt avvik QC <15 %
- Relativt avvik pasientprever <20 %.

Andre holdbarhetsforsek gjennomferes senere.
8.13.2 Holdbarhet av Std, QC og/eller pasientprover (ikke-opparbeidede)

Holdbarhet av tinte QC-lasninger ved 4-8°C

Holdbarhet av ikke-frosne pasientprover ved 4-8°C
Holdbarhet av Std/QC-lesninger ved -20°C
Holdbarhet av prover i tt-rer ved 30 °C

Utfores ikke:

Holdbarhet etter frys/tin (3x) av frosne prover

8.14. Spesifisitet

Det testes et utvalg av stoffer (molekylvekt +1 i forhold til analytter i metoden) som kan
tenkes & interferere eller gi falske positive resultat., tabell 8-1. Lager lgsninger fra
brukslasningene til hoyeste standard, og fortynner 1:100 med 10 % MeOH i vann.

xXxii
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Tabell 8-1 Spesifisitet
Analytt Molekylvekt | Mulig interfererende | Molekylvekt
forbindelse
Ritalinsyre 219.3 Meprobamat 218,25 _
MDA 179,3 PMMA 179,13 l
8.15. Metodesammenligning
Utfarelse:

8.16.

8.17.

Pasientprever (20-30 prover) som er analysert med eksisterende rutinemetode og som
er positive med en eller flere analytter oppbevares i fryser (-20 °C) fram til analyse.
Dersom det er nok prevevolum (> 1,5 ml), reanalyseres provene pa begge metoder.
Dersom det ikke er tilstrekkelig prevevolum igjen, reanalyseres prevene kun pa den
nye metoden. Prevesvarene med ny metode sammenlignes med provesvarene fra
eksisterende rutinemetode.

15-20 ulike negative pasientprover spikes med brukslesning QC1 og QC3, analyseres
med bade eksisterende rutinemetode og den nye metoden som valideres. Alle prevene
som inkluderes i metodesammenligningen ma ikke analyseres samme dag, men
prevene skal hvis mulig analyseres samme dag med eksisterende metode og ny
metode.

Resultatene rapporteres som % avvik mellom metodene.

Samkjoring mellom instrumenter

Utforelse:

Det analyseres tre serier pa tre forskjellige dager med forskjellige pasientprever og
eventuelt QC-prover. De ulike seriene ber analyseres samme dag pa begge
instrumenter. Prover fra metodesammenligningen benyttes. S/N for Std1 rapporteres.
Resultatene rapporteres enten som prosentvis differanse mellom instrumentene
og/eller som Passing & Bablok regresjonsplott med tilherende residualplott.

Maleusikkerhet

Identifisering og estimering av viktige bidrag til méleusikkerhet. 1
valideringsrapporten settes det opp en tabell med viktige méaleusikkerhetsbidrag (f eks.
pipettering av preve og intern-standard, ekstraksjonsutbytte, instrumentell analyse,
holdbarhet og tillaging av standarder). De enkelte bidragene angis som lite, middels
eller stort.

xxiil
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9 ANALYSEPLAN

Rekkefolgen pa dagene kan endres.
Tabell 9.1 ~ Valideringsoppsett

Dag Valideringsparameter

Noyaktighet/reproduserbarhet/ LavQC, Linearitet/korrelasjon,

overdrag
2 Noyaktighet/reproduserbarhet, LavQC, repeterbarhet
3 Noyaktighet/reproduserbarhet, LavQC, utbytte
4 Noyaktighet/reproduserbarhet, LavQC, selektivitet (ME)
5 Noyaktighet/reproduserbarhet, LavQC, fortynningsrekke std1 og
hoy std
6 Noyaktighet/reproduserbarhet, LavQC, robusthet(syrekons.)
7 Noyaktighet/reproduserbarhet, LavQC,
8 Nayaktighet/reproduserbarhet, LavQC
9 Noayaktighet/reproduserbarhet, LavQC
10 Noyaktighet/reproduserbarhet, LavQC, spesifisitet
11 Metodesammenligning, samkjering robusthet(drift i serie),
holdbarhet
12 0g 13 Samkjering, robusthet(drift i serie)

10 ARKIVERING

Elektronisk arkivering av radata, relevante beregninger, informasjon osv. Henvis til aktuell(e)
arkiveringsmappe(r) i valideringsrapporten.
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