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Forkortelser

FORKORTELSER

ACN Acetonitril

APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization

APPI Atmospheric Pressure Photo-Ionization

CE Collision Energy; (Kollisjonsenergi)

Cv Cone Voltage

ESI Electrospray Ionization; (Elektrospray ionisering)

GC Gas Chromatography; (gasskromatografi)

HILIC HydrophlILic interaction liquid Chromatography
HPLC High Performance Liquid Chromatography; (Hgyeffektiv vaeskekromatografi)
IS Internstandard

LC Liquid Chromatography; (Vaskekromatografi)

LC- MS Liquid Chromatography Mass Spectrometry

LLE Liquid- Liquid Extraction; (vaeske- veske- ekstraksjon)
LOD Limit of Detection; (Minste detekterbare mengde)
LOQ Limit of Quantification; (Minste kvantifiserbare mengde)
M Molar (mol/liter)

(M+H)* Protonert molekyl ion

MeOH Metanol

MRM Multiple Reaction Monitoring

MS Mass Spectrometry; (Massespektrometri)

MS/MS Tandem Mass Spectrometry

Mw Molekylvekt

m/z Mass to charge ratio; (Masse til landings forhold)
NaOH Natriumhydroksid

RSD Relativt standardavvik

SD Standard avvik

SIR Single Ion Recording

TBME Tert-butylmetyleter

TCA Trichloroacetic acid; (Trikloreddiksyre)

TIC Total Ion Current

TPN Total Parenteral Nutrition; (Total parenteral ernering)
UNN Universitetssykehuset Nord-Norge HF

UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography

uv Ultra violet; (Ultra fiolett)

ZnSOy Zinksulfat

uM Mikromolar

ul Mikroliter
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Sammendrag

SAMMENDRAG

Etter den fgrste dosen, blir dosering av aminoglykosider styrt av hyppige malinger av
serumkonsentrasjonen. Malingene blir gjort ved hjelp av en immunoassay basert metode.
Denne metoden krever relativt store prgvevolum, og malingene kan pavirkes av samtidig

behandling med TPN.

Malsetningen var a utvikle en LC- MS/MS basert metode for a kvantifisere tobramycin og

gentamicin i sma prgvevolum.

Det er utviklet en LC-MS/MS basert metode for analyse av tobramycin og gentamicin i sma
prevevolum (25 ul). Ulike UPLC kolonner (BEH C,s-kolonne, Symmetri shield, BEH HILIC,
Aminopropyl Luna, ZIC- HILIC og HSS T3 kolonne) ble testet. Ut fra disse forsgkene ble det
videre arbeidet utfgrt med HSS T3 kolonnen. Denne kolonnen ga god separasjon og
symmetriske topper av analytter og internstandard, bade nar de ble analysert som rene
forbindelser og etter ekstraksjon fra serum. Begge analyttene lot seg lett kvantifisere i det

aktuelle konsentrasjonsomradet (0,8 pM- 40,9 uM).

Vi har sammenlignet analysesvar fra pasientprgver som var analysert ved hjelp av
immunoassay metoden med svarene fra LC-MS/MS metoden. Disse prgvene samsvarte ikke,
LC-MS/MS metoden ligger bade lavere og hgyere i konsentrasjon enn immunoassay
metoden. Dette er vanskelig a forklare, men en mulig arsak kan vere at det ikke er brukt

gentamicinsulfat med kjente mengdeforhold av de ulike forbindelsene (C;, C,, Cz,0g Cia).

Validering av metoden viste at den ikke tilfredsstiller krav til linearitet (R2 > 0,99) og relativt
standardavvik (RSD < + 15 %). Metoden danner likevel et godt utgangspunkt for videre

arbeid med a etablere et alternativ til den immunoassay baserte metoden.

Side 4 av 60



Innholdsfortegnelse

INNHOLDSFORTEGNELSE
120200 =1 5 RS 2
FORKORTELSER.........cueeieiieeiiiiiiiesieeirisinsiesesesiossssssssssssnsssssssssassassssssssssssnsssssssssnssnssssssassnns 3
SAMMENDRARG . ......cciiiieiieiiriiiiiieiettieitnssessestsestnsssserestossssssssssssnsssssssssassnssssssssssssnssssssnssnnss 4
INNHOLDSFORTEGNELSE...........couoeuieeiriiieiieiiriiinisesinsseeisnssssssscsassnssssssssssssnsssssssssossnssssssassnns 5
1. INTRODUKSJON...ccituiieniieniieicinieiaiiieiieeiiseissitssiessiensiossisserssessssssssssssssssassssssenssenssansss 7
1.1. L2 <=4 01V T PSS 7
1.1.1. Problemstilling = KINIKK ........ooeiiiie ettt e e st e e e e s e e e e nreeeeas 7
1.1.2. Gentamicin 08 tODIAMYCIN . ..uuiiiiii i e et e e e e e et bar e e e e e e seasbaaeeeaeeenan 8
1.1.3. F AN = 1Y T TP UUT R 8
1.2. FOrmMalet MEA OPPEAVEN ...ttt ettt e et e e et e e e et e e e e ttee e e tsbbeeeesaeeesataeaeansreeeenneeas 8
2. 210 Y 9
2.1. Y8 Y 0T =AY o1 Lo =T oSS 9
2.1.1. B o o1 417 1 SRRSOt 9
2.1.2. LCT=T0) =1 0 1 (o1 o [PPSO PRSP 9
2.2, e =Yg a1 =T g o =T oo OO PP PP TP 10
2.3. ProveopParbIEISE ... .eii e sbre e st e e 10
2.3.1. Vaeske—VaasKe EKSTrakSjON .....cc.uuiiiiiee e e e e e et e e e e aaraeeeeas 11
2.4, Ultra performance liquid chromatography (UPLC) ........cccuuieiiiiiieeeiiee ettt e 11
2.5. MaSSESPEKLFOMELIT (IMIS) ..o ettt ettt et e e ettt e e et e e e e atee e e s bbeeeeesteeeeesseeeeasreaeenes 12
2.5.1. (CT=T o 1= T O OSSP U PO PR PPPUPPRRN 12
2.5.2. [[o 011 4] o =1 PO PSTOPPTOPRRPRROt 12
2.5.2.1. ] PO TSP P P UPPPRRRRI 13
2.5.2.2. L N 14
2.5.2.3. FAY o OSSP PPPPPPPPPRN 15
2.5.3. Y T Lo F: 1LY AY: | o PSPPI 16
2.5.4. DTN =] o] o TR PR UPTN 16
2.5.5. IVIS/IMIS .ttt ettt et e st e sttt st e e et et e e n e e st e es e et e et e e st e en e e aR e e s teenteeneenReeteenteenteeneenreenrenn 17
2.5.5.1. Produktion SKANN ......oouiieieeee e e n 18
2.5.5.2. IMIRIVL <ttt ettt st sttt e s bt e e ae e s be e e bt esa b e e e abeesa b beesabeesabeebeeebaeenbee s 18
3. MATERIALE OG METODE .....ccciuuituiiruiireniiesinesinsisssissieesisssisssissrsssrssssssssesssessasssasssns 19
3.1. Y YT o - | L= OSSP RO TP RPPPPTPPRRIRt 19
3.1.1. (01T V=4 o1 o] Ve 1= Y=Y U USSP 19
3.1.2. 1= 041131 1= PRSPPI 19
3.1.3. =] U o OO TP PPPRPPPPP 19
3.1.4. RV L2 o T PP PPTPPP 19
3.2. {01 Y AV O T O P PP PP U P PP TP PP P TP 20
3.2.1. e o= =T OO PPN 20
3.2.2. ANAIYSEVEIKEBY ..vveeeeeiiie ittt ettt e e st e s st e e e sbee e e s e e b te e e e atae e sbeeeeebteeennee 20
3.2.3. ANAIYLISKE KOIONNET ... e e e e e e e e e e e e e et ta e e e e e e e e aaaaeeeaas 20
3.2.4. Utstyr til proveopparbeIdelSe. ... ..o i s s 20
3.3. ULVIKIING @V MEBLOAE ..ttt e e e et e e e e e e s e e nbaae e e e e sesnnbaneeaeeeannrans 21
3.4, Y YT oY= o .41 o SRSt 21
3.4.1. [[o 011 4] o L= OO P PSTOPPTOPRRPRROt 21
3.4.2. (@o IV o] 1 =T (L IS 21
3.4.3. (o] 1T T T Y=Y g 1T = (= P 21
3.4.4. IVIRIM ettt et e ettt e e e e e et e e et b e s e e e e e e e e taa e eeeeeaa i eeeeeeeaneba e e eeaeeaaaaaaneaas 22
3.5. TillagiNg 08 FOrtYNNING .ccci e e e e e et r e e e e e e e e aataeeeeeeeesasbaeeaeesennnraes 23
3.6. Separasjon PA HSS T3 KOIONNEN ........uiiieiecee et ettt e e et e e e ate e e e e 23
3.7. Vaeske-vaeske ekstraksjon fra SErUM .........ceiciiii i e 24
3.8. Felling av proteiner fra SEBrUM ... ... e e e et e e e e nee e e snaeeeenreeenanes 25
3.8.1. Lo T[T 0 0T A= PP SRR RPN 26

Side 5 av 60



Innholdsfortegnelse

3.9.
3.9.1.
3.10.
3.11.
3.11.1.
3.11.2.
3.11.3.
3.11.4.
3.11.5.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.6.1.
4.7.
4.7.1.
4.7.2.
4.7.3.
4.7.4.

4.7.4.1.

4.7.5.

4.7.5.1.
4.7.5.2.
4.7.5.3.

4.8.
4.8.1.

4.8.1.1.

4.8.2.
4.8.3.
4.8.4.
4.8.5.

5.1.
5.2.
5.3.
5.3.1.
5.4.
5.4.1.
5.5.
5.5.1.
5.5.2.
5.6.
5.7.
5.8.

8.1.
8.1.1.
8.1.2.

Ultra performance liquid chromatography (UPLC) ......ccocuiieeiiiieeciee e eeree s e 27
Testing aVv UlIKE KOIONNET ......cooeiiieeee et e eaeee e e snereeeas 27
LC-MIS-MIS ettt ettt ettt st s e e s bt e e bt e s b e e e bt e sa ke e s ate e sabeenate e sat e e he e e bt e ebeesbeenaree s 28
AV e 1T g T == NV 4 V<] o o 1=Y o TS S 28
R 1o 4 (= PP PP TUURT PPN 28
NBYAKEIGRET ...ttt e s st e e s rabe e e st e e e s sabaeesabeeeeas 28

Lo ] 1o SN 29

20T o1 A= o o T- T o =] SR 29
Deteksjonsgrense (LOD) og Kvantifiseringsgrense (LOQ) ........cocveerveereeerieeniesneesnieesiieeesiveenns 29
RESULTATER.....cuiitiiiiitniitiieiieiciaieiaietesieesisesisssisssesssssssenssosssasssasssssesssssnssssssnsssnsssns 30
Vaeske- vaeske ekstraksjon fra SEIrUM .......uiiicciiii et e e s nre e e e neeas 30
Felling av proteiner fra SErUM ... ....ii i e e e e e e e e e e nee e e snaeeeenreeeeanes 30
Utvikling av vaeskekromatografi Metoden ............uuiiiiiieciiie e 30
PaSIENEPIBVEN .ottt ettt e e e s et e e e e e ee e s e s aabeeeeeeeseannreeeeeeeeannreen 30
KONEFOHPIBVET ..ttt e e st e e e s bbe e s s s abeeeesabeeesssteessabeeessnbeeesnanes 31
Ultra performance liquid chromatography (UPLC) ......ccocuvieiiiiie et e e 32
Testing av UlIKE KOIONNET ......cooeiiee et e e e e e e e e saeeeeeas 32

Y YT oY= o .41 o USRSt 32
(o 1Ty T T I =T o= o 4 I (O = SR 32

e LT = g Lo T o F O ST PPRRRRPPTTOPPUON 32
JONEKIIAE et e e sttt s ettt e e st e e e s e s ate e e sbbe e e e abeeeseataeesareeeeas 32
MS og MS- MS av tobramycin 0g gentamiCin...........coooiciiiieiiii e 34
ProduktionSKann .......eee e e e 34
Kromatografi av tobramycin og gentamicin i SErUM .........ccoccveeeiiiiiecciiee e e 35
PASIENTPIBVE ...t e e e e s e e e 35
KONEIOIPIBVE ..ttt ettt ettt et e s e e s st e e sabe e bt e e sbaesnee s 36

) 10T e 1= O PO PRSPPI 37

RV 110 L= T o = PSP 38
R [T 4 (= P TSP PP PP UURT PPN 38
SEANAAIAKUIVET ..ttt e e st e e s et e e sateeee e sbbeesssteeesaneaas 38
NBYAKEIZNET ettt ettt e st e s be e st e e sabeesateesbteenaeeeane 40

L = 1 o o OO PRPON 42

R0 o1 =T o oY= T =] ST 43
Deteksjonsgrense (LOD) og kvantifiseringsgrense (LOQ) .......ccoveerveeriieenieenieniieenieesieeeeieenns 44
DISKUSJON....ccituiiuiiiniiteiiiniiaiiairaiirniiresieesisesisssrsssrsssssssssstasssassrsssrassrsssssssssssssssassses 45
Vaeske-vaeske ekstraksjon fra SErUM .. ..o i it e s e e e s 45
Felling av proteiner fra SEIUM ... ... e e et e e e e e s e te e e e e e e seeanbaeeeaeeeeanrens 45
PaSTENEPIBVEN ..ttt e e ettt e e e s e et e e e e eee e e s anbeeeeeeeseannreeeeeeeeannraen 46
Gentamicin BIANAINGEN ....cocveii e e e e e e e enaeas 46
Ultra performance liquid chromatography (UPLC) ......ccocuiieiiiiie ettt eeree e e e 47
Testing aVv UlIKE KOIONNET ......cooeiiiecee e e et e e e eaaa e e e sneeeeeas 47

1Y T o 1=l oY a0 (=1 { PSSRSOt 48
JONEKIIAE ettt e sttt e e s abe e e s e s ate e e sbte e e s abeeesataeesareeeeas 48

e LT - g Lo T o F PSPPSRI 48

RV 110 L= T o = PSP 48
L1111 Lo 1= O PP PPORUPPUPRTPN 49
FOrtSettelse aVv PrOSJEKEET ....uuviiiiiieeectee ettt e e et re e e sre e e s e str e e e e nre e e snaeeeenseeeennes 49
KONKLUSJON ...ciiiiiiiiiieniieniieniieciaieinieissiessisesissssssssssssssesssssssasssssesssessssssssssssnsssnsssns 50
REFERANSER ....cuiiuiiiiiiiniieniieiieicieicieiiieiieesieesissiassesssesssesssesssasssssesssesssssnssssssnsssnsssns 51
APPENDIKS.....cuiiiiiiiiiieiieiciaiciiiteiieesisiiasitasiessiessiessiaserssersssssssesssssssasssnsssnssenssansss 53
Y o o T<T 0o 11 NS 53
SEANAAIAKUIVET ...ttt ettt e e st e e e st e e e s bb e e e s e sabteessastaessbeeeesbeeeenanes 55
Tabell staNdardKUINVENE .......ooi it sttt e e s sabe e e seatae e s sabeeeens 57

Side 6 av 60



Introduksjon

1. INTRODUKSJON

Aminoglykosidene tobramycin og gentamicin er hyppig brukt mot en rekke alvorlige
infeksjoner. Begge forbindelsene kan vare nyre og gretoksiske dersom
maksimumskonsentrasjonen i blodet er for hgy, eller dersom konsentrasjonen ikke kommer
lavt nok fgr neste dose. Skadene kan i verste fall vare irreversible. Det er derfor viktig & méle
serumkonsentrasjonen ved jevne mellomrom, slik at pasienten ikke risikerer nyre eller
greskade. Standard metode for & male serumkonsentrasjon av aminoglykosider er per i dag

immunoassay basert [1].

1.1. Bakgrunn
1.1.1. Problemstilling - klinikk

Noen pasienter som far et aminoglykosid blir ernarte med total parenteral ernering (TPN),
som er en blanding av elektrolytter, aminosyrer og fettemulsjon. Det er kjent at samtidig
ernering med fettemulsjon kan pavirke immunoassay metoder for serum-
konsentrasjonsmalinger av andre legemidler, men det er ikke kjent om dette ogsa gjelder for
maling av aminoglykosider. Siden det er usikkerhet om fettemulsjonen pavirker
serumkonsentrasjonsmalingene av aminoglykosider, er det anbefalt a stoppe infusjonen av
TPN minst fire timer fgr man tar blodprgve av pasienten. Denne anbefalingen er valgt ut i fra

et “fgre var prinsipp” [1].

En stopp i infusjonen fgr hver blodprgve skaper praktiske vanskeligheter dersom pasienten far
mange legemidler intravengst, og det kan fgre til at klinikere velger a behandle med andre
legemidler enn aminoglykosider eller at de ignorerer anbefalingen om a stoppe TPN
infusjonen fgr hver blodprgve. Dette kan skape usikkerhet om hvordan man skal tolke
resultatet av malingen, dersom fettemulsjonen pavirker konsentrasjonsmalingen av
aminoglykosidet [1].

Til den immunoassay baserte metoden trengs det et prgvevolum pa 200-500 ul serum, noe

som kan vere problematisk nar pasienten er et prematurt barn [2-4].
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1.1.2. Gentamicin og tobramycin

Gentamicin er en blanding av fem ulike forbindelser. Det er stgrst mengde av forbindelsene
Ci, Cra, Cy0g Cy, [5]. Strukturformel av gentamicin forbindelsene (C;, Cj, og Cy) er vist i
figur 2. Mengdeforholdene mellom de ulike gentamicinforbindelsene kan variere mellom
ulike produksjonsbatcher [5-7].

Gentamicin er hyppigere brukt enn tobramycin, da tobramycin nesten utelukkende blir brukt i

kombinasjonsbehandling mot en gramnegativ tarmbakterie (Pseudomonas aeruginosa) [1].

1.1.3. Analytisk
I litteraturen er det beskrevet analyse av tobramycin og gentamicin ved hjelp av

mikrobiologiske assays, immunoassays og diverse HPLC baserte metoder [8, 9].

Mikrobiologiske assay har lenge vert brukt for a male konsentrasjoner av antibiotika i
kroppsvaeske og vev. Tiden det tar fra man sar mediet til man far svar, ved bruk av
tradisjonelle mikrobiologiske assay, er 18-24 timer. Det er vanskelig & male aminoglykosider
hos pasienter som far andre antibiotika i tillegg til aminoglykosider; forstyrrelse fra andre
antimikrobielle midler kan gjgre resultatene ugyldige. Dette er et generelt problem med

metoden og er en grunn til at den ikke brukes sa ofte lenger [10].

I de siste arene har det vert en klar tendens til at immunoassay baserte medikamentanalyser
erstattes med  kromatografibaserte  analysemetoder.  Utviklingen av ~ moderne
massespektrometri (MS) har akselerert denne utviklingen pa grunn av MS sin evne til
selektivt & detektere sma mengder av organiske forbindelser. I en rekke artikler er det
beskrevet LC-MS/MS baserte analyser av tobramycin og gentamicin i ulike biologiske prgver
[7, 8, 11-14]. En ulempe med LC-MS/MS metoder er at de kan kreve tidkrevende og kostbar
proveopparbeidelse fgr endelig kvantitativ analyse. Dette er ugunstig nar en analyse skal

innfgres som rutine i et klinisk farmakologisk laboratorium.

1.2. Formalet med oppgaven

Formalet med oppgaven var a utvikle en LC-MS/MS metode for kvantitativ analyse av

gentamicin og tobramycin i blod ved bruk av sma mengder prgvemateriale.
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2. TEORI

2.1. Aminoglykosider
2.1.1. Tobramycin

Figur 1. Strukturen av tobramycin, (Mw= 467, 26 g/mol).

2.1.2. Gentamicin

Gentamicin R, R, R; Mw (g/mol)

C, CH, H CH; 477,60
Cu H H H 449,54
C, H H CHy 463,57
Ca H CH, H 463,57
Ca CH, H H 463,57

Figur 2. Strukturen og molekylvekt til de ulike typene av gentamicin.

Side 9 av 60



Teori

2.2. Internstandard

Internstandard (IS) er en forbindelse som tilsettes prgven i en kjent konsentrasjon sa tidlig
som mulig i den analytiske prosedyren [15]. Dette gjgres for & unnga systematiske feil og for

a fa stgrst mulig presisjon av kvantitative analyser.

I flere artikler er det beskrevet bruk av sisomicin som IS ved analyse av gentamicin og
tobramycin [8, 12, 16]. Sisomicin ligner pa strukturen til tobramycin og gentamicin, og

oppfyller ogsa de andre krav som stilles til en IS. Sisomicin ble derfor ogsa her brukt som IS.

0
HO
H,C" " OH
_NH
H,C

Figur 3. Strukturen til sisomicin, (Mw= 447, 27 g/mol).

2.3. Proveopparbeidelse

Proteiner i serum ma fjernes fgr analyse av legemidlene kan utfgres pa LC-MS/MS, siden
proteiner kan felle ut i kolonnen og forandre dens egenskaper. Proteiner kan ogsa forstyrre
deteksjon av analytter i selve MS- instrumentet. Fgr analyse ma derfor analyttene separeres
fra proteiner i serum [15]. Det er prgvd to ulike strategier for dette. Det er forsgkt a isolere
analyttene ved hjelp av vaske- veske ekstraksjon, dvs. a fa analyttene over i et organisk
lgsningsmiddel. Det er gjort forsgk med ulike organiske lgsningsmidler. Den andre strategien

som er testet er a felle proteiner fra serum og deretter injisere direkte pa LC-MS/MS systemet.
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2.3.1. Vaeske-vaske ekstraksjon
Det brukes to vasker i en vaske—vaske ekstraksjon, en vandig lgsning og et organisk
lgsemiddel som ikke er blandbart med vann [15]. I terapeutisk monitorering av legemidler

representerer serum den vandige fasen.

2.4. Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

I vaeskekromatografi separeres forbindelsene ved at mobilfase pumpes med konstant hastighet
gjennom kolonnen. Analytten ma lgses i en vaske som er blandbar med mobilfasen. En
injektor injiserer lgsningen direkte inn i mobilfasen fgr kolonnen, dette skjer under hgyt trykk,
se figur 4. Ved bruk av gradienteluering gkes mobilfasestyrken gjennom analysen, mens
mobilfasen har samme sammensetning gjennom hele analysen ved bruk av isokratisk
eluering. Detektorene gir en elektrisk respons for forbindelsene, denne responsen bearbeides

av datamaskiner og viser det i form av kromatogram [15].

I dette arbeidet ble det brukt en UPLC, hovedforskjellen pa UPLC og HPLC er at partiklene i
UPLC kolonnen er mindre. UPLC kolonner gir bedre sensitivitet og separasjon, sammenliknet
med standard HPLC teknikk [17]. Med UPLC oppnas tilfredsstillende separasjon pa kortere
tid enn ved bruk av HPLC kolonner.

UPLC kolonne
-
Injektor
Mohilfase B
— Prave
Mohilfase A Detektor
Pumper

Anfall

Figur 4. Oversikt over UPLC mobilfase gradient system. Figuren er en modifisert fra [18].
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2.5. Massespektrometri (MS)
2.5.1. Generelt

Figur 5. Skjematisk fremstilling av et massespektrometer. Figuren er modifisert fra [19].

Et massespektrometer bestar av fire hoveddeler, se figur 5.

Inlet brukes til a fgre prgven inn i selve MS-instrumentet. Eksempler pa inlet er GC og UPLC.
Prgven kan ogsa introduseres ved hjelp av en sprgyte. I ionekilden omdannes de ngytrale
molekylene til ioner, og en far produsert molekylioner som er de intakte analyttene i ionisk
form. Molekylionene kan fragmentere videre til ioner med lavere masser. Dette kan skje i
stgrre eller mindre grad, avhengig av betingelser i ionekilden. Ved hjelp av elektriske felt
styres ionene ut av ionekilden og inn i masseanalysatoren der de blir separert etter forholdet

masse over ladning (m/z).

2.5.2. Ionekilder

Det eksisterer en rekke ulike ionekilder som kan anvendes i kombinasjon med LC-MS/MS.
Tre av disse er ESI, APCI og APPI. Ulike substanser vil gi optimal respons i ulike ionekilder.
Men med en gitt substans kan det noen ganger vare vanskelig a vite pa forhand hvilken

ioniseringsteknikk som vil vaere best egnet for den aktuelle forbindelsen [19].
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2.5.2.1. ESI

Elektrosprayionisering er en atmosferetrykk ioniseringsteknikk, og som ved alle andre
atmosferetrykk ioniseringsteknikkene skjer dannelse av ioner utenfor vakuumsystemet av
massespektrometret. Elektrospray er en prosess hvor mobilfasen med analytt fordamper og

sendes ut av en drape og inn i en gassfase.

Mobilfasen med analytt kommer fra veaskekromatografen til ionekilden gjennom et
stalkapilleer. Mobilfasen som brukes, varierer ut fra hva som passer best til prgven under
analyse. Det er en spenning pa enden av kapilleeret. Som en konsekvens av dette sterke
elektriske feltet, blir prgvelgsningen omdannet til aerosol med ladete draper. Denne
elektrospray prosessen er hjulpet av en inert gass (nitrogen) som ogsa strgmmer nedover
staven rundt utsiden av kapilleret. De ladede drapene blir mindre i stgrrelse pa grunn av
fordamping forarsaket av en strgm av varm nitrogen gass, ogsa kjent som tgrregass, som
passerer pa fremsiden av kilden. Til slutt blir ladete ioner fra prgven lgst fra drapene. Noen av
disse ionene gar inn i masse analysatoren hvor deres m/z- forhold males [20].

ESI kan operere ved 4 se etter positive ioner (ESI") eller negative ioner (EST).

G-e—d:

Dripe som Dirdpe som @
iniehiolder iofer fordamper

E\

. loter somm fordamper fra
ovetflaten av drdpen

Figur 6. Skisse av ESI prosessen. Figuren er modifisert fra figur 2.2 [20].
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2.5.2.2. APCI

Kilden 1 APCI er en modifisert elektrospraykilde. Selve veien inn i masse spektrometret er
den samme som for ESI, men det er ingen spenning pa kapilleret.

Kombinasjonen av forstgvergass og varme omdanner Igsningen til en aerosol, som fordamper
raskt. Pa innsiden av den varmede kilden er det en korona nal, palagt hgyspenning, og det er
denne som fgrer til ionisering av molekyler i lgsningen. I plasmaregionen rundt korona nalen
danner en kombinasjon av kollisjons og ladnings reaksjoner en kjemisk ionisering. Molekyler
i en prgve som passerer gjennom denne regionen av Igsemiddelioner kan bli ionisert av en
overfgring av et proton for 4 danne (M+H)" eller (M-H) ioner [20]. Protonerte analyttioner

dannes ved at de reagerer med ladde gassfaseioner som kommer fra mobilfasen.

APCT kilde

Varmer N2

A/

—» Analysator

& T .
* \ N2
Forstover gass

Corona discharge

Figur 7. Skisse av APCI. Figuren er modifisert fra [21].
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2.5.2.3. APPI

I APPI ioniseres gassfasemolekyler ved a bruke fotoner. Pa samme mate som ved ESI og
APCI fordampes prgven av en forstgver. Analytten interagerer med fotoner som er sendt ut av
en UV-lampe [22, 23]. Fotonene induserer en serie reaksjoner som fgrer til at
prevemolekylene blir ionisert [22].

En standard UV-lampe har tilstrekkelig hgy fotonenergi (10,6 eV), som kreves for a ionisere

mesteparten av organiske molekyler, uten a ionisere mobilfasemolekyler [23].

HPLC-inngang
|
Forstaver (spra
Forstpver gass -~ (pray)
anIﬂamperlfl.ra.tmr)
ra
Vs
- Terregass

Figur 8. Skisse av APPI. Ioniseringen av molekyler skjer ved hjelp av UV-lampen. Figuren er en
modifisert modell fra [24].
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2.5.3. Masseanalysator

En stor del av massespektrometrene som er brukt i dag er konstruert etter kvadrupolprinsippet
[15]. Kvadrupol analysatoren bestar av 4 parallelle metallstenger. Et positivt ion som kommer
inn mellom metallstengene vil bli dratt mot en negativt ladd metallstang. Ladning skifter med
en gitt frekvens og dermed vil ionet forandre retning [25].

I spektrometre med trippel kvadrupol virker den fgrste kvadrupolen (Q1) som et massefilter.
Den sender og akselererer et valgt ion videre mot kollisjonscellen (q). Trykket i
kollisjonscellen er hgyere og ioner kolliderer med en inert gass, for eksempel argon, noe som
resulterer i fragmentering av kollisjonsindusert opplgsning. Fragmentene akselererer sa inn i
kvadrupol 2 (Q2), et annet skannende massefilter, som separerer dem fgr de gar inn til

detektoren [25].

Kollisjons -
Evadimpol 1 celle Evadipol 2
Q1 . Q2
Detektor

@
% ¥
_—

Argon gass

|

Figur 9. Skisse av en trippel kvadrupol. Figuren er en modifisert fra [26].

2.5.4. Deteksjon

Etter hvert som ioner passerer masseanalysatoren, detekteres de av en detektor som registrerer
mengden ioner [15, 22]. Dataene presenteres som regel i et plott av relativ intensitet mot

masse over ladning (m/z) [15].
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2.5.5. MS/MS
I de mest vanlige tandem masse spektrometer- eksperimenter er den fgrste analysatoren brukt
til a isolere et forlgperion (foreldreion), som spontant eller som fglge av aktivering
gjennomgar fragmentering for a danne produktioner og ngytrale fragmenter [22].

(M+H)™ = M” fragment + M ngytral
Alle ionene som dannes i kollisjonscellen gar videre mot kvadrupol 2. Denne kan operere

enten i skann mode eller last pa en eller flere definerte masser.

Tabell 1. Tabellen viser en oversikt over ulike typer skann som kan utfgres avhengig av hvilke kvadrupol
(Q) som er last eller i skann.

Q1 Q2 Skann

Last Skann Produktion
Skann Last Foreldreion

Last Last MRM
Skann Skann Ngytralt tap

I dette arbeidet er det blitt brukt produktionskann og MRM. De andre to blir ikke nevnt mer,
siden de ikke er blitt brukt i dette arbeidet.

' Kollisjon
ESI

u ¥

Ionisering

iﬁ;} % e
iﬁi if‘% separasjon {g}i i&"}

MS 1 MS2
Foreldreion Produktion

Figur 10. En skisse av MS/MS. Figuren er modifisert fra [27].
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2.5.5.1. Produktion skann

Den fgrste formen for skanning bestar i & velge et ion med et valgt m/z forhold med det fgrste
spektrometret (Q1). Inne 1 kollisjonscella kolliderer dette ionet, reagerer og fragmenterer. Av
et andre spektrometer (Q2) analyseres reaksjons produkter. Dette kalles et produktion skann

[22]. I kombinasjonen LC-MS/MS med ESI, vil en som oftest velge (M+H)" som foreldreion.

2.5.5.2. MRM
MRM brukes til kvantitative analyser. Sammenliknet med SIR (single ion recording) vil
MRM gi mindre interferens og i de fleste tilfeller ogsa gjore det mulig a detektere/kvantifisere

mindre mengder av analytten [19].
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3. MATERIALE OG METODE

3.1. Materiale

3.1.1. Utgangsforbindelser
Rene forbindelser:  Tobramycin sulfat
Gentamicin sulfat

Sisomicin sulfat

3.1.2. Kjemikalier
Acetonitril
Ammoniakklgsning
Ammoniumacetat
Cyclohexan

Dietyleter

Diklormetan

Etylacetat

Hexan

Isoamylalkohol
Karbonatbuffer (NaHCO5)
Maursyre

Metanol

NaOH

n-klorbutan

TCA

Tert—butylmetyleter (TBME)
Toluen

ZI’ISO4

3.1.3. Serum

Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland

Sigma- Aldrich, Tyskland

Merck, Tyskland
Flucka, Tyskland
Flucka, Tyskland
Flucka, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland
Merck, Tyskland

Sigma- Aldrich, Tyskland
Sigma- Aldrich, Tyskland
Sigma- Aldrich, Tyskland

Medikamentfritt serum som er benyttet i metodeutviklingen ble levert av blodbanken pa

Universitetssykehuset Nord-Norge (UNN) HF, Tromsg.

3.1.4. Vann
Alt vann som er brukt 1 metodeutviklingen er Milli-Q vann.

(Milli-Q rensesystem, Millipore, USA).
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3.2. Utstyr
3.2.1. Pipetter

1-10ul Eppendorf Reference Tyskland
10 - 100ul Eppendorf Research Tyskland
100 - 1000ul Eppendorf Research Tyskland

3.2.2. Analyseverktgy
Acquity UPLC (Vaskekromatograf) Waters

Quattro Premier XE Tandem massespektrometer Waters

3.2.3. Analytiske kolonner

Acquity UPLC BEH Cjs- kolonne, 1,7 um, 2, 1*100 mm
Acquity UPLC BEH Symmetry shield C18, 1,7 um, 2, 1*50 mm
Acquity UPLC BEH HILIC, 1,7 pm, 2, 1* 100 mm
Aminopropyl Luna kolonne, SU NH,, 5 pum, 150* 2,0 mm

ZIC- HILIC kolonne, 50* 2,1 mm, 3.5 pm

ZIC- HILIC forkolonne, 20* 2,1 mm, 5 um

Acquity UPLC HSS T3 kolonne, 1,8 pm 2, 1*100 mm

3.2.4. Utstyr til prgveopparbeidelse

Sentrifuge Heraeus sepatech Biofuge
Vortex mikser Heidolph REAX
Vekt Mettler MT5

, Milford, USA
, Manchester England.

Waters, USA
Waters, USA
Waters, USA
Phenomenex, USA
SeQuant, Sverige
SeQuant, Sverige

Waters, USA

Tyskland
Tyskland

Sveits
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3.3. Utvikling av metode

Gentamicin sulfat inneholder 4 ulike forbindelser, C;, C;,, C, og C,,, men mengdeforholdet
mellom disse var ikke oppgitt. Det ble derfor tatt utgangspunkt i en sammensetning funnet i
en artikkel [7]. I fglge denne er mengdeforholdet C;: 41,2 %, Cia: 9,4 %, Co+ Ca: (39,3 +

10,1)= 49,4 %. Det kan tenkes at det ogsa forekommer sma mengder av forbindelsen Cy,.

3.4. Massespektrometri
3.4.1. Ionekilde

Under utvikling av denne metoden, ble det testet tre ulike ioniseringsteknikker. De teknikkene

som ble testet var APPI, APCI og ESI. EST" ble valgt for det videre arbeidet.

Det ble gjort innledende forsgk med bruk av APPI og APCI ionisering for & vurdere om disse
ville vaere godt egnet til analyse av tobramycin og gentamicin. Begge ionekildene ble testet
med rene forbindelser Igst i mobilfase. APCl-ionisering ble i tillegg testet ved a analysere
serumprgver tilsatt gentamicin og tobramycin. Resultatene viste at APCI og APPI var lite

egnet til analyse av disse forbindelsene. I alt videre arbeid ble det brukt ESI.

3.4.2. Cone Voltage (CV)
For de ulike fragmentene ble cone voltage (CV) testet for a finne CV-verdi for optimal
produksjon av (M+H)". Ved for lav/hgy CV ble intensiteten av signalet lavt eller helt borte.

Den CV som ga mest intensitet ble valgt.

3.4.3. Kollisjonsenergi (CE)
For de ulike (M+H)" ioner ble kollisjonsenergi (eV) testet for & finne optimal produksjon av
produktion egnet for kvantitativ analyse. En optimal CE-verdi gjor at alle (M+H)" ioner

omdannes til et fatall intense produktion med hgyest mulig masse.
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3.4.4. MRM

De optimale kollisjonsenergiene ble brukt videre, og det ble valgt to produktioner for hvert
fragment av tobramycin og gentamicin. De produktionene med hgyest intensitet ble valgt og
brukt til a lage MRM metode. Den optimale cone voltage som var funnet ble ogsa brukt i

MRM metoden.

Tabell 2. En oversikt over ulike typer mobilfaser og kolonner som er testet i metodeutviklingen.

Mobilfaser Kolonner Resultat
60 % MeOH:H,0+ maursyre HSS T3 kolonne +!
70 % MeOH: H,O + (4 mM) ammoniumacetat HSS T3 kolonne +!
40:60 MeOH: H,O + 0,02 % maursyre BEH C5-kolonne =
A: H,0 + 0,1 % maursyre BEH HILIC +
B: ACN + 0,1 % maursyre HSS T3 kolonne +*
50:50 H,O: ACN Aminopropyl Luna kolonne ~ +°
65 % ACN + Aminopropyl Luna kolonne = —
2mM ammoniumacetat+ 0,04 % maursyre

60:40 ACN: H,O Aminopropyl Luna kolonne = —
80:20 ACN: H,0+ 5 mM ammoniumacetat Z1C- HILIC kolonne -
60:40 ACN: H,0+ 5 mM ammoniumacetat + BEH C3-kolonne -
0,05 % maursyre ZIC- HILIC kolonne -
40:60 MeOH: H,O +maursyre BEH C,3-kolonne +
A:5 % ACN + 95 % H,0 + 0,2 % maursyre + 2 mM Z1C- HILIC kolonne -
ammoniumacetat

B: 95 % ACN +5 % H,0 + 0,2 % maursyre + 2 mM BEH HILIC- kolonne +
ammoniumacetat

A: Ammoniakklgsning 10 mM : H,O + NaOH pH 10,9 Symmetri Shield kolonne +

B: ACN

A:5 % ACN + 95 % H,0 + 2 mM ammoniumacetat +
350 pl eddiksyre
B: 95 % ACN + 5 % H,0 + 2 mM ammoniumacetat +
350 pl eddiksyre

BEH HILIC

— Ikke egnet

" Denne mobilfasesammensetningen og kolonnen ble bare testet med rene forbindelser.
* Denne mobilfasesammensetningen og kolonnen ga resultater ved analyse av rene forbindelser, men

ikke ved bruk av serumprgver/ felling med TCA.

? Disse resultatene s& lovende ut, men etter videre testing viste det seg at de ikke var egnet.
* Godt egnet for rene forbindelser og analyse av ekstrakt av serum, ble derfor valgt i det videre arbeid
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3.5. Tillaging og fortynning
Stamlgsning av legemidlene og internstandarden ble lagd i en blanding av vann: metanol (3:1

(v/v)) og oppbevart i brune glass.

Tabell 3. Konsentrasjoner av stamlgsningene som ble lagd.

Innveid Molekylvekt MeOH+ Renhet Konsentrasjon

(mg) (g/mol) Vann (L) (%) (uM)
Tobramycin 5,528 467,52 0,004 98 % 2897
Gentamicin®* 2,339 477,59 0,004 98,1 % 1201
Sisomicin 5,692 1385 0,004 80 % 822

* Gentamicin total, det ble tatt utgangspunkt i molekylvekten til gentamicin C;.

Det ble lagd en kombinert brukslgsning av tobramycin (100 uM) og gentamicin (160 puM), i
medikamentfritt serum. Til 1764,5 pl medikamentfritt serum ble det tilsatt 166,5 pl fra
gentamicin stamlgsningen og 69 pl fra tobramycin stamlgsningen.

Brukslgsningen ble brukt til & lage en standardrekke. Tidlig i arbeidet hadde standardrekken
felgende tobramycin/ gentamicin konsentrasjoner: 24/38,4 uM, 12/19,2 uM, 6/9,6 uM, 3/4,8
uM, 1,5/2,4 uM, 0,75/1,2 uM. Senere ble brukslgsningen brukt til & lage standardrekke med
disse tobramycin/gentamicin konsentrasjonene; 25,6/40,9 uM - 12,8/20,5 uM -6,4/10,2 uM -
3,2/5,1 uM -1,6/2,6 uM -0,8/1,3 uM.

3.6. Separasjon pa HSS T3 kolonnen

Ulike mobilfaser og gradientsammensetninger ble testet. Den mobilfasesammensetningen som
ble brukt i dette arbeidet er vist 1 tabell 4. Mobilfasene var A: H20 + 0,1 % maursyre, B:
ACN + 0,1 % maursyre.

Tabell 4. Mobilfasegradient ved bruk av HSS T3 kolonne.

Min. ml/min % A % B
Initial 0,2 99,9 0,1
2,1 0,2 99,9 0,1
2,2 0,2 20,0 80,0
2.8 0,4 20,0 80,0
2,9 0,4 99,9 0,1
4,3 0,4 99,9 0,1
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3.7. Vaeske-vaske ekstraksjon fra serum
I rutinen for analyse av legemidler ved medisinsk laboratorieavdeling, seksjon 5 anvendes
ulike organiske lgsemidler til & ekstrahere ulike legemidler fra serum. De ulike Igsemidlene

ble testet pa serumprgver av tobramycin og gentamicin, se tabell 5.

Tabell 5. Ulike organiske lgsemidler som ble testet for ekstraksjson av legemidler fra serum. Alle rgrene
inneholdt 100 pl av tobramycin/gentamicin i serum (10/16pM), det ble tilsatt 50 pl karbonatbuffer
(NaHCO5) og deretter organisk lgsemiddel

Reagensrgr  Organisk lgsemiddel
1000 pl av:

Diklormetan

Diklormetan: MeOH (9:1)
Hexan: etylacetat 70:30
Etylacetat

N-klorbutan: etylacetat
TBME (tert-butylmetyleter)
TBME-n-klorbutan (9:1)
Cyclohexan

Hexan: Etylacetat (1:1)

10 Toluen:Isoamylalkohol (8:2)
11 Hexan: dietyleter (50:50)
12 n-klorbutan

O 0 NU AW -

Etter tilsetting av karbonatbuffer (pH 11,4), og de organiske lgsemidlene til serumprgver ble
de blandet pa vortex mikser i ca. 10 sek. Deretter ble de sentrifugert og 800 pl av den
organiske fasen ble overfort til nye reagensrgr. Disse rgrene ble satt til avdamping ved 40 °C
til det ikke var mer vaske igjen. Prgven ble deretter lgst i 120 ul mobilfase (H,O og 0,1 %
maursyre), og 100 pl ble overfgrt til vialer og analysert pa LC-MS.
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3.8. Felling av proteiner fra serum

Det ble testet ulike fellingsreagenser for a felle ut proteiner fra serum.

Tabell 6. Tabellen viser eksempler pa ulike fellingsreagenser som ble testet for proteinfelling fra serum i
dette arbeidet.

Tobramycin/ gentamicin i serum IS Fellingsreagens: Fellingsreagens:
100 pl 50 ul 50 ul 10 % TCA -
100 pl 50 ul 20 ul 30 % TCA -
100 pl 50 ul 300 ul 10 % TCA -
50 nl 50 ul 8 ul 30 % TCA -
50 pl 50 ul 5ul 30 % TCA -
50 pl 50 ul 10 pl 30 % TCA -
50 pl 25 ul 10 pl 30 % TCA -
25 ul 80 ul 25 ul 10 % TCA -
100 pl 50 ul 50 ul 30 % TCA 100 ul ACN
50 nl 25 ul 10 pl 30 % TCA 50 ul ACN
50 pl 25 ul 10 pl 30 % TCA 100 ul ACN
50 pl 25 ul 10 pl 30 % TCA 300 ul ACN
50 pl 25 ul 5ul 30 % TCA 100 ul ACN
50 nl 25 ul 5ul 30 % TCA 300 ul ACN
100 pl 50 ul 500 ul ACN -
50 pl 50 ul 300 Wl ACN -
50 pl 25 ul 100 ul ACN -
50 nl 25 ul 300 ul ACN -
50 pl 50 ul 50 pl ZnSO, (0,1M) 100 ul ACN
100 pl 50 ul 200 ul ZnSO,0,1 M 500 ul ACN
50 pl 50 ul 50 ul ZnSO,4 (0,1M) 200 ul ACN
100 pl 50 ul 200 pl ZnSO,0,1 M 500 ul MeOH
100 pl 50 ul 200 pl ZnS0O,40,1 M -
100 pl 50 ul 300 ul MeOH -

Fellingsreagensene nevnt 1 tabellen er testet for proteinfelling fra serum 1 ulike
konsentrasjoner av tobramycin/ gentamicin i serum og IS. Noen av prgvene ble fortynnet med
mobilfase etter sentrifugering.
Fremgangsmaten for proteinfelling fra serum:

e Tilsetting av legemidlene, IS og fellingsreagens(er)

e Rist pa vortex mikser i ca 5 sek

e Sett prgvene i fryser i 10 min (-74 °C)

e Sentrifuger prgvene i 5 min pa 10000 g

e Overfgr til vialer klar til analyse

Etter testing av direktefelling med ulike fellingsreagenser, ulike blandingsforhold av TCA og
ulike fremgangsmater, viste det seg 10 % TCA ga best resultater. Nar det omtales

proteinfelling videre i oppgaven, er det denne metoden det vises til.
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3.8.1. Pasientprover

Tabell 7. Oversikt over standardrekke og pasientprgver. Alle prgvene ble tilsatt 80 pl IS (5 pM) for 25 pl
10 % TCA.

Eppendorfrgr 25 pl fra:

S1 tobramycin/gentamicin i serum (25,6/40,9 uM)
S2 tobramycin/gentamicin i serum (12,8/20,5 uM)
S3 tobramycin/gentamicin i serum (6,4/10,2 uM)
S4 tobramycin/gentamicin i serum (3,2/5,1 uM)
S5 tobramycin/gentamicin i serum (1,6/2,6 uM)
Sé6 tobramycin/gentamicin i serum (0,8/1,3 uM)
P1 Pasientprgve 1

P2 Pasientprgve 2

P3 Pasientprgve 3

P4 Pasientprgve 4

P5 Pasientprgve 5

P6 Pasientprgve 6

P7 Pasientprgve 7

Fra serumprgven ble det overfgrt 25 pl til eppendorfrgr og tilsatt 80 pl IS (5 uM), deretter ble
25 ul 10 % TCA tilsatt. Etter tilsetting av legemidlene/pasientprgvene, IS og fellingsreagens
ble rgrene ristet pa vortex mikser i ca. 5 sek og satt i fryser i 10 minutter (-74 °C). Deretter ble
préven tint og blandet pa vortex mikser i ca. 5 sek og sentrifugert i 5 minutter ved 10000 g.
Det ble overfgrt 80 ul av prgvematerialet til UPLC vialer for analyse med LC-MS-MS
teknikk.

Alle serumprgver som ble brukt i dette arbeidet ble opparbeidet pa denne maten.
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3.9. Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

3.9.1. Testing av ulike kolonner

Tabell 8. Tabellen viser en oversikt over de ulike kolonnene som ble testet i dette arbeidet.

Kolonne Lengde Indre diameter Partikkelstgrrelse Produsent
BEH C,5 kolonne 100 mm 2,1 mm 1,7 pm Waters
BEH Symmetri shield kolonne 50 mm 2,1 mm 1,7 pm Waters
BEH HILIC kolonne 100 mm 2,1 mm 1,7 pm Waters
Aminopropyl Luna kolonne 150 mm 2,0 mm 5 um Phenomenex
Z1C- HILIC kolonne 50 mm 2,1 mm 3,5 um SeQuant
Z1C- HILIC forkolonne 20 mm 2,1 mm 5 um SeQuant
HSS T3 kolonne 100mm 2,1 mm 1,8 pm Waters

Utvelgelse av kolonne ble utfgrt ved at det ble undersgkt om de ga tilfredsstillende separasjon
og symmetriske topper ved analyse av rene forbindelser. Dersom denne testen ga
tilfredsstillende resultat, ble de ogsa testet ved a analysere ekstrakt fra serumprgver. Det viste
seg at flere kolonner, selv om de ga tilfredsstillende resultat med rene forbindelser, ikke var
egnet til analyse av ekstrakt fra serumprgver. Flere artikler [11, 28] indikerte at ZIC-HILIC
kolonnen kunne vare egnet til analyse av gentamicin og tobramycin. Det ble derfor gjort flere
forspk med a bruke denne kolonnen, men det var ikke mulig a reprodusere de resultat
oppnadd i forsgkene beskrevet i litteraturen. Det videre arbeid ble derfor utfgrt med HSS T3
kolonnen fra Waters, da denne ga god separasjon og symmetriske topper ogsa ved analyse av
ekstrakt fra serum. Disse resultatene ble ogsa oppnadd med bruk av en mobilfase som er

kompatibel med ESI-LC-MS systemet.
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3.10. LC-MS-MS

Det ble valgt a ta med to produktioner for hvert fragment. Ett for kvantifisering og ett for
kontroll. Det ble testet ulik cone voltage og kollisjonsenergi for de ulike produktionene og den

optimale cone voltage og kollisjonsenergi ble brukt i MRM metoden.

Tabell 9. Optimaliserte betingelser for fragmentene tii MRM metoden som er brukt i metodeutviklingen.

Forbindelser Foreldreion Produktion Dwell Cv CE (eV)
(g/mol) (g/mol) (sek) (V)
Sisomicin (IS) 4482 160,1 0,01 33 21
Gentamicin Cla 450,0 160,1 0,01 37 20
Gentamicin Cla 450,0 322,1 0,01 37 15
Gentamicin C2 464,0 160,1 0,01 37 20
Gentamicin C2 464,0 322.1 0,01 37 15
Tobramycin 468,2 163,1 0,01 31 22
Tobramycin 468,2 3242 0,01 31 17
Gentamicin C1 478,2 157,1 0,01 37 20
Gentamicin C1 4782 322.1 0,01 37 15

3.11. Validering av metoden

3.11.1. Linearitet
Det ble opparbeidet 3 paralleller av standardrekka og proteinfelling fra serum ble gjort som

beskrevet i 3.8. Prgvene ble analysert med 1 injeksjon av hver parallell.

3.11.2. Ngyaktighet

En prgve med medikamentfritt serum ble tilsatt gentamicin og tobramycin. Tobramycin
konsentrasjonen var 3 uM og den totale gentamicin konsentrasjonen var 4,8 uM. Fra denne
proven ble det overfgrt 100 pl til fire ulike rgr og tilsatt en standard fra standardrekka i tre av

disse rgrene, se tabell 10.

Tabell 10. Oversikt over konsentrasjoner som ble brukt til 4 validere ngyaktighet.

Niva Mengde fra 100 pl fra Konsentrasjon av Konsentrasjon av
prgven 3 pM: standard nr. tobramycin gentamicin total

0 100 pl - 3,0 uM 4,80 uM

1 100 pl 2 7,9 uM 12,64 uM

2 100 pl 4 3,1 uM 4,96 uM

3 100 pl 6 1,9 uM 3,04 uM

Etter at prgvene var blandet pa vortex mikser i 5 sek, ble det tatt ut 3 paralleller av hver prgve.

Det ble analysert 1 injeksjon av niva 0 og 2 injeksjoner av hver parallell i de andre nivaene.
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3.11.3. Presisjon

Det ble lagd 3 prgver med gentamicin og tobramycin i serum for validering av intermedizr
presisjon. Konsentrasjonen pa prgvene er vist i tabellen nedenfor. Det ble tatt ut 3 paralleller

fra hver prgve. Til slutt ble det analysert 1 injeksjon av hver parallell.

Tabell 11. Oversikt over konsentrasjoner som ble brukt for a validere presisjon.

Prgvene: Tobramycin konsentrasjonen: Den totale gentamicin konsentrasjonen:
Prgve 1 20 uM 32 uM

Prgve 2 10 uM 16 uM

Prgve 3 2 uM 3,2 uM

3.114. Repeterbarhet

Repeterbarheten ble testet ved a lage to prgver med legemidlene i serum. Prgvene som ble
lagd hadde tobramycin konsentrasjoner pa 3 uM og 10 uM, total gentamicin konsentrasjonene
var 4,8 uM og 16 uM. Det ble opparbeidet 6 paralleller av hver prgve. Det ble analysert 1

injeksjon av hver parallell.

3.11.5. Deteksjonsgrense (LOD) og Kvantifiseringsgrense (LOQ)
For a finne LOD og LOQ ble standardrekka fortynnet videre. Det ble analysert 1 injeksjon av

hver fortynning.
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4. RESULTATER

4.1. Vaeske- vaeske ekstraksjon fra serum

Ekstraksjonsutbyttet var lite eller ingenting ved vaske- vaske- ekstraksjon med organiske

lgsemidlene.

4.2. Felling av proteiner fra serum

Den beste metoden for a felle av proteiner fra serum var direktefelling med 10 % TCA. Etter
blanding av 25 ul 10 % TCA, 25 ul prgve og 80 ul IS og vortex mikser i 5 sek, ble rgrene satt
i fryser i 10 min (-74 °C). Etter opptining av prgven og ny blanding pa vortex mikser, ble den
sentrifugert 1 5 min ved 10000 g. Supernatanten ble overfgrt til UPLC vialer for analyse.

4.3. Utvikling av vaeeskekromatografi metoden

En rekke ulike kombinasjoner av UPLC- kolonner og mobilfaser ble testet. Best resultat ble

oppnadd ved buk av HSS T3 kolonnen og mobilfasen vist i tabell 4.

4.4. Pasientprgver
Pasientprgvene ble analysert ved hjelp av LC-MS/MS. I tabell 12 er de oppnadde resultat

presentert sammen med resultat oppnadd ved immunoassay maling pa de samme prgvene.

Tabell 12. Tabellen viser konsentrasjoner av pasientprgvene funnet.

Pasient Total gentamicin Total gentamicin konsentrasjon avvik %
prgver konsentrasjon funnet (WM) ved immunologisk metode (uM) (uM) Avvik

P1 0,0 <0.,8 - -

P2 29 2,9 0,0 0,0
P3 5.8 7.3 1,6 21,2
P4 22,8 17,0 5,8 -34,1
PS 1,2 1,7 0,5 31,1
P6 6,2 5.5 -0,7  -12,8
P7 4,0 3,6 -04  -11,1
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4.5. Kontrollprgver
Sammenlikningen av konsentrasjonene ved analyse ved hjelp av LC-MS/MS metoden og

immunoassay metoden er presentert i tabell 13 og 14.

Tabell 13. Tabellen viser konsentrasjoner av gentamicin (C{+C,+C;,) i kontrollprgver funnet ved LC-
MS/MS metode og ved immunoassay metoden.

Kontroll Total gentamicin Total gentamicin avvik %0

Prgver  konsentrasjon funnet ved LC-  konsentrasjon ved (uM) avvik
MS/MS (uM) immunologisk metode (uM)

A 0,00 0,00 - -

B 0,95 1,05 0,10 9,37

C 2,25 3,14 0,89 28,45

D 5,65 8,39 2,74 32,62

E 9,35 14,68 5,33 36,29

F 10,95 20,96 10,01 47,17

Tabell 14. Tabellen viser konsentrasjoner av tobramycin i kontrollprgver funnet ved LC-MS/MS metode
og ved immunoassay metoden.

Kontroll Tobramycin konsentrasjon Tobramycin konsentrasjon ved avvik Yo
prever funnet. ved LC-MS/MS (uM) immunoassay metoden (uM) (uM) avvik
A 0,00 0,00 - -

B 1,45 2,14 0,69 32,29
C 3,00 4,28 1,28 29,95
D 5,25 8,57 3,32 38,71
E 7,75 14,99 7,24 48,30
F 9,90 21,41 11,51 53,77

Ut fra tabell 13 og 14 kan en se at konsentrasjonene funnet ved analyse av kontrollprgvene

ved hjelp av LC-MS/MS metoden ligger lavere sammenliknet med immunoassay metoden.
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4.6. Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

4.6.1. Testing av ulike kolonner

Tabell 15. Tabellen viser hvilke kolonner som ga resultater ved analyse av rene forbindelser og
serumprgver.

Kolonne Rene forbindelser av Serumprgver av gentamicin og
gentamicin og tobramycin tobramycin
HSS T; kolonne 4= +

BEH C,3-kolonne

ZI1C- HILIC kolonne
Symmetri Shield kolonne
BEH HILIC kolonne
Aminopropyl Luna kolonne

++ 4+ 4+
1

Cis- kolonnene retarderte ikke forbindelsene tilfredsstillende, ZIC-HILIC kolonnen og
symmetri shield kolonnen ga ingen anvendbare resultater. Aminopropyl Luna kolonnen, BEH

HILIC kolonnen ga resultater og HSS T3 kolonnen ga resultater som kunne benyttes videre.

4.7. Massespektrometri

4.7.1. Kollisjons energi (CE)

Ved den optimale kollisjonsenergien for fragmentene viste det seg typisk fragmenter ved m/z

=160 og 322 for alle gentamicin formene, og ved m/z = 163 og 324 for tobramycin.

4.7.2. Internstandard
Sisomicin ble valgt som IS da den er veldig lik legemidlene strukturelt. Sisomicin er ogsa

funnet beskrevet brukt som IS i litteraturen [8, 12, 16].

4.7.3. Ionekilde
I dette arbeidet ble det valgt 4 benytte ESI" da det var denne ioniseringsteknikken som ga best

resultat.
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Figur 11. Figuren viser tobramycin (20 pM) og gentamicin (total konsentrasjon pa 32 pM) analysert ved bruk av APCI ioniseringsteknikk (kromatogram til venstre)
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og ESI ionisering (kroatogram til hgyre). Fra topp til bunn er det gentamicin C;, tobramycin og IS.
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4.7.4. MS og MS- MS av tobramycin og gentamicin

.
4.74.1. Produktionskann
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Figur 12. Figuren viser produktion skann av gentamicin C;.
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Figur 13. Figuren viser produktion skann av tobramycin.
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4.7.5. Kromatografi av tobramycin og gentamicin i serum

4.7.5.1. Pasientprgve
P5
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Figur 14. Figuren viser et kromatogram av en pasientprgve. Fra topp til bunn er det gentamicin C,,
tobramycin, gentamicin C,, C;, og IS.
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4.7.5.2. Kontrollprgve
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Figur 15. Figuren viser kromatogram av en kontrollprgve. Fra toppen og ned er det gentamicin C,,

tobramycin, gentamicin C,, gentamicin C,, og IS.
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4.7.5.3.

Standarder
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Figur 16. Figuren viser kromatogram av standard 2 i standardrekka, tobramycin/gentamicin
konsentrasjon pa 12,8/40,5 pM. Fra toppen og ned er det gentamicin C;, tobramycin, gentamicin C,,
gentamicin Cy, og IS.
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4.8. Validering

Aktuelle krav til analysemetodene er ikke oppfylt verken med hensyn p4 linearitet (R*> 0,99)
eller relativt standardavvik (RSD <+ 15 %).

4.8.1. Linearitet

Linearitet forteller om metoden gir standardkurver der responsen er en line®r funksjon av
konsentrasjon. Linearitet dokumenteres med line@r regresjon, R?[15].

Standardkurvene viser noe variasjon. R* er bra ved noen produktioner, mens for eksempel
tobramycin har darlig R®. Det er valgt & fokusere mest pi gentamicin og dens produktion da

det er gentamicin som brukes mest.

4.8.1.1. Standardkurver
Det er 3 opparbeidede paralleller av standardrekka som er utgangspunktet av disse

standardkurvene.

Compound name: GentamicinC1 157

Correlation coefficient: r = 0.995254, r*2 = 0.990530

Calibration curve:0.0832014 * x + -0.0307189

Response type: Internal Std ( Ref9 ), Area * (IS Conc. /IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figur 17. Standardkurve og residualplott av Gentamicin C, produktion 157.
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Compound name: GentamicinC2 160

Correlation coefficient:r = 0.993271, r'2 = 0.986587

Calibration curve: 0.132802 * x + 0.00126033

Response type: Internal Std ( Ref9 ), Area * (IS Conc./IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None
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Figur 18. Standardkurve og residualplott av gentamicin C, produktion 160.

Compound name: GentamicinC1a 160

Correlation coefficient: r = 0.998506, r"2 = 0.997014

Calibration curve: 0.156103 * x+ 0.0188717

Response type: Internal Std ( Ref9 ), Area * (IS Conc./IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figur 19. Standardkurve og residualplott av gentamicin C,, produktion 160.
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Compound name: Tobramycin163

Correlation coefficient:r = 0.960608, r"2 = 0.922767

Calibration curve: 0.012094 * x + -0.00660522

Response type: Internal Std (Ref9 ), Area * (IS Conc./IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

Residual

Response

50.09 ¥
3 X
25.0 X
0.04+—= X ><
1 X X X
-25.03 X X X
3 ~ .
T umol/liter
0.400 <
X
0.200
X
O'OOO,....,....,....,....,....,....,....,....,....,....,.umol/liter
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

Figur 20. Standardkurve og residualplott av tobramycin produktion 163.

4.8.2. Ngyaktighet

Analysemetodens ngyaktighet skal forsikre at det ikke er systematisk feil med metoden, avvik

fra sann verdi. Ved a analysere en kontrollprgve med kjent konsentrasjon kan ngyaktighet

bestemmes, kontrollprgvens kjente innhold brukes som sann verdi [15].

Tabell 16. Oversikt over relativt standardavvik og % utbytte av gentamicin C; ved validering av

ngyaktighet.

Gentamicin C1 Niva 0 Niva 1 Niva 2 Niva 3
Konsentrasjon i préven 1,98 5,21 2,04 1,25
Gjennomsnitts konsentrasjon funnet 1,08 4,92 1,48 0,76
SD 0,10 0,34 0,06 0,07
RSD (%) 9,11 6,86 3,84 9,17
% utbytte av sann verdi 54,55 94,44 72,42 60,35

Tabell 17. Oversikt over relativt standardavvik og % utbytte av gentamicin C, ved validering av

ngyaktighet.

Gentamicin C2 Niva 0 Niva 1 Niva 2 Niva 3
Konsentrasjon i prgven 2,37 6,24 2,45 1,50
Gjennomsnitts konsentrasjon funnet 1,20 5,64 1,73 0,87
SD 0,08 0,38 0,09 0,06
RSD (%) 6,66 6,68 5,36 6,45
% utbytte av sann verdi 50,54 90,26 70,67 58,04
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Tabell 18. Oversikt over relativt standardavvik og % utbytte av gentamicin C;, ved validering av
ngyaktighet.

Gentamicin Cla Niva 0 Niva 1 Niva 2 Niva 3
Konsentrasjon i prgven 0,45 1,19 0,47 0,29
Gjennomsnitts konsentrasjon funnet 0,25 1,09 0,38 0,21
SD 0,03 0,08 0,02 0,02
RSD (%) 11,76 7,03 6,41 11,10
% utbytte av sann verdi 54,30 91,60 81,32 71,74

Tabell 19. Oversikt over relativt standardavvik og % utbytte av tobramycin ved validering av
ngyaktighet.

Tobramycin Niva 0 Niva 1 Niva 2 Niva 3
Konsentrasjon i prgven 3,00 7,90 3,10 1,90
Gjennomsnitts konsentrasjon funnet 2,25 5,03 2,08 1,46
SD 0,32 0,48 0,20 0,18
RSD (%) 14,26 9,60 9,80 12,22
% utbytte av sann verdi 75,00 63,71 67,16 76,75

Aksept kriteriene for ngyaktighet ved medisinsk laboratorieavdeling, seksjon 5 er ved
presentasjon av RSD < 15 %, og ved presentasjon av gjenvinningsgrader det 100 £ 15 %.

Ut fra tabell 16- 18, gentamicin C; C; og Cy,, kan en se at alle de ulike prgvene ligger innenfor
ved presentasjon av RSD, noe som sier at konsentrasjonene funnet i de ulike parallellene
ligger ner hverandre. Men dersom en ser pa gjenvinningsgraden ser en at resultatet for de
fleste prgvene ikke nar opp til kriteriene som er satt.

Ut fra tabell 19, tobramycin, kan en se at alle prgvene ligger innenfor kravet for RSD. Men
ved presentasjon av % utbytte av sann verdi er det ikke noen av prgvene som nar opp til

kravet.
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4.8.3. Presisjon

Presisjon sier noe om spredning i analyseresultatene [15].

Aksept kriteriene for presisjon ved medisinsk laboratorieavdeling, seksjon 5 er < 15 %.

Ut fra tabell 20 og 21, prgve 1 og 2, kan en se at RSD er innenfor kriteriene som stilles.

Tabell 23, prgve 3, viser at RSD ligger utenfor for gentamicin C;, C;,, men innenfor for

gentamicin C, og tobramycin.

Tabell 20. Tabellen viser resultatene ved validering av presisjon, prgve 1.

Prgve 1 Gentamicin C, Gentamicin C, Gentamicin Cy, Tobramycin
SD 0,6 0,2 0,1 0,5
RSD (%) 8,2 1,8 5,2 2,5

Tabell 21. Tabellen viser resultatene ved validering av presisjon, prgve 2.

Prgve 2 Gentamicin C, Gentamicin C, Gentamicin Cy, Tobramycin
SD 0,6 0,3 0,1 0,9
RSD (%) 13,5 5,8 6,1 8,7

Tabell 22. Tabellen viser resultatene ved validering av presisjon, prgve 3.

Prgve 3 Gentamicin C, Gentamicin C, Gentamicin C,, Tobramycin
SD 0,1 0,1 0,0 0,3
RSD (%) 17,6 11,4 23,1 12,9
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4.8.4. Repeterbarhet

Konsentrasjonene i disse 2 prgvene var som nevnt i 3.11.4, tobramycin konsentrasjon pa 3

uM og 10 uM total gentamicin konsentrasjonene var 4,8 uM og 16 uM.

Ut fra tabell 23 kan en se at alle oppfyller kravene til relativt standardavvik som stilles (<15

%). Tabell 24 viser at tobramycin og gentamicin C,; ikke oppfyller kravene som stilles, men

Gentamicin C, og Gentamicin C;, oppfyller kravene.

Tabell 23. Tabellen viser resultatene for validering av repeterbarhet for de ulike legemidlene.

Prgve 1 Gentamicin C,; Gentamicin C, Gentamicin C,, Tobramycin
Parallell 1 4.4 uM 5,2 uM 0,9 uM 10,1 uM
Parallell 2 4,5 uM 5,4 uM 1,0 yM 11,9 uM
Parallell 3 4,3 uM 4,6 uM 0,8 uM 9,1 uM
Parallell 4 3,9 uM 5,0 uM 1,0 yM 12,2 uM
Parallell 5 3,9 uM 4,7 uM 0,9 uM 10,2 uM
Parallell 6 3,9 uM 4,6 uM 0,9 uM 8,7 uM

STD 0,3 0,3 0,1 1.4

Gj.snitt 4,1 4.9 0,9 10,4

RSD (%) 8,1 6,4 9,9 13,6

Tabell 24. Tabellen viser resultatene for validering av repeterbarhet for de ulike legemidlene.

Prgve 2 Gentamicin C; Gentamicin C, Gentamicin C, Tobramycin
Parallell 1 1,4 uM 1,6 uM 0,3 uM 3,6 UM
Parallell 2 1,2 uM 1,5 uM 0,3 uM 3,5 uM
Parallell 3 1,5 uM 1,6 uM 0,3 uM 3.4 uM
Parallell 4 1,1 uM 1,4 uM 0,3 uM 3,1 uM
Parallell 5 1,2 uM 1,4 uM 0,3 uM 3,5 uM
Parallell 6 1,0 uM 1,5 uM 0,3 uM 2,4 uM
Std.avvik 0,2 0,1 0,0 0,5

Gj.snitt 1,3 1,5 0,3 3,3

RSD (%) 16,3 7,2 0,0 15,1
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4.8.5. Deteksjonsgrense (LOD) og kvantifiseringsgrense (LOQ)

LOD er den laveste konsentrasjonen av forbindelsen som kan detekteres med den aktuelle
analysemetoden. LOQ er den laveste konsentrasjonen av forbindelsen som kan kvantifiseres i
proven med den aktuelle analysemetoden [15].

LOD og LOQ ble beregnet fra videre fortynninger av standardrekka som beskrevet i 3.11.5.
LOD = S/N* konsentrasjonen av prgven * 3

LOQ = S/N* konsentrasjonen av prgven * 10

Der S er hgyden pa toppen og N er hgyden pa stgy.

Tabell 25. Tabellen viser de beregnede LOD og LOQ.

Forbindelse LOD (uM) LOQ (uM)
Tobramycin 0,21 0,69
Gentamicin C1 0,06 0,21
Gentamicin C2 0,14 0,46
Gentamicin Cla 0,01 0,02

Ut fra tabell 25 kan en se at bade LOD og LOQ beregnet er lavere enn den laveste
konsentrasjonen i standardrekka som ble brukt.

De laveste konsentrasjonene i standardrekka som ble brukt i dette arbeidet var; tobramycin
konsentrasjon pa 0,8 uM og total gentamicin konsentrasjon pa 1,28 uM. Ved a ta
utgangspunkt i mengdeforhold fra artikkelen ble konsentrasjonene av de ulike forbindelsene i
gentamicin: C; = 0,5 uM, C, = 0,6 uM og C;,= 0,1 uM.

Disse resultatene tilsier at standardrekka ligger over bade LOD og LOQ.
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5. DISKUSJON

Det er utviklet en metode for maling av gentamicin og tobramycin i sma volum (25 ul) blod
ved hjelp av LC-MS-MS. Ved bruk av direktefelling av proteiner fra serum gar
proveopparbeidelsen veldig raskt, og selve LC-MS/MS analysen tar 5 minutter. En av de
metodene som er beskrevet i litteraturen ble forsgkt brukt, men det var ikke mulig a
reprodusere de resultat som ble presentert der [11]. Metoden tilfredsstiller ikke de krav
medisinsk laboratorieavdeling, seksjon 5 stiller til linearitet og relativt standardavvik.

Metoden danner likevel et godt grunnlag for videre arbeid, slik at immunoassay baserte

metoder etter hvert kan erstattes med LC-MS/MS baserte metoder.

5.1. Vaske-vaske ekstraksjon fra serum

Det ble ingen anvendbare resultater ved analyse av prgven etter test av vaske- vaske-
ekstraksjon. Det var ikke et uventet resultat da dette er meget polare legemidler. Regulering

av pH til 11,4 ble gjort for a gke Igseligheten i organisk lgsemiddel

5.2. Felling av proteiner fra serum

Det er blitt testet felling med ACN, ACN + TCA, ACN + ZnSO,4, MeOH, ZnSO,4 og ZnSO,4 +
MeOH, som ikke ga anvendbare resultat.

Proteinfelling med 30 % TCA fungerte noe bedre. Ved bruk av 50 pl prgve, 50 ul IS og 8 ul
30 % TCA viste seg at det oppsto utfelling etter nedfrysing av prgvene over natten.

Det ble testet videre med ulike mengder prgve, IS og 10 % TCA. Det ble testet a sette prgvene
i kjgleskap 1 10 min etter tilsetting av IS og 10 % TCA, deretter sentrifugering. Vialene ble
fryst ned over natten og det oppsto utfelling nok en gang. Dermed ble det testet a sette
prgvene i fryser 1 10 min isteden for i kjgleskap. Vialene som ble satt i fryser over natten,
viste ikke lengre tegn til ytterligere utfelling. Det som viste seg a gi best resultat var & tilsette
80 ul IS til 25 pl prgve, deretter 25 pl 10 % TCA.

Det ble testet a sette prgvene i fryser fgr sentrifugering, slik at fellingsprosesen skulle bli mer
fullstendig fgr sentrifugeringen. Og at det dermed ikke skulle oppsta ytterligere utfelling ved

nedfrysing av vialene.
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5.3. Pasientprgver

De LC-MS/MS baserte malingene avviker til dels sterkt fra immunoassay malingene. Det er
ingen systematiske avvik, det er oppnadd bade stgrre og lavere verdi ved LC-MS/MS
malingen sammenliknet med immunoassay malingene. Avvikene varierer fra + 31,1 til -34,1
prosent. Det er vanskelig & gi en fullgod forklaring pa dette. Et bidrag til de observerte
forskjellene kan vere at sammensetningen av gentamicin varierer fra batch til batch. Om de
ulike sammensetningene kan gi ulik respons i immunoassay metoden er ikke kjent. I LC-
MS/MS metoden er det ogsa forutsatt at de ulike variantene av gentamicin gir lik respons.
Siden den eksakte sammensetningen av gentamicin som ble brukt er ukjent, er det umulig a

fastsla om dette er korrekt eller ikke.

Tabell 12 viser resultat av analyse av pasientprgver utfgrt ved hjelp av LC-MS/MS og
analyser pa samme prgver analysert ved hjelp av immunoassay metode som brukes ved UNN.
Pasientprgve 1 kunne ikke immunoassay metoden gi svar pa, pa grunn av at konsentrasjonen
var <0,8 uM. Det ble ikke funnet noe ved analyse av denne pasientprgven ved LC-MS/MS
metoden heller, det kan tenkes at det er en lavere konsentrasjon i denne prgven enn LOD, og
dermed ikke kan detekteres.

Det at konsentrasjonene funnet ved bruk av LC-MS/MS metoden avviker fra immunoassay
metoden kan vare pa grunn av at mengdeforholdet i forbindelsene av gentamicin kan veare et
annet enn det som ble tatt utgangspunkt i her. Dersom det i dette arbeidet hadde vert brukt et
gentamicin sulfat med oppgitt mengdeforhold av de ulike forbindelsene, ville det vert kjente
konsentrasjoner av alle forbindelsene i standardkurven og dermed lettere a finne riktig

konsentrasjon ved analyse av pasientprgver.

5.3.1. Gentamicin blandingen

Da LC-MS/MS metoden ga lavere konsentrasjoner ved analyse av pasientprgver og
kontrollprgvene sammenlignet med resultater fra immunoassay metoden, ble det undersgkt
mer om gentamicin. Det ble da funnet at gentamicin foreligger i flere strukturer, og ikke bare
C;, som det var tatt utgangspunkt i. Det ble gjort sgk i litteraturen etter artikler med
mengdeforhold av gentamicinforbindelsene. Det ble tatt utgangspunkt i et mengdeforhold
funnet i litteraturen [7]. Mengdeforholdene mellom de ulike gentamicinforbindelsene kan som
nevnt variere mellom ulike produksjonsbatcher [5-7]. Mengdeforholdene som er beskrevet i

litteraturen er 25-50 % av Cj, 10- 35 % av Cj,, 0g 25-55 % av summen av C; og Cp, [6].
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5.4. Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

5.4.1. Testing av ulike kolonner

Alle kolonnene unntatt HSS T3 kolonnen ga resultater som ikke var tilfredsstillende. For
kolonne av typen C;g kan dette forklares med at gentamicin og tobramycin er svart polare og
vil dermed ha liten eller ingen retensjon pa kolonner av denne typen. I fglge litteraturen skulle
ZIC-HILIC kolonnen vere godt egnet [11]. Selv etter gjentatte forsgk lyktes det ikke a
reprodusere resultatene beskrevet i litteraturen. Muligens kan dette skyldes batch til batch
variasjoner av slike kolonner. BEH HILIC kolonnen ga symmetriske topper av bade
legemidlene og internstandarden, men ved analyse av standardrekka ble lineariteten svart
darlig. Det er vanskelig a forklare hvorfor de to HILIC kolonnene ikke lot seg bruke.

Luna kolonnen inneholdt en aminopropylkjede som stasjon@rfase. Ved pH < 9 vil
sannsynligvis -NH, gruppene vere ioniserte (-NH3") og med samtidig ladning pé analytten vil
ogsa dette gi liten mulighet for retensjon.

HSS T3 kolonnen er en hybrid, utviklet for & kunne analysere bade upolare og polare
forbindelser og da med mobilfase som er kompatibel med ESI-MS. Resultatene viser at den er

det beste alternative for analyser av gentamicin og tobramycin ved hjelp av LC-MS/MS.
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5.5. Massespektrometri
5.5.1. Ionekilde

APPI ga ikke gode resultater ved analyse av de rene forbindelsene av tobramycin og
gentamicin. Dette kan skyldes at aminoglykosidene ikke innholder kromofor som absorberer
lys fra UV-lampen [19].

APCI ga resultater ved analyse av de rene forbindelsene og i serum, dermed er det vist at det
er mulig & bruke APCI. Signalet ved ekstraksjon fra serum med TCA ble kraftig redusert ved
bruk av APCI som ionekilde, ved bytte til ESI" ble det bedre signal. Dette kan forklares ved at
—NH, gruppen i aminoglykosidene lett tar opp et proton nar mobilfasen og analytt kommer

inn 1 ESI- kilden.

Figur 11 viser eksempel pa kromatogram av analyse av samme prgve analysert ved bruk av
bade APCI (til venstre i figuren) og ESI (til hgyre i figuren) som ioniseringsteknikk..
Serumprgven inneholdt gentamicin C; og tobramycin. Figuren viser at det er darligere signal

og mindre symmetriske topper ved bruk av APCI som ioniseringskilde enn ESI.

5.5.2. Internstandard

Det ble testet ulike overganger av sisomicin som internstandard. Produktion med m/z pa 160
ble valgt som overgang, siden dette ga best resultatet med hensyn pa linearitet av
standardkurven. Sisomicin ble valgt som IS da den er veldig lik legemidlene strukturelt, og
den var ogsa brukt i litteraturen [8, 12, 16]. Det ble gjort sgk etter deuterert gentamicin og
tobramycin uten hell. Deuterert gentamicin og tobramycin kunne vart bedre IS enn sisomicin.
Ut fra tallene som er brukt i standardkurvene (tabell 30-37 1 appendiks 8.1,) kan en se at IS
arealene drifter litt. Det at IS arealene drifter litt kan vare et tegn pa at sisomicin ikke er

optimal som internstandard i dette tilfellet.

5.6. Validering

Metoden som er utviklet tilfredsstiller ikke avdelingens krav med hensyn pa linearitet og
relativt standardavvik. Ved analyse av pasientprgver ble resultatene sammenliknet med antatte
sanne verdier for innhold av gentamicin. Det ble malt bade for hgye og for lave verdier. Dette
tyder pa at metoden ikke har en bestemt systematisk feil. Men de til dels store avvik og

spredning av enkeltresultat tyder pa at tilfeldige feil kan gi store utslag i begge retninger. Et
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eksempel pa dette er at muligens kan graden av overgang fra (M+H)" til ett produktion variere

noe fra gang til gang.

5.7. Feilkilder

Det ble funnet i litteraturen at aminoglykosidene binder til glass [12, 29]. I dette arbeidet ble
aminoglykosidene oppbevart i glass, noe som ogsa kunne pavirket resultatene.

Selv om en bruker en IS som oppfarer seg likt analytten, er det mulighet for eventuell
interferens med matriks. Pipetteringsfeil er ogsa en mulig feilkilde som kan pavirke

resultatene, serlig nar en jobber med sma volum.

5.8. Fortsettelse av prosjektet

Det er en del mer som kan testes, det er planer om a fortsette metodeutviklingen med en
nyutviklet amid- HILIC kolonne fra Waters som snart blir tilgjengelig, det ble ikke tid til a
gjgre noe med dette i forbindelse med denne masteroppgaven. Planen videre er ogsa a gjgre et

korrelasjonsplott av pasientprgver analysert ved hjelp av immunoassay metoden og plotte mot

LC-MS/MS metoden.
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6. KONKLUSJON

Det er utviklet en LC-MS/MS basert metode for kvantitative analyse av tobramycin og
gentamicin i sma prgvevolum (25 pl). Det ble gjort analyser av rene forbindelser av
gentamicin og tobramycin i1 mobilfase, medikamentfritt serum tilsatt legemidlene og
pasientprgver. Pasientprgvene ble sammenliknet med immunoassay metoden, som brukes ved
UNN. Resultatene samsvarte ikke, noen konsentrasjoner 1a under, mens andre 1a hgyere ved
bruk av LC-MS/MS metoden. Dette er vanskelig a gi en forklaring pa, men en mulig arsak
kan at det ikke er brukt gentamicinsulfat med kjente mengdeforhold av de ulike forbindelsene

(Ci, Cr0g Cya).

Metoden er tilfredsstillende med sma prgvevolum. LOD og LOQ er tilfredsstillende niva, men
metoden nar ikke gjeldende krav til linearitet (R*>0,99) og relativt standardavvik (RSD < +
15 %).
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8. APPENDIKS
8.1. Appendiks A

Tabell 26. Tabellen viser en oversikt over konsentrasjonene til de ulike fragmentene i standardrekka.

Konsentrasjon Tobramycin Gentamicin Gentamicin  Gentamicin Gentamicin
(uM) total Cl1 41,2 %) C2(494 %) Cla(9,4 %)
Standard 1 25,60 40,96 16,88 20,23 3,85
Standard 2 12,80 20,48 8,44 10,12 1,93
Standard 3 6,40 10,24 4,22 5,06 0,96
Standard 4 3,20 5,12 2,11 2,53 0,48
Standard 5 1,60 2,56 1,05 1,26 0,24
Standard 6 0,80 1,28 0,53 0,63 0,12

Tabell 27. Tabellen viser en oversikt over konsentrasjonene av de ulike forbindelsene i standardrekka som
ble brukt i starten av metodeutviklingen.

Konsentrasjon Tobramycin Gentamicin Gentamicin Gentamicin Gentamicin
(uM) total C1 (41,2 %) C2(49,.4 %) Cla(9.4 %)
Standard 1 24,00 38,40 15,82 18,97 3,61
Standard 2 12,00 19,20 7,91 9,48 1,80
Standard 3 6,00 9,60 3,96 4,74 0,90
Standard 4 3,00 4,80 1,98 2,37 0,45
Standard 5 1,50 2,40 0,99 1,19 0,23
Standard 6 0,75 1,20 0,49 0,59 0,11

Tabell 28. Oversikt over hvordan opparbeidelsen av prgvene ved validering av repeterbarhet ble gjort.
Alle prgvene ble tilsatt 240 pl IS (S pM) fgr 75 pl fellingsreagens (10 % TCA).

Eppendorfror 75 ul fra pregven:
R1. Parallell 1 10 uM, R1
R1. Parallell 2 10 uM, R1
R1. Parallell 3 10 uM, R1
R1. Parallell 4 10 uM, R1
R1. Parallell 5 10 uM, R1
R1. Parallell 6 10 uM, R1
R2. Parallell 1 3 uM, R2
R2. Parallell 1 3 uM, R2
R2. Parallell 1 3 uM, R2
R2. Parallell 1 3 uM, R2
R2. Parallell 1 3 uM, R2
R2. Parallell 1 3 uM, R2
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Tabell 29. Oversikt over konsentrasjoner av standarder, niva og repeterbarhet (fra valideringen).

Konsentrasjon Tobramycin Gentamicin Gentamicin  Gentamicin Gentamicin
(uM) total Cl141,2 %) C2(49.4 %) Cla(9.4 %)
Standard 1 25,60 40,96 16,88 20,23 3,85
Standard 2 12,80 20,48 8,44 10,12 1,93
Standard 3 6,40 10,24 4,22 5,06 0,96
Standard 4 3,20 5,12 2,11 2,53 0,48
Standard 5 1,60 2,56 1,05 1,26 0,24
Standard 6 0,80 1,28 0,53 0,63 0,12
Niva 0 3,00 4,80 1,98 2,37 0,45
Niva 1 7,90 12,64 5,21 6,24 1,19
Niva 2 3,10 4,96 2,04 2,45 0,47
Niva 3 1,90 3,04 1,25 1,50 0,29
Niva 0 3,00 4,80 1,98 2,37 0,45
Repeterbarhet 2 10,00 16,00 6,59 7,90 1,50
Repeterbarhet 3 3,00 4,80 1,98 2,37 0,45
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8.1.1. Standardkurver

Compound name: GentamicinC1 322

Correlation coefficient:r = 0.992682, r"2 = 0.985418

Calibration curve: 0.42697 * x + 0.0298911

Response type: Internal Std ( Ref9 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None
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[0}
2
g 4.00
[72)
§ 2.00
0.00 umol/liter

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 120 140 16.0

Figur 21. Standardkurve og residualplott av gentamicin C1 produktion 322.

Compound name: GentamicinC2 322

Correlation coefficient:r = 0.986763, r"2 = 0.973701

Calibration curve:0.21556 * x + -0.00347702

Response type: Internal Std ( Ref9 ), Area * (IS Conc./IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None

X
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Figur 22. Standardkurve og residualplott av gentamicin C2 produktion 322.
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Compound name: GentamicinC1a 322

Correlation coefficient: r = 0.995967, r*2 = 0.991950

Calibration curve: 0.267973 * x+ 0.000945192

Response type: Internal Std ( Ref9 ), Area * (IS Conc./IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None

X
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Figur 23. Standardkurve og residualplott av gentamicin C1 produktion 322.
Compound name: Tobramycin324
Correlation coefficient: r = 0.964543, r"2 = 0.930343
Calibration curve: 0.00564465 * x + -0.000500524
Response type: Internal Std ( Ref9 ), Area * (IS Conc./ IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x2, Axis trans: None
3 X X
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~ 20.0§ y §
g 00i 3% X
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2004 %
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Figur 24. Standardkurve og residualplott av tobramycin produktion 324.
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8.1.2. Tabell standardkurvene

Tabell 30. Tabellen viser tallene for gentamicin C;, produktion 157, brukt til standardkurve.

GentamicinC, 157

Type Standard RT Areal Areal Respons Prgve tekst pM %0 Dev
kons analytt IS
Standard 2,1 2,81 1159 7728 0,15 S4 Parallell 1 2,17 3,4
Standard 1,05 2,77 336 8685 0,039 S5 Parallell 1 0,83 -20,5
Standard 0,5 2,78 230 10377 0,022 S6 Parallell 1 0,64 27,2
Standard 16,8 2,8 17983 13078 1,375 S1 Parallell 2 16,9 0,6
Standard 8,4 2,8 6225 8961 0,695 S2 Parallell 2 8,72 3,8
Standard 4,2 2,77 2811 10144 0,277 S3 Parallell 2 3,7 -11,9
Standard 2,1 2,76 1210 11270 0,107 S4 Parallell 2 1,66 -21
Standard 1,05 2,78 517 10146 0,051 S5 Parallell 2 0,98 -6,5
Standard 0,5 2,79 281 10491 0,027 S6 Parallell 2 0,69 38,2
Standard 16,8 2,79 21261 14681 1,448 S1 Parallell 3 17,78 5,8
Standard 8,4 2,78 8739 13358 0,654 S2 Parallell 3 8,23 -2
Standard 2,1 2,75 1755 15412 0,114 S4 Parallell 3 1,74 -17,3
Standard 1,05 2,74 784 15377 0,051 S5 Parallell 3 0,98 -6,4
Standard 0,5 2,75 214 15637 0,014 S6 Parallell 3 0,53 6,7
Tabell 31. Tabellen viser tallene for gentamicin C;, produktion 322, brukt til standardkurve.
GentamicinC1 322
Type Standard RT Areal Areal Respons Prgvetekst pM % Dev
kons analytt IS
Standard 16,8 1,59 45102 6114 7,376 S1Parallell 1 17,21 24
Standard 8,4 1,58 27669 6580 4,205 S2 Parallell 1 9,78 16,4
Standard 4,2 1,57 14849 8803 1,687 S3 Parallell1 3,88 -7,6
Standard 2,1 1,57 7096 7362 0,964 S4 Parallell 1 2,19 4,2
Standard 1,05 1,57 4277 9351 0,457 S5 Parallell 1 1 -4,6
Standard 0,5 1,58 1939 8060 0,241 S6 Parallell 1 0,49 -1,3
Standard 16,8 1,59 52127 8198 6,359 S1 Parallell 2 14,82 -11,8
Standard 8.4 1,59 28508 6941 4,107 S2 Parallell 2 9,55 13,7
Standard 4,2 1,58 14747 8415 1,752 S3 Parallell 2 4,03 -39
Standard 2,1 1,57 8316 8944 0,93 S4 Parallell 2 2,11 04
Standard 1,05 1,6 4354 9276 0,469 S5 Parallell2 1,03 -2
Standard 0,5 1,59 2136 9659 0,221 S6 Parallell 2 0,45 -104
Standard 16,8 1,6 54040 8548 6,322 S1 Parallell 3 14,74 -12,3
Standard 8,4 1,58 30492 7985 3,819 S2 Parallell 3 8,87 5,6
Standard 4,2 1,57 16312 8782 1,857 S3 Parallell 3 4,28 1,9
Standard 2,1 1,56 9184 9841 0,933 S4 Parallell 3 2,12 0,8
Standard 1,05 1,56 4396 10038 0,438 S5 Parallell 3 0,96 -9
Standard 0,5 1,56 2604 9271 0,281 S6 Parallell 3 0,59 17,6
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Tabell 32. Tabellen viser tallene for gentamicin C,, produktion 322, brukt til standardkurve.

Gentamicin C, 322

Type

Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard

Standard RT

kons
20,2
10,1
5
2,5
1,3
0,6
20,2
10,1
5
2,5
1,3
0,6
20,2
10,1
5
2,5
1,3
0,6

1,57
1,57
1,56
1,57
1,56
1,56
1,57
1,58
1,57
1,56
1,57
1,57
1,57
1,56
1,55
1,55
1,55
1,55

Areal
analytt
32534

16982
8255
4113
2289
1268
33260
16126
9151
4531
2260
1032
36220
17794
9370
4468
2594
1256

Areal
IS
6114

6580
8803
7362
9351
8060
8198
6941
8415
8944
9276
9659
8548
7985
8782
9841
10038
9271

Respons

5,321
2,581
0,938
0,559
0,245
0,157
4,057
2,323
1,087
0,507
0,244
0,107
4,237
2,229
1,067
0,454
0,258
0,135

Prgve tekst

S1Parallell 1
S2 Parallell 1
S3 Parallell 1
S4 Parallell 1
S5 Parallell 1
S6 Parallell 1
S1 Parallell 2
S2 Parallell 2
S3 Parallell 2
S4 Parallell 2
S5 Parallell 2
S6 Parallell 2
S1 Parallell 3
S2 Parallell 3
S3 Parallell 3
S4 Parallell 3
S5 Parallell 3
S6 Parallell 3

M

24,7
11,99
4,37
2,61
1,15
0,75
18,84
10,79
5,06
2,37
1,15
0,51
19,67
10,35
4,97
2,12
1,22
0,64

% Dev

22,3
18,7
-12,7
4,3
-114
24,4
-6,7
6.9
1,2
-5,4
-11,8
-14,7
-2,6
2,5
-0,7
-15,1
-6,5
7.4

Tabell 33. Tabellen viser tallene for gentamicin C,, produktion 160, brukt til standardkurve.

Gentamicin C, 160

Type

Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard
Standard

Standard RT

kons
20,2
10,1
5
2,5
1,3
0,6
20,2
10,1
5
2,5
1,3
0,6
20,2
10,1

2,5
1,3
0,6

1,57
1,57
1,56
1,57
1,56
1,56
1,57
1,58
1,57
1,56
1,57
1,57
1,57
1,56
1,56
1,55
1,56
1,56

Areal
analytt
19396

10267
5294
2313
1404
688
21177
9993
5545
2907
1532
770
21975
11319
5616
2957
1723
819

Prgve tekst

S1Parallell 1
S2 Parallell 1
S3 Parallell 1
S4 Parallell 1
S5 Parallell 1
S6 Parallell 1

pM

23,88
11,74

4,52
2,36
1,12
0,63

Areal Respons
IS

6114 3,172
6580 1,56
8803 0,601
7362 0,314
9351 0,15
8060 0,085
8198 2,583
6941 1,44
8415 0,659
8944 0,325
9276 0,165
9659 0,08
8548 2,571
7985 1,418
8782 0,639
9841 0,301
10038 0,172
9271 0,088

S1 Parallell 2
S2 Parallell 2
S3 Parallell 2
S4 Parallell 2
S5 Parallell 2
S6 Parallell 2
S1 Parallell 3
S2 Parallell 3
S3 Parallell 3
S4 Parallell 3
S5 Parallell 3
S6 Parallell 3

19,44
10,83
4,95
2,44
1,23
0,59
19,35
10,66
4,81
2,25
1,28
0,66

% Dev

18,2
16,2
9.6
5,7
-13,7
5.6
3,7
7.3
-1
2.5
5,1
1,6
42
5.6
3,9
9,9
1,3
9.3
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Tabell 34. Tabellen viser tallene for gentamicin C,,, produktion 322, brukt til standardkurve.

Gentamicin Cy, 322
Type Standard RT Areal Areal Respons Prgve tekst pM % Dev
kons analytt IS
Standard 3,8 2,73 8703 9852 0,883 S1Parallell 1 3,32 -12,5
Standard 1,9 2,776 4644 9385 0,495 S2 Parallell 1 1,85 2,7
Standard 0,96 2,76 2863 11360 0,252 S3 Parallell 1 0,93 -3,3
Standard 0,48 2,81 912 7728 0,118 S4 Parallell 1 0,42 -12,6
Standard 0,24 2,77 642 8685 0,074 S5 Parallell 1 0,25 5,1
Standard 0,12 2,778 413 10377 0,04 S6 Parallell 1 0,12 2,2
Standard 3,8 2,778 12963 13078 0,991 S1 Parallell 2 3,73 -1,8
Standard 1,9 2,79 4873 8961 0,544 S2 Parallell 2 2,04 7,1
Standard 0,96 2,76 2783 10144 0,274 S3 Parallell 2 1,01 5,5
Standard 0,48 2,75 1594 11270 0,141 S4 Parallell 2 0,51 5,9
Standard 0,24 2,778 767 10146 0,076 S5 Parallell 2 0,26 7,7
Standard 0,12 2,79 419 10491 0,04 S6 Parallell 2 0,12 2,8
Standard 3,8 2,76 16096 14681 1,096 S1 Parallell 3 4,13 8,7
Standard 1,9 2,76 7361 13358 0,551 S2 Parallell 3 2,06 8,6
Standard 0,96 2,72 3894 15072 0,258 S3 Parallell 3 0,95 -0,8
Standard 0,48 2,75 1919 15412 0,125 S4 Parallell 3 0,44 -7,5
Standard 0,24 2,73 1068 15377 0,069 S5 Parallell 3 0,24 2
Standard 0,12 2,75 560 15637 0,036 S6 Parallell 3 0,11 -10,5
Tabell 35. Tabellen viser tallene for gentamicin C,,, produktion 160, brukt til standardkurve.
Gentamicin C;, 160
Type Standard RT Areal Areal Respons Prgvetekst pM % Dev
kons analytt IS
Standard 1,9 2,76 2981 9385 0,318 S2 Parallell 1 1,91 0,7
Standard 0,96 2,76 1718 11360 0,151 S3 Parallell 1 0,85 -11,7
Standard 0,48 2,81 712 7728 0,092 S4 Parallell 1 047 -2,3
Standard 0,24 2,77 481 8685 0,055 S5 Parallell 1 0,23 -2,6
Standard 0,12 2,78 429 10377 0,041 S6 Parallell 1 0,14 19,9
Standard 3,8 2,78 8108 13078 0,62 S1 Parallell 2 3,85 1,3
Standard 1,9 2,79 2939 8961 0,328 S2 Parallell 2 1,98 4,2
Standard 0,96 2,76 1678 10144 0,165 S3 Parallell 2 0,94 -2,2
Standard 0,48 2,75 1095 11270 0,097 S4 Parallell 2 0,5 4,5
Standard 0,24 2,78 555 10146 0,055 S5 Parallell 2 0,23 -44
Standard 0,12 2,79 385 10491 0,037 S6 Parallell 2 0,11 -4,6
Standard 3,8 2,76 8971 14681 0,611 S1 Parallell 3 3,79 -0,2
Standard 1,9 2,76 4387 13358 0,328 S2 Parallell 3 1,98 44
Standard 0,96 2,72 2321 15072 0,154 S3 Parallell 3 0,87 -9,9
Standard 0,48 2,75 1417 15412 0,092 S4 Parallell 3 0,47 -24
Standard 0,12 2,75 603 15637 0,039 S6 Parallell 3 0,13 5,2
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Tabell 36. Tabellen viser tallene for tobramycin, produktion 163, brukt til standardkurve.

Tobramycinl63

Type Standard RT Areal Areal Respons Prgvetekst pM  %Dev

kons analytt IS
Standard 25,6 2,7 4240 9852 0,43 Sl1Parallell 1 36,13 41,1
Standard 12,8 2,73 1711 9385 0,182 S2 Parallell 1 15,62 22
Standard 64 2,74 671 11360 0,059 S3 Parallell 1 5,43  -15,1
Standard 3,2 2,79 245 7728 0,032 S4 Parallell 1 3,17  -1,1
Standard 1,6 2,75 121 8685 0,014 S5 Parallell 1 1,7 6
Standard 0.8 2,75 87 10377 0,008 S6 Parallell 1 1,24 55,2
Standard 25,6 2,76 3302 13078 0,253 S1 Parallell 2 21,43 -16,3
Standard 12,8 2,77 1374 8961 0,153 S2 Parallell 2 13,22 3,3
Standard 64 2,74 533 10144 0,053 S3 Parallell 2 4,89  -23,6
Standard 3,2 2,72 348 11270 0,031 S4 Parallell 2 3,1 -3,1
Standard 1,6 2,75 107 10146 0,011 S5 Parallell 2 1,42  -11,3
Standard 0.8 2,78 85 10491 0,008 S6 Parallell 2 1,22 524
Standard 25,6 2,73 4277 14681 0,291 S1 Parallell 3 24,63 -3,8
Standard 12,8 2,74 1417 13358 0,106 S2 Parallell 3 9,32  -27,2
Standard 64 2,68 675 15072 0,045 S3 Parallell 3 4,25  -33,6
Standard 3,2 2,72 329 15412 0,021 S4 Parallell 3 2,31  -27,8
Standard 1,6 2,7 145 15377 0,009 S5 Parallell 3 1,32 -17.3
Tabell 37. Tabellen viser tallene for tobramycin, produktion 324, brukt til standardkurve.

Tobramycin324

Type Standard RT Areal Areal Respons Prgvetekst pM  %Dev

kons analytt IS
Standard 12,8 1,52 608 6580 0,092 S2 Parallell 1 16,47 28,7
Standard 6,4 1,5 201 8803 0,023 S3 Parallell 1 4,14 -354
Standard 3,2 1,52 128 7362 0,017 S4 Parallell 1 3,18  -0,6
Standard 1,6 1,52 57 9351 0,006 S5 Parallell 1 1,17 -27,1
Standard 0.8 1,51 43 8060 0,005 S6 Parallell 1 1,04 30
Standard 25,6 1,53 1301 8198 0,159 S1 Parallell 2 28,2 10,2
Standard 12,8 1,54 531 6941 0,077 S2 Parallell 2 13,65 6,6
Standard 6,4 1,53 328 8415 0,039 S3 Parallell 2 6,99 9,2
Standard 3,2 1,5 125 8944 0,014 S4 Parallell 2 2,56  -20,1
Standard 1,6 1,52 97 9276 0,01 S5 Parallell 2 1,94 21,1
Standard 0.8 1,51 29 9659 0,003 S6 Parallell 2 0,62  -22,9
Standard 25,6 1,52 1428 8548 0,167 S1 Parallell 3 29,68 15,9
Standard 12,8 1,51 559 7985 0,07 S2 Parallell 3 12,49 -24
Standard 6,4 1,51 332 8782 0,038 S3 Parallell 3 6,78 5,9
Standard 3,2 1,5 144 9841 0,015 S4 Parallell 3 2,68 -16,2
Standard 1,6 1,51 72 10038 0,007 S5 Parallell 3 1,35  -15,5
Standard 0.8 1,5 42 9271 0,005 S6 Parallell 3 0,9 12,5
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