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SAMMENDRAG

1. SAMMENDRAG

Vaeskefase-mikroekstraksjon (Liquid-phase microextraction/LPME) er for farste
gang kombinert med desorpsjon-elektrosprayionisering for massespektrometri (DESI-
MS), som en rask metode for screening av legemidler i urin. Det ble brukt basiske
legemidler (amfetamin, buprenorfin, diphenhydramin, haloperidol, loperamid,
metadon, metamfetamin, nortriptylin og petidin) som modellsubstanser. Bade 2-fase-
og 3-fase-LPME ble benyttet i de farste forsgkene, senere ble 3-faseekstraksjon valgt
som den beste metoden & benytte i videre forsgk. Ved 2-faseekstraksjon, ble
modellsubstansene ekstrahert fra 1 mL basisk donorlgsning, over en tynn, organisk
veeskemembran immobilisert i porene pa en porgs hulfiber, og videre inn i 10 pL
organisk akseptorfase. Ved 3-faseekstraksjon ble modellsubstansene ekstrahert fra 1
mL basisk donorlgsning, over en tynn organisk veeskemembran immobilisert i porene
pa en porgs hulfiber, og videre inn i 10 pL vandig, sur akseptorfase. 25 min ble vist a
veere gunstig ekstraksjonstid for begge systemene. Ekstraktene ble avsatt som draper
pa ulike overflatematerialer, der porgs teflon viste seg a veere den overflaten som
fungerte best. Prgvene ble analysert ved hjelp av DESI-MS, etter fordamping av
lgsningsmiddelet analyttene var lgst i. Det ble gjort forsgk for a finne egnede interne
standarder for modellsubstansene. Det ble ogsa gjort forsgk rundt det praktiske
arbeidet med avsetting av prgve pa teflon, og da spesielt med tanke pa systemer for a
vite hvor pa teflonen pravene er avsatt, da disse ofte er fargelgse. A bruke fargestoff
til dette formalet, ble sammenlignet med a bruke fordypninger i teflonen, og

fargestoff viste seg a vere en bedre lgsning pa problemet.

Det ble bestemt deteksjonsgrenser for modellsubstansene nar disse var lgst i metanol,
lgst i urin og ved 3-faseekstraksjon fra urin. Nar modellsubstansene var lgst i
metanol, 14 deteksjonsgrensene mellom 0,1 ng/mL for metadon og loperamid, og 10
ug/mL  for amfetaminene. Nar modellsubstansene var lgst i wurin, 14
deteksjonsgrensene hgyere, mellom 0,1 pg/mL for metadon og petidin, og 100 pg/mL

for amfetamin. Det ble vist at deteksjonsgrensene ble betraktelig lavere ved bruk av
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ekstraksjon far deteksjon. Ved ekstraksjon fra urin, ble deteksjonsgrensene bestemt til

10 ng/mL for metadon og diphenhydramin, og 25 ng/mL for nortriptylin og petidin.

Det ble lagd standardkurver for modellsubstansene petidin, metadon, diphenhydramin
og nortiptylin, i konsentrasjonsomradet 100 ng/mL til 2000 ng/mL. Disse
testusbstansene ble ogsa brukt til a teste paliteligheten til systemet. Det ble lagd
prever med ulike konsentrasjoner av substansene, og disse ble deretter analysert og
sammenlignet med kalibreringskurver, for & kunne gi en kvantitativ bestemmelse. Det
viste seg at det var vanskelig a fa korrekte resultater av disse forsgkene, og mer
forskning ma til far kombinasjonen av LPME og DESI-MS kan brukes til kvantitativ
bestemmelse. Som en metode til kvalitativ screening av urinprgver, der formalet er a
pavise om det er legemiddel i praven eller ikke, er metoden lovende, da den er rask

og effektiv.
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2. FORKORTELSER

LPME Liquid-phase microextraction (Vaskefase-mikroekstraksjon)
DESI Desorption-elektrosprayionisering

LLE Liquid-liquid-extraction (Vaske-vaskeekstraksjon)
SPE Solid-phase extraction (Fast-fase-ekstraksjon)
SDME Single-drop microextraction

MS Massespektrometri

SLM Supported liquid membrane

HCI Hydrochloric acid (saltsyre)

NaOH Natriumhydroksid

mg Milligram

Mg Mikrogram

ng Nanogram

L Liter

mL Milliliter

uL Mikroliter

rpm Rotasjoner per minutt

mM Millimolar

mm Millimeter
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m/s

RSD

m/z

SRM

kV

Meter per sekund
Relativt standardavvik
Masse/ladning

Selektiv reaksjon-modus
Volt

Kilovolt
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3. INTRODUKSJON

Sikker og palitelig pavisning av legemidler i biologiske praver er viktig for a arbeide
mot trygg legemiddelbruk og innen rusmiddelkontroll. Biologiske pragver benyttes
blant annet innen legemiddel-monitorering og ved rusmiddelkontroller og
dopingprever. En utfordring med biologiske pragver er at det i mange tilfeller er lite
biologisk materiale tilgjengelig. Dette gjelder spesielt ved analyse av blod- og
plasmapragver. Ved prgvetaking fra barn er det spesielt viktig & kunne klare seg med
sa lite prevemateriale som mulig. Ofte er konsentrasjonen av analytt i biologiske
praver for lav til at analytten kan detekteres direkte av analyseapparatet. Ved sma
pravevolumer og lave konsentrasjoner er man avhengig av a bruke en
preveopparbeidelsesteknikk som gir en sa god oppkonsentrering av analyttene som

mulig.

Biologiske prever er komplekse blandinger som kan inneholde mange hundre ulike
stoffer [1]. Mange av stoffene vil kunne interferere med analytten av interesse, og
dermed gi et mindre ngyaktig resultat. Eksempel pa dette er stoffer som kan danne et
kompleks sammen med analytten, og stoffer som kan oksidere eller redusere
analytten. Det kan ogsa vare stoffer tilstede i pregven som vil gi et signal i
analyseapparatet, som ikke kan skilles fra analyttens signal. Ved bruk av
massespektrometri gjelder dette stoffer som har samme masse/ladning-forhold (m/z-
verdi) som analytten. En annen grunn til at god opprensing av preven er viktig, er at
biologiske prgver kan inneholde stoffer, eksempelvis proteiner, som kan gdelegge

det aktuelle analyseapparatet.

| mange tilfeller er det viktig & fa raskt svar pa analysene, for eksempel ved
monitorering av legemidler med smalt terapeutisk vindu, og ved mistanke om
forgiftninger. | dag utfares analysene ofte ved hjelp av tidkrevende teknikker, noe
som er en ulempe bade pa grunn av at det tar lang tid fer resultatet pa den enkelte

prave foreligger, og pa grunn av begrensinger i antall prgver som kan analyseres hver
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dag. Dette gjor at det er behov og interesse for raskere metoder for analyse av
biologiske praver. Det satses stort innen forskningsfelt som kan gjare analysearbeidet
raskere og mer effektivt, men en forutsetning for a ta i bruk nyutviklede metoder er at

de ma veere like palitelige som de tradisjonelle metodene.

Fast-fase-ekstraksjon (SPE) og veeske-vaske-ekstraksjon (LLE) er tradisjonelle
teknikker som har veert mye brukt innen prgveopparbeidelse. Prinsippet for vaeske-
vaeske-ekstraksjonen er fordelingen et stoff har mellom to veesker som ikke er
blandbare med hverandre. Den ene veaesken er en vandig fase og den andre er et
organisk lgsemiddel. Ved bioanalyse vil den vandige fasen veere prgvelgsningen, en
biologisk veeske som blod, plasma eller urin. De to ikke-blandbare veaeskene ristes
godt, slik at overflatearealet mellom fasene blir meget stort. P4 denne maten vil
stoffene fra pravelgsningen fordele seg mellom fasene, avhengig av det respektive
stoffets egenskaper. Et uionisert, upolart, organisk molekyl (for eksempel et
legemiddel) vil tiltrekkes av den organiske fasen, mens polare og ioniserte molekyler
vil tiltrekkes av den vandige fasen. Slik kan analytten trekkes ut fra den vandige
fasen, og metoden gir god opprensing av prevelgsningen. For & oppna enda bedre
opprensing, kan det, ved hjelp av pH, foretas en tilbakeekstraksjon fra den organiske
fasen til en ny vandig fase. Stoffer som ioniseres som fglge av valgt pH i den nye
vannfasen, vil ekstraheres, mens ngytrale stoffer vil bli igjen i den organiske fasen.
Dette er gunstig i situasjoner der legemiddelet er polart og ioniserbart (noe som er
tilfelle i de fleste situasjoner der det arbeides med legemidler), og forurensningene er
ngytrale, upolare stoffer. Ulempen med & foreta en tilbakeekstraksjon, er at

prgveopparbeidelsen blir mer tidkrevende.

Vaske-vaskeekstraksjon kan ogsa gi oppkonsentrering av analytten, forutsetningen
er at volum av organisk fase er mindre enn volum av vandig fase. Dette kan veere
problematisk a gjennomfgre dersom man har sma mengder av biologisk prave
tilgjengelig. Andre ulemper med vaske-vaskeekstraksjon er at metoden er vanskelig

a automatisere[1] og at forbruket av organiske lgsemidler er stort.
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Vaskefase-mikroekstraksjon (LPME) ble utviklet pa slutten av 1990-tallet[2] og er
en relativt ny metode innen bioanalytisk preveopparbeidelse. Metoden er en
miniatyrisert versjon av klassisk veaeske-vaeskeekstraksjon, og gir god opprensing av
proave og hgy oppkonsentrering av analytt(er). Samtidig er LPME en mer
miljevennlig metode enn tradisjonell vaeske-vaskeekstraksjon, pa grunn av langt
lavere forbruk av organiske lgsemidler. Forbruket av organiske lgsemidler er typisk
5-30 pL for hver LPME-ekstraksjon [3], mot volum i mL-omradet for LLE [1].

Utgangspunktet for LPME er ekstraksjonsmetoden ”single-drop microextraction”
(SDME), som ble introdusert pa midten av 1990-tallet[4]. Ved SDME blir
analytt(ene) ekstrahert fra en vandig prgvelgsning (donorfase) og inn i en enkelt
drape organisk lgsemiddel (akseptorfase). Drapen med organisk lgsemiddel henger
fra spissen av en mikrosprgyte som blir satt ned i den vandige prgven, og systemet
blir satt pa risting. Ekstraksjonen skjer ved passiv diffusjon, og er basert pa analyttens
fordelingskoeffisient mellom de to fasene. Den vandige donorfasen har en pH som
gjer at analyttene er uioniserte, for a fremme transport av ioniserbare analytter til den
organiske fasen. Etter ekstraksjon blir den organiske drapen trekt inn i mikrospragyten
igjen, og kan analyseres ved hjelp av gasskromatografi. SDME kan ogsa gjgres som
et 3-fase-system, med vandig preve nederst, deretter et tynt lag med organisk
lgsemiddel, og gverst en vandig mikrodrape[5] . | slike 3-fasesystemer vil donorfasen
ha en pH som gjer at analyttene er i uionisert form, og motsatt vil akseptorfasen ha en
pH som fremmer ionisasjon av analyttene. Dette for & hindre tilbakeekstraksjon til

den organiske fasen. [6]

Metoden med single-drop microextraction gir god oppkonsentrering pa grunn av stor
forskjell i fasenes volum. Ekstraksjonen skjer fra donorfasen som har volum i
milliliter-omradet, til en akseptorfase med volum i mikroliter-omradet. Metoden gir
ogsa god opprensing av prgven. Ulempen med metoden er at den er lite robust, det er
lett & miste drapen, spesielt ved kraftig risting.[6] Disse problemene dannet
bakgrunnen for a ta i bruk hulfiber som et element i LPME [2]. Ved bruk av hulfiber
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blir direkte kontakt mellom donorfase og akseptorfase unngatt, og risting og vibrering

kan benyttes uten problemer [2].

LPME-ektraksjon kan utfgres som et 2-fasesystem og som et 3-fasesystem [7]. Ved
2-faseekstraksjon blir analyttene ekstrahert fra en vandig donorlgsning, via organisk
lesemiddel immobilisert i fiberveggene, og videre til organisk akseptorlagsning inne i
fiberens hulrom. Ved bruk av denne metoden fas det et organisk mikroekstrakt som er
direkte kompatibel med gasskromatografi [7]. | en 3-faseekstraksjon blir analyttene
ekstrahert fra en vandig donorlgsning, via organisk lgsemiddel i fiberens porer, og
videre til en vandig akseptorlgsning inne i fiberen hulrom. Mikroekstraktet er direkte

kompatibelt med vaeskekromatografi og kapillerelektroforese [7].

pH blir regulert i de ulike fasene i ekstraksjonen, for a favorisere ekstraksjon av de
gnskede analytter [6]. Ettersom de fleste legemidler er basiske, er det forsket mest pa
ekstraksjon med tanke pa favorisering av basiske substanser. [8-11]LPME-
ekstraksjon med pH-gradient er ogsa vist a fungere godt for sure legemidler, som for
eksempel ibuprofen [12]. Den gode opprensingen pH-gradienten farer til, er til stor
nytte ved ekstraksjon fra biologiske prgver, da blandingen man ekstraherer fra kan

vaere meget kompleks.

Det er blitt vist at LPME fungerer godt ved ekstraksjon bade fra plasma [2], urin [2],
fullblod [13] og morsmelk [14], og LPME har blitt brukt sammen med
analyseteknikker som veeskekromatografi (HPLC), kapilleerelektroforese (CE),

gasskromatografi (GC) og massespektrometri (MS). [15]

Massespektrometri er en mye brukt analysemetode i forbindelse med analyse av
biologiske prgver [1].Metoden gir sikre resultater bade for kvalitativ og kvantitativ
analyse. Ved bruk av massespektrometri ma prgven fares inn i vakuum eller en del av
massespektrometeret som er nart vakuumkammeret, for & bli ionisert. [16] Arsaken
til at det ma veere vakuum inne i instrumentet, er at ionene som skal analyseres ikke

skal kollidere med luftmolekyler, og dermed dekomponeres. [1].
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Massespektrometri kan kombineres med ulike kromatografiske metoder for & gi en
separasjon av stoffene i prgven, fgr den analyseres av massespektrometret. Nar
gasskromatografi brukes, vil prgven foreligge som en gass nar den elueres inn i
massespektrometret, og stoffene vil ioniseres under vakuumbetingelser inne i
apparatet, ved hjelp av ionisasjonsteknikken elektronionisasjon [1]. Ved bruk av LC-
MS (vaeskekromatografi i kombinasjon med massespektrometri), vil pregven foreligge
pa vaskeform. Da brukes en annen ionisasjonsteknikk, kalt elektrospray [1]. Ved
bruk av elektrospray, ioniseres stoffene for de kommer inn i selve masseanalysatoren.
Vaskestrgmmen fra HPLC-kolonnen passerer gjennom et kapilleer, og nitrogengass
brukes for & danne aerosol av denne. Det er festet elektroder med hgy spenning (2-5
kV) i tilknytning kapillaeret, dette gjer at aerosoldrapene som blir dannet far ladning,
og slik blir analyttene ionisert under atmosfeeretrykk, og fer de transporteres inn i

masseanalysatoren. [1]

DESI (Desorption ElectroSpray lonization) er en ioniseringsteknikk som ble
introdusert i 2004 [16]. Denne teknikken har fordret stor interesse pa grunn av at den
gir mulighet til & analysere direkte pa en overflate, uten at det er ngdvendig a
gjennomfare en praveopparbeidelse pa forhand. Det at teknikken gir mulighet for a
unnga eller redusere prgveopparbeidelsestrinnet i en analyse, gjer DESI-MS til en

effektiv teknikk, som gir mulighet for & analysere et stort antall praver pa kort tid.

Ved DESI brukes elektrospray, og som ved vanlig bruk av elektrospray, foregar
ioniseringen i atmosfaretrykk. [16] Forskjellen pa DESI og vanlig elektrospray, er at
praven ikke behgver a veere i lgsning ved DESI. Ved DESI er det ikke selve
spraylgsningen som skal analyseres, men en overflate som den elektrisk ladete
sprayen rettes mot. Overflaten kan i utgangspunktet veere hva som helst, men a
avsette flytende prgve pa teflon har vist seg a vere vellykket, og det er denne
overflaten som blir mest brukt [17]. Da avsettes prgven vanligvis som draper med
starrelse i pL-omradet. Lgsningsmiddelet som anayttene er lgst i vil fordampe, og

analyttene blir tilbake pa overflaten som flekker som sa kan analyseres, ved at

14



INTRODUKSJON

elektrosprayen blir sprayet pa flekkene. I enkelte tilfeller er det selve overflaten i seg
selv som skal analyseres, et eksempel kan veere deteksjon av insektsmidler pa en frukt
[18].

En lang rekke ulike typer substanser, fra sma aminosyrer og sma
legemiddelmolekyler, til store proteiner, har blitt undersgkt ved bruk av DESI-MS
[17, 19-22], og det har blitt gjennomfart vellykket forskning pa biologiske veesker[23,
24] Metoden har vist seg a vere spesielt lovende fordi den er aktuell i situasjoner
hvor man ikke har mulighet til & gjennomga en omfattende prgveopparbeidelse, et
klassisk eksempel er bruk av DESI-MS i jakten pa eksplosiva pa flyplasser[16].
DESI-MS har ogsa blitt brukt til in vivo analyse, der sprayen ble rettet direkte pa en
fingertupp til en person som hadde inntatt et legemiddel. Legemiddelmolekylet ble

detekterbart pa huden 40 minutter etter at det var inntatt.[16].

Det er ingen tvil om at DESI-MS er en analysemetode med et massivt potensiale, som
kan gjare rutinene rundt deteksjon og analyse mye lettere enn det som er tilfellet per
dags dato. For at metoden skal kunne bli benyttet i stor skala, er det behov for stor
repeterbarhet og at det er automatikk i analysetrinnene. Det er flere geometriske
parametre som skal optimaliseres, og studier er gjort pa dette.[25, 26] . Posisjonen til
elektrosprayen er viktig, da bade avstand, og vinkel i forhold til overflaten som skal
analyseres spiller en stor rolle. Avstanden fra sprayhodet til kapilleeret som farer inn i

massespektrometeret, er en annen faktor som pavirker signalkvaliteten [26].

LPME og DESI-MS er ikke tidligere blitt brukt i kombinasjon. En metode som pa en
vellykket mate kombinerer LPME med DESI-MS har potensiale til & gi store fordeler
i analyse av biologiske prgver. Det trengs sma volum av biologisk vaeske, og den
gode opprensingen og oppkonsentreringen fra ekstraksjonen bidrar til at lave
konsentrasjoner av analytt kan detekteres. Dette er viktig ved pavisning av potente
legemidler, som for eksempel buprenorfin. Bruk av DESI gjer at det enkelt kan
analyseres mange prgver pa kort tid, dette vil kunne gke effektiviteten betraktelig i

forhold til det som er praksis i dag.
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| denne oppgaven er det sett pa fundamentale aspekter ved kombinasjon av de to
teknikkene LPME og DESI-MS. Bade 2-faseekstraksjoner og 3-faseekstraksjoner er
blitt brukt. Valg av lgsemidler og ekstraksjonstider er blitt studert, samt ulike typer
overflater til & avsette prgvene pa. Fokus for oppgaven var a undersgke om LPME i
kombinasjon med DESI-MS kan veere aktuelt som en metode for screening av
biologiske praver, med tanke pa & pavise og identifisere legemidler. Paliteligheten til

teknikken har ogsa blitt undersgkt.
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4. TEORI

Ekstraksjonsenheten for veeskefase-mikroekstraksjon er bygd opp av en vial med

topp, og en hulfiber festet til en pipettespiss. Figur 1 viser LPME-oppsettet.

Finatiespiss
Vil med tonn

Alseptorigsning

Donrlesning
(prevelasning)

Hiffiber impregnert med
lasmidcel

Figur 1; Utstyrsoppsett for veeskefase-mikroekstraksjon (LPME).

| veeskefase-mikroekstraksjon brukes et organisk lgsemiddel til & danne en
vaeskemembran i veggene pa en hulfiber. Hulfiberen er porgs og laget av
polypropylen[2, 3, 6, 7, 12, 27], og har vanligvis en lengde pa 1,5-10 cm [6].
Polypropylen er et gunstig materiale pa grunn av at polymeren er kompatibel med en
lang rekke organiske lgsemidler, og pa grunn av at porestarrelsen pa 0,2 um farer til
sterk immobilisering av lgsemidlene. [28] Organisk lgsemiddel immobiliseres i
porene pa fiberen ved a dyppe hulfiberen i det organiske lgsemiddelet, og holde den
der i et par sekunder [3]. Kapillerkrefter gjer at lasemiddelet fyller porene pa fiberen,
og at lgsemiddelet vil holde seg i porene nar fiberen tas opp av lgsemiddelet igjen [3].
Ved hjelp av en mikrosprgyte fylles fiberen enten med mer organisk lgsemiddel (2-

faseekstraksjon) eller med ny vandig lgsning med gunstig pH (3-faseekstraksjon). Det
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organiske lgsemiddelet som velges kan ikke vaere blandbart med vandig fase, og som
folge av dette vil lgsemiddelet holde seg i porene og danne en tynn, organisk
vaeskemembran (SLM) nar fiberen overfares til pravelgsningen. Ekstraksjonsenheten
settes pa risting, og ekstraktet fjernes ved hjelp av en mikrosproyte ved endt
ekstraksjon. Det organiske ekstraktet fra en 2-faseekstraksjon vil kunne injiseres
direkte i gasskromatografen, mens et vandig ekstrakt fra en 3-faseekstraksjon vil

kunne injiseres direkte i veeskekromatografen [6] .

| LPME er prgvevolumene vanligvis mellom 0,1-4 mL [28], men det har blitt brukt
volum i omradet fra 50 pL til over 1 liter [3]. Akseptorfasevolumene er vanligvis
mellom 2-30 pL[3]. En stor forskjell i volum mellom de to fasene, vil gi hgy

oppkonsentrering av analytter.

o

LPME gjagres mer effektivt ved a utnytte analytten(es) pH-egenskaper. pH i
donorfasen justeres slik at analyttene blir uioniserte, og dermed darlig lgselige i
denne fasen. For basiske legemidler vil dette si at pH i donorfasen justeres til det
basiske omradet. Denne pH-justeringen vil gjgre at analyttene blir bedre lgselige i
organisk lgsemiddel enn i den vandige donorlgsningen, og analyttene vil dermed
lettere ekstraheres inn i den organiske fasen som er immobilisert i hulfiber-veggene
pa fiberen. | en 3-faseekstraksjon vil pH i den vandige akseptorfasen justeres slik at
ionisering av analyttene fremmes, og for basiske legemidler betyr dette at pH justeres
til det sure omradet. Analyttene ioniseres nar de ekstraheres over i akseptorfasen,
dette gir god lgselighet. Denne pH-justeringen hindrer ogsa tilbake-ekstraksjon til den

organiske fasen. Figur 2 viser prinsippet for 3-faseekstraksjon av en basisk substans.
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Hulfiber impregnert med
organizk lmzemiddel

Donorfase

[pravelsning) med
AH+ hasisk pH
AH+ -1

AH+

AH+
-1 Akseptarfase med sur pH

—_———_—‘——_

Figur 2; Prinsipp for ekstraksjon av basiske stoffer, fra basisk donorlgsning,
via organisk fase i hulfiberen, og til sur akseptorfase. A=analytt.

pH-gradienten i systemet bidrar til hgyere ekstraksjonsutbytte for analytten(e), i
tillegg til god opprensing av prgven. Ved ekstraksjon av basiske legemidler fra basisk
donorfase til sur akseptorfase, vil proteiner, salter, ngytrale stoffer, samt sure stoffer
forhindres i a bli ekstrahert [9]. Proteiner vil forbli i donorfasen, da disse er for polare
til & kunne diffundere inn i den organiske fasen. Salter vil vaere godt lgselige i vandig
fase og ikke lgselige i organisk fase. Disse vil dermed forbli i donorfasen. Ngytrale
stoffer kan deles i to grupper; de polare og de upolare. De polare, ngytrale stoffene vil
ha god lgselighet i den vandige, polare donorfasen, og dermed ikke ekstraheres. De
upolare, ngytrale stoffene, vil ha god lgselighet i den organiske fasen. Disse stoffene
vil dermed diffundere fra den vandige donorfasen til den organiske fasen. De vil ikke
diffundere videre til den vandige akseptorfasen. De sure stoffene i pregven vil
ioniseres i den basiske donorfasen. Dette gir god lgselighet, og farer til at disse
stoffene ikke vil diffundere inn i den organiske fasen. Alt i alt gir dette en selektiv
ekstraksjon, der basiske stoffer blir ekstrahert, mens stoffer med andre egenskaper

blir forhindret i @ komme over i akseptorfase.

Transporten av analytten(e) pa tvers av fasene i en mikroekstraksjon skjer ved hjelp

av passiv diffusjon [6]. Fordelingen til en analytt avhenger av analyttens
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fordelingskoeffisient mellom de ulike fasene, farst mellom donorfase og organisk
fase, og deretter mellom organisk fase og akseptorfase, dersom systemet er et 3-
fasesystem. Likevekten som viser hvordan analytten fordeler som mellom de tre

fasene, kan beskrives slik

Analytt (donorfase) <« Analytt (organisk fase) < Analytt (akseptorfase)
Ligning 1

Fordelingskoeffisienten Koqqon Uttrykker konsentrasjon av analytt i organisk fase og i

donorfase ved likevekt, pa denne maten

K orgrdon = [Alorg / [Aldon Ligning 2

For at ekstraksjonen skal veere vellykket er det viktig med en hgy verdi for Koggon.
[29] For stoffer med ioniserbare grupper, kan dette oppnas ved a justere pH i
donorlgsning slik at ionisering undertrykkes. Pa tilsvarende mate uttrykkes
fordelingskoeffisient Kasorg for analytt mellom organisk fase og akseptorfase som

vist i ligning 3.

Kaks/org = [A]aks/ [A]org Ligning 3

Hay verdi oppnas ved pH-justering i vandig akseptorfase, slik at ioniserbare stoffer

far ladning.

Nar den organiske fasen er 1-oktanol, kalles fordelingskoeffisienten log P. 1-oktanol
har, med tanke pa lipofilisitet og evnen til & danne hydrogenbindinger, lignende
egenskaper som biologiske membraner. Derfor er log P-verdien av stor nytteverdi for
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a kunne forutsi hvordan et legemiddel vil fordele seg i kroppen, og spesielt til a

forutsi om legemidlet vil vare lipofilt nok til & kunne krysse blod-hjerne-barrieren.

[1]

Ved en ekstraksjon er det alltid fare for at noe av analyttmengden kan ga tapt.

Ekstraksjonsutbyttet (R) beregnes ved hjelp av fglgende formel

R= (CeVe/CpVp) *100% Ligning 4

der C. og C, er konsentrasjon av analytt i henholdsvis ekstrakt etter ekstraksjon og

prave far ekstraksjon, og V. 0g V,, er ekstraktvolum og prevevolum. [1]

Oppkonsentrering (E) av analytt som falge av ekstraksjonen, kan beregnes av ligning
5

E= C./C, Ligning 5

Ved analyse av biologisk materiale er det viktig & fa en sa hgy oppkonsentrering som
mulig, da legemiddelkonsentrasjoner i blod og urin ofte er sa lave at de ikke kan

detekteres uten hgy oppkonsentrering.

Desorpsjon-elektrospray-ionisering (DESI) er en ioniseringsmetode til bruk ved
massespektrometri. Selve DESI-enheten bestar av en elektrospray som er posisjonert
med en viss vinkel i forhold til den overflaten som skal analyseres. Elektrosprayen er
plassert tvers ovenfor kapilleret som er inngangen til massespektrometret. Et oppsett

er vist i Figur 3.
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Figur 3; Bilde av et DESI-oppsett, med elektrospray, overflaten som skal
analyseres, og kapilleeret som fgrer inn til massespektrometret. Figuren er
et eksempel pa et DESI-eksperiment og er hentet fra referanse [16]

Spraylgsingen oppbevares i en mikrosprgyte, og blir pumpet opp til systemet ved
hjelp av en sprgytepumpe. Sammensetningen av sprayen og hastigheten den pumpes
med, kan varieres. Hvilke betingelser som fungerer best, avhenger av hva slags type
analytter og hva slags type overflate det jobbes med. Spraylgsingen feres via et
spraykapilleer fra spraytepumpen til sprayutgangen. Ved utgangen av kapillaeret, vil
spraylgsningen forsteves og danne en aerosol, ved hjelp av nitrogengass.
Nitrogengassen fraktes i et ytre kapilleer, som ligger rundt spraykapilleret. Dette gjar
at spraylgsingen og gassen kommer i kontakt ved utgangen av de to kapillaerene. Det
er vanlig at spraykapilleret er litt lengre enn gasskapilleeret, som vist pa Figur 3.

Dette gjor at gassen frigjares litt lengre oppe i systemet enn spraylgsningen.

Spraylgsningen har elektrisk ladning. Det er festet en elektrode pa spraytespissen til
mikrosprgyten, med en spenning pa flere kV. Dette gjer at drapene som dannes under

forstavningsprosessen, far elektrisk ladning, og denne ladningen vil overfares til
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prgven nar sprayen treffer overflaten. Overflaten kan vere hva som helst, men det er

vanlig a bruke en bevegelig plate der man kan feste prgven man vil analysere.

Elektrosprayen bestar av draper med diameter under 10 um, som treffer overflaten
med en hastighet i overkant av 100 m/s[30]. De farste drapene fra sprayen fukter
overflaten, og danner et filmlag. Analyttene vil desorberes fra praveflekken, og lgses
i dette filmlaget. De drapene som senere treffer overflaten pavirker filmlaget, og det
dannes draper som beveger seg i retning av MS-kapillaeret, grunnet et lavere trykk
utenfor kapilleerapningen [31]. Disse drapene bestar av sprayvaesken sa vel som
analytter fra prgveoverflaten. Denne mekanismen som farer til at analytter blir fart

inn i massespektrometret, kalles en ”droplet-pick-up”’-mekanisme. [30]

Signalets intensitet er sterkt avhengig av geometriske innstillinger ved bruk av DESI-
MS. Vinkel og avstand mellom elektrospray-tupp og overflate, og mellom overflate
og kapilleer er alle faktorer som i hgy grad pavirker analysekvaliteten. Dette er
innstillinger som ma optimaliseres ofte, og ulike analytter kan ha ulike gunstige

parametre. [30]

Elektrosprayens sammensetning er ogsa av stor betydning for analysekvaliteten, da
polaritet og pH spiller en stor rolle for hvor lett analyttene ioniseres. Dette er vist i
Figur 4. Figuren viser tydelig hvor stor forskjell det er i signalintensiteten til et

molekylion nar det har blitt brukt ulike spraylgsninger.
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Figur 4; Signalintensiteten til molekylionet varierer med ulike
spraylgsninger. Hentet fra referanse [20]

Nar sprayen treffer praveflekken, vil analytter desorberes fra flekken, og lgses i
spraylgsningen. Dette er et viktig steg for at analyttene skal kunne transporteres inn i
MS-apparatet. Hvor stor del av analyttene som lgses i det filmlaget av spraylgsningen
som dannes over flekken, er avhengig av spraysammensetning (andel vandig veeske

og andel organisk vaske) og analyttens fordelingskoeffisient.

Hva slags type overflate som brukes til & avsette prgven pa, er ogsa av stor betydning
for analysekvaliteten. Deteksjonsgrense/kvantifiseringsgrense, signalstabilitet, grad
av carryover-effekt, reproduserbarhet og linearitet er alle parametre som pavirkes av
hvilken type overflate som er valgt. Overflaten ber veere inert i forhold til prgven, det
vil si at det ikke bgr forega reaksjoner mellom overflate og analytt. De fysiske
bindingene som eventuelt matte oppstd mellom analytt og overflate, bgr veere svake
slik at analytten lett kan desoberes fra overflaten, under pavirkning av elektrosprayen.
Porgsiteten til overflaten er ogsa av betydning. Ved bruk av for porgse materialer vil
prgven kunne diffundere for langt ned i overflaten, og falgelig vere vanskelig a
detektere. Er overflatematerialet for glatt, vil dette lett fore til at prgven blir vasket

bort med sprayen. [17]
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Andre parametre som har betydning for intensiteten, er sprayens flow-hastighet, type
overflate som blir brukt til & avsette prgven pa og spenningen som blir satt pa

sprayen.[31]
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5. EKSPERIMENTELT

5.1 Karakteristikk av modellsubstansene

Det ble valgt ut basiske legemidler som modellsubstansene. Flere av legemidlene har
misbrukspotensiale, og er derfor aktuelle i forbindelse med screening av urin i

forbindelse med rusmiddelkontroll.

Navn Molekylvekt pKa Log P Molekyl-formel
(Dalton)
Amfetamin 135,21 10,1 1,8 CoHi3N
Buprenorfin 467,30 8,509 |4,98 Cy9H41NO,
10,0
Diphenhydramin 255,16 9,0 3,3 C17H1NO
Haloperidol 375,14 8,3 3,23 C21H,3CIFNO;
Loperamid 476,22 8,7 5,2 C,9H35CIN,O,
Metadon 309,21 8,94 3,93 C,1H,7NO
Metamfetamin 149,12 10,1 2,1 CioH1sN
Nortriptylin 263,17 9,7 4,7 CyoH2N
Petidin 247,16 8,7 2,7 C15H,1NO,

Tabell 1; Modellsubstansenes egenskaper. Verdiene er hentet fra Clark’s
Analysis of Drugs and Poisons (Pharmaceutcal Press, 3.utgave,2004,
London, UK.) og www.drugbank.ca (14.05.2010).
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Figur 5; Strukturformler for modellsubstansene.
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5.2 Kjemikalier

Modellsubstans Leverandgr
Amfetamin sulfat Gave fra Farmasgytisk Institutt, Universitetet i Oslo
Buprenorfin hydroklorid Schering-Plough (Whitehouse Station, NJ,USA)

Diphenhydramin hydroklorid | Dumex (Kgbenhavn, Danmark)

Haloperidol hydroklorid Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Loperamid hydroklorid Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Metadon hydroklorid Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,USA)

Metamfetamin hydroklorid | Gave fra Farmasgytisk Institutt, Universitetet i Oslo

Nortiptylin hydroklorid Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,USA)

Petidin hydroklorid Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,USA)

Tabell 2; Oversikt over modellsubstansene og leverandgrer til disse.

Heptan og heksan kom fra leverandgren Merck (Darmstadt, Tyskland), toluen kom
fra AppliChem (Darmstadt, Tyskland), metanol og acetonitril kom fra VWR Bie &
Berntsen A/S (Herlev, Danmark). Pentan kom fra Riedel-de Hden (Buchs, Sveits),
mens etylacetat og diklormetan kom fra FLUKA (Buchs, Sveits). 1-oktanol, HCI og
NaOH kom fra Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,USA).

5.3 Biologiske praver

Det ble samlet inn morgenurin fra frivillige de dagene det skulle gjares forsgk med

urin.
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5.4 Stamlgsninger og standardigsninger

Det ble lagd stamlgsninger av alle modellsubstansene. Tarrstoff av substansene ble
veid inn og lgst i metanol til en konsentrasjon pa 1 mg/mL. Disse ble oppbevart i
Kjgleskap, beskyttet mot lys. Standardlgsningene ble lagd nye hver dag det ble gjort
forsgk, ved a fortynne en mengde stamlgsning til gnsket konsentrasjon.
Fortynningene skjedde i urin, basisk vandig miljg eller metanol, avhengig av hvilke
forsgk som skulle utfares. Vandige lgsninger ble alltid tilberedt med deionisert vann.
Deionisert vann ble renset til 18,2 MQ-cm i et Milli-Q-vannrensingssystem
(Millipore, Billerica, MA,USA).

5.5 Utstyr for LPME

Vialene som ble brukt til ekstraksjonene har volum pa 1,5 mL (skruelagsglas 1,5 mL,
32*11,6 mm) og produseres ved Mikrolab Aarhus A/S (Arhus, Danmark). Det ble
brukt topper (skruelag med hul, inleg:silicone) som ogsa produseres av Mikrolab
Aarhus A/S. Vial og topp er vist i Figur 1. Hulfiberen som ble brukt til
ekstraksjonene er laget av polypropylen. Fiberen produseres av Membrana
(Wuppertal, Tyskland) , har indre diameter pa 1,2 mm, og porestarrelse pa 0,2 pm.
Det ble brukt en GC-sprgyte (Terumo micro syringe UMS-10) med volum 10 pL til
fylling av fiber og opptrekk av ekstrakt. Ekstaksjonsenheten ble vibrert pa VWR VV3
(VWR- Bie & Berntsen A/S, Herlev, Danmark), denne har hastigheter mellom 250-
2500 rpm. Det ble brukt eppendorf-pipettespisser pa 20 pL til ekstraksjonsenheten,

levert av Eppendorf Nordic Aps (Horsholm, Danmark).

Etter ekstraksjon ble prgvene avsatt pa ulike overflatematerialer. Normal teflon kom
fra Rias Plast (Roskilde, Danmark). Porgs teflon kom fra Berghof (Eningen,
Tyskland). Denne har en porestarrelse pa 25 pm, og et porevolum pa 47 %. SPE-
plater av polypropylen kom fra Biotage (Uppsala, Sverige). Mikroskop-glassplater
kom fra VWR Bie & Berntsen A/S (Herlev, Danmark).
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5.6 Betingelser for LPME

Det ble brukt prgvelgsninger (donorfase) med volum pa 1 mL. Per 1 mL donorfase
var det iberegnet 40 uL 1M NaOH, for at donorfase skulle fa en NaOH-konsentrasjon
pa 40 mM.

Det ble lagd hull i silikonseptumet i hver vialtopp, og en pipettespiss ble tredt
gjennom hullet. Pipettespissens nedre del ble Kklipt av slik at en spraytespiss kunne
passere ned gjennom pipettespissen. Hulfiberen ble delt opp i 2 cm lange biter. En
hulfiberbit ble festet til enden av pipettespissen ved hjelp av en loddebolt. Hulfiberen
ble lukket i nedre del ved hjelp av en tang slik at hulrommet inne i fiberen ikke kom i

direkte kontakt med miljget utenfor fiberen.

Ved ekstraksjon ble hulfiberen dyppet ned i organisk lgsemiddel, og slik ble det
organiske lgsemiddelet immobilisert i fiberens porer. Hulfiberen ble deretter fylt med
10 pL akseptorfase, ved hjelp av en mikrosprgyte. Ved 2-faseekstraksjon ble det
samme lgsemiddelet som ble brukt til immobilisering av fiberen, brukt som
akseptorfase. Dette lgsemiddelet var som oftest toluen. VVed 3-faseekstraksjon ble det
brukt 10 mM HCI som akseptorfase. Etter fylling av akseptorfase i fiberens hulrom,
ble fiberen overfert til vialen med pregvelgsning, og toppen ble skrudd igjen.
Ekstraksjonsenheten ble sa satt pa risting, med hastighet 1125 rpm. Etter ekstraksjon

ble ekstraktet tatt ut ved hjelp av en mikrosprayte.

Det ble brukt ulike overflatematerialer til a avsette prevene pa (kapittel 6.4), men som
oftest ble det brukt porgs teflon. Ekstraktet ble avsatt som draper pa 1 pL, pa toppen
av 1L uterket fargestoff-lgsning (se Figur 6). Det var ca 3 mm mellom drapene.

Drapene lufttgrket, og ble deretter analysert ved hjelp av DESI-MS.
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Figur 6; Fargestofflasning og pravelgsning er avsatt som 1 pl-draper pa
porgs teflon.

5.7 Utstyr for DESI-MS

Prgvene ble analysert ved bruk av en Thermo Scientific LTQ XL linegr ion trap
(Kgbenhavn, Danmark). Det var festet en DESI-enhet til massespektrometeret, denne
enheten var bygd ved Institut for farmaci og analytisk kemi, Kgbenhavns universitet.
DESI-enheten kunne styres manuelt i tre dimensjoner. Dataprogrammet Xalibur
(Thermo Scientific, Kgbenhavn, Danmark) ble brukt til & behandle datafilene fra
massespektrometeret. Det ble brukt en KDS-100-CE, KD Scientific-spraytepumpe
(Holliston, MA, USA) og gasstette Hamilton-sprgyter (Bonaduz, Sveits) til

spraylgsningen.

5.8 Betingelser for DESI-MS

Platen med prever ble festet til DESI-enheten ved hjelp av tack-it heftemasse.
Prgvene ble analysert ved at platen ble manuelt bevegd i horisontal retning, mens
spray og MS-kapiller var i ro. Slik ble praveflekkene scannet fra én side av flekken

til den andre. Sprayen var posisjonert 60 ° i forhold til platen (se Figur 3).
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Det ble testet ulike spraylgsninger (kapittel 6.1.1), og lgsningen ble pumpet inn i
systemet ved hjelp av en sprgytepumpe, som oftest med hastighet 6 pL/min.
Nitrogengass ble brukt for a gi aerosoldannelse av sprayen, gasstrykket som ble brukt
var 8,5 bar. Det ble brukt elektroder for a gi sprayen ladning, spenningsforskjellen var
pa 5 kV. Temperaturen pa kapilleret inn i MS-apparatet var 350 °C, og

kapilleerspenningen var 3 volt. Antall microscans var 1.

| fullscan-modus ble det scannet i m/z-omradet 100-500. | de forsgkene det ble brukt
MS/MS, ble det brukt fragmenteringsenergier som vist i Tabell 3. Verdiene for energi
representerer antall % av maksimalt oppnaelig energi. Energiene er valgt etter & ha
optimalisert fragmenteringen slik at molekylionet har en signalintensitet pa 10-20 % i

forhold til hovedfragmentet.

Modellsubstans | Molekylion (m/z) | Fragment (m/z) | Energi
Amfetamin 136 119 17
Buprenorfin 468 414 12
Diphenhydramin | 256 167 26
Haloperidol 376 165 20
Loperamid 477 266 18
Metadon 310 265 15
Metamfetamin 150 119 22
Nortriptylin 264 233 20
Petidin 248 220 30

Tabell 3; Oversikt over modellsubstansenes molekylion, samt hoved-
fragmention, og energi som ble brukt i MS/MS-modus.
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6. RESULTATER OG DISKUSJON

6.1 Optimalisering av DESI-parametre

6.1.1 Spraysammensetning

Spraysammensetningen er av stor betydning for signalets intensitet, som vist i en
studie av Kauppila et al.[20], og som beskrevet i kapittel 4. Ulike
spraysammensetninger ble testet i begynnelsen av arbeidet med denne oppgaven.
Amfetamin ble brukt som modellsubstans, og spraylgsningene ble rangert etter hvor
lav amfetaminkonsentrasjon som var detekterbar. Av de ulike sammensetningene
nevnt i Tabell 4, ga sammensetningen Acetonitril:H,0 50:50 de hgyeste signalene for

amfetamin, og denne sammensetningen ble valgt til videre arbeid.

Spraysammensetning Laveste detekterbare

amfetaminkonsentrasjon

Metanol:H,O 90:10 1 pg/mL

Acetonitril:H,O 90:10 1 pg/mL

Metanol:H,0:Maursyre 50:50:0,5 % | 10 pg/mL

Etanol:H,0 50:50 1 pg/mL

Acetonitril:H,O 50:50 0,1 pg/mL

Metanol:H,O:Maursyre 90:10:0,5 % | 10 pg/mL

Tabell 4; Ulike spraysammensetninger som ble testet ut, og laveste
detekterbare konsentrasjon av amfetamin.

Senere ble det byttet til en ny spraysammensetning; en blanding av metanol, vann og

maursyre i forholdet 80:20:0,5, da denne viste seg a gi hgyere signalintensitet for alle
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aktuelle analytter. Forsgkene i kapittel 6.6, 6.8 og 6.9 er utfert med denne

spraysammensetningen.

6.1.2 Sprayflow

Flowhastigheter fra 1 pL/min til 12 pL/min ble testet til bruk sammen med porgs
teflon. Signalene ble starre ved gkning i flow opptil 8 uL/min, men ved flow sterre
enn 8 pL/min ble teflonen vat, noe som farte til stor carryover-effekt. Carryover er en
effekt som kommer av at sprayen og filmlaget pa overflaten danner en aerosoleffekt
som vasker pregvemateriale bort fra proveflekken til omrader rundt flekken eller til
neste praveflekk. Sprayflow pa 6 uL/min ble valgt til videre arbeid, pa grunn av gode

signaler og lite carryover.

6.1.3 Geometriske parametre

De geometriske innstillingene er av stor betydning for deteksjonen, og det er sma
forskjeller i innstillingene som skal til for & endre kvaliteten pa deteksjonen. Bade
avstanden mellom spray og preve, og mellom spray og MS-kapilleer, er parametre

som bar optimaliseres for & fa gode resultater.

Under arbeidet med denne oppgaven, ble det brukt en bevegelig plate til & feste
teflonplaten pa (se Figur 3). Denne bevegelige platen var noe bgyd i loddrett retning,
slik at det var kortere avstand mellom sprayen og flekkene lengst til hgyre pa
teflonplaten, sammenlignet med avstanden mellom sprayen og flekkene lengst til
venstre pa teflonen. Dette var noe det matte justeres manuelt for underveis i en scan,
ved a senke eller heve platen, for & fa hgyest mulig signaler, og for at alle
proveflekkene skulle scannes med like betingelser. Figur 7 viser hvor forskjellige
signalene for metadon ble nar det ikke ble justert for at platen var bgyd, underveis i
scannen. | utgangspunktet var avstanden mellom sprayen og plata ca 5 mm, og
platens helling gjorde at forskjellen i hgyde fra start til slutt var ca 2 mm. Figuren

viser tydelig at signalene ble mye hgyere mot slutten av scannen, altsa nar avstanden
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mellom spray og plate var ca 3 mm. Dette var en scan over 9 flekker totalt, men som

vist i figuren, var de to farste flekkene ikke detekterbare.
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Figur 7; Scan over 9 flekker, der sprayen ved starten var hevet 5 mm over
teflonen. Avstanden sank kontinuerlig underveis i scannen, og ved siste
flekk var sprayen ca 3 mm over platen. Signalene ble malt pa molekylionet
for metadon, m/z 310.

Signalintensiteten sank ogsa nar sprayen var veldig nerme teflonplaten, som vist i
Figur 8. Ved scan over de to farste flekkene pa plata, var sprayen veldig narme
overflaten (mindre enn 1 mm). Da sprayen ble hevet til 3 mm, gkte intensiteten
betraktelig. Ut fra Figur 7 og Figur 8, kan det konkluderes med at optimal avstand

mellom spray og teflonplate var 2-3 mm.
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Figur 8; Effekt av sprayhgyde. Sprayen var hevet 1 mm over prgveplaten i
de to farste flekkene, og 3 mm over prgveplaten i de to siste flekkene.

Det ble ogsa undersgkt hvordan avstanden fra flekkene pa teflonplata til MS-

kapilleeret pavirker resultatet. Dette er avstanden ionene ma passere gjennom luft i

atmosfearetrykk far de nar inngangen til massespektrometret. | en scan over 6 flekker

ble avstanden gkt fra 1 mm for den farste flekken til 6 mm for den siste flekken.

Resultatet for metadon er vist i Figur 9.
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Figur 9; De 6 flekkene er detektert med ulik avstand fra flekk til MS-
kapilleer, med 1 mm for fgrste flekk og 6 mm for siste flekk.
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Metadon ble best detektert nar det var avstand pa 4-5 mm mellom flekk og MS-

kapilleer.

Selv med like geometriske betingelser, vil det vere en viss variasjon i signalene fra
flekk til flekk. Dette er vist i Figur 10. Figuren viser en scan over 6 flekker med 10
pug/ml petidin i toluen, og selv om betingelsene for deteksjonen var de samme for alle
flekkene, fikk signalene ulike intensiteter.
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Figur 10; Kronogram over 6 flekker med 10 pg/ml petidin i toluen. De
geometriske betingelsene var like for alle flekkene.

Ved bruk av DESI er det flere faktorer som styres manuelt (for eksempel sprayretning
og scan-hastighet), derfor vil det alltid veere noe variasjon i signalene som blir
generert, selv om flekkene inneholder samme konsentrasjon av analyttene. Det jobbes
med & fa pa plass automatiske styringsteknikker, for & gjegre resultatetene mer

reproduserbare.
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6.2 Intern standard

Som nevnt i forrige kapittel (6.1.3), vil det alltid veere variasjoner i signalene fra
flekker som inneholder lik konsentrasjon av analytt(er), ved bruk av manuell styring
av DESI-MS. Manuell styring innebaerer ogsa at analysens kvalitet i en viss grad
avhenger av hvem som utfgrer den, da det kan vere forskjeller i hvordan to personer
styrer DESI-enheten (for eksempel med tanke pa hastigheten prave-overflaten har,
nar den blir beveget under sprayen). | arbeidet med denne oppgaven, ble det derfor
lagt stor vekt p& & finne egnede interne standarder til modellsubstansene. A ta i bruk

intern standard er ogsa viktig for a fa palitelige resultater fra ekstraksjonene.

Den interne standarden bgr vaere sa lik analytten som mulig. Grunnen til dette er at
sma variasjoner i analysene ber gi likt utslag for analytt og intern standard. | arbeidet
med a finne passende interne standarder for de ulike analyttene, ble det undersgkt
hvordan de ulike modellsubstansene fordeler seg innad i drapen nar den terker. Like
tarkemgnste pa proveavsettings-overflaten gir lik oppfersel ved DESI-deteksjonen,
pa grunn av at sprayen passerer over flekken fra den ene siden av flekken til den
andre. Figur 11 viser en scan over 7 flekker der modellsubstansene ble lgst i vandig,

basisk miljg i en konsentrasjon pa 10 pg/mL.

25—

Intensity

Figur 11; Figuren viser hvordan signalene varierer for hver enkelt
modellsubstans, fra flekk til flekk.
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Hver modellsubstans er markert med hver sin farge. Figuren viser at bade absolutt
signalintensitet og forholdet mellom de ulike substanssignalene varierte. Det var
derfor ikke mulig & bruke én av substansene som intern standard for alle de andre.
Det ble deretter undersgkt om noen av substansene oppferte seg mer likt enn de

andre. Figur 12 er en forstarrelse av topp nr.4 i Figur 11.
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Figur 12; Forstarrelse av topp nr.4 fra Figur 11. Figuren viser at
modellsubstansene kan deles i to grupper etter hvordan de fordeler seg
innad i flekken.

Av figuren forstas det at analyttene kunne deles i to grupper, ut fra hvordan de tarker
pa teflonplata, og oppfarsel under DESI-deteksjon. Tre av analyttene skilte seg ut fra
de andre, disse tre er amfetamin, metamfetamin og petidin. Signalene for disse tre
starter for og varer lengre enn signalene for de gvrige analyttene (toppens “skuldre”).
Dette ga informasjon om analyttenes oppfersel nar provedrapen terket pa
teflonplaten. Amfetamin, metamfetamin og petidin sa ut til & fordele seg i drapens
ytterkanter, og dette gir de nevnte “skuldrene” pa signalet. De gvrige analyttene sa ut

til & veere mer eller mindre sentrert i midten av drapen etter tarking.
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Det ble gjort 2-fase- og 3-fase-ekstraksjoner fra vandig, basisk miljg og fra urin. Bade
det vandige miljget og urinen ble gjort basisk til 40 mM NaOH, og
analyttkonsentrasjon i donorfase var 10 pg/mL. Hver modellsubstans ble testet ut
som intern standard for alle de andre modellsubstansene, ved a se hvordan ratio
signalintensitet analytt/signalintensitet intern standard varierte fra flekk til flekk.
Dersom to modellsubstanser oppfarte seg likt hverandre fra analyse til analyse, ville
dette gi liten variasjon i ratio analytt/intern standard og dermed gi lave standardavvik.
Ekstraksjonene ble utfgrt to ganger, pa ulike dager, for a fa to uavhengige sett. For
hvert sett ble det utfart 3 praveparalleller, og avsatt 3 flekker fra hver parallell.
Relative standardavvik ble beregnet, og slik kunne det forstas hvilke substanser som
lignet hverandre i oppfarsel. Tabell 5 viser relative standardavvik mellom de ulike

parallellene ved 2-faseekstraksjon fra vandig, basisk miljg.

Analytt Amfetamin Metamfetamin Petidin  [Nortriptylin ~ Metadon Haloperidol  [Buprenorfin Loperamid

Inetern Standard

Amfetamin

Metamfetamin

Petidin 0 69,7% 42,3% 67,3% 76,2% 50,8%
Nortriptylin 53,4% 0 32,6% 27,8% 29,1% 58,5%
Metadon 49,1% 29,1% 0 29,2% 40,1% 27,5%
Haloperidol 63,2% 31,4% 26% 0 15,1% 27,4%
Buprenorfin 77,6% 39,9% 37,6% 15,5% 0 42,7%
Loperamid 60,6% 37,3% 27,8% 19,0% 29,3% 0

Tabell 5; Relativt standardavvik for gjennomsnittsratio analytt/intern
standard for 6 paralleller ved 2-faseekstraksjon fra vandig,basisk miljg.
Det var ikke mulig & detektere amfetamin og metamfetamin i disse
forsgkene.

Tabell 5 viser at haloperidol og buprenorfin lignet hverandre i oppfarsel fra parallell
til parallell, dette gir de laveste standardavvikene. Relative standardavvik under 20 %

er markert med uthevet skrift.
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Tabell 6 viser relative standardavvik mellom de ulike parallellene ved 2-

faseekstraksjon fra urin.

Analytt IAmfetamin Metamfetamin Petidin Nortriptylin Metadon |Haloperidol  [Buprenorfin Loperamid

Intern Standard

Amfetamin

Metamfetamin

Petidin 0 30,5% 31,0% 37,9% 42,1%
Nortriptylin 30,3% 0 22,0% 13,7% 34,9%
Metadon 32,4% 19,1% 0 19,7% 19,9%
Haloperidol 31,4% 13,5% 20,1% 0 34,0%

Buprenorfin

Loperamid 44,8% 36,1% 21,3% 34,9% 0

Tabell 6; Relativt standardavvik for gjiennomsnittsratio analytt/intern
standard for 6 paralleller ved 2-faseekstraksjon fra urin. Det var ikke
mulig & detektere amfetamin, metamfetamin og buprenorfin i disse
forsgkene.

Ved 2-faseekstraksjon fra urin, kan det sees at metadon fungerte godt som intern
standard for nortriptylin, haloperidol og loperamid. Dette tyder pa at disse 4
modellsubstansene kan ligne hverandre i oppfarsel under deteksjonen. Dette

gjenspeiler seg ogsa i Figur 12, som viser at disse 4 har noe like tarkemgnstre.

Tabell 7 viser de relative standardavvikene ved 3-faseekstraksjon fra vandig, basisk

milje.

Analytt IAmfetamin Metamfetamin Petidin Nortriptylin Metadon |Haloperidol  [Buprenorfin Loperamid

Intern Standard

Amfetamin 0 23,1% 62,2% 37,9% 67,3% 60,0% 96,6% 81,4%

Metamfetamin 16,9% 0 50,6% 30,0% 49,7% 57,5% 102,5% 80,0%
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Petidin 45,9% 44,4% 0 33,0% 16,0% 58,3% 90,7% 154,9%
Nortriptylin 34,1% 26,4% 29,4% 0 30,3% 30,2% 79,7% 69,5%
Metadon 44,1% 38,4% 15,8% 25,3% 0 43,6% 82,3% 95,8%
Haloperidol 55,3% 48,4% 30,2% 27,0% 30,5% 0 60,0% 45,3%
Buprenorfin 173,6% 162,4% 161,2% 150,0% 145,6% 138,4% 0 92,5%
Loperamid 73,1% 61,6% 53,2% 47,8% 48,4% 35,1% 70,6% 0

Tabell 7; Relativt standardavvik for gjennomsnittsratio analytt/intern

standard for 6 paralleller ved 3-faseekstraksjon fra vandig, basisk miljg.

Verdiene i Tabell 7 viser at amfetamin og metamfetamin fungerte godt som intern

standard for hverandre. Det samme gjaldt for petidin og metadon.

Ved 3-faseekstraksjon fra urin, var det kun ét standardavvik under 20 %, dette var

tilfellet nar amfetamin ble brukt som intern standard for metamfetamin.

Analytt IAmfetamin Metamfetamin Petidin Nortriptylin Metadon [Haloperidol Buprenorfin Loperamid
Intern Standard

Amfetamin 0 18,7% 80,2% 107,9% 90,3% 128,4% 132,5%
Metamfetamin 25,0% 0 73,8% 102,2% 84,7% 123,7% 129,5%
Petidin 79,8% 87,9% 0 46,8% 35,0% 79,1% 93,4%
Nortriptylin 118,5% 129,4% 46,7% 0 48,2% 67,4% 78,3%
Metadon 91,5% 80,7% 43,0% 77,5% 0 128,3% 120,0%
Haloperidol 148,7% 156,4% 68,4% 55,8% 78,9% 0 41,2%
Buprenorfin

fortsettelse fra forrige side

Loperamid 131,6% 143,7% 100,4% 62,2% 78,2% 71,1% 0

42




RESULTATER OG DISKUSJON

Tabell 8; Relativt standardavvik for gjennomsnittratio analytt/intern standard
ved 3-faseekstraksjon fra urin. Burprenorfin var ikke detekterbar i
forsgkene.

Pa grunnlag av forsgkene som ble gjort, ble metamfetamin valgt som intern standard
for amfetamin og petidin, mens nortriptylin ble valgt som intern standard for
haloperidol, metadon, buprenorfin og loperamid. Det ble lagt mer vekt pa figurene
som viser tarkemgnstrene og fordelingen av de ulike analyttene innad i flekkene, enn

de relative standardavvikene, i bestemmelsen av interne standarder og markarer.

6.3 Fordypninger vs. Fargestoff

Ved bruk av analysemetoden DESI-MS er den vanligste prosedyren at prgvene som
skal analyseres avsettes som sma flekker (volum er typisk 1 pL) pa en overflate (som
beskrevet i kapittel 5.6). Prgvene er i vandig lasning eller last i organisk lgsemiddel
og kan analyseres ved hjelp av DESI-MS nar veasken har fordampet. Ved bruk av
vaeskefase-mikroekstrakasjon, vil pravene veare fargelgse (pa grunn av at den vandige
akseptorlgsningen er fargelgs), og det er derfor ngdvendig med en eller annen form
for visuell markgr for & kunne se hvor pa overflaten pravene er avsatt. Fargestoffet
Rhodamin 6G lgst i metanol ble brukt til dette, da ble det farst avsatt en 1 pL drape
av fargestoff-lgsningen. Umiddelbart etter ble det avsatt en 1 pL drape av ekstraktet,
slik at de to drapene ble blandet pa preveavsettings-overflaten. Det var et poeng at de
to drapene ble godt blandet, slik at fargestoffet ble en god marker for ngyaktig hvor
analyttene befant seg. Fargestoff lgst i metanol fungerte relativt bra nar preven som
skulle avsettes var vandig, men et problem kunne vere at fargen fikk ulik styrke pa
flekkene som avsettes. Mulige grunner til dette kan veere at fargestoffet ikke lgste seg
fullstendig i metanolen, eller at fargestoffet hadde sterre affinitet til sprayten eller
pipetten den ble pasatt med, enn til overflaten som skulle brukes. En annen ulempe
med a bruke fargestoffdraper, er at det da ble avsatt 2 pL tilsammen i stedet for kun 1
uL. Dette ga lengre tarketid av drapen, og det gikk dermed lengre tid fer praven

kunne analyseres ved bruk av DESI-MS.
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Fargestoff lgst i metanol kunne ikke brukes nar ekstraktet var en toluenlgsning, som
var tilfellet i arbeidet med 2-faseekstraksjoner. | dette tilfellet ville fargen samle seg
som en liten prikk i en del av flekken, og det var umulig a vite hvor prgven var avsatt,
og hvor stor flekken egentlig var. Dette skjedde fordi fargestoffet som har blitt brukt,

ikke er lgselig i toluen.

Som et alternativ til & bruke fargestoff som marker for a lokalisere hvor pa platen
ekstraktet var avsatt, ble det undersgkt om fordypninger i teflonen kunne gjere
arbeidet lettere. Det ble lagd ”brenner”, sma fordypninger med en dybde pa 1 mm, i
vanlig, glatt teflon, se Figur 13. Fordypningene ble lagd ved hjelp av et tynt borr.

Figur 13; Teflonplate med fordypninger der prgve kan avsettes.

Vanlig teflon er vaskbart, og dette ga mulighet for a kunne bruke samme teflonplate
flere ganger. En butt mikrosprgyte ble brukt til a avsette 1 pL ekstrakt i
fordypningene. Pa denne maten kunne bruk av fargestoff unngas, og det var samtidig
lett & lokalisere ekstraktet. Det var en stor fordel & avsette kun én drape,
sammenlignet med & avsette to draper, der ekstraktdrdpen matte avsettes pa toppen av

fargedrapen, og det far fargedrapen hadde tarket.
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Ulempen med bregnnene var at de ga store bakgrunnssignaler, som vist i Figur 14,
Figuren viser en scan der det har blitt brukt en teflonplate med 12 fordypninger. 1 puL
drape med 10 pg/mL av modellsubstansene ble avsatt i annenhver fordypning, det vil
si fordypning nr 1, 3, 5, 7, 9 og 11. Figur 14 viser m/z-verdi 136, som er amfetamins
m/z-verdi. Det er tydelig av figuren at fordypningene ga sa store bakgrunnssignaler i

seg selv at det ikke var mulig a stole pa resultatene.

5555555

Amf. Blank Amf. Blank Amf. Blank Amf. Blank Amf. Blank Amf. Blank

Figur 14; Figuren viser signaler pa m/z 136, som er amfetamins m/z-verdi.
Pravelgsning er avsatt i annenhver fordypning, med konsentrasjon 10

pg/mi.
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De hgye signalene fra de tomme brgnnene skyldtes neppe carryover-effekt fra
brgnnene med innhold. Det kunne konkluderes med dette, pa grunn av at det samme
signalmensteret gikk igjen ogsa for andre m/z-verdier enn modellsubstansenes m/z-
verdier. Ved a se pa vilkarlige m/z-verdier, kunne det sees at ogsa her var det hgye
signaler fra brgnnene, som for eksempel den vilkarlige m/z-verdien 200, som vist i
Figur 15. Ingen av modellsubstansene har m/z-verdier pa 200, og det samme

mensteret gikk igjen ogsa pa andre vilkarlige m/z-verdier som ble undersgkt.
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Figur 15; Kronogram for m/z —verdi 200, en vilkarlig masse. Ingen av
modellsubstansene har denne m/z-verdien.

Pa bakgrunn av dette ble det konkludert med at fargestoff var en bedre lgsning enn

fordypninger, selv om det krevde mer arbeid og terketiden ble lengre.

6.4 Ulike typer overflater til & avsette prgven pa

| arbeidet med denne oppgaven ble det testet ut ulike overflater; vanlig teflon, porgs

teflon, glass, og polypropylen.
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Polypropylen var for porgst til & kunne brukes til praveavsetting. De store porene
gjorde at prgven forsvant ned i materialet, og dette gjorde det vanskelig a detektere

analyttene pa overflaten.

Det ble testet hvordan det fungerte a avsette prgver pa glass. Dette fungerte darlig,
grunnet at glass er et glatt materiale og dette ga stor carryover-effekt. En annen
praktisk ulempe med glass er at materialet ikke kan klippes, slik som teflon kan.
Muligheten til & kunne klippe til egnede starrelser og fasonger av overflatematerialet
er en stor fordel i arbeidet med DESI-MS, pa grunn av liten plass mellom spray og

MS-kapilleer og at systemet er sveert sensitivt i forhold til geometriske parametre.

Vanlig teflon ga gode signaler og var lett a handtere. Den glatte overflaten kan
imidlertid lett kan gi carryover-effekt. P4 grunn av at vanlig teflon er et glatt og
uporgst materiale, vil all spraylgsningen legge seg som et lag pa overflaten, noe som
lett kan vaske bort deler av prgveflekken. Sprayflow pa 6 puL/min ga stor carryover-
effekt, og sprayflowen matte derfor reduseres til 4 pL/min ved bruk av vanlig teflon.
Den glatte overflaten farte ogsa til lengre tarketider enn det som var tilfellet med mer

porgse materialer.

Porgs teflon har en ru overflate sammenlignet med vanlig, glatt teflon. Dette
reduserer mengden prgve som blir vasket bort av sprayen, og mindre carryover gir
smalere topper. Porgs teflon er ogsa blitt vist & gi mindre krysskontaminering mellom
praver, i tillegg til hgyere sensitivitet og signalstabilitet sammenlignet med andre type
overflater. [17] Porgs teflon er et hydrofobt materiale, og dette kan by pa problemer
dersom prgven som skal avsettes er vandig. | slike tilfeller vil det veere vanskelig a
avsette prgvedrapen, fordi det skjer en frastgtning mellom den vandige, hydrofile
drapen og den hydrofobe overflaten. Da vil prgvedrapen bli hengende pa
sproytespissen som brukes til avsetting, i stedet for & avsettes pa teflonen. | denne
oppgaven ble dette praktiske problemet lgst ved hjelp av fargestoffet som var lgst i
metanol. P4 grunn av at det ferst ble avsatt en drape fargestofflasning som

prgvedrapen deretter ble blandet med, ble hydrofilisiteten til den totale
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prave+fargestoff-drapen senket, og overflatespenningen mellom drapen og teflonen

ble redusert. Porgs teflon fungerte godt og ble brukt i videre arbeid.

6.5 2-faseekstraksjon vs. 3-faseekstraksjon

6.5.1 Ulike organiske lgsemidler ved 2-faseekstraksjon

Det ble pravd ut ulike organiske Igsemidler ved milli-LLE (vaeske-vaskeekstraksjon).
Amfetamin, metamfetamin, metadon og buprenorfin ble brukt som modellsubstanser
til dette. 0,5 mL vandig lgsning med konsentrasjon 10 pug/mL av analyttene, ble
ekstrahert med 0,5 mL organisk fase. Hgyeste signalintensitet for hver
modellsubstans ble notert og gjennomsnitt av 4 paralleller ble beregnet. Tabell 9 viser

hvordan signalintensiteten til hver modellsubstans varierer med ulike lgsemidler.

Heksan | Pentan | Etylacetat | Diklormetan | Heksan | Toluen
Amfetamin 725 843 899 544 3380 | 8500
Metamfetamin | 2830 | 4240 | 2370 885 5700 | 36000
Metadon 19800 |41700 | 27400 7120 56000 | 311000
Buprenorfin | 2650 | 4380 | 40600 1700 2680 | 9366

Tabell 9; Organiske lgsemidler som ble prgvd ut i 2-fase LPME, og
gjennomsnittssignal-signalintensitet for modellsubstansene.

Toluen ble valgt til videre arbeid, pa grunn av gode signaler, og av praktiske arsaker.
Toluen gjar fiberen gjennomsiktig, noe som praktisk sett var en stor fordel. At fiberen
var gjennomsiktig, farte til at det var mye lettere & ha kontroll pa om det la seg
luftbobler i bunnen av fiberen, noe som var et praktisk problem ved fylling av
akseptorlgsning ned i fiberen. Det kan ogsa vere en fordel med gjennomsiktig fiber
ved opptrekking av ekstrakt fra hulrommet i fiberen, etter ekstraksjon. Nar fiberen var

gjennomsiktig, var det lettere & ha kontroll pa sprgytespissen og hvor langt ned i
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fiberen denne gikk. Dersom sprgytespissen blir stukket for langt ned i fiberen, kan
spissen stikke hull i nedre del av fiberen, og akseptorfase lekker ut i donorfase. Da er
ekstraksjonen mislykket. En annen fordel med toluen er kort tarketid (1 pL drape
tarket pa ca 1 min). Dette ga muligheten for raske analyser der det var kort tidsrom

mellom ekstraksjon og deteksjon.

6.5.2 Ekstraksjonstider

Det ble testet for ulike ekstraksjonstider bade pa 2-faseekstraksjon og 3-
faseekstraksjon fra urin, for & finne optimal ekstraksjonstid for modellsubstansene.
Amfetamin, petidin, metadon, haloperidol og loperamid ble brukt som analytter.
Signalene fra disse analyttene ble korrigert i forhold til signalene fra to
kontrollsubstanser, metamfetamin og nortriptylin. Amfetamin og petidin ble korrigert
I forhold til mertamfetamin, og metadon, haloperidol og loperamid ble korrigert i
forhold til nortiptylin. De to kontrollsubstansene ble lgst i toluen til bruk ved 2-
faseekstraksjon, og i 10 mM HCI til bruk ved 3-faseekstraksjon. Konsentrasjonen i
disse lgsningene var10 pg/mL. 1 L drape av kontrollsubstans-lgsning ble tilsatt som
en egen drape pa teflonplaten. 1uL drape av ekstrakt ble tilsatt pa toppen av
kontrollsubstans-lgsningen, slik at disse to drapene ble blandet. P4 denne maten var
kontrollsubstansene uavhengige av ekstraksjonene, og de justerte for forskjeller som

matte veere i deteksjonen fra flekk til flekk.

Blank urin ble spiket med 10 pg/mL av analyttene, og pregvene ble ekstrahert i
henholdsvis 0-5-15-25-35-45 minutter. To blanke urinprgver ble ogsa ekstrahert i 45
min, som kontroll pa at andre stoffer i urinprevene ikke pavirket resultatet. Det ble
ekstrahert 2 preveparalleller pa hvert tidspunkt, og avsatt 4 flekker fra hver vial.

Dette ga altsa 8 flekker fra hver ekstraksjonstid.

Ved 2-faseekstraksjon ble toluen brukt som organisk lgsemiddel (akseptorfase), og

ekstraksjonstidkurver for 2-fase LPME er vist i Figur 16.
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Figur 16; Ekstraksjonstider 2-fase-LPME for analyttene amfetamin, petidin,
metadon, haloperidol og loperamid.

Kurvene viser ulike tendenser for de ulike analyttene. Amfetamins signal steg
gjennom hele tidsspekteret. Dette kan tyde pa at det trengs lengre ekstraksjonstid enn
45 minutter for amfetamin nar likevekt. For petidin var det vanskelig & trekke en

konklusjon, pa grunn av uklare tendenser i kurven.

Ogsa for de andre analyttene er bildet noe usikkert, da disse kurvene viser at ratio
mellom analytt og kontrollsubstans sank etter en viss ekstraksjonstid. Arsaken til
dette er ikke kjent. Felles for de tre kurvene er at de stiger frem til 15-25 minutter, og

pa grunnlag av dette ble 25 minutter valgt som ekstraksjonstid for 2-fase LPME.
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Tendensen var noe den samme for 3-faseekstraksjonene (se Figur 17). 3-
faseekstraksjonene ble utfgrt med 1-oktanol som organisk lgsemiddel og 10 mM HCI
som akseptorfase. Amfetamin viste en stigning i utbytte for hele tidsspekteret, og det
er derfor grunn til & tro at likevekt ikke var innstilt etter 45 min. De andre kurvene
synker etterhvert (etter 25-35 min), og som et kompromiss ble det bestemt at videre

arbeid med 3-fase LPME skulle utfgres med ekstraksjonstider pa 25 minutter.
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Figur 17; Ekstraksjonstider for 3-fase-ekstraksjoner av amfetamin, petidin,
metadon, haloperidol og loperamid.
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6.5.3 Praktiske aspekter

Ved 2-fase-ekstraksjoner, ble toluen valgt som det mest egnede lgsemiddelet (6.5.1).
Fordelen med toluen var at det er et lgsemiddel som gjar fiberen gjennomsiktig, og
dette gjorde det praktiske arbeidet med fylling av fiber og opptrekking av ekstrakt,
mer kontrollerbart, som nevnt i et kapittel ovenfor (6.5.1). Toluen ga ogsa de hgyeste

signalintensitetene for modellsubstansene.

En ulempe med toluen var at det er meget flyktig lgsemiddel, og dette krever at det
arbeides raskt. Dette var spesielt viktig ved avsetting av flekker pa teflonen, da skal
ekstraktdrapen blandes med fargestoffdrapen, som ved 2-faseekstraksjon ogsa vil
veere en toluenlgsning. Rask fordampning av toluen krever at det gar minst mulig tid
fra vialen blir tatt av ekstraksjonen til drapen blir satt pa teflonen. Dersom mye av
toluenen har fordampet fra fiberen far akseptorlgsningen blir trekt opp i sprayten, vil
det skje en oppkonsentrering av analyttene. Ved bruk av intern standard vil denne
korrigere for oppkonsentreringen, men ved bruk av kontrollsubstanser som tilsettes
etter ekstraksjonen, noe som var tilfellet i arbeidet med a finne optimale
ekstraksjonstider (6.5.2), vil en hgy oppkonsentrering etter at ekstraksjonen er ferdig

gi uttrykk for at ekstraksjonen ga starre utbytte enn det den egentlig har gjort.

Toluen fordamper sveert raskt (ca 1 minutt) etter at en 1 pL-drape blir plassert pa
teflonplaten. VVandige ekstrakter, som var tilfellet etter en 3-fase-ekstraksjon, har mye
lengre terketid, ca 45 min. Det er selvfalgelig en fordel med kort tgrketid, men sa kort
tgrketid som 1 minutt kunne gi praktiske problemer nar det var snakk om mange

prgver som fortlgpende skulle tas av risting og avsettes pa teflon.

En annen faktor a ta hensyn til i valget mellom 2-fase- eller 3-faseekstraksjon, var
starrelsen pa flekkene som ble avsatt pa teflonen. Som nevnt tidligere, er teflon en
hydrofob overflate. Det organiske ekstraktet fra en 2-faseekstraksjon er ogsa
hydrofobt og vil ha stor tiltrekning til teflonen. For en drape fra et vandig ekstrakt vil

overflatespenningen vere mye stgrre. En 1 uL drape fra en 2-faseekstraksjon vil
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dermed fordele seg over et mye starre omrade pa teflonen enn det en drape fra en 3-
faseekstraksjon vil. Det er en fordel at drapen samler seg pa et konsentrert omrade, da
dette gir en bedre deteksjon og smalere topper i kronogrammet. Dette, sammen med
faktorer nevnt tidligere i teksten, bidro til at det ble valgt & jobbe videre med 3-fase
LPME.

6.6 Ekstraksjonsutbytte

Ekstraksjonsutbytte ble bestemt for modellsubstansene petidin, diphenhydramin,
nortriptylin og metadon. | disse forsgke ble haloperidol brukt som en kontrollsubstans
for samtlige modellsubstanser, for a justere for forskjeller som matte oppsta i
deteksjonen pa DESI-MS.

Ekstraksjonene ble utfart med spiket urin som donorfase. Urinen ble gjort basisk (40
mM), og spiket med modellsubstansene til konsentrasjon 0,5 pg/mL. Organisk fase
var 1l-oktanol, og 10 mM HCI ble brukt som akseptorfase. Det ble lagd 3

praveparalleller, og ekstraksjonene pagikk i 25 minutter.

Pravene som ble ekstrahert ble sammenlignet med prgver som ikke ble ekstrahert.
Sistnevnte prgver ble lagd i 10 mM saltsyre, med konsentrasjon 50 pg/mL av
modellsubstansene. Disse prevene var altsa 100 ganger sa konsentrerte som prgvene
som skulle bli ekstrahert. Som en falge av at det ogsa var en faktor pa 100 i forskjell
pa volum mellom donorfase (1 mL) og akseptorfase (10 pL) i ekstraksjonen, tilsier
dette at signalene fra de ekstraherte og de ikke-ekstraherte prgvene skulle bli like
store, dersom utbyttet ble 100 %. Alle signaler ble justert i forhold til haloperidols
signal. Markgren ble tilsatt som en egen 1 pL-drape til hver proveflekk, med

konsentrasjon 100 pg/mL. Resultater vises i Tabell 10.
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Petidin 22 %

Diphenhydramin | 34 %

Nortriptylin 14 %

Metadon 33 %

Tabell 10; Ekstraksjonsutbytter for de 4 modellsubstansene.

Det kan tenkes at en viss mengde av analyttene ble igjen i den organiske fasen som
var immobilisert i hulfiberveggene. Det vil alltid foreligge en likevekt mellom
ionisert form av analytten i akseptorfase, og uionisert form av analytten i den
organiske fasen. Spesielt for legemidler med hgy log P, vil dette kunne tenkes a
utgjare et tap av analytt under ekstraksjonen. Av de 4 modellsubstansene som det ble
bestemt ekstraksjonsutbytte for i dette arbeidet, var det nortriptylin som hadde hgyest
log P-verdi (4,7), og som dermed var mest hydrofobt. Dette kan tenkes a forklare at
nortriptylin ble funnet a ha den laveste verdien for utbytte, 14 %. Mengde organisk
fase som immobiliseres i porene pa den 2 cm lange fiberbiten, ble funnet ved a veie
fiberen for og umiddelbart etter dypping i organisk lgsemiddel (1-oktanol). Det ble
utfgrt 6 paralleller, og beregningene viste at gjennomsnittsmengden som blir

immobilisert i hulfiberen er 19,4 uL.

Sek i litteraturen viser at det tidligere har blitt rapportert hgyere utbytter for metadon,
petidin og nortriptylin. Bruk av 3-fase LPME med ekstraksjonstid 30 min ga 70-80 %
utbytte for disse legemidlene i en studie av Gjeldstad et. al.[32] .

6.7 Deteksjonsgrenser

| forhold til alt kvantitativt og semikvantitativt arbeid med biologiske praver, er det
viktig 4 kjenne til deteksjonsgrensene til den substansen eller de substansene det
arbeides med. Deteksjonsgrensen til en substans varierer med ulike prgvemedium, og

med ulike prgveopparbeidelsesteknikker. I denne oppgaven ble deteksjonsgrenser for
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legemidlene bestemt ved lgsninger i metanol, lgsninger i urin, og ved ekstraksjon fra

urin.

Deteksjonsgrensen ble satt til den konsentrasjonen der signal/stay=3. Det vil si at
topphgyden matte veere minst 3 ganger sa stor som hgyden pa stgyen. Prgvene ble
analysert ved bruk av SRM-modus (MS/MS), se Tabell 3 for hvilke betingelser som
ble brukt til dette.

For deteksjon av legemidler lgst i metanol, ble det lagd en fortynningsrekke med
konsentrasjoner pa 10, 1, 0,1 , 0,001 , 0,0001 og 0,00001 pg/mL. Lgsningen ble
avsatt som flekker pa porgs teflon, og det ble brukt Rhodamin 6G lgst i metanol for a

vite hvor flekkene er avsatt.

Det ble scannet 5 flekker for hvert legemiddel og for hver konsentrasjon. For hver
flekk ble tidspunktet sprayen ble beveget inn over flekken, og tidspunktet sprayen ble

beveget av flekken, notert.

Deteksjonsgrenser for de 8 modellsubstansene lgst i metanol er vist i Tabell 11.

Amfetamin 10 pg/mL

Metamfetamin | 10 pg/mL

Buprenorfin 0,1 pg/mL

Metadon 0,0001 pg/mL
Petidin 0,001 pg/mL
Haloperidol 0,001 pg/mL
Nortriptylin 0,001 pg/mL
Loperamid 0,0001 pg/mL

Tabell 11; Deteksjonsgrenser (ug/mL) for legemidlene lgst i metanol
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Som vist i tabellen, hadde amfetaminene de hgyeste deteksjonsgrensene (10 pg/mL).
Dette stemmer overens med det gvrige arbeidet i denne oppgaven, da det har vist seg
flere ganger at disse to substansene var de vanskeligste a detektere. Dette kan veere pa
grunn av at amfetaminene har en viss flyktighet, og at disse fordamper under

prgvedrapens tarketid.

Legemidlene ble lgst i urin, og prevene ble sammenlignet med blank urin.

Deteksjonsgrensene er gjengitt i Tabell 12.

Amfetamin 100 pg/mL
Metamfetamin 10 pg/mL
Metadon 0,1 pg/mL
Petidin 0,1 pg/mL
Haloperidol 1 pg/mL
Nortriptylin 1 pg/mL
Loperamid 1 pg/mL

Tabell 12; Deteksjonsgrenser (ug/mL) for legemidler lgst i urin.

Deteksjonsgrensene var hgyere nar modellsubstansene var lgst i urin enn nar de var
lost i metanol. Dette kom trolig av matrikseffekter i urin. Urin er en kompleks
blanding av stoffer som kan interferere med analyttene og dermed gi lavere signal av

disse. Den komplekse blandingen vil trolig ogsa fare til hgyere staysignal fra urinen.

Det ble bestemt deteksjonsgrenser ved 3-fase ekstraksjon fra urin for substansene
diphenhydramin, metadon, petidin og nortriptylin. Det ble brukt morgenurin fra tre
personer. Av disse ble det lagd 3 fortynningsrekker, én fra hver urinprgve, med

konsentrasjonene 100 ng/mL-50 ng/mL-25 ng/mL-10 ng/mL, oppsettet er vist i
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Tabell 13. Det ble ogsa ekstrahert fra blanke urinpraver, og alle signalene fra pravene

ble sammenlignet med signal fra blank ekstraksjon fra samme urin.

Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon | Konsentrasjon
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Diphenhydramin | 10 25 50 100
Metadon 10 25 50 100
Petidin 10 25 50 100
Nortriptylin 10 25 50 100

Tabell 13; Oppsett for forsgket for & bestemme deteksjonsgrenser ved
LPME fra urin.

Som kriterie ble det satt at alle tre parallellene matte vare over deteksjonsgrensen, for

at signalet skal regnes som positivt for den aktuelle konsentrasjonen. Resultater for

deteksjonsforsgket er vist i Tabell 14.

Metadon 10 ng/mL
Petidin 25 ng/mL
Diphenhydramin 10 ng/mL
Nortriptylin 25 ng/mL

Tabell 14; Deteksjonsgrenser (ng/mL) for legemidler ekstrahert fra urin ved

LPME.

En sammenligning av Tabell 12 og Tabell 14, viser at deteksjonsgrensen ble vesentlig

lavere (10-100 ganger) ved ekstraksjon av urinprgvene. Dette kommer trolig av en
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kombinasjon av oppkonsentrering av analyttene ved ekstraksjon, og at rene ekstrakter
ikke inneholder andre stoffer i urinprgven som eventuelt kan interferere med
analytten (matrikseffekt).

Sek i litteraturen viser at det i en tidligere studie har blitt fastsatt deteksjonsgrenser pa
6 pg/L for nortriptylin [33] nar denne har blitt ekstrahert fra vandig preve, ved bruk
av vaskefase mikroekstrasjon. | en studie av Zhang et. al. ble det rapportert om
deteksjonsgrense pa 0,02 mg/L (20 pg/mL) for petidin, ekstrahert fra urin ved bruk av
LPME [34]. | disse studiene har det ikke blitt brukt DESI-MS til analysering av

prgvene.

6.8 Standardkurver

Det ble lagd standardkurver for modellsubstansene petidin, diphenhydramin, metadon
og nortriptylin. Kurvene ble lagd etter oppsett vist i Tabell 15. Det ble lagd tre
fortynningsrekker, som alle ble lagd i en mix av morgenurin fra 3 personer. Denne
mixen vil gi et bakgrunnssignal som er gjennomsnittet av bakgrunnssignalet av de tre
urinprevene. Haloperidol ble brukt som intern standard for alle analyttene, og denne

ble tilsatt i konsentrasjon 2000 ng/mL.

Konsentrasjon 0 100 500 1000 1500 2000
ng/mL |ng/mL |ng/mL |ng/mL |ng/mL |ng/mL

Antall paralleller i hver | 1+1+1 | 2+2+2 | 1+1+1 |2+2+2 |1+1+1 |2+2+2

fortynningsrekke

Tabell 15; Oppsett for standardkurveforsgket.

Det ble avsatt 4 flekker fra hvert ekstrakt, og flekkene ble analysert ved full scan-

modus.
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Standardkurve petidin
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Figur 18; Standardkurve for petidin.
Standardkurve diphenhydramin
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Figur 19;Standardkurve for diphenhydramin
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Standardkurve nortriptylin
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Figur 20; Standardkurve for nortriptylin
Standardkurve metadon
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Figur 18; Standardkurve for metadon.

Figurene viser at forholdet mellom konsentrasjon og respons pa analyseapparatet
fortsatt var linesert ved 2000 ng/mL for modellsubstansene diphenhydramin og
nortriptylin. Haloperidol s ut til & fungere godt som intern standard for disse to. R?-
verdiene for petidin- og metadon-kurvene var lavere, det betyr at det enten var mindre
linearitet i konsentrasjon/respons-forholdet for analytten eller i forholdet mellom
analytt og intern standard (eller en kombinasjon av de to arsakene). Det kunne tenkes

at det har skjedd en metning i ekstraksjonen ved hgye konsentrasjoner, men da ville
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kurven ha flatet ut mot de hgyeste konsentrasjonene. Disse to kurvene stiger fra 1500
ng/mL til 2000 ng/mL, dette tyder pa at det ikke skjedde en metning i ekstraksjonen.
Arsaken til at det var mindre linearitet i disse kurvene er derfor trolig at haloperidol
ikke var optimal som intern standard for petidin og metadon. For framtidige forsgk
ber isotoper av modellsubstansene testes som interne standarder. Disse vil veere de
substansene som ligner modellsubstansene mest, og vil trolig gi de mest lineere

kurvene. Dette er imidlertid ikke blitt forsgkt i denne oppgaven.

6.9 Ukjente prgver/Palitelighetstest

Det ble samlet morgenurin fra 9 personer, og det ble lagd 46 pragver (nr 1-40 og 50-
55) med ulike konsentrasjoner av ingen, ett eller flere av legemidlene metadon,
petidin, nortriptylin og diphenhydramin. Mange av de spikede urinprgvene hadde
legemiddelkonsentrasjoner rundt deteksjonsgrensene som ble bestemt i tidligere
arbeid (kapittel 6.7), men noen prgver hadde hgyere konsentrasjoner, og noen var
blanke. Haloperidol ble tilsatt som intern standard i konsentrasjon 2 pg/mL.
Urinpravene ble ekstrahert ved hjelp av 3-fase LPME og analysert i bade MS/MS-
modus, for en kvalitativ bestemmelse, og i full scan, for a gi en kvantitativ

bestemmelse.

Pa grunn av stort antall praver, ble ikke alle pravene analysert pa samme dag. Det ble
lagd nye kalibreringskurver for hver dag det ble gjort analyse pa de ukjente prevene,
for a korrigere for dag-til-dag-variasjoner i analysen. Kalibreringskurvene ble lagd
med de samme konsentrasjonene som standardkurvene (0-100-500-1000-1500-2000

ng/mL), og det ble ekstrahert 2 replikater pa hvert konsentrasjonsniva.

| Tabell 16 vises de virkelige konsentrasjonene av legemidler i de ukjente pravene.

Prave nr. Urin nr. Petidin Diphenhydramin Nortriptylin Metadon
1 1 0 0 0 0
20950 2 0 0 85 100
3 1 25 25 0 0
4 3 0 0 2200 10
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5 4 10 50 10 0

6 5 0 100 0 30

7 2 0 2000 0 5

80g51 6 550 470 500 500
9 7 0 100 0 0

10 7 4700 0 0 5000

11 og 52 8 0 0 0 0
12 2 0 0 0 0

13 9 0 0 200 12

14 5 27 0 25 0

15 4 0 0 0 10

16 og 53 1 75 10 13 0
17 1 2500 25 18 29

18 1 0 0 0 0

19 6 0 0 110 1200

20 9 35 100 25 10

21 4 50 0 0 0

22 3 0 0 7 0

230954 8 22 310 230 5
24 2 100 50 500 0

25 9 0 520 0 20

26 2 350 150 3100 0

27 2 400 750 100 1000

28 5 0 250 0 70

29 3 0 0 0 0

30 og 55 8 0 52 23 9
31 8 1000 120 0 780

32 2 0 0 25 0

33 7 12 10 10 8

34 9 250 25 80 0

35 8 4000 4000 4100 3800

36 7 55 0 50 0

37 3 0 0 0 0

38 6 2700 0 25 15

39 1 0 55 0 0

40 8 0 150 0 210

5 2 0 0 85 100

51 6 550 470 500 500

52 8 0 0 0 0

53 1 75 10 13 0

54 8 22 310 230 5

55 8 0 52 23 9

Tabell 16; Oversikt over de ukjente pragvene, og deres virkelige konsentrasjoner.

Konsentrasjonene er oppgitt i ng/mL.

Konsentrasjonene i de ukjente prgvene ble beregnet pa grunnlag av tilhgrende

kalibreringskurve (se vedlegg og kapittel 6.8). Konsentrasjonene i preve 1-4 og 8-13
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ble beregnet pa grunnlag av standardkurvene i kapittel 6.8, da disse ble analysert

samme dag som standardkurvene ble lagd.

Resultater for de ulike pravene vises i Tabell 17.

Prove nr. Petidin Diphenhydramin Nortriptylin Metadon
1 0 0 0 0
2 0g 50 0 0 101 94
3 0 0 0 0
4 0 0 2554 0
5 14 33 0 0
6 0 204 0 29
7 0 2588 0 0
8 0g 51 1399 595 512 639
9 0 0 0 0
10 7907 0 0 5637
11 og 52 0 0 0 0
12 2 0 0 0
13 0 0 177 0
14 0 0 0 0
15 0 0 0 0
16 og 53 1 0 0 0
17 695 0 0 15
18 0 0 0 0
19 0 0 217 895
20 16 70 0 4
21 97 0 0 0
22 0 0 0 0
23 0g 54 0 91 0 0
24 97 0 169 0
25 0 189 0 0
26 544 88 1058 0
27 529 546 0 796
28 0 131 0 34
29 0 0 0 0
30 0g 55 0 0 0 0
31 1 0 0 3
32 0 0 0 0
33 1 0 0 0
34 243 0 33 0
35 511 585 804 1043
36 83 0 39 0
37 0 0 0 0
38 1653 0 42 2
39 0 0 0 0
40 0 54 0 69
5 0 0 30 94
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51 2225 441 460 858
52 0 0 0 0
53 | nd Nd nd nd

54 36 481 127 0
55 0 41 0 0

Tabell 17; Konsentrasjoner (ng/mL) som ble bestemt i de ukjente prgvene,
pa grunnlag av kalibreringskurver.

Det ble detektert én falsk positiv prgve, altsa at beregningene viste at det var et
legemiddel til stede i pragven , som i virkeligheten ikke var der. Dette gjaldt petidin i
preve nr.12 . Beregningene viste at det var 2 ng/mL analytt tilstede i preven. Da dette
er under deteksjonsgrensen til petidin (25 ng/mL), ble det valgt & se bort fra dette
tilfellet. Antallet falske negative resultater var 32, disse er markert med uthevet tall.
De fleste av de falske negative pravene hadde konsentrasjoner i omradet under eller
like over deteksjonsgrensene. Ved a utelukke de falske negative resultatene som

hadde konsentrasjoner under deteksjonsgrensene, reduseres antallet til 19.

En &rsak til at resultatene viser flere falske negative konsentrasjoner, kan vere at det i
arbeidet med a bestemme konsentrasjon i de ukjente prevene, ble brukt fullscan-
modus pa MS-apparatet. Dette er en mindre falsom metode enn MS/MS, som ble
brukt under arbeidet med & bestemme deteksjonsgrensene i kapittel 6.7. Dette tilsier
at deteksjonsgrensene ved fullscan-modus vil veere hgyere enn ved MS/MS. Det vites
ikke hvor stor forskjell det vil veere i sensitivitet mellom fullscan og MS/MS-modus.
Ved a gke deteksjonsgrensene i Tabell 14 med en faktor pa 10, vil det kun sta igjen 2
falske negative resultater (Petidin og diphenhydramin i prgve nr. 31.) . Ettersom
begge de falske negative kommer fra samme prgve, er det nerliggende & anta at noe
uforutsett har gatt galt i dette forsgket, det kan for eksempel tenkes at hulfiberen har
vaert lekk 1 den nedre enden og at akseptorfase dermed har blitt blandet med

donorfase.

En annen arsak til at beregningene gir konsentrasjoner som ikke stemmer overens
med de virkelige konsentrasjonene, er at standard- og kalibreringskurvene ikke er helt
linezere. Regresjonslinjen vil veere den linjen som passer best mulig med punktene, og

ligningen for denne ble brukt til & beregne konsentrasjonene (ligningen ble lgst med
64




RESULTATER OG DISKUSJON

hensyn pé& konsentrasjonen x). | de tilfeller hvor regresjonslinjen har en lav R%verdi,
vil ligningen gi et mindre ngyaktig resultat, enn i de tilfeller hvor regresjonslinjen har
en hgy R%verdi. Konsentrasjonene som blir beregnet blir mindre korrekte som falge
av dette. Som nevnt tidligere, vil det & benytte deutererte substanser som interne
standarder trolig fare til hgyere kvalitet pa resultatene. Dette kan forhapentligvis gi

kalibreringskurver som er mer linezre enn det som er tilfellet i denne oppgaven.
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| denne oppgaven har LPME for ferste gang blitt brukt i kombinasjon med DESI-MS.
Bade LPME og DESI-MS er relativt nye teknikker som det vil bli forsket mye mer pa
fremtiden. LPME ble, i samsvar med tidligere forskning, ogsa i denne oppgaven vist
a fungere godt ogsa for modellsubstansene og generelt kan det pastas at LPME er en

teknikk som er godt egnet i arbeidet med legemidler.

Det har vist seg at det er vanskelig a fa gode, repeterbare resultater ved kombinasjon
av LPME og DESI-MS. Med dagens DESI-utstyr og den manuelle styringen av
hastigheten pa DESI-kjgringen, er det vanskelig a fa palitelige kvantitative resultater.
Dette kan forbedres ved & ta i bruk automatiserte styringssystemer som sikrer
konstant scanhastighet over flekkene, og at de geometriske parametrene er like for
alle flekkene som det scannes over. For @ kunne bestemme lavere deteksjonsgrenser

bar det brukes et mer fglsomt MS-apparat.

Det kreves mer forskning for a forsta hvordan substanser oppfarer seg under tarking
av ekstraktdraper, og under DESI-deteksjonen. For a fa bedre kvantitative resultater,
bar det benyttes deuterert isotop av den enkelt substans som intern standard, i stedet
for a benytte andre substanser til dette formalet. Dette vil kunne gi bedre resultater,
for eksempel i forsgk med ukjente praver. | dette arbeidet ble det ikke pavist falske
positive resultater etter analyse av 46 prgver med ukjent konsentrasjon, men det ble
pavist falske negative resultater. Ved a ta i bruk deutererte substanser som interne
standarder, er det trolig at kalibreringskurvene vil bli mer linezre, og felgelig vil
beregningene som blir utfert for a bestemme konsentrasjon, gi resultater som

samsvarer mer med de virkelige prgvekonsentrasjonene.

Konseptet med kombinasjon av LPME og DESI-MS vil i ferste omgang vere
lovende til bruk av screening av biologiske pragver. Dette vil veere et nyttig verktgy

blant annet i forbindelse med rusmiddelkontroll, der et stort antall prever kan
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screenes for kvalitative utslag pa rusmidler pa kort tid. De praver med positive utslag

kan deretter analyseres med andre analysemetoder for a fa kvantitative resultater.
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9.1 Kalibreringskurver

9.1.1 Kalibreringskurver prgve 5-7 og pregve 50-55

Kalibreringskurve petidin, prove 5-7 og 50-55 Kalibreringskurve diphenhydramin, preve 5-7 og 50-55
y = 1948,7x + 529664
7000000 6000000 R? = 0,7198
6000000 5000000 i
= 1868,7x - 83155
5000000 y o 1580 4000000 o Diphenhydramine
T 4000000 o Ed
o < 3000000 .
< 3000000 l pethici < — Linear
2000000 ¢ Pethidine 2000000 : 3 (Diphenhydramine)
/ 3 — Linear (Pethidine)
1000000 ‘/‘ 1000000
0 - - T T 01% : : : :
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Konsentrasjon av analytt, ng/ml Konsentrasjon av analytt, ng/ml
Kalibreringskurve nortriptylin, preve 5-7 og 50-55 Kalibreringskurve metadon, preve 5-7 og 50-55
y = 6709x - 194667
2500000 20000000 2
y = 872,77x + 90117 R"=0,9893
2
2000000 : /i R"=0,9917 15000000
T 1500000 « Nortriptylin 3 / ¢ Methadone
o ) o ¢ 10000000 )
< 1000000 —— Linear (Nortriptylin) < / —Linear (Methadone)
500000 // 5000000 /
0 T T T T 0 T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Konsentrasjon av analytt, ng/ml| Konsentrasjon av analytt, ng/ml
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9.1.2 Kalibreringskurver prgve 14-28

10000000

Kalibreringskurve petidin, prove 14-28

Kalibreringskurve diphenhydramin, prave 14-28

Konsentrasjon av analytt, ng/ml

y = 4155,8x + 1E+06 8000000 y = 3019,5x + 840069
_ % R? = 0,951 7000000 R?=0,9237
8000000 6000000 - 3
I — 5000000 ¥ ”Z -
g 6000000 — g 4  Diphenhydramin
g /I/ Pethidine £ 4000000 e
< 4000000 inear (Pethidine) 3000000 [ Linear Biphentydramin)
/ 2000000
2000000 1000000
ol ‘ ‘ ‘ 0 . . . .
0 500 1000 1500 2000 2500 500 1000 1500 2000 2500
Konsentrasjon av analytt, ng/ml Konsentrasjon av analytt, ng/ml
Kalibreringskurve nortriptylin, preve 14-28 Kalibreringskurve metadon, prove 14-28
3500000 y = 1520,1x + 53998 35000000 y = 14925x - 217093
3000000 — R? = 0,9991 30000000 — R?=0,9959
2500000 — 25000000 P
T 2000000 ) 'S 20000000 1
< 1500000 T < 15000000
1000000 — 10000000 e
500000 - 5000000 =
0 T T T T 0 v . . .
500 1000 1500 2000 2500 500 1000 1500

Konsentrasjon ava anlytt, ng/ml

2000

2500
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9.1.3 Kalibreringskurver prgve 29-40

Kalibreringskurve petidin, prove 29-40 Kalibreringskurve diphenhydramin, prove 29-40
12000000 y= 41?&5* + 812565 7000000 y = 2887,1x + 319221
10000000 /} R°=0,0875 6000000 s R = 0,074
- 800000 _ 5000000
— =
g 6000000 T + Petidin g 4000000 ;/
. — Linear (Peidin) < 3000000
400000 /I/ B 2000000 /}
2000000 P T
0 T T T T 0 . . . .
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Konsentrasjon, ng/ml Konsentrasjon av analytt, ng/ml
Kalibreringskurve nortriptylin, prove 29-40 Kalibreringskurve metadon, prove 29-40
3500000 y = 1307,8x + 47492 25000000 y = 10180x - 763238
R?=0,9884 R?=0,9663
3000000 3 20000000 I
2500000 = /
‘32000000 T T 15000000 ¢ Methadone
< 1500000 —x < 10000000 7 — Linear
1000000 - 0 ) /I
500000
~ /
0 T T T T 0 T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Konsentrasjon av analytt, ng/ml Konsentrasjon av analytt, ng/ml
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