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Sammendrag

Gentamicin blir brukt i behandling av alvorlige infeksjoner hos barn og voksne. For a unnga
alvorlige bivirkninger ma behandlingen falges opp med plasmakonsentrasjonsmalinger. | dag
males serumkonsentrasjon med immunoassay basert metode som krever 200-500 uL blod.

Formalet med prosjektet var & utvikle en LC-MS basert metode for analyse av gentamicin i sma

prgvevolum, samt etablere en metode som kvantifiserer de ulike forbindelsene av gentamicin.

En LC-MS metode basert pa bruk av en HILIC — UPLC kolonne ble forsgkt utviklet. Dette gav
symmetriske, smale topper i kromatogrammene, noe som forenkler deteksjon og kvantifisering
av sma mengder. Det ble ikke ble oppnadd kromatografisk separasjon mellom de ulike
komponentene. Ulempen med det er fare for ionesuppresjon og at det ikke er mulig a

kvantifisere individuelt de isobare forbindelsene C2, C2a og C2b.

| det videre arbeid ble derfor HILIC-kolonnen erstattet med en C18 kolonne og med
heptafluorosmarsyre som ioneparsreagens i mobil fase. Deteksjon i MS ble utfert bade i SIR-
0g MRM — mode. Optimale betingelser for SIR og MRM ble etablert. | dette systemet ble god
separasjon oppnadd, bade mellom intern standard (Tobramycin) og gentamicin og mellom de
isobare forbindelsene C2, C2a og C2b. Resultat fra analyse av rene standarder viste at metoden
har potensiale i analyse av klinisk relevante konsentrasjoner, bade med hensyn pa linearitet,

minste detekterbare og minste kvantifiserbare mengde.

Et av malene med oppgaven var a opparbeide prevene i 96-brgnnsformat. Til dette ble det
benyttet OSTRO plater (96 brgnns-format) med et pakkemateriale som fjerner fosfolipider i
serum. Proteiner ble felt ved hjelp av acetonitril eller trikloreddiksyre fer videre rensing pa
OSTRO systemet. | analyser av de ferdig rensede prgvene var det ikke mulig & detektere verken

gentamicin eller tobramycin.
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Etter dette ble serumprgver renset ved bruk av trikloreddiksyre til a felle ut proteiner og ved at
supernatant ble ekstrahert med Etylacetat. Analyser av ferdig rensede prgver gav respons bade
for tobramycin og gentamicin og linearitet var tilfredsstillende, men utbytte etter ekstraksjon
var darlig. Metoden er derfor ikke egnet til analyse av prgver med Kklinisk relevante

konsentrasjoner av gentamicin.

En LC-MS metode basert pa bruk av C18 kolonner og en mobilfase med HFBA som
ioneparsreagens er utviklet. Dersom problemet med rensing og ekstraksjon av gentamicin fra
serum kan lgses vil metoden sannsynligvis veere godt egnet til analyse av gentamicin i kliniske

relevante konsentrasjoner.
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1 Innledning

Gentamicin er et bredspektret antibiotikum som blir brukt i behandling av alvorlige infeksjoner
hos barn og voksne (1, 2). Legemiddelet er gre- og nyretoksisk, og toksisiteten avhenger av
behandlingslengde og laveste plasmakonsentrasjon far neste dose tas (3). Behandlingen ma

derfor fglges opp med plasmakonsentrasjonsmalinger.

2 Bakgrunn

Et svangerskap varer normalt i 40 uker, og et for tidlig fadt barn (prematurt) er etter definisjon
fadt far 37 fullgatte svangerskapsuker (4). Premature barn har ikke fullt utviklet immunforsvar
og er derfor utsatt for infeksjoner (5). Mange far infeksjonsbehandling med aminoglykosider,
eventuelt i kombinasjon med andre antibakterielle midler (1).

Blodvolumet estimeres utfra kroppsvekten, og hos sma barn er gjennomsnittlig blodvolum pa
80-85 ml/kg (6). Det vil si at et barn som veier 700 gram vil ha om lag 60 ml blod. En
immunologisk analysemetode krever 200-500 uL blod for & analysere plasmakonsentrasjon av
gentamicin (7, 8). En metode hvor man trenger mindre blodvolum for & male

plasmakonsentrasjonen av gentamicin vil derfor veere attraktiv.

2.1 Gentamicin

Gentamicin ble oppdaget i 1963 (9), og blir nd laget ved fermentering av bakterien
Micromonospora purpurea. Strukturen av gentamicin er vist i Figur 1 (10). Fermenteringen gir
en blanding av molekylene C1, C1A, C2, C2a og C2b (11), og mengdeforholdet mellom de
ulike molekylene vil variere mellom ulike produksjonsbatcher (10). R-gruppene, molekylvekt,
monoisotopisk masse og mengdeforholdet til de forskjellige variantene er vist i Tabell 1.



Figur 1. Struktur av gentamicin

Tabell 1. Oversikt over de ulike gentamicinfragmentene. Krav til fordeling mellom de ulike forbindelsene er fastsatt av United
States Pharmacopeia (USP) (10, 12)

Forbindelse R1 Monoisotopisk  Fordeling
Masse (u)

C1 CH3 CH3 H 477,60 477,32 25-50%

Cla H H H 449,54 449,28 10-35%

C2 H CH3 H 463,57 463,31

C2a H H CH3 463,57 463,31 25-55%

C2b CH3 H H 463,57 463,31

2.2 Farmakokinetikk

2.2.1 Betydning av alder
Aldring gir strukturelle og funksjonelle forandringer i organer som kan pavirke
farmakokinetikken til legemidler, og forandring i kroppens sammensetning kan blant annet

endre distribusjonsvolumet (\Vd) av bade fett- og vannlgselige legemidler (13).

Hos premature barn vil farmakokinetikken til aminoglykosider i tillegg til vekt ogsa veere
avhengig av gestasjonsalder og kronologisk alder. Disse begrepene brukes ofte feilaktig om
hverandre, men forskjellen er viktig. Upresis bruk av terminologi om alder begrenser
muligheten for en god tolkning av data om valg av behandling og effekt av behandling for

denne pasientgruppa.



Gestasjonsalder er tiden mellom den farste dagen i siste menstruasjon og fadselsdagen malt i
hele uker (14). Kronologisk alder (eller ”postnatal alder”) er tiden fra fadselen, og blir vanligvis
beskrevet i dager, uker eller maneder. Postmenstruell alder er tiden mellom ferste dag i siste
menstruasjon og fadsel pluss kronologisk alder (Fig. 2)(15).
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Figur 2 Aldersbegreper relatert til nyfadtperioden (15)

Bade gestasjonsalder og kronologisk alder er viktige variabler for & predikere

eliminasjonshastigheten av aminoglykosider (16).

Farmakokinetikken til aminoglykosider har blitt beskrevet med bade 1, 2 og 3
kompartmentmodeller (16, 17). I en vanlig klinisk setting vil 1.ordens kinetikk med
1-kompartment modell normalt beskrive eliminasjonsforlgpet tilfredsstillende (17).
En 2-kompartment modell kan gi en bedre beskrivelse av eliminasjonen (16), men det er

usikkert om forskjellen mellom denne og en 1-kompartment modell er klinisk relevant (17).

2.2.2 Absorbsjon

Gentamicin blir darlig absorbert fra mage-tarmkanalen (<2%) (18) pa grunn av de polare
egenskapene, og blir derfor normalt gitt intravengst over 30 minutter, da dette gir en forutsigbar
serumprofil (16).



2.2.3 Distribusjon

Gentamicin er polart, har lav lipidlgselighet, lav proteinbinding (<30%) (18) og vi finner
hayere konsentrasjon i ekstracellulere vaeske enn i celler og vev (16). Unntaket er i spesielle
celler i nyrebarken og i nyrene og i vaesken rundt labyrinten i det indre gret (3, 18).

Vd er hgyere hos nyfgdte enn hos eldre pediatriske pasienter. Man finner ogsa gkt
distribusjonsvolum hos pasienter med gdemtilstander, ascites og vaskeoverbelastning.
Dehydrerte pasienter har redusert \VVd (18).

2.2.4 Eliminasjon

Gentamicin elimineres via glomerular filtrasjon, og 99% utskilles uforandret i urinen.
Halveringstiden kan variere betydelig pa grunn av variasjon i VVd, gestasjonsalder, kronologisk
alder og plasmaclearance (16, 17).

Nefronene blir ferdigutviklet mellom uke 32 og 36 (16). Premature barn uten fullt utviklet nyre
vil dermed ha lavere GFR og lenger halveringstid ved fedsel (16, 17). Tabell 2 viser

halveringstiden til barn og premature (19).

Tabell 2. Halveringstiden hos spedbarn og premature (19)

Aldersgruppe / vekt Halveringstid

Spedbarn: 1 uke til 6 maneders alder 3-3,5 timer

Fullbarne spedbarn og store premature 5,5 timer

yngre enn 1 uke gammel

Sma premature som veier over 2 kg 5 timer
Sma premature sin veier 1,5-2 kg 8 timer
Sma premature som mindre enn 1,5 kg 11,5 timer




2.3 Dosering

Aldersassosierte forandringer i organfunksjon og kroppssammensetning gjer det ngdvendig a
individualisere gentamicin behandling hos premature (16). De fleste studiene anbefaler hgyere
doser og forlenget doseringsintervall fordi det reduserer toksisitet, gir bedre effekt og reduserer
kostnader (2, 16, 18). Det er tre aktuelle intervall; per 24, 36 eller 48 timer.

En klinisk studie gjort pa premature barn foreslar a dosere 5 mg/kg hver 48 time for GA < 29
uker, 4,5 mg/kg hver 36 time for 30 < GA < 34 og 4 mg/kg hver 24. time i de fgrste dagene av
livet(16). En annen Klinisk studie anbefaler 6 mg/kg hver 48. time for de med GA < 29 uker,
36 timer for GA 29-36 uker og 24 timer for de fgdt ved termin (17).

Databasen Up2date oppgir doseringsregimet bade etter gestasjonsalder og postnatal alder eller

etter kroppsvekt og postnatal alder(18).

Pa Universitetssykehuset i Nord Norge anbefaler doseringsregimet vist i Tabell 3.

Tabell 3. Doseringsforslag gitt etter kronologisk og postmenstruell alder (20)

Kronologisk alder Postmenstruell alder Anbefalt doseringsregimet
0-7 dager < 29 uker 6 mg/kg hver 48. time
29-36 uker 6 mg/kg hver 36. time
>37 uker 6 mg/kg hver 24. time
> 7 dager < 29 uker 6 mg/kg hver 36. time
> 29 uker 6 mg/kg hver 24. time




2.4 Plasmakonsentrasjonsmalinger (Therapeutic drug monitoring - TDM)

TDM ved behandling med gentamicin er viktig for a redusere risiko for nefro- og ototoksiske
bivirkninger, og for a sikre tilstrekkelig hgye konsentrasjoner for optimal effekt. Man tar
rutinemessig malinger av bunn- og toppniva av plasmakonsentrasjonen for a sikre at man er
innenfor terapeutisk omrade. Prgve for bunnkonsentrasjon tas rett far neste injeksjon gis, og
denne verdien skal vaere < 0,5 mg/L ved dosering en gang per dggn eller sjeldnere. Prave for

toppkonsentrasjon tas 30 min etter avsluttet infusjon (21).



2.5 Analyse av gentamicin

Kvantitative analyser av aminoglykosider i blod blir hovedsakelig gjort ved hjelp av en
fluorescens polarisasjon immunoassay basert metode (FPI1A) (22). Gentamicin fra blodprgven
og et fluorescinmerket gentamicinderivat konkurrerer om binding til et monoklonalt antistoff.
Deretter kvantifiseres det bundne derivatet med fluorescenspolarisasjon (8). Denne metoden
kvantifiserer den totale mengden av gentamicin i serum, men den kvantifiserer ikke de ulike
gentamicin forbindelsene i praven (12). 1 tillegg til det er det ogsa stilt sparsmal om samtidig
behandling med total parenteral ernzring (TPN), som er en blanding av elektrolytter,

aminosyrer og fettemulsjon vil pavirke malingen med FPIA (23).

Pa grunn av manglende kromofore eller fluorofore grupper er deteksjon av aminoglykosider
sveert utfordrende og flere ulike metoder har veert anvendt for separasjon og deteksjon.
Tynnskiktkromatografi (TLC) med densiometri (24), ulike vaeskekromatografibaserte (LC)
metoder med spektroskopisk og fluorescens deteksjon (25-29), elektrokjemisk deteksjon (30-
33), evaporativ light scattering deteksjon (34-36) har veert anvendt. Kapiller elektroforese
(CZE) har ogsa veert forsgkt. Ulempen med de ulike LC-baserte metodene er at de alle krever
pre- eller post-kolonne derivatisering. Dette gjelder ogsa ved bruk av CZE som i tillegg ikke er
sa godt egnet for rutineanalyser. Derivatisering er tidkrevende og introduserer et ekstra trinn i
en analytisk metode.

Derivatisering har negativ effekt pa ngyaktighet og presisjon. Bruk av massespektrometri (MS)
som detektor med sine muligheter for positiv identifikasjon og samtidig sensitiv og selektiv
deteksjon peker seg derfor ut som et naturlig valg for analyse av aminoglykosider. MS
kombinert med moderne kromatografi gir dessuten mulighet for individuell kvantitativ analyse

av de isobare gentamicin forbindelsene C2, C2a og C2b.

En kromatografisk metode med hay spesifisitet og sensitivitet som er i stand til & indentifisere,
detektere og kvantifisere gentamiciforbindelsene i sma prevevolum vil veere attraktiv for a
kartlegge den farmakokinetiske profilen til gentamicin hos premature, og en slik metode vil

0gsa veere av interesse i et klinisk perspektiv.



2.6 Prgveopparbeidelse

Blodpraver inneholder en kompleks blanding av salter, karbohydrater, lipider og proteiner som
kan pavirke analysen og gi ugnskede signaler i detektoren og interferere med signalene fra
analytten. Det er allment kjent at proteiner har en tendens til a tette kolonnen pa grunn av
utfelling, og bar av den grunn ikke injiseres i LC. I tillegg vil en prgve uten fosfolipider gi mer
informasjon enn dersom fosfolipider er tilstede (37). Praveopparbeidelse er viktig i LC-MS, og
det omfatter trinn hvor man fjerner ugnskede komponenter fra blodprgver, reduserer mulige

problemer med ionesuppresjon og oppkonsentrerer analytten man gnsker a analysere.

2.6.1 Proteinfelling

Figur 3 viser grunnleggende trinn i proteinfelling prosedyren. Trikloreddiksyre (TCA) og
organiske lgsemidler som metanol og acetonitril (ACN) er effektive til & fjerne proteiner fra
blod (38). Proteinfelling farer ogsa til at proteinbinding mellom legemiddel og proteiner brytes.

Gentamicin som eventuelt er proteinbundet blir tilgjengelig for analyse.
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Figur 3. lllustrasjon av proteinfelling (38)

Proteinfelling blir etterfulgt av trinn med vortex og sentrifugering som resulterer i
faseseparasjon hvor det denaturerte proteinet samles pa bunnen av beholderen. Supernatanten

pipetteres uten at man far med proteinene.



2.6.2 OSTRO
OSTRO systemet brukes for a fjerne fosfolipider fra plasma og serum. OSTRO bestar av en
ekstraksjonsplate med 96 brgnner, og under denne er det plassert en samleplate. Supernatanten
overfares etter proteinfelling til 96-brgnnsformaten og denne utsettes for et trykk som presser
supernatanten gjennom en matriks som retarderer fosfolipidene og prgven samles i samleplaten.
Systemet muliggjer opparbeiding av flere praver samtidig.
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Figur 4. Fjerning av fosfolipider med OSTRO (39)

2.6.3 Vaske-vaeske ekstraksjon
Med veeske-vaeske ekstraksjon har man muligheten til & fjerne ugnskede forbindelser.
Serumprgven inneholder ngytrale forbindelser og fosfolipider som er lite vannlgselig, og disse

forbindelsen kan fjernes ved bruk av etylacetat i vaeske-vaeske ekstraksjon (40).



2.7 High Performance liquid chromatography (HPLC)

En veaeskekromatograf bestar av en hgytrykkspumpe som brukes til & generere en spesifisert
stramningshastighet pa mobilfasen. Pumpen suger mobilfasen fra et reservoar og presser den
gjennom kolonnen. En injektor introduserer prgvelgsningen inn i den kontinuerlig stremmende
mobilfasen som tar med seg prgven inn i HPLC-kolonnen. Kolonnen inneholder det
kromatografiske pakkematerialet som er ngdvendig for separasjon. Pakkematerialet kalles for
stasjonaerfase og bestar som regel av sma silikapartikler med en hydrofil eller hydrofob
overflate. Jo sterre affinitet et stoff har til stasjonerfasen, jo senere elueres den. Stoffene som
elueres fra kolonnen gar til en detektor som detekterer komponentene og konsentrasjonen pa
dem og sender tilsvarende signal til datamaskinen der den blir omdannet i et kromatogram(41).

Detektoren som brukes i denne oppgaven er et MS.
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Figur 5. Oppsett for et HPLC/UPLC system (41)
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2.8 Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

UPLC skiller seg fra High performance liquid chromatography ved at UPLC kolonnen er pakket
med partikler med mindre diameter. Liten partikkelstarrelse gjer at antall teoretiske plater (N)
per lengdeenhet av kolonnen blir stgrre enn i HPLC. UPLC har mange fordeler sammenlignet
med HPLC. Med samme kolonnelengde kan en fa bedre separasjon, og en kort UPLC-kolonne
kan gi samme separasjon som en lengre HPLC-kolonne. Analysetiden blir derfor kortere. En
annen og viktig fordel med UPLC er at optimal flow hastighet for lav HETP er over et bredere
omrade enn i tilfelle med HPLC, noe som igjen kan gi kortere analysetid med samtidig god

separasjon (Fig. 6) (41).
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Figur 6. Fremstilling av hvordan mobilfasehastigheten pavirker HETP ved forskjellige starrelser av stasjonaerfasepartikler

(41)
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2.9 Valg av kolonne og mobilfase

Ved valg av kolonne tas det utgangspunkt i hvilke interaksjoner man gnsker a fa mellom analytt
og stasjonaerfase. Med gentamicin, som er et polart og vannlgselig molekyl med en log P pa
-3,1 (42), vil det veere naturlig a velge kolonne med stasjonarfase med hydrofil overflate. Den

retarderes da for eksempel ved hydrofile interaksjoner og hydrogenbindinger.

2.9.1 HILIC

| analyser av legemidler basert pa LC-MS er det mest vanlig & bruke upolare, omvendt fase
kolonner av C18-type. Gentamicin og tobramycin er vannlgselige, polare forbindelser og C18
kolonner er derfor uegnet til analyse av disse forbindelsene. Tradisjonelle normal fase kolonner
bruker mobilfaser som ikke er kompatible med MS som detektor.

Hydrophilic interaction chromatography (HILIC) kolonner er egnet til analyse av polare
forbindelser og bruker mobilfaser kompatibel med MS. Det ble derfor valgt & undersgke om
HILIC-kolonne var egnet til analyse av gentamicin og med tobramycin som intern standard. |
en HILIC-kolonne vil analytter elueres i forhold til polaritet, jo mer polar en analytt er desto
mer retarderes den. HILIC-kolonnen gir omvendt retensjonsrekkefglge i forhold til en C18-

kolonne

2.9.2 RP-18 - loneparkromatografi

Som mobil fase i LC-MS er det mest vanlig & bruke blandinger av vann/acetonitril eller
vann/metanol tilsatt ca 0,1% maursyre. En slik mobil fase sammen med C-18 (RP-18) kolonner
er uegnet til analyse av aminoglykosider. For a retardere polare forbindelser pa C18-kolonner
har en tidligere brukt langkjedede (octadecyl) sulfonsyrer som ioneparsreagenser i analyser av
polare basiske forbindelser og langkjedede kvartere amin forbindelser som ioneparsreagens i
analyse av polare, sure forbindelser. Disse reagensene er ikke kompatibel med MS som
detektor. En studie (43) har vist at en kan bruke C18 kolonner og heptafluorosmgrsyre som

ioneparsreagens i analyse av gentamicin og at dette er kompatibelt med MS som detektor.
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2.10 Massespektrometri
Massespektrometri kan benyttes bade til kvalitative og kvantitative analyser og kan anvendes
bade som generell og selektiv detektor. Massespektrometer bestdr av inlet, ionekilde,

masseanalysator og detektor. Oppbygging til en massespektrometer er vist i Figur 7.

e “ m “ m

Figur 7. Oversikt over massespektrometer

2.10.1 Inlet
Inlet er der hvor prgven sendes inn i instrumentet, og det skjer enten ved direkte innsprayting

eller via et instrument. Instrumentet prgven gar gjennom i denne oppgaven er UPLC.

2.10.2 lonekilde

Molekylene i praven ma ha ladning for & kunne detekteres i MS, derfor passerer praven en
ionekilde. lonekilden brukt i denne oppgaven er elektrosprayionisering (ESI) og ionekilden sitter
utenfor selve MS systemet. ESI er en myk ioniseringsteknikk som er mye brukt nar MS benyttes
som deteksjon i LC-system. | tillegg til det er ESI godt egnet til polare forbindelser.

Cylindrical electrode

High voltage
2-5 kY Dr:ﬂng gas
K \F 4'
q
Mobile phase e l". e — % Mass analyzer
fram HPLC {vacuwum}
Marrow capillary I

Figur 8. Elektrospray lonisering (44).
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| ESI blir prgven introdusert i MS i en flyktig veeskestram. Veaskestremmen gar gjennom et tynt
kapillarrgr av metall. Dette er palagt en spenning pa 2-5 kV, noe som farer til at veesken gar over
til en spray av sma draper med ladning (plukker opp et H+) ved utgangen av kapillar-rgret. Coaxialt
rundt dette raret ligger et annet rar der det gar en stram av N2 gjennom. Dette har to funksjoner;
hjelper til at det dannes sma draper og en konsentrasjon av drapestrammen. Analyttmolekylene

med ladning transporteres deretter videre til en masseanalysator (44).

2.10.3 Masseanalysator

| en masseanalysatoren blir ionene separert. Instrumentet brukt i denne oppgaven er konstruert
etter kvadrupolprinsippet. En kvadrupol bestar av fire parallelle sylindriske elektroder som er
diagonalt koblet parvis hvor det palegges et oscillerende elektrisk felt (Fig 9).

TO
DETECTOR

guadrupole rods

exit slit

IONS (to detector)

resonant ion
(detected)

non-resonance ion
{not detected)

source slit

Figur 9. Kvadrupol analysator (45).

Analyttmolekyler sendes inn i det elektriske feltet og avhengig av m/z-forholdet vil ionene
passere elektrodene og avslutningsvis na fram til detektoren. Ved & variere spenningen som
legges pa elektrodene, velges hvilke ioner som nar detektoren. loner med andre masser nar ikke
frem. Signalet fra detektoren gis i form av et massespektrum hvor intensiteten av ioner gis som
funksjon av m/z-verdi (44). MS kan innstilles til & skanne et spesifikt masseintervall. Dette kan
veere bredt som i en fullscan analyse eller sveert smalt som i en selected ion recording (SIR)

analyse.
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2.10.3.1 Selected ion recording, SIR

Ved kvantitative bestemmelser pa sveert lave konsentrasjoner er det vanlig a innstille MS til &
foreta selektiv ionemonitorering (SIR). MS vil da under hele separasjonstiden kun se etter en
bestemt masse eller noen fa bestemte masser. En SIR gir et massekromatogram hvor
intensiteten til den aktuelle masse gis som funksjon av retensjonstid (44). Forbindelser som

ikke har de valgte m/z verdier vil ikke detekteres.

2.10.3.2 Multippel reaction monitoring, MRM

Dersom SIR ikke gir tilstrekkelig selektivitet, kan man utfare analysen med multippel reaction
monitoring (MRM). MRM utfgres med en trippelkvadrupol. Trippelkvadrupol bestar av 2
kvadrupoler med en kollisjonscelle imellom. Fgrste kvadrupolen Iases kun til den bestemte
massen som er karakteristisk for det ionet som skal bestemmes, og alle andre masser far ikke
passere farste kvadrupol. Deretter passerer det spesifikke ionet til kollisjoncellen hvor den blir
mgtt med N eller argon gass, og brytes ned til produktioner. Disse produktionene males til

slutt med den siste kvadrupolen og detektoren (Fig 10) (44).
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I | ] J Time
Peptide Fragmentation Fragment
Selection Selection

Figur 10. Trippelkvadrupol prinsippet. Bildet er modifisert fra (46).

| MRM analyser kan man bruke ett eller flere produktion. Ved bruk av to eller flere produktion
vil sikkerhet med hensyn pa identifikasjon gke. Dersom forholdet i intensitet mellom de ulike

produktionene ligger innenfor gitte grenseverdier regnes identifikasjonen som sikker.
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2.11 Intern standard (IS)

Internstandard er et stoff som tilsettes i prevelgsningen i en kjent mengde. Formalet med
internstandard er & korrigere for tap av analytt som kan skje i alle ledd av analysen. IS bidrar til
a opprettholde ngyaktighet og presisjon i analysen. Kriteriene ved valg av intern standard er at
den oppfarer seg lik analytten under prgveopparbeidelsen, men at det skal veere mulig & separere
den fra analytten. | tillegg til det bar IS veere stabil under analysen og veere tilgjengelig i ren

form.

2.12 Validering av analysemetode

God tilvirkerpraksis (GMP) er et kvalitetssystem som omfatter prosedyrer og retningslinjer som
ma falges i henhold til all analysevirksomhet og tilvirkning av legemidler (44). GMP har krav
om validering av utstyr og prosesser. Validering bygger pa vurdering av linearitet, ngyaktighet,
presisjon, deteksjons- og kvantifiseringsgrense og robusthet. | sum gir dette et mal pa om man

kan stole pa analyseresultatene (44).

2.12.1 Linearitet

Lineariteten til en metode er et mal pa metodens evne til & gi standardkurver med linezer
funksjon av konsentrasjon. Standardkurven av dataene gir en regresjonslinje y = ax +b, (hvory
er respons, x er konsentrasjon og b er kurvens skjaeringspunkt) og en regresjonskoeffisient.
Regresjonskoeffisient, er et mal pa lineariteten over et konsentrasjonsomrade, og verdien bar
helst ligge pa 0,999. Den kan vere litt mindre, men det avhenger av hvilket formal man har
med metoden (44).

2.12.2 Ngyaktighet

Ngyaktighet forteller hvor nar den malte verdien er den sanne verdien. Ngyaktighet bestemmes
ved at man sammenligner en kvalitetskontrollprgve med kjent konsentrasjon sammen med den
malte verdien fra analysen (44). Avviket mellom den malte og sanne verdien representerer

systematiske feil (44).
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2.12.3 Presisjon

Presisjon er et uttrykk for spredning i resultatene mellom parallelle malinger. Malingene blir
gjort av samme analytt under identiske betingelser, og forskjellen som fremkommer er et mal
pa spredning. Presisjon er et mal pa tilfeldige feil i malingene og kan bestemmes pa tre nivaer:

1. Repeterbarhet: mal for spredning som oppnas nar analyser utfgres gjentatte ganger
under samme betingelser i et kort tidsrom.

2. Intermedier presisjon: resultat av spredning mellom gjentatte malinger utfgrt i samme
laboratorium, men med varierende forhold som for eksempel at analyser blir utfert av
forskjellige analytikere og med forskjellig utstyr.

3. Reproduserbarhet: analysemetodens spredning mellom malinger utfert pa forskjellige
laboratorier.

Spredning mellom enkeltmalingene rapporteres som prosent relativt standardavvik, RSD, og

den beregnes pa falgende mate:
S
RSD = — x 100%
m

s er standardavvik og m er middelverdien (44).

2.12.4 Deteksjons- og kvantifiseringsgrense

Deteksjonsgrense er laveste konsentrasjon av et stoff som er mulig a detektere med en aktuell
analysemetode. Kvantifiseringsgrense er den laveste konsentrasjon av en prgve som kan
bestemmes med en tilfredsstillende presisjon. Bade deteksjons- og kvantifiseringsgrense
bestemmes ved hjelp av et signal-til-stgy-forhold, S/N. Deteksjonsgrensen defineres ofte som S/N
= 2 eller 3, og kvantifiseringsgrensen ofte

som S/N =10 (44).

2.12.5 Robusthet

Robusthet til en metode forteller om resultater fra en analyse blir signifikant pavirket av
endringer som kan forekomme under utfgrelsen av analysen. Ved validering av robusthet
fokuseres det pa endring i variabler som pH, temperatur eller mobilfasesammensetning.

Variabler som ikke er stabile ma kontrolleres for a se om de oppfyller deres krav (44).
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3 Formal

Malet for denne oppgaven var a utvikle en UPLC-MS basert analysemetode for gentamicin i

blodprgver som skulle oppfylle falgende kriterier:

i) Kvantifisere de ulike formene av gentamicin, inkludert individuell kvantifisering av de
isobare formene C2, C2a og C2b, og uten behov for derivatisering.

ii) Bruke sma volum av prave (< 100 pl)

iii) Opparbeide prgvene i 96 brgnns format

iiii) fullstendig validering av metoden
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4 Materiale

4.1 Kjemikalier og utgangsstoffer

Tabell 4. Kjemikalier

Forbindelse Leverandgr Lot Katalog nr CAS-nr
Acetonitrile Sigma-Aldrich #SZBE131DV ~ 34851-2.5L 75-05-8
Heptafluorobutyric acid ~ Sigma-Aldrich #BCBP6551V 52411-25ML-F 375-22-4
Formic Acid Sigma-Aldrich #SZBB1170V 33015-1L 64-18-6
Trikloreddiksyre Sigma-Aldrich #BCBJ8671V T6399-5G 76-03-9
Ethylacetate Sigma-Aldrich #STBF7589V 33211-1L-R 141-78-6
Methanol Sigma-Aldrich #STBF2903V 34860N-2.5L-R 67-56-1
Gentamicin sulfate Sigma-Aldrich #079K13862V G1914-250MG 1405-41-0
Tobramycin sulfate Sigma-Aldrich #107K1480 T1783-100MG 79645-27-5

411 Vann

Vannet som er brukt er 18,2M Q Milli-Q vann fra Millipore, USA.

4.1.2 Serum

Medikamentfritt serum ble utlevert fra Universitetssykehuset i Nord-Norge.
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4.2 Utstyr
Tabell 5. Utstyr

Bruksomrade/be
skrivelse

Navn pa utstyr

Leverandgr

UPLC Quaternary solvent manager Waters
Acquity UPLC H class
Sample manager — FTN Waters
Acquity UPLC
2996 PDA Detector Waters
Acquity UPLC

Forkolonne XBridge™ BEH C18 2,5 um Vanguard Waters
Pre-Column 2,1x 5 mm Column XP

Kolonne XBridge™ BEH AMIDE 2,5 pm Waters
2,1 x75 mm Column XP
XBridge™ BEH Shield RP18 2,5 um Waters
2,1 x 100mm Column XP
Part No. 186006055
Serial No. 011432254151 09

Vial Sample vials 12 x 32 mm Waters
Screw cap bonded, pre-slit Waters
PTFE/Silicone septa for 12 x 32 mm vial
PTFE/silicone septa, Waters
Maximum Recovery 12 x 32 mm glass
Screw neck vial, cap, preslit
Lot. 0670642190

OSTRO Ostro-ekstraksjonsplate Waters
delnr: 186005518
Ostro-samleplate delnr: 186002481

MS Quattro Premier XE Waters

Pipetter 2-20 wl Eppendorf Research
20-200ul Plus
100-1000ul

Pipettespisser Finntip Thermo Scientific

Eppendorf Safe-lock tubes 1,5 ml Eppendorf
Lot. D154803H

Vekt BP211D Sartorius

Vortex REAX top Heidolph

Sentrifuger

Heraeus Biofuge Fresco

Thermo Scientific
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4.3 Intern Standard
Tobramycin ble valgt som internstandard (I1S) da den har lignende struktur og fysikalske og
kjemiske egenskaper som gentamicin. Molekylvekten er 467,51 g/mol. Tobramycin er dessuten

sjelden brukt i behandling, og er tidligere brukt som IS med gentamicin i dyrestudier (47, 48).

HoN

Figur 11. Tobramycin struktur (49)

Det lages standardpragver med kjent konsentrasjon av IS og av analytt i medikamentfritt plasma.
Det tilsettes lik mengde av IS i alle standardlgsninger og gkende konsentrasjon analytt i hver
prgve. Deretter analyseres standardprgvene og topparealet til analytt og IS males. En
standardkurve settes opp ved & plotte arealforholdet mellom analytt og internstandard mot
konsentrasjon av stoff i blandingen. Arealtoppen til IS vil vare den samme, men arealtoppen

til analytten vil gke med gkt konsentrasjon av stoffet i prgvelgsningen (44).

4.4 Valg av kolonne
| denne oppgaven ble det farst brukt HILIC kolonne og deretter en C-18 kolonne.
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5 Metode — HILIC

5.1 Tillaging av stamlgsning
Det ble laget stamlgsninger av gentamicin og tobramycin (Tab 6), hvor tarrstoff ble lgst i vann
0g oppbevart i kjgleskap.

Tabell 6. Stamlgsninger til HILIC kolonne

Gentamicin Tobramycin

Mengde tarrstoff 9,55 mg 9,44 mg
Mengde vann 25 ml 25 ml
Konsentrasjon 0,382 mg/ml 0.378 mg/ml
5.2 UPLC
5.2.1 Kolonne

HILIC analysene er blitt utfert med XBridge™ BEH AMIDE 2,5 um 2,1 x75 mm Column XP.
Det er en silikabasert amid-kolonne. Forkolonnen som ble brukt var XBridge™ BEH C18 2,5 um

Vanguard Pre-Column 2,1x 5 mm Column XP.

5.2.2 Mobilfasesammensetning
Mobilfasen bestod av H.0 og ACN. Mobilfasen var tilsatt 0,1 % maursyre (FA).

Tabell 7. Mobilfase brukt i HILIC kolonnen

Mobilfasekomponent A Mobilfasekomponent B

H20 + 0,1 % FA ACN+0,1% FA
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5.2.2.1 Isokratisk eluering vs Gradient euering i HILIC

Innledningsvis ble det forsgkt a eluere ut gentamicin og tobramycin under isokratiske
betingelser. Iskokratisk eluering viste seg a vare uegnet, ved lave konsentrasjoner av vann i
mobil fase ble hverken tobramycin eller gentamicin eluert ut av kolonna og ved hgyere
konsentrasjoner av vann eluerte begge forbindelsene ut i dedvolumet. Gradient eluering ble
derfor valgt. Tabell 8 viser mobilfasegradienten som ga best resultat. Total analysetid var 20

min.

Tabell 8. Mobilfasegradient i HILIC analysen

Tid (min) Flyt (ml/min)  H20 (%) ACN(%)
0 0,250 30 70

1 0,250 30 70

7 0,250 95 5

12 0,250 95 5

13 0,250 30 70

17 0,250 30 70

5.2.3 Injeksjonsvolum
Vi prevde analysene med injeksjonsvolum pa 1, 2, 3 og 5 ul for & optimere injeksjonsvolumet.

De fleste HILIC analysene ble utfart med et injeksjonsvolum pa 3 pl.
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5.3 Massespektrometri

MS instrumentet som ble brukt var Quattro Premier XE fra Waters.

5.3.1 lonekilde

lonekilden var Elektrosprayionisasjon (ESI+).

5.3.2 Masseanalysator

Det ble valgt & monitorere (M+H)* ionene for alle forbindelsene. CV i ionekilden ble holdt
konstant pa 30V. Videre ble det kjart en fullscan (Tab 10) analyse pa rene prgver av gentamicin
og tobramycin for a undersgke hvilke andre fragmenter de danner. Denne informasjonen ble
brukt for & bestemme betingelsene for MRM analysen (Tab 11).

Tabell 9. SIR betingelser for gentamicin og tobramycin

Masse (g/mol) (CV) Stoff

450 30 Gentamicin Cla

464 30 Gentamicin C2, C2a, C2b
478 30 Gentamicin C1

468 30 Tobramycin

Tabell 10. MS betingelser for fullscan

Startmasse(u)  Sluttmasse(u) Scann-tid(sek) Tid mellom scan(sek) Cone voltage (v)

70 520 0,2 0,05 30

Tabell 11. Betingelser for MRM analyse av gentamicin og tobramycin

Forbindelse Parent (m/z) Produktion (m/z) Dwell (s) Tid (min)
Gentamicin 450 322 0,5 3-8
Gentamicin 464 322 0,5 3-8
Gentamicin 478 322 0,5 3-8
Tobramycin 468 324 0,5 3-8
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5.4 Validering

5.4.1 Linearitet - standardpraver

Det ble laget 3 serier med 4 standardprgver i hver serie. Gentamicin og tobramycin i hver serie
ble lgst og fortynnet med H.O, MeOH og ACN. Tabell 12 viser gentamicin og tobramycin
konsentrasjonen i hver standardprgve i en serie. Hver standardprgve ble analysert med 3
parallelle injeksjoner for & etablere en standardkurve og for undersgke lineariteten. Innledende
forsgk viste darlig respons i MS nar prgven var lgst i ACN. Lineariteten ble derfor kun

undersgkt for standardprgvene lgst i H.O og MeOH.

Tabell 12. Konsentrasjon av gentamicin og tobramycin i hver serie

1. std prave 2. std prave 3. std prove 4. std prove

Gentamicin 9,55 pg/ml 19,1 pg/ml 38,2 pg/ml 76,4 pg/ml

Tobramycin  37.8 pg/ml 37.8 pg/ml 37.8 pg/ml 37.8 pg/ml

o

Videre ble standardprevene fortynnet for a se om det var mulig & detektere lavere

konsentrasjoner. Tabell 13 og 14 viser konsentrasjonene som ble analysert.

Tabell 13. Fortynnet standardpraver

1. std preve 2. std prave 3. std prave 4. std prove

Gentamicin 1,91 pg/ml 3,82 pg/ml 7,64 png/ml 15,28 ng/ml

Tobramycin 7,56 pg/ml 7,56 pg/ml 7,56 pg/ml 7,56 pg/ml

Tabell 14. Fortynnet standardpravene ytterligere

1. std prave 2. std prove 3. std prave 4. std prove

Gentamicin 0,382 pg/ml 0,764 pg/ml 1,528 ug/ml 3,056 pg/ml

Tobramycin 1,512 pg/ml 1,512 pg/ml 1,512 pg/ml 1,512 pg/ml
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6 Metode — RP-18

6.1 Tillaging av stamlgsning
Det ble laget stamlgsninger av gentamicin og tobramycin (Tab 15), hvor terrstoff ble lgst i vann
0g oppbevart i kjgleskap.

Tabell 15. Stamlgsning til C-18 kolonne

Gentamicin Tobramicin

Mengde tarrstoff 10,15 mg 10,00 mg
Mengde vann 10,00 mi 10,00 mi
Konsentrasjon 1,015 mg/ml 1,000 mg/ml
6.2 UPLC
6.2.1 Kolonne

Analysene er blitt utfort med XBridge™ BEH Shield RP18 2,5 pm 2,1 x 100mm Column XP.
Forkolonnen var den samme som i HILIC analysen; XBridge™ BEH C18 2,5 um Vanguard

Pre-Column 2,1x 5 mm Column XP.

6.2.2 Mobilfasesammensetning
Det ble brukt en blanding av H2.O og ACN med heptafluorosmgrsyre (HFBA) som
ioneparsreagens. Ulike konsentrasjoner av. HFBA ble undersgkt for & finne optimal

konsentrasjon.

6.2.2.1 Isokratisk eluering
Ulike forhold mellom H,O og ACN ble undersgkt. Det ble valgt a bruke isokratisk eluering
med H20: ACN i forholdet 72:28 (v/v) og 1% HFBA.

6.2.3 Injeksjonsvolum
De fleste pravene ble analysert med injeksjonsvolum pa 8 pL, og det ble ogsa testet med

injeksjoner pd 2, 4, 6, 8 og 10 pL.

6.3 Massespektrometri

MS instrumentet som ble brukt var Quattro Premier XE fra Waters.

6.3.1 lonekilde

lonekilden som ble brukt var Elektrosprayionisasjon (ESI+).
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6.3.2 Masseanalysator

Ved bruk av C18 kolonne var det mulig a separere alle de ulike forbindelsene fra hverandre.
De kvantitative analysene ble utfgrt enten ved hjelp av SIR eller ved hjelp av MRM. | SIR
analysene ble det valgt & kun monitorere (M+H)*-ionene og CV ble undersgkt for & maksimere
produksjon av (M+H)* -ionene. | hvilken grad det ble produsert fragmentioner var i denne

sammenheng uinteressant.

| MRM analyser er optimal produksjon av egnet produktion avhengig av kollisjonsenergi (CE)
i kollisjonscellen. For a finne optimal CE ble det kjart analyser med konstant mengde

gentamicin og tobramycin. Betingelser for SIR og MRM analyser er oppgitt i Tabell 16 og 17.

Tabell 16. SIR betingelser for gentamicin og tobramycin

Masse (g/mol) Cone Stoff
voltage(CV)
450 25 Gentamicin Cla
464 25 Gentamicin C2, C2a, C2b
478 35 Gentamicin C1
468 25 Tobramycin

Tabell 17. Betingelser for MRM analyse av gentamicin og tobramycin

Forbindelse Parent (m/z) Produktion  Kollisjonsenergi CE Tid (min)

(m/z)
Gentamicin 450 322 25 2-12
Gentamicin 464 322 25 2-12
Gentamicin 478 322 35 2-12
Tobramycin 468 324 35 2-12
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6.4 Proveopparbeidelse

Et av malene var & opparbeide praver i 96 bragnns format ved bruk av OSTRO systemet. Det
ble forsgkt farst a felle proteiner enten med TCA eller kald ACN. Etter dette ble prgven
sentrifugert ved 12000 g og supernatant overfert til OSTRO systemet. Dette ble forsgkt flere

ganger uten at tilfredsstillende resultat.

Etter proteinfelling vil praven inneholde en rekke stoffer, inkludert fosfolipider. Fosfolipider
har log P verdier i omradet 5-9 (50). Det ble derfor valgt & felle proteiner med TCA, sentrifugere

og sa ekstrahere ut fosfolipider og ngytrale forbindelser ved hjelp av etylacetat.

Tabell 18 viser prosedyren av prgveopparbeidelsen som ga best resultat.

Tabell 18. Prgveopparbeidelse prosedyren

Steg Prosedyre

500 pL serum tillages med gnsket konsentrasjon gentamicin og tobramycin

200 pL serum overfares til eppendorf-rgr

Det tilsettes 300 uL kald TCA (15%)

Vortex (10 sek)

Sentrifuger (12000G i 10 min)

Supernatant overfares til reagensrar

Det tilsettes 2 ml Etylacetat (EtOAC)

Blandes grundig

©O| O N| o g1 | W N

Henstand til faseseparasjon er oppnadd

[EY
©

EtOAcC pippeteres av og kastes

-
-

Vannfase overfgres til UPLC vial (max recovery)

=
N

Analyseres pa LC-MS
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6.5 Validering

6.5.1 Linearitet — standardprever lgst i H20
Innledningsvis ble det laget standardprgver lgst i H.O. Gentamicin og tobramycin
konsentrasjonen i standardprgvene er vist i Tabell 19. Hver standardpreve ble analysert med 2

parallelle injeksjoner.

Tabell 19. Konsentrasjon av gentamicin og tobramycin i standardprgvene med H20O

Standardprave Gentamicin konsentrasjon Tobramycin konsentrasjon
ng/ nLL ng/ nLL
A 0,5 9,09
B 0,9 9,09
C 1,8 9,09
D 3,6 9,09
E 7,3 9,09
F 14,5 9,09
G 29,1 9,09

6.5.2 Linearitet-- standardprgver med serumprgver
Videre ble det det laget standardprever A-E med serum med konsentrasjonen av gentamicin og
tobramycin som vist i Tabell 20. Det ble laget 2 parallelle serier av hver standardprgve, og hver

serie ble analysert med 3 parallelle injeksjoner.

Tabell 20. Konsentrasjon av gentamicin og tobramycin i standardprgvene med serum.

Standardprave Gentamicin konsentrasjon ~ Tobramycin konsentrasjon
ng/ mL ng/ mL

A 5,6 18

B 11,2 18

C 22,3 18

D 44,6 18

E 89 18
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7 Resultater — HILIC

7.1 UPLC

7.1.1 Mobilfasegradient

Innledningsvis ble det forsgkt & eluere ut gentamicin og tobramycin under isokratiske

betingelser. Det fungerte ikke og da ble forsgkt & eluere analyttene med betingelser hvor vi

varierte start- og sluttkonsentrasjon av mobilfasesammensetningen gradvis over tid. Ulike

mobilfase gradienter ble forsgkt for & undersgke hvilken som var best egnet for & oppna

separasjon og gi et godt signal. Etter flere forsgk kom vi fram til en gradient som gav

tilfredsstillende resultat (Tab 8).

% Mobilfase A

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tid (min)

Figur 12. Endring av mobilfasesammensetning under analysetiden.

Figur 12 illustrerer endring av mobilfasesammensetningen i lgpet av analysetiden. Gradienten
startet med hgy konsentrasjon av ACN, med gkende andel H2O etter kort tid. | perioden med

hgy konsentrasjon ACN ble mulig upolare substanser vasket ut, og i perioden med hgy

konsentrasjon av H>O ble gentamicin og tobramycin eluert ut. Den isokratiske elueringen fra

13-17 minutt var ngdvendig for a gjenopprette likevekt mellom mobil og stasjoneerfase.
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7.1.2 Kromatografisk separasjon
Metoden ga en kromatografisk topp etter passende antall minutter. Denne toppen skjulte bade
gentamicinforbindelsene og tobramycin (Fig 13).

1. 5IR of 4 Channels ES+

5.93 TIC
1 3.93e6h
=
0 AR RERAN RALEE ALY RARRNRRLRE AR RILAN LRARE LULEE LS R T T Time

100 200 300 400 500 600 700  BOD 900 | 100D 1100 1200 1300 1400

Figur 13. Ingen kromatografisk separasjon mellom gentamicin og tobramycin
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Kromatogram (Fig. 14) for de ulike (M+H)+ verdiene viser at HILIC kolonnen gir symmetriske

0g skarpe topper, men det er ingen god separasjon mellom de ulike gentamicin forbindelsene

og heller ingen separasjon mellom tobramycin og gentamicin. Kromatogrammene gir heller

ingen informasjon om mengdeforholdet mellom gentamcin C2, C2a og C2b.

1: 3IR of 4 Channels E5+

579 473 (GENTAZ)
1.20e6
[ R
DIIII""IIIII PETTLTET AL A A N AR LA R AR AR RAR N RN LR LARAE RAREY LR LS RN LR RS IR
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10,00 1100 1200 14.00
MY NYYANNZEGE 1. 5IR of 4 Channels ES+
5.9 465 (TOBRA)
/k 3.28e6
DIIII""IIIII LIRREE R LN AR LR L IR AR LA R RN R AN LN LN LN LR I LR LR | [T
1.00 200 3.00 4.00 5.00 £.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00 1200 14.00
MY WANNZEGE 1 5IR of 4 Channels ES+
582 464 (GENTAZ)
IL 9.27e5
DIIII""IIIII PETTLTET IR AR SRR A R AR AN N R AR R AR BN LN R AN RN LR RN LR IR
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 5.00 10,00 11.00 1200 14.00
MY MY YANNZEGE 1. 5IR of 4 Channels ES+
585 450 (GENTAT)
/L 54585
DIIII""IIIII LIRREE R LN AR LR L LN LR LN UL I LR RN UL UL UL BN UL LR DL L L | [T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 £.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00 1200 14.00
MY Y YANNZEGE 1. 5IR of 4 Channels ES+
593 TIC
/L 3.93e6
I e L L R L L e e s s e TiTE
1.00 200 3.00 4.00 2.00 £.00 7.00 5.00 9.00 1000  11.00 1200 14.00

Figur 14. Kromatogram for gentamicin forbindelsene og tobramycin
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7.2 Intern standard

Pa grunn av darlig kromatografisk separasjon mellom tobramycin og gentamicin, ble det kjart
bade en SIR og en MRM analyse pa tobramycin alene for  undersgke om den gir et signal som
kan tolkes som gentamicin (Fig 15 og 16). Vi beregnet summen av arealet pa toppene til
gentamicin mot tobramycin’s topp (Tab 21 og 22). Forurensningen var pa 0,16% med SIR
analyse og 0,63% med MRM analyse.

IYSIRFOBRAIS Sm [5G, 241) 1 5IR of 4 Channels ES+
575 478 (GENTAS)
] 2125 14.46 12589512‘ 1282 94083
1900 Area
b
el L am N
2.00 4.00 6.00 5.00 1000 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
IYSIRTOBRAIS Sm [5G, 241) 1 5IR af 4 Channels ES+
} 582 _ 465 (TOBRA)
303294 1.06e7
Area
O\o_
1524 1277
2552 78!
0
AL L B L B L L B L B L BN LN B L B L BN B B L
2.00 400 6.00 5.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
WYSIRTOBRAIS Sm (3G, 2¢1) 1 5IR af 4 Channels ES+
1555 _ 484 (GENTAZ)
] 10185
Area
2] 03 191 259
145 575
%52 g 15006158 2046
ol WAL L B s L L L B L B e e s e s
2.00 4.00 6.00 8.00 1000 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
IYSIRTOBRAIS Sm [5G, 241) 1 5IR of 4 Channels ES+
1580 _ 450 {GENTAT)
] 5.02e4
Area
o\o‘
575
1346
| A
. T R e e e e e e Time
2.00 4.00 6.00 5.00 1000 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Figur 15. SIR analyse av tobramycin

Tabell 21. Forurensning med SIR analyse

Gentamicin Tobramycin

Forbindelse 450 464 478 468
Areal 1346 2046 2125 3508294
Sum areal Gentamicin forbindelsene: 5517 3508294
Forurensning (5517/3508294) x 100 % = 0,16%
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TOBRAINTSTD

1. MRM of 4 Channels ES+
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Figur 16. MRM analyse av tobramycin
Tabell 22. Forurensning med MRM analyse
Gentamicin Tobramycin
Forbindelse 450 464 478 468
Areal 7 13 5 3964
Sum areal 25 3964
Forurensning
(25/3964) x 100 % = 0,63 %
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7.3 Massespektrometri
Prgvene ble analysert med SIR og MRM modus. Betingelsene for begge analysene er gitt i

Tabell 9 og 11. Det ble ogsa kjgrt en fullscan analyse av gentamicin og tobramycin.

7.3.1 Fullscan

Fullscanspekter viste at gentamicin danner produktion pa 322 m/z og tobramycin danner et
produktion pa 324 m/z. (Fig 17 og 18) Denne informasjonen blir brukt videre for & velge
betingelser for MRM analyse.

031 2GENTAFS 1300 (5.576) Cm (1279 1393) 1: Scan ES+
100+ 322 5.82e6

322

160

464

274
240288 oy

216 225
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160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 200 220

Figur 17. Fullscanspekter av gentamicin
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Figur 18. Fullscanspekter av tobramycin
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For & finne ut om 322 m/z var produktion av alle gentamicin forbindelsene ble det kjart en

MRM analyse av kun gentamicin. Figur 19 viser at produktioner pa 322 m/z stammer fra alle

gentamicin variantene.

1. MREW of 3 Channels ES+
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Figur 19. Kromatogram for gentamicin forbindelsene som gir produktion pa 322 m/z



7.4 Standardpraver fortynnet med ulike fortynningsmidler

Seriene med standardprgvene var lgst og fortynnet med ACN, H>O og MeOH. Resultatene fra

SIR analyse av standardprgvene lgst i ACN ga ikke et optimal kromatogram (Fig 20).

Fortynningsmidlene H,O og MeOH ga derimot stabile signaler av bade tobramycin og

gentamicin (Fig. 21 og 22).
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Figur 20. Darlig signal av standardprgve som er fortynnet med ACN
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Figur 21. SIR analyse av standardprgve som er fortynnet med H20
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Figur 22. SIR analyse av standardprgve som er fortynnet med MeOH
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7.5 Validering

7.5.1 Standardprgver fortynnet med MeOH
Gentamicin konsentrasjonen i standardprgvene var pa 9,55 — 76,4 ug/ml, mens tobramycin

konsentrasjonen 1 var 37,8 pg/ml.

7.5.1.1 Linearitet- SIR analyse av standardprgver fortynnet med MeOH
Det ble laget en serie med standardpraver som det ble kjgrt SIR analyse pa. Det resulterte i

gnskelig standardkurver (Fig. 23).
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Figur 23. SIR analyse av standardprgve fortynnet med MeOH
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For & undersgke om standardkurvene var stabile, ble det kjart en ny SIR analyse pa samme serie
dagen etter. Det ga ikke helt optimale kromatogrammer (Fig 24). Det ble bestemt a lage nye
standardprgver av stamlgsningene, og SIR analyse av de nye standardprgvene ga igjen gnskede

standardkurver som vist i Figur 25.
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Figur 24. Kjert SIR analyse av samme standardprgver dagen etter
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_ y = 0,0146x + 0, 1084
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Figur 25. SIR analyse av nye standardprgver
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7.5.1.2 Linearitet- MRM analyse av standardprgvene fortynnet med MeOH
Videre ble det kjgrt en MRM analyse pa standardpravene. Standardkurvene ble ikke som gnsket
(Fig 26).
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Figur 26. MRM analyse av standardprgvene
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Standardprgvene ble fortynnet, og gentamicin konsentrasjonen i de fortynnede prgvene var pa

1,91 - 15,28 pg/ml og tobramycin konsentrasjonen var pa 7,56 pg/ml. MRM resultatene fra den

fortynnede serien ga noe bedre resultat (Fig 27).
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Figur 27. MRM analyse av fortynnet standardprgve
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7.5.2 Standardprgver fortynnet med H20
Gentamicin konsentrasjonen i standardprevene var her ogsa pa 9,55 — 76,4 ug/ml, mens

tobramycin konsentrasjonen i var 37,8 pg/ml.

7.5.2.1 Linearitet - SIR analyse av standardprgvene fortynnet med H>O
SIR analyse av serie med standardprever lgst i H2O resulterte i akseptable standardkurver (Fig

28). Dagen etter ble det kjert ny SIR analyse pa samme serie, og resultatet var som omtrent de

samme som de i Figur 28.
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Figur 28. Andre forsgk pa SIR analyse av standardprgve fortynnet med H20
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7.5.2.2 Linearitet - MRM analyse av standardprgvene fortynnet med H.O
MRM analyse av standardprgvene ga ogsa gode standardkurver og korrelasjonskoeffisient (Fig

29).
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Figur 29. MRM analyse av standardprgvene fortynnet med H20
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Standardprgvene ble fortynnet og gentamicin konsentrasjon i fortynnet serie var pa 1,91 — 15,28

ug/ml og tobramycin konsentrasjon pa 7,56 pg/ml. MRM analysen av denne serien ga

standardkurvene vist i Figur 30.
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Figur 30. MRM analyse av fortynnet serie med standardprave
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Standardprgvene ble fortynnet ytterligere til gentamicinkonsentrasjonen i omradet 0,381-3,056
ug/ml og tobramycin konsentrasjonen pa 1,512 pg/ml. MRM analyse av denne serien med

standardprgve ga standardkurver som vist i Figur 31.
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Figur 31. MRM analyse av ytterligere fortynnet standardpraver
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8 Resultater — RP-18

8.1 UPLC

8.1.1 Mobilfasesammensetning- Isokratisk eluering

Analyttene ble eluert med isokratiske betingelser. Innledningsvis ble det forsgkt med en

mobilfasesammensetning som bestod av vann og ACN i forholdet 65:35, og det resulterte i at

toppen kom ut for tidlig som vist i Figur 32. Retensjonsfaktoren (k) var pa omtrent 1,02 og det

er gnskelig med retensjonsfaktor over 2.
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Figur 32. Isokratisk eluering med 65 % vann og 35% ACN

48



Deretter ble det forsgkt med 70 % vann og 30% ACN. Det ga god separasjon samt god
retensjonstid pa toppene som vist i Figur 33.
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Figur 33. Isokratisk eluering med 70% vann og 30% ACN
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Mobilfasesammensetning med 72% vann og 28% ACN ga best resultat (Fig 34), og med denne

sammensetningen fikk vi ogsa separert 464 m/z gentamicinfragmentene. Da separasjon og

retensjonsfaktor var tilfredsstillende ble det bestemt & fortsette med denne sammensetningen.
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Figur 34. Isokratisk eluering med 72% vann og 28 % ACN
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8.2 Kromatografisk separasjon

Analyse av standardprgver med ioneparkromatografi med C18 kolonne ga kromatografisk
separasjon. Denne separasjonen viser en topp for de viktigste gentamicin fragmentene og
tobramycin (Fig. 35). | tillegg fikk vi med denne kolonnen ogsa separasjon av de isobare
gentamicin forbindelsene (M+H)* = 464 m/z) (Fig. 35).
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Figur 35. Kromatografisk separasjon med C 18 kolonne
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8.3 Mobilfase — optimering av HFBA konsentrasjon

Etter 4 ha kjert analyser en dag ble det observert at retensjonstiden ble kortere. | tillegg til det
luktet det smearsyre i laboratoriet. Antagelig fordampet HFBA da det er en flyktig syre. Med
gnske om a holde retensjonstiden stabil ble det bestemt a finne den ideelle konsentrasjonen av
HFBA i mobilfasen. Det ble forsgkt med konsentrasjoner pa 0,1 1 % (Fig 36).
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Figur 36. Retensjonstiden til analyttene med ulik konsentrasjon HFBA i mobilfasene.

Grafene i Figur 36 viser retensjonstiden som funksjon av tid etter tillaging av mobilfase ved
ulike konsentrasjoner av HFBA. Ved lav konsentrasjon avtok retensjonstiden, men ble relativ
stabil med 1 % HFBA. Med 1% HFBA ble det antatt at systemet var mettet og likevekten
forskjgvet fullstendig mot ioneparet. Det ble ogsa observert at det tok omtrent 1 time far det

ble innstilt likevekt mellom mobilfasen og HFBA etter tillaging av mobilfasen.
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8.4 Massespektrometri

8.4.1 Cone Voltage
Det ble kjart flere analyser med konstant mengde gentamicin og tobramycin med CV i omradet
20 - 40. Figur 37 illustrerer hvilken CV som ga maks utslag for de enkelte fragmentene.
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Figur 37. Optimal cone voltage for de ulike gentamicin komponentene og tobramycin.

Optimal CV var 25 for tobramycin og gentamicinfragmentene 450 og 464. Gentamicin
fragment 478 hadde optimal CV pa 35. MS ble etter dette koblet til optimal CV for alle
gentamicin fragmentene og tobramycin.



8.4.2 Kaollisjonsenergi

I MRM analyse fragmenteres gentamicin til produktion med masse pa 322 m/z, og tobramycin

til produktion med masse pa 324 m/z. Det ble kjert analyser med CE i omradet 15-40. Den

optimale CE for gentamicin fragmentene 450 og 464 var pa 25. For gentamicin 478 og

tobramycin var den optimale CE pa 35 (Fig. 38).
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Figur 38. Optimal kollisjonsenergi for gentamicin komponentene og tobramycin
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8.5 Prgveopparbeidelse

Formalet med opparbeidelsen av praver i serum var a bli kvitt proteiner, fosfolipider og andre
interferenser. Innledningsvis ble det forsgkt & felle ut proteinene med iskald ACN, og deretter
ble supernatanten overfgrt til OSTRO for fjerning av fosfolipidene. Videre ble proven fra
samleplaten analysert. MS ga ingen signal av gentamicin eller tobramycin, det var kun stgy i

kromatogrammet som vist i figur 39.
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Figur 39. Analyse av serumprgve etter proteinfelling med ACN og fierning av fosfolipider pa4 OSTRO
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Deretter ble det forsgkt a felle ut proteinene med kald TCA (15%). Kromatogrammet ga en

liten topp pa gentamicin fragmentene 450 m/z og 464 m/z. Ellers sa var det stort sett bare stay

i kromatogrammet denne gangen ogsa (Fig. 40).
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Figur 40. Analyse av serumprgve etter proteinfelling med TCA og fjerning av fosfolipider pa& OSTRO
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Det oppstod mistanke om at serumet i kombinasjon med OSTRO, var arsaken til at fraveerende
signal. Dermed ble det forsgkt a analysere en standardpreve som bestod gentamicin som var

lgst og fortynnet med H>O. Fortsatt fikk vi ikke noe signal (Fig 41).
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Figur 41. Analyse vandig gentamicin prgve etter proteinfelling med TCA og fjerning av fosfolipider pA OSTRO.
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Det ble antatt at OSTRO holdt igjen gentamicin i matriksen. Det ble bestemt a forsgke
preveopparbeidelsen av serumet uten OSTRO. Det ble laget serumprgver der proteinene ble
felt med TCA. Videre ble fosfolipidene og ngytrale forbindelser fjernet med etylacetat. Etter
faseseparasjon ble etylacetat fjernet og supernatanten ble overfart til vial glass og analysert.
Dette ga signal fra bade gentamicin og tobramycin (Fig. 42). Med dette ble antagelsen om
OSTRO bekreftet, og OSTRO ble ikke brukt mer i oppgaven.
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Figur 42. Analyse serumprgve etter proteinfelling med TCA og fjerning av fosfolipider med etylacetat
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Validering

8.5.1 Standardpraver lgsti H20

Gentamicin konsentrasjonen i standardprgvene var pa 0,5 — 29 ng/uL og tobramycin

konsentrasjonen var pa 9,09 ng/ pL.

8.5.1.1 Linearitet — SIR analyse

SIR analyse av standardprevene gav gnskelige standardkurver som vist i Figur 43. Se Tabell 23

for beregningsgrunnlaget.
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Figur 43. SIR analyse av standardprgvene
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8.5.1.2 Linearitet- MRM analyse

Det ble ogsa kjert MRM analyse av standardprgvene for a gke sensitiviteten til analysen, og det
ga akseptable standardkurver (Fig 44). Se tabell 24 for beregningsgrunnlag.
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Figur 44. MRM analyse av standardprgvene
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8.5.2 Standardprgver med serum
Gentamicin konsentrasjonen i de ulike serumprgvene var pa 5,6 - 89 ug/mL og tobramycin
konsentrasjonen var pa 18 pg/mL. Serumprever med lavere konsentrasjoner enn 5,6 pg/mL ga

svaert svake signal.

8.5.2.1 Linearitet — SIR analyse
SIR analysen av standardprgvene med serumprgvene ga gode standardkurver som vist i Figur
45. Se tabell 25 for beregningsgrunnlag.
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Figur 45. SIR analyse av serumprgver etter proteinfelling og ekstraksjon med etylacetat
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9 Diskusjon

9.1 HILIC

MS som detektor setter krav til sammensetning av mobil fase som gjgr at tradisjonelle
normalfase kolonner ikke kan brukes. HILIC gir en retensjonsrekkefalge av substanser som
ligner pa det en vil fa med tradisjonelle normal fase kolonner, det vil si at upolare forbindelser
far kort retensjonstid og mer polare forbindelser far lengre retensjonstid. Mobilfaser som brukes
i analyser med HILIC kolonner er blandinger av vann/ACN eller vann/MeOH tilsatt ca 0,1%
maursyre. Dette er mobilfaser som er kompatible med MS som detektor. Det ble derfor valgt &
undersgke potensialet til HILIC kolonner til analyse av ikke-derivatisert gentamicin og

tobramycin.
9.1.1 UPLC

9.1.1.1 Mobilfasesammensetning

Forbindelsene ble forsgkt & bli eluert med isokratiske betingelser, men det fungerte ikke
tilfredsstillende. Forbindelsene kom ut enten alt for tidlig og i dedvolumet, eller sa kom de ut
veldig sent. Pa bakgrunn av dette ble det forsgkt a eluere ut forbindelsene med gradient
betingelser. Det ble forsgkt med flere ulike gradienter og gradienten i Tabell 8 erklaerte vi 0ss
forngyd med.

En mulig ulempe med gradient eluering er at etter analysen tar det litt tid far det gjenopprettes
likevekt mellom mobil og stasjonzrfase. | denne metoden er det beregnet en tid pa 4 minutter,
og det er mulig det trengtes mer tid for & gjenopprette likevekten sann at HILIC kolonnen var

Klar til & utfere en ny analyse.

9.1.1.2 Kromatografisk separasjon

Med HILIC kolonne fikk vi ikke en kromatografisk separasjon mellom tobramycin og
gentamicin. Alt kom ut i en smal og fin topp, og under den toppen skjulte alle gentamicin
fragmentene og tobramycin seg (Fig. 13). Det var kun noen sekunder imellom retensjonstiden
pa forbindelsene. Det var heller ingen kromatografisk separasjon eller mulighet for individuell

kvantifisering av de isobare gentamicin forbindelsene C2, C2a og C2b.
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9.1.2 Intern standard

Pa grunn av at tobramycin og gentamicin kokromatograferer, ble det undersgkt om tobramycin
ga noe signal som kunne tolkes som gentamicin. SIR og MRM analyse av tobramycin gav
topper for m/z-verdiene 450, 464 og 478 som i areal bare var 0,16% (SIR) og 0,63% (MRM)
av arealet under tobramycin toppen (m/z = 468). Dette er verdier som bare i ubetydelig grad vil
bidra til en systematisk feil i analysen, og tobramycin som intern standard ble derfor vurdert
som godt egnet.

9.1.3 Massespektrometer

9.1.3.1 Fuliscan

Et av fragmentene fra fullscan-analysen av gentamicin hadde en m/z verdi = 322. Dette
fragmentet hadde hgy intensitet og er derfor en god kandidat som et produktion i en MRM
analyse. Men ut fra en fullscan, singel MS analyse er det umulig & vite om m/z = 322 er et
fragment felles for de ulike gentamicin forbindelsene. Det ble derfor utfgrt produktion analyser
der parent ion var m/z =450, m/z = 464 eller m/z = 478. | alle tilfellene hadde et av
produktionene med m/z = 322. Fragmentet med m/z = 322 er derfor et fragment de ulike

gentamicin forbindelsene har felles, og derfor godt egnet som produktion i en MRM analyse.

9.1.4 Standardprgver — ulike fortynninger

Fortynningsmidlene som det ble forsgkt & fortynne gentamicin i var ACN, H,0 og MeOH. SIR
analyse av disse standardprgvene ga akseptable kromatogrammer med fortynningsmidlene H.O
og MeOH, men ikke av ACN. Basert pa dette ble kun standardpraver lgst og fortynnet med
MeOH og H-0 analysert videre.
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9.1.5 Validering

9.1.5.1 Standardprever lgst i MeOH

SIR analyse av standardpravene lgst og fortynnet i MeOH ga ustabile standardkurver. SIR
analyse ga korrelasjonskoeffisient pa (0,961-0,992) ferste dag, og dagen etter en
korrelasjonskoeffisient pa (0,841-0,907) av samme analyse. Det virket som at det hadde nadd
en metning andre dagen ut ifra standardkurvene. Det ble tillaget nye standardkurver med samme
konsentrasjonsomrade, og det ga igjen gnsket standardkurver med korrelasjonskoeffisient pa
(0.984-0,995).

Innledningsvis ga MRM analyse av standardprgvene en ikke optimal korrelasjonskoeffisient pa
(0,719-0,829). Standardprevene ble fortynnet for a se om det ga noe bedre standardkurver, og
det gjorde det med en korrelasjonskoeffisient pa (0,927-0,942).

9.1.5.2 Standardprever lgst i H20

SIR analyse av standardprevene lgst og fortynnet i H.O ga noe mer stabile resultater enn
standardprever som var fortynnet i MeOH. SIR analysen ga gode standardkurver og
korrelasjonskoeffisient pa (0,998-0,999) bade ferste dag og holdt seg like stabil dagen etter.
MRM analysene ga ogsa god korrelasjonskoeffisient pa (0,997-0,999). Standardprgvene ble
fortynnet for & se om det var mulig a detektere lavere konsentrasjoner. MRM analyse av de
fortynnede prevene ga standardkurver og en korrelasjonskoeffisient pa (0,983-0,994).
Standardprgvene ble fortynnet ytterligere og MRM analyse av disse standardprgvene ga en
korrelasjonskoeffisient pa (0,941-0,975).

64



9.2 RP-18

| en analyse av aminoglykosider i honning (43) er det brukt en C18 kolonne og en mobil fase
av vann/ACN med 5 mM HFBA som ioneparsreagens. | de videre forsgk ble det derfor valgt a
bruke en C18 kolonne og vann/ACN tilsatt HFBA som mobil fase.

9.2.1.1 Isokratisk eluering

Det ble forsgkt a eluere ut forbindelsene med ulike isokratiske betingelser og den vi erkleerte
oss forngyd med bestod av 72% H20 og 28% ACN. Med denne mobilfasesammensetningen
fikk vi en fin kromatografisk separasjon med god retensjonsfaktor. Mobilfasen var ogsa tilsatt
1% HFBA.

9.2.1.2 Kromatografisk separasjon

I motsetning til HILIC kolonnen fikk vi med C18 kolonnen og valgt mobilfasesammensetning
en optimal kromatografisk separasjon. Vi fikk skilt alle gentamicin forbindelsene og
tobramycin fra hverandre. | tillegg til det fikk vi ogsa en kromatografisk separasjon av de
isobare forbindelsene C2, C2a og C2b.

9.2.2 Ideell HFBA konsentrasjon i mobilfase

| de forste forsgkene var konsentrasjonen av HFBA i mobil fase 0,1%. | lgpet av dagen ble
retensjonstid for alle forbindelsene kortere og kortere. En mulig tolking av dette er at retensjon
av gentamicin og tobramycin er avhengig av falgende likevekt:

- Ladet HFBA  + Ladet gentamicin/tobramycin Nagytralt ionepar (gir retensjons pa C18)

Etter som konsentrasjonen av HFBA minsker, vil likevekten drives mot venstre og felgelig vil
retensjonstid avta. Det ble derfor valgt & preve ulike, hgyere konsentrasjoner av HFBA i mobil
fase. Som resultatene viser, gikk retensjonstiden opp for alle forbindelsene med gkende
konsentrasjon av HFBA. Ved konsentrasjoner av HFBA fra 0,8 % og oppover var det ikke
lenger noen vesentlig gkning av retensjonstid og retensjonstid holdt seg stabil i lgpet av dagen.
En forklaring pa dette kan veere at likevekten na er drevet helt mot hgyre og at retensjonstider
derfor vil vere stabile. | alt videre arbeid ble det derfor valgt & bruke 1% HFBA i mobil fase.
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9.2.3 Massespektrometri

9.23.1 CVogCE
Det ble utfgrt analyser med ulike CV og CE for a finne ut hvilken CE og CV som var optimal
0g som ga best signal av de gentamicin forbindelse og tobramycin. Optimaliserte CE og CV er

vist i figur 38 og 39.

9.2.4 Praveopparbeidelse

Et av malene med oppgaven var & opparbeide pravene i 96 brgnns format. Vi valgte a bruke
OSTRO plater med et pakkemateriale designet for a fjerne fosfolipider fra serum. Tanken var
at OSTRO systemet skulle brukes etter at proteiner var felt ut ved hjelp av kald TCA eller ACN.
Alle forsgk med a rense serumprgver pa denne maten var mislykket, det var ikke mulig a se
hverken gentamicin eller tobramycin i de pafglgende LC-MS analysene. For a finne arsaken til
dette lgste vi rene tobramycin og gentamicin standarder i H20 og “renset” disse pa OSTRO-
systemet. Heller ikke na var det mulig & se gentamicin og tobramycin i LC-MS analysene. En
sannsynlig forklaring pa dette er at aminoglykosidene fester seg til pakkematerialet i OSTRO-

platene.

Det ble derfor ngdvendig a velge en annen strategi for rensing av serumprgvene. Felling av
proteiner ble utfart ved hjelp av kald TCA. Etter sentrifugering ble supernatant ekstrahert ved
hjelp av etylacetat for & fjerne fosfolipider og eventuelt ngytrale forbindelser. Etter ekstraksjon
med etylacetat ble supernatant overfart til analyse pa LC-MS. Kromatogrammene viste at bade
tobramycin og de ulike gentamicinforbindelsene var tilstede, men i mye mindre mengder enn
forventet. Laveste konsentrasjon som det var mulig a kvantifisere var ca 10 ganger hgyere enn

forventet bunnkonsentrasjon i serum.
En forklaring pad det lave utbyttet er at TCA i supernatanten har dannet et ngytralt

ioneparskompleks med bade tobramycin og gentamycin og dermed har en stor fraksjon av disse

gatt over i etylacetatfasen.
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9.2.5 Validering

9.2.5.1 Standardpraver lgsti H.0

SIR og MRM analyse av standardprgver lgst i H.O ga rimelig gode standardkurver med
korrelasjonskoeffisient pa (SIR: 0.997-0.999) (MRM: 0,979-0,994). Gentamicin
konsentrasjonen i standardprgvene var pa 0,5 — 29 ng/uL og tobramycin konsentrasjonen var

pa 9,09 ng/ uL. Vi jobbet dermed ikke lenger med rene standarder, og gikk over til serumpraver.

9.2.5.2 Standardpragver lgst i serum

SIR analysen av standardprgver lgst i serum ga gode standardkurver og gode
korrelasjonskoeffisienter i omradet 0,972-0,981. Problemet her var at konsentrasjonen av
gentamicin i praven var mye hgyere enn det vi gnsket a detektere. Gentamicin konsentrasjonen

i de ulike serumprgvene var pa 5,6 - 89 pg/mL og tobramycin konsentrasjonen var pa 18 ug/mL.
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10 Konklusjon

Det var noen positive sider ved bruk av HILIC kolonnen, men ulempene var starre.

De positive sidene var at vi fikk god respons i MS og det var mulig a detektere og kvantifisere
sma mengder gentamicin. Minste konsentrasjon av gentamicin var pa 0,381pug/ml og laveste
konsentrasjon av tobramycin pa 1,512 pg/ml. I tillegg til det ga kromatografien skarpe og fine
topper.

Ulempene med HILIC kolonnen var at det ga for darlig kromatografisk separasjon av de ulike
gentamicin forbindelsene og tobramycin. Det var heller ingen kromatisk separasjon mellom
isobare gentamicin forbindelsene C2, C2a og C2b. Det ble ogsa observert at retensjonstiden var
ustabil. I tillegg det varierte korrelasjonskoeffisienten. Det ble bestemt & avslutte arbeidet med

HILIC kolonnen, fordi den var uegnet i forhold til malene vi hadde satt oss.

Med C18 kolonnen fikk vi en akseptabel kromatografisk separasjon av
gentamicinforbindelsene og tobramycin. Vi fikk ogsa separert de isobare forbindelsene som
ogsa var ett av delmalene. Nar det gjelder prgveopparbeidelsen har det ikke blitt funnet en
metode for pragveopparbeidelse i 96 brannsformatet som gir godt utbytte av analytten. Muligens
kan OSTRO plate pakket med annet materiale fungere. Som viderearbeid vil jeg anbefale a
opparbeide praven med & felle serumproteinene med ACN og ikke TCA, og ta supernatanten
over i et nytt glass og dampe det tert. Deretter relgse det i vann. Ved tilsetning av etylacetat vil
gentamicin  veere  vannlgselig og det vil ikke wveere  mulighet for
ionepardanning/ioneparekstraksjon. I analyse av rene standarder er minste detekterbare mengde

og kvantifiserbare mengde sa lav at metoden har et potensiale pa analyse av serumprgver.

Metoden er ikke fullstendig validert. Det hadde heller ingen hensikt da vi ikke klarte & detektere

gentamicin i serum i klinisk relevante konsentrasjoner.
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12 Vedlegg.

Tabell 23. Datagrunn for SIR analyse av standardprgvene lgst med H20 (C18)

450/468 464/468 478/468 Tot/468
Snitt. Snitt Snitt Snitt
0,5 ng/uL 1110 1557 1522 176494 0,00617267 0,00964313 0,00819914 0,02401494
1029 1778 1321 169909
0,9 ng/ uL 1900 2934 2289 169040 0,01169431 0,01801114 0,01316479 0,04287023
2032 3122 2139 167261
1,8 ng/ uL 4167 5428 4328 159254 0,02420599 0,0354883 0,02888874 0,08858302
3419 5670 4703 153689
3,6 ng/ ul 7304 11115 9393 165229 0,05156188 0,07804457 0,06395509 0,19356154
7011 10569 8456 118995
7,3 ng/ uL 14882 20540 15276 154153 0,09488856 0,13147617 0,10743022 0,33379495
14610 20325 18140 156698
14,5ng/ uL 30718 46693 41808 156898 0,19918137 0,29343218 0,26302914 0,75564269
31304 44699 40114 154527
29,1 ng/ uL. 66924 93986 87570 157817 0,424060779 0,59553787 0,554883187 1,574481837




Tabell 24. Datagrunnlag for MRM analyse av standardprevene lgst i H20

450/468 464/468 478/468 Tot/468
Snitt. Snitt Snitt Snitt
8 12 724
0,9 ng/ uLL 23 29 8 815 0,02415059 0,04858124 0,01160142 0,08433324
15 46 10 747
1,8 ng/ uL 50 68 16 897 0,05320108 0,07259575 0,01883051 0,14462734
46 63 18 908
3,6 ng/ uL 80 164 43 947 0,08078371 0,1430496 0,04387591 0,26770922
71 104 39 921
7,3 ng/ uL 186 360 108 1017 0,20885433 0,35968346 0,10572892 0,67426672
232 361 104 988
14,5 ng/ uL 408 765 251 1208 0,39099137 0,67155401 0,21731228 1,27985766
470 751 240 1058
29,1 ng/ uL. 978 1668 532 1250 0,9259567 1,44624667 0,50425978 2,87646316
1077 1569 587 1007




Tabell 25. Datagrunnlag for SIR analyse av standardprgver med serum.

450/468 464/468 4781468 Tot/468
Parallell Snitt. Snitt Snitt Snitt
5,6 pg/mL A 4034 7008 6188 69745 0,05470083 0,1748844 0,08677765 0,45508359
3261 13865 5623 64740
3631 13643 5506 64964
B 3897 6324 5780 68876 0,05729104 0,0953858 0,08634852 0,23902537
3856 6853 5939 69480
4076 6524 6111 68166
11,2 pg/mL A 8802 10799 13190 78855 0,09623429 0,1351388 0,14313526 0,37450836
9150 13865 13188 101493
8994 13643 13678 103467
B 8959 13692 17328 104722 0,08532458 0,1268485 0,14774285 0,35991592
9408 13985 17149 106966
9181 13254 13074 111325
22,3 ng/mL A 20715 33635 40532 106882 0,18818734 0,2907562 0,3376702 0,81661375
19715 30466 39685 106655
19927 29148 28052 107101
B 17002 30637 31467 95584 0,20517191 0,3275392 0,36273128 0,89544242
20271 31358 35009 93214
19296 28543 33602 87640
44,6 png/mL A 38426 55194 71920 85984 0,45554862 0,6748003 0,85121882 1,08156778
36058 54264 66569 78033
37791 56736 71355 82574
B 30150 49480 42336 62817 0,43937123 0,7569713 0,69984002 1,8961825
25980 45327 43433 60821
25782 46294 44630 62731
89 ng/mL A 69267 89602 96578 68580 1,10156567 1,639771 1,68958921 4,43092509
60543 121357 124906 67065
105504 136680 136287 75797
B 82570 120954 137159 65760 1,12752852 1,7287559 1,90277678 4,75906125
78014 124945 131852 64197
78583 120725 135209 86191




