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Sammendrag

Parallel artificial liqguid membrane extraxtion (PALME) er en ny teknikk innen veaskefase
mikroekstraksjon og ble for forste gang introdusert i 2013. Ekstraksjonsprinsippet baserer seg
pa et trefase-system hvor analytter ekstraheres fra en vandig prevelesning gjennom en
organisk veskemembran og inn i en vandig mottakerlosning. Kommersielt tilgjengelig utstyr
hvor prover plasseres 1 en 96-brenns donorplate gjor det mulig & ekstrahere 96 prover
samtidig. En akseptorplate med filtermembraner av polyvinylidenfluorid plasseres over
donorplaten. Et mikrolitervolum av organisk lesemiddel tilsettes membranoverflatene,
immobiliseres 1 filtrene og vaskemembraner dannes. Mottakerlgsning plasseres i

akseptorbrennene og systemet er né klart for ekstraksjon.

I dette arbeidet ble 21 beta-2 agonister for forste gang ekstrahert med PALME. Forst fra
vandige provelegsninger, deretter fra urinprever. Analyttene inkludert var: bambuterol,
brombuterol, cimaterol, cimbuterol, clenpenterol, clenproperol, fenoterol, formoterol,
higenamin, indakaterol, mabuterol, mapenterol, olodaterol, pirbuterol, prokaterol, reproterol,
salbutamol, salmeterol, terbutalin, tulobuterol og vilanterol. Analyttene var alle baser med et

bredt spenn i log P: -1,2-3,6, mens pKa-verdiene 14 i omradet 9,3-9,9.

Beta-2 agonister er en mye brukt legemiddelgruppe hos astmatikere som driver idrett pa hoyt
niva, spesielt innen skiidrett. P& grunn av mulige prestasjonsfremmende effekter er
legemiddelgruppen oppfert pa Word Anti-Doping Agency (WADA) sin liste over forbudte
stoffer, bade innen og utenfor konkurranse. Unntak gjelder spesifikke analytter som kan

administreres 1 bestemte doser.

Hos laboratorium som driver rutinemessige dopingkontroller bestar preveopparbeidelsen for
bade screening- og bekreftelsesanalyser av beta-2 agonister fra urin av flere trinn. Dette
inkluderer blant annet enzymatisk hydrolyse og liquid-liquid extraxtion (LLE). Formalet med
dette arbeidet var & studere mulighetene for PALME som preveopparbeidelse av beta-2
agonister fra dopingprever med urin som prevematriks. Mikroekstraksjonsteknikken har store
fordeler da den krever et mindre forbruk av organisk lesemiddel og er mindre tidkrevende da
bade provepasetting, ekstraksjon, isolering og oppkonsentrering skjer i ett og samme trinn. En
annen stor fordel med PALME er at 96-brennsteknologien gjor det mulig & utfere sékalte
«high-throughput»-analyser.



Optimaliseringsforsek for PALME av beta-2 agonister fra vandige proveleosninger ble
gjennomfort ved Farmaseytisk Institutt, Universitetet i Oslo. Atte av beta-2 agonistene var
inkludert, og flere ekstraksjonsparametere ble testet ut og optimalisert for & oppna optimal
prosesseffektivitet av analyttene: ulike sammensetninger av organiske vaskemembraner,
forskjellige syrer som mottakerlasning, ekstraksjonstider, og volum, pH og sammensetninger
av provelesninger i donorbrennene. Ekstraktene ble analysert ved hjelp av ultrahigh-
performance liquid chromatography ion trap mass spectrometry (UHPLC-ITMS). Den
optimaliserte PALME metoden fra vandige prover besto av 225 pL 25 mM fosfatbuffer tilsatt
analytter til 200 ng/mL, en organisk vaskemembran av 3 pL diheksyleter med 15 %
dietylheksylfosfat (DEHP) og 1 % trioktylamin (TOA) (w/w), og en akseptorfase av 50 pL
150 mM trifluoreddiksyre (TFA). Provene ble ekstrahert 1 45 minutter med en ristehastighet
pa 900 rpm.

Den optimaliserte metoden ble videre utfort pa urinprever tilsatt de 21 beta-2 agonistene. En
lavere prosesseffektivitet ble registrert for flere av analyttene som ogsé ble ekstrahert fra
vandige prover, og det var dermed nedvendig & teste ut flere ekstraksjonsparametere for
PALME fra urinprevene. Dette innebar pH-justering og fortynning av prevematriks, endring
av sammensetning pad akseptorlesning og organisk veskemembran, og forskjellige
ekstraksjonstider. PALME fra urinprever ble gjennomfert ved Norges laboratorium for
dopinganalyse og ckstraktene ble analysert ved hjelp av ultrahigh-performance liquid
chromatography triple quadrupole mass spectrometry (UHPLC-QqQ). Ingen av
ekstraksjonsparameterendringene viste seg & gi en mer optimal metode, og den endelige

metoden for urinprevene ble derfor den samme som for de vandige provene.

PALME-metoden ble sammenlignet med dagens proveopparbeidelsesmetode for beta-2
agonister og en rekke andre stoffer ved Norges laboratorium for dopinganalyse.
Sammenligningen baserte seg pa kvantitative resultater for terbutalin i to autentiske
urinprever og en kontrollurin tilsatt kjent mengde terbutalin. Resultatene viste
konsentrasjoner 1 samme storrelsesorden, men differansene 1& mellom 13-78 % fra

referanselaboratoriets verdier.

Det ble til slutt gjennomfert en metodevalidering etter prosedyre for «validering av
kvantitative metoder» ved Norges laboratorium for dopinganalyse. Valideringen innebar
evaluering av selektivitet, linearitet, instrumentpresisjon, presisjon og ngyaktighet, overdrag,

gjenvinning og bestemmelse av analyttenes kvantifiseringsgrense. UHPLC-QqQ-metoden
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viste seg selektiv for analyttene av interesse, instrumentpresisjonen var av hgy kvalitet, og
ingen overdrag fra heykonsentrerte prover ble registrert. Linearitetsdata (r?) 14 i omradet
0,881-0,999. Kun 5 % av malingene for presisjon og neyaktighet var innenfor kravene som
ble satt, og ikke mer enn fem analytter tilfredsstilte kravet for gjenvinning, som var > 50 %.

For fire av disse analyttene ble kvantifiseringsgrensen bestemt til & vere 0,1 ng/mL.

Dette arbeidet har vist at mulighetene for PALME av beta-2 agonister fra urinprever er gode,
men at videre optimalisering av ekstraksjonsparametere er nedvendig for & oppné
tilfredsstillende prosesseffektivitet for alle analyttene. I tillegg ma all valideringsdata vere

godkjent for eventuell bruk av PALME i rutinemessige dopingkontroller.
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Forord

A kunne ramse opp 22 beta-agonister pa rappen og vite at ordet PALME kunne ha en annen
betydning enn en grenn enfrebladet plante, hadde 18-ar gamle jeg ingen anelse om at kom til
a skje. I dag, fem ar senere, assosierer jeg PALME med lek, moro og frustrasjon, og beta-
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Takk til gjengen pa masterkontoret: Areli, Hikon, Eirik, Ingrid og Sindre, takk for morsomme
pafunn og samtaler. Jeg er svaert takknemlig for at jeg har fétt blitt bedre kjent med dere! Jeg
vil rette en spesielt stor takk til min medstudent Hékon og min venninne Anja for gode tips,
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dere alltid er der for meg.

Til slutt vil jeg takke min aller beste venn for den stetten du har vist meg. Takk for at du alltid
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virkelig helt unik!
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Innledning

1 Innledning

1.1 Bakgrunn

Prestasjonsfremmende midler innenfor idretten har antagelig eksistert s& lenge
konkurranseidrett har blitt organisert. Forskjellige dopingmetoder har blitt benyttet opp
gjennom tidene, hvor et felles mél for dem alle har vart og er & fi en prestasjonsfremmende
effekt. P& midten av 1800-tallet slo konkurranseidretten gjennom i Europa, og siden da har

bruken av disse stoffene vert et omdiskutert tema [1].

Nye mater & dope seg pa er under konstant utvikling og dukker derfor stadig opp. I de fleste
tilfeller er dopingmidlene et resultat av fremskritt gjort innen medisinsk og farmakologisk
utvikling. Det utvikles legemidler med tanke pd & behandle sykdommer og medisinske
tilstander, og 1 noen tilfeller viser det seg at legemidlene ogsa har et misbrukspotensiale ved at

de kan forsterke og forbedre fysiologiske funksjoner hos friske mennesker.

Opp gjennom tidene har det eksistert ulike forbund som har arbeidet for en dopingfri idrett. I
1928 ble det internasjonale friidrettsforbundet (IAAF) det forste internasjonale forbundet som
begrenset doping ved & forby bruken av stimulerende midler [1]. Dette tiltaket var lite
effektiv, da det den gang ikke var mulig & teste uteverne i praksis. Det internasjonale
sykkelforbundet (UCI) og det internasjonale fotballforbundet (FIFA) var de forste forbundene
som 1 1966 innforte dopingtesting. Arbeidet ble effektivisert 1 1967 da den Internasjonale
olympiske komité (IOC) innferte en medisinsk kommisjon som utarbeidet den ferste listen
over forbudte stoffer. I det videre anti-dopingarbeidet ble det tydelig at det var behov for et
uavhengig internasjonalt organ som kunne fremme, koordinere og overvake anti-
dopingarbeidet. Dette var bakgrunnen for stiftelsen av World Anti-Doping Agency (WADA) i
1999 [1, 2].

WADA fungerer som et tilsynsorgan slik at nasjonale organ og internasjonale sarforbund
opptrer i henhold til det internasjonale regelverket World Anti-Doping Code (WADC), som
ble opprettet 1 2003 [3, 4]. I Norge er det stiftelsen Antidoping Norge som har det nasjonale
hovedansvaret for anti-dopingarbeidet, som blant annet bestir av patalevirksomhet og
kontroller. Kun bestemte laboratorier akkreditert av WADA har lov til & analysere prover tatt

av idrettsutevere for dopingkontroll. Laboratoriene sin rolle er & vere en uavhengig part som
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kun utforer selve analysene. WADA har utviklet internasjonale laboratoriestandarder hvor
laboratorieakkreditering er et bevis pa at laboratoriet oppfyller disse standardene. I 1988 ble
Norges forste og eneste WADA -akkrediterte laboratorium for dopinganalyse etablert. Norges
laboratorium for dopinganalyse har siden den gang blitt re-akkreditert hvert r og er i dag en
egen seksjon under Oslo Universitetssykehus [1-4]. I dag er det totalt 30 WADA akkrediterte

laboratorier rundt omkring i verden [3].

The prohibited list (forbudslisten) er WADAs liste over forbudte stoffer og dopingmetoder
[5]. Listen skiller mellom ulike stoffer, herunder stoffer det kun er forbudt & bruke innen
konkurranse, stoffer og metoder det er forbudt & bruke innen konkurranse og trening, og
stoffer det er forbudt & bruke kun innen spesifikke idrettsgrener. I tillegg er det noen stoffer
som kun er forbudt & bruke for menn. Forbudslisten bestér av et stort antall ulike stoffer som
dekker alt fra smd molekyler til store peptider. Totalt dekker stoffene ni farmaseytiske

legemiddelgrupper og tre forbudte dopingmetoder [6].

Beta-2 agonister er en legemiddelgruppe som brukes til symptomatisk behandling av
lungesykdommen astma, men som ogsd har vist seg a ha et misbrukspotensiale ved at den
forsterker og forbedrer spesifikke fysiologiske funksjoner [7]. Bruken av beta-2 agonister i
konkurrerende idrett er ikke wuvanlig da prevalensen av astma og treningsindusert
bronkokonstriksjon hos idrettsutevere er hoy [8, 9]. Beta-2 agonistene er i dag oppfert pa
WADAs forbudsliste og det er hovedsakelig forbudet & bruke de i idrett pd grunn av deres
ergogeniske potensiale, det vil si potensiale for & fremme uteverens fysiske prestasjonsevne

1, 5.

I lopet av de siste drene har innsamlingen av urin- og blodprever for dopingkontroller okt
betydelig, og listen over forbudte stoffer og metoder oppdateres og utvides arlig. Det er derfor
et behov for analysemetoder som dekker et bredt spekter av stoffer med ulike fysikalsk-
kjemiske egenskaper, samtidig som metoden ma serge for & unngé falske negative resultater.
Det stilles ogsd et krav til tidseffektive analysemetoder, da resultater under store

arrangementer, som for eksempel de olympiske leker, normalt kreves innen 24 til 48 timer

[6].

En dopinganalyse deles normalt inn i to trinn. Forst foretas en screeninganalyse, hvor det blir
testet for et bredt spekter av analytter. Dersom det gjores et positivt eller mistenkelig funn,

foretas en bekreftelsesanalyse [6, 10]. High performance liquid chromatography (HPLC)
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koblet til massespektrometri (MS) har blitt en populaer analysemetode for dopingkontroller.
Ved & bruke elektrosprayionisasjon (ESI) som ionekilde, kan bade lav- og heymolekylare

stoffer detekteres [6].

Naér en idrettsutever avlegger en dopingpreve er det som regel i form av en urinpreve, men
blodprever kan ogséd avgis. Fordelen med urinprever er at det ikke kreves medisinsk personell
for & avgi en prove, samt at dopingmidler kan pavises i lengre tid etter inntak, sammenlignet
med blod [11]. Fordi urin kan forarsake matriskeftfekter ber direkte injeksjon av urin i1 de
fleste analytiske instrumenter, eksempelvis vaske-kromatografi koblet til massespektrometri
(LC-MS), unngés. Det ma derfor foretas en preveopparbeidelse av urinprevene for & fa bort
forurensninger og uenskede stoffer som kan skape problemer for analyseinstrumentet og

pavirke deteksjonen av analytten(e) [12].

Valg av type proveopparbeidelse er avhengig av analytt og antatt konsentrasjonsomrade
analytten befinner seg i. For en rekke dopingmidler, som for eksempel anabole steroider, beta-
2 agonister, glukokortikoider og stimulerende midler, er enzymatisk hydrolyse med
pafelgende veske-vaske-ckstraksjon (liquid-liquid extraction, LLE) en mye brukt
proveopparbeidelsesmetode for urinprever. Fordi preveopparbeidelsen gjores 1 flere trinn er
den tidkrevende, noe som kan by pd problemer nir analyseresultatet enskes levert innen en
gitt tidsfrist. Det er ikke uvanlig at hele 61 % av total analysetid kan ga med pé a klargjore
prover for analyse [13]. I tillegg til & vare tidkrevende har LLE den ulempen at forbruket av
organisk lesemiddel ofte er lite miljovennlig grunnet relativt store mengder (0,5-5 mL per
prove), samtidig som mulighetene for automatisering er darlige [11, 14]. De siste arene er det
derfor blitt rettet et storre fokus mot effektivisering av  konvensjonelle
proveopparbeidelsesmetoder som blant annet LLE og fast-fase ekstraksjon (solid phase
extraction, SPE). Spesielt har utviklingen av nye, mer miljovennlige, veske-fase
mikroekstraksjonssystemer bidratt til en reduksjon av forbruket av toksiske organiske

losemidler og prevevolum for analyse.

I 2013 ble den nye mikroekstraksjonsteknikken parallel artificial liquid membrane extraction
(PALME) introdusert av Gjelstad, Rasmussen og Pedersen-Bjergaard [15]. PALME er en
modifisert utgave av hulfiber vaske-fase mikroekstraksjon (hollow-fiber liquid-phase
microextraction, HF-LPME), som er en type vaske-fase mikroekstraksjon (liquid-phase
microextraction, LPME). Til forskjell fra HF-LPME hvor filtermembranen er formet som en

hulfiber, bestér filtermembranen i PALME av tynne, flate membraner 1 et kommersielt 96-
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brennsformat [15]. Ekstraksjonen baserer seg pa at analytter fra prevelosninger, som i sma
volum plasseres i donorbrenner, passivt diffunderer over en kunstig vaeskemembran og inn i
vandige akseptorlesninger som plasseres i1 akseptorbrenner. Avhengig av om analyttene som
onskes ekstrahert er syrer eller baser, kan pH 1 de ulike fasene enkelt justeres for 4 tilpasses en
selektiv ekstraksjon. Akseptorfasen, som er en vandig lesning, kan rett etter ekstraksjon
injiseres direkte pd et LC-MS instrument for analyse av analyttene [16]. Fordi PALME
baserer seg pa 96-brennsteknologi, kan det gjores sakalte ’high-throughput-analyser, det vil
si at mange prover kan ekstraheres parallelt. Andre fordeler med PALME er at teknikken gir
mulighet for automatisering og oppkonsentrering, samtidig som den gir en god
proveopprensning i tillegg til at den tar i bruk miljevennlige mengder organiske lasemidler;

3-5 uL per prove, sékalt gronn kjemi [17-19].

1.2 Hensikt

Det overordnede malet med dette arbeidet var & undersgke potensialet tii PALME for
proveopparbeidelse av en rekke beta-2 agonister fra urin. Analyttene som ble inkludert var
bambuterol, brombuterol, cimaterol, cimbuterol, clenpenterol, clenproperol, fenoterol,
formoterol, higenamin, indakaterol, mabuterol, mapenterol, olodaterol, pirbuterol, prokaterol,

reproterol, salmeterol, salbutamol, terbutalin, tulobuterol og vilanterol.

Punktvis fremstilling av hensikten:

e Utvikling av en LC-MS/MS metode for kvantifisering av ti av de 21 analyttene i
vandige provelgsninger

e Optimalisering av ekstraksjonsparametere for PALME fra vandige prevelesninger

e Optimalisering av ekstraksjonsparametere for PALME fra urinprever

e PALME fra autentiske prover for & sammenligne metoden med dagens
proveopparbeidelsesmetode som brukes for screening- og bekreftelsesanalyser av
beta-2 agonister ved Norges laboratorium for dopinganalyse

e Validering av PALME kombinert med LC-MS/MS for kvantitativ analyse av beta-2

agonister 1 urin
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2 Teori

2.1 Analytter og matriks

2.1.1 Beta-2 agonister og doping

Beta-2 agonister (ogsa kalt adrenerge beta-2-reseptoragonister) virker stimulerende pa beta-2
reseptorer 1 kroppen. Stimuleringen forer blant annet til relaksering av glatt muskulatur 1 flere
organer [20]. Den viktigste effekten ansees & vare relaksering av bronkialmuskulaturen som
resulterer i bronkodilatasjon. Andre virkninger av beta-2 agonister er vasodilatasjon, okt
glykogenolyse og muskeltremor. Ingen av beta-2 agonistene er absolutt selektive for beta-2
reseptorene. De kan ogsd ha en viss selektivitet ovenfor beta-1 reseptorer og dermed ha en

uonsket effekt pd hjertet [20, 21].

Legemiddelgruppen er mye brukt blant toppidrettsutevere i kondisjonsidretter, og mest
hyppig blant skilepere hvor flere av uteverne er astmatikere [9, 22]. Forbruket av beta-2
agonistene  blant disse uteverne kan trolig forklares med treningsindusert
bronkokonstriksjon/forverring av astmaen som kan forekomme ved trening under ekstreme
forhold som kald luft og heydetrening. I en dopingsammenheng har flere av beta-2 agonistene
som tidligere nevnt vist seg 4 kunne ha en prestasjonsfremmende anabolsk effekt og
toppidrettsutavere, blant annet innenfor skiidrett, har blitt tatt for doping med nettopp disse
stoffene [1]. Et eksempel var da Martin Johnsrud Sundby under sesongen 2014/2015 ble
fratatt seieren i verdenscupen i langrenn i bade Davos og Toblach pa grunn av for heye doser

salbutamol i urinen [23].

Alle beta-2 agonister, inkludert deres optiske isomerer, er forbudt & bruke i og utenfor
konkurranseidrett [5]. Dette inkluderer, men er ikke begrenset til: fenoterol, formoterol,
higenamin, indakaterol, olodaterol, prokaterol, reproterol, salbutamol, salmeterol, terbutalin,
tulobuterol og vilanterol. Unntak fra denne regelen gjelder inhalasjon av formoterol (opptil 54
ug per 24 timer), salbutamol (opptil 1600 pg per 24 timer) og salmeterol (opptil 200 pg per
24 timer) [2, 20]. I urin tilsvarer dette en konsentrasjon lik 40 ng/mL for formoterol og 1000
ng/mL for salbutamol, som ansees som grenseverdier. Disse stoffene er det lovlig & inhalere
til grenseverdien, og de blir omtalt av WADA som Threshold Substances (terskel-analytter)
[2, 24].
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Dersom laboratoriet detekterer konsentrasjoner over analyttenes grenseverdi (formoterol > 40
ng/mL, salbutamol > 1000 ng/mL) vil det ikke ansees som terapeutisk bruk av stoffene, og
verdiene vil rapporteres som mistenkelige analytiske resultater (adverse analytical findings,
AAF). Dette kan unngds ved at utever viser, via en kontrollert farmakokinetisk studie, at det
unormale resultatet var en konsekvens av terapeutisk inhalert dose opptil de godkjente
maksimumsverdiene nevnt ovenfor. Dersom utgveren har en sykdom som ma behandles med
et stoff oppfert pad dopinglisten, ma han/hun ha et medisinsk fritak (Therapeutic Use
Exemption, TUE) for disse stoffene [2, 4].

P& grunn av ulike rutiner og analysemetoder 1 de forskjellige WADA-akkrediterte
laboratoriene, vil noen laboratorier vare 1 stand til & detektere lavere konsentrasjoner av
dopingmidler enn andre. For & forsikre seg om at alle WADA-akkrediterte laboratorier skal
kunne detektere tilstedevarelsen av forbudte stoff 1 dopingprever er det for hver analytt satt et
sakalt Minimum Required Performance Level (MRPL). MRPL er den minste konsentrasjonen
av et stoff som alle laboratoriene skal kunne vere i stand til & detektere og identifisere. For
beta-2 agonister er laboratorienes MRPL 20 ng/mL. Dette gjelder for de analyttene som ikke
er terskel-analytter [25].

Dersom en beta-2 agonist som er en ikke-terskel-analytt (non threshold substance) bekreftes
identifisert i en dopingpreve, skal den rapporteres som AAF. Unntak fra dette gjelder
salmeterol og higanemin i konsentrasjoner < 10 ng/mL (50 % av MRPL) [25].

2.1.2 Urin som biologisk matriks

Som tidligere nevnt benyttes vanligvis urin som prevemateriale for & utfere dopingkontroller
[11]. Nar en urinprove leveres inn for analyse, méles spesifikk vekt og pH 1 urinpreven.
Parameteren spesifikk vekt bestemmes for a ha kontroll over prevens konsentreringsgrad, da
konsentrasjoner i urinprever kan variere betydelig avhengig av vaskebalansen til uteveren
som har avgitt proven. Et lavt vaeskeinntak vil gi en konsentrert urinpreve som resulterer 1 en
hoy spesifikk vekt. Dette er spesielt vanlig for morgenurin. Motsatt vil et hoyt vaeskeinntak
resultere i en fortynnet urinpreve, og konsentrasjonen av analytt vil ikke lenger vare direkte
relatert til inntaket. Det blir da vurdert om volumuttaket for analyse ma ekes for & f4 mer

analytt, eller om utever mé avlevere ny preve [11].
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Selv om urin regnes som en lite kompleks matriks sammenlignet med plasma og fullblod, er
ikke sammensetningen enkel. Urin bestar av et hundretalls forskjellige kjemikalier som kan
kategoriseres 1 folgende grupper: elektrolytter, nitrogenholdige stoffer, vitaminer, hormoner,
organiske syrer og micelledannende organiske stoffer [26]. Til forskjell fra blod har urin et

fraveer av fosfolipider og forekomsten av proteiner er vanligvis sveer lav (0,5-1 g/L) [27].

Direkte injeksjon av urin i de fleste analytiske instrumenter (eksempelvis LC-MS) skal
unngds, da urin kan fordrsake matrikseffekter som enten kan gke eller undertrykke signalet fra
analytten hvis retensjonstiden er tilnrmet lik. Fortynning av urinprever, og dermed av
saltkonsentrasjonen, kan ha en viss effekt pa dette problemet, og er for noen analytter en god
nok preveopparbeidelse. Et annet problem som er blitt registrert ved bruk av urin som
provemateriale er stor variasjon i matrikseffekt for samme analytt mellom ulike urinprever

[12].

2.2 Preveopparbeidelse

Biologiske vaesker som humant plasma, fullblod og urin har normalt for kompleks
sammensetning til & kunne injiseres direkte pd et LC-MS instrument, for analyse av
legemidler og deres metabolitter [11]. De biologiske vaskene kan inneholde flere
komponenter som kan forarsake uenskede matrikseffekter 1 analyseinstrumentet. Eksempler
pa dette er 1) forurensninger kan ko-eluere med analytten av interesse og undertrykke
analyttens signal (ion suppression) og gi falske negative prever, og 2) forurensninger kan
interferere med analytten (enhancement) og gi falske positive prover, noe som kan vare svert
alvorlig i for eksempel en dopinganalyse. Det kan ogsd veare fare for at forurensningene
skaper praktiske problemer i analyseinstrumentet ved for eksempel tetting av kolonner [16,

28].

For & lgse problemene nevnt ovenfor ma det gjores en viss opprensning av pregvene slik at
analyttene er i en vaske som er kompatibel med analyseinstrumentet. Man gjor da en
proveopparbeidelse hvor man enten fjerner forurensningene fra provelesningen, eller isolerer
analytten ut av provelesningen. Det finnes ulike teknikker for preveopparbeidelse og
teknikken man velger avhenger av prevens kompleksitet, analyttenes egenskaper, analyttenes

forventede konsentrasjon i preven og hvilken analyseteknikk som benyttes [11].
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De viktigste praveopparbeidelsesteknikkene for biologisk materiale er proteinfelling (protein
precipitation, PPT), LLE, SPE og, som tidligere, nevnt enzymatisk hydrolyse og
derivatisering. PPT baserer seg pa 4 fjerne proteiner fra provematriks ved & tilsette et
proteinfellingsreagens, mens LLE og SPE er teknikker som isolerer analytter fra preven ved
ekstraksjon [11]. I denne oppgaven ble analytter ekstrahert fra vandige preovelgsninger og
urin, og ekstraksjonsmetoden som ble benyttet baserte seg pd4 LPME, som er utviklet fra

tradisjonell LLE.

2.2.1 Vaxske-vaske-ekstraksjon

LLE baserer seg pa fordelingen av analytter mellom to vaesker som ikke er blandbare. Dersom
provelosningen er biologisk, er analytten 1 en vandig lesning og man velger et organisk
losemiddel som ikke er blandbart med vann, til & ekstrahere med. Valg av organisk
losemiddel mé vere tilpasset analytten og kunne ekstrahere denne fra uenskede forbindelser i
proven. Avhengig av analyttens fysikalsk-kjemiske egenskaper kan pH 1 prevelgsningen

justeres slik at analytten er pa uladet form. Dette vil fremme ekstraksjon over i organisk fase.

Til & beskrive fordelingen av neytrale analytter mellom de to vaskefasene ved en gitt
temperatur, benyttes fordelingskoeffisienten, K4, som er matematisk fremstilt i Ligning 1. En

hoy Kaq forteller at analytten er mer loselig 1 det organiske losemiddelet enn 1 vannfasen [11].

Ligning 1 [28]: K; = —=

[A]org = konsentrasjon av analytt i organisk fase

[A]ag = konsentrasjon av analytt i vandig fase

Ved LLE av neytrale stoffer vil fordelingskoeffisienten vare lik fordelingsforholdet, D. De
fleste legemidler som analyseres i1 biologiske matrikser er svake baser og 1 vandig fase vil de
forekomme pé bdde ionisert og neytral form. Normalt vil kun neytrale analytter ekstraheres
over i den organiske fasen. Fordelingen av analyttene pavirkes derfor av analyttens pKa-verdi
og pH 1 vannfasen, og fordelingen utrykkes ved fordelingsforholdet D. For en basisk analytt

er fordelingen beskrevet med Ligning 2, og heyeste distribusjon inn i organisk fase vil
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oppnés ved & pH-justere donorfasen til minst to pH-enheter over analyttens pKa. Polare

forbindelser vil bli igjen i1 vannfasen.

Corg _ [HA]org
Caq [Alag+ [AH]*

Ligning 2 [28]: D=

aq

Corg = molar konsentrasjon av base i vandig fase

Caq = molar konsentrasjon av base i organisk fase

Fordelene med LLE er at det er enkelt & bruke, det gir en god preveopprensning og mulighet
for oppkonsentrering, samtidig som ekstraksjonsselektiviteten enkelt kan oppnas ved pH-
justering av prevelesning og ved a velge et organisk lesemiddel som er egnet for analyttene.
Ulempene derimot er at forbruket av organisk lesemiddel per preove er heyt (0,5-5 mL) og
fordamping av ekstrakt, som kan vare tidkrevende, etterfulgt av relesning, er nedvendig for

analyse pd LC-MS [11]. I tillegg er automatisering vanskelig & oppna [15, 29].

2.2.2 Vaske-fase mikroekstraksjon

Vaske-fase mikroekstraksjon (LPME) er en miniatyrisert form for LLE. Utviklingen av
miniatyriserte ekstraksjonsteknikker var enskelig for & unngd ulempene ved storskala-
ekstraksjon. Fordelene med LPME er blant annet redusert volum av prevelgsning og organisk
losemiddel (uL-volum) og automatiseringspotensiale. Sammenlignet med LLE er LPME mer
tidseffektivt og lettere 4 ta 1 bruk, da prevepdsetting, ekstraksjon, isolering og
oppkonsentrering skjer i ett og samme trinn [29]. De mest populaere teknikkene innenfor
LPME er single drop microextraction (SDME) og hollow-fiber liquid-phase microextraction
(HF-LPME).

HF-LPME ble innfert av Pedersen-Bjergaard og Rasmussen i 1999 [30, 31]. Teknikken
baserer seg pa immobilisering av et organisk lesemiddel i en pores hulfiber (som oftest av
polypropylen), og det dannes en organisk vaskemembran, en sakalt supported liquid
membrane (SLM). Hulfiberen dyppes i det organiske lesemiddelet og et pL-volum av veesken

trekkes inn ved hjelp av kapillerkrefter. Hulrommet av hulfiberen fylles med en

11



Teori

mottakerlosning (akseptorlosning) for den plasseres i en beholder som inneholder

prevematriks (donorlgsningen) [31]. Oppsettet for HF-LPME er vist i Figur 1.

Introduksjon og oppsamling
av mottakerlesning

Mottakerlesning

— Porgs hulfiber impregnert
H med organisk lesemiddel
it/ <l Provelosning

Figur 1 Skjematisk fremstilling av et engangsoppsett for HF-LPME, modifisert fra [32]

Avhengig av om akseptorfasen er en organisk eller vandig lesning, dannes det enten et tofase-
eller et trefase-system. Fordelingen av analyttene i de ulike systemene kan beskrives med

henholdsvis Ligning 3 og Ligning 4.

Ligning 3 [33]: Adonorfase 2 Aorganisk akseptorfase

Adonorfase = analytt i donorfase

Aorganisk akseptorfase = analytt i organisk akseptorfase

I tofase-systemet, som er beskrevet i Ligning 3, ekstraheres analytter fra vandig prevelosning
over 1 en organisk akseptorfase som bestdr av det samme organiske losemiddelet som utgjor
vaeskemembranen. For 4 oppnd et heyt ekstraksjonsutbytte er det nedvendig med en hoy
fordelingskoeffisient, Kd (se Ligning 1). Tofase-systemet benyttes ofte for lite/middels polare
analytter [29].
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ngnlng 4 [33]: Adonorfase pad Aorganisk vaeskemembran pad Avandig akseptorfase

Adonorfase = analytt i donorfase
Aorganisk veskemembran = analytt i organisk vaeeskemembran

Avandig akseptorfase = analytt i vandig akseptorfase

I trefase-systemet, beskrevet i Ligning 4, ekstraheres analyttene fra en vandig provelosning,
gjennom den organiske vaeskemembranen og over i en vandig akseptorfase. Systemet er godt
egnet for sure og basiske analytter. Basert pd analyttenes syre/base-egenskaper gjores en pH-
justering 1 donor- og akseptorfase for & pavirke ekstraksjonen. Eksempelvis vil en base i
vandig matriks, som blir justert til basisk pH, vaere pd neytral form. Basen vil fordele seg
mellom vandig matriks og organisk vaeskemembran. Ved a gjore pH i akseptorfasen sur vil
basen bli ionisert. Dette fremmer basens leselighet 1 vannfasen og den hindres dermed 1 &
ekstrahere tilbake til organisk fase. Fordi akseptorfasen er vandig kan den injiseres direkte pa

et LC-MS instrument.

Ekstraksjon av legemidler fra biologisk prevematriks gjores som oftest med et trefase-system.
Konsentrasjonen av legemidler i slike matrikser er som regel lav og det er derfor enskelig
med en oppkonsentrering. Dette gjores ved & benytte seg av et hoyt donorfase-akseptorfase-
volumforhold. En av ulempene med HF-LPME er darlige muligheter for automatisering, da

implementeringen av teknikken i et multibrennsformat er vanskelig a 4 til [15].

2.2.3 Parallel artificial liquid membrane extraction

PALME er en ny preveopparbeidelsesmetode innen LPME, som for ferste gang ble
introdusert 1 2013 [15]. PALME er som tidligere nevnt en modifisert form av HF-LPME der
hulfiberen er blitt erstattet med tynne, flate membraner i en 96-brenns formasjon. Metoden
baserer seg pa ekstraksjon av analytter fra et mikrovolum (typisk 250 pL) av prevelegsning
plassert 1 donorbrennene, gjennom en kunstig veskemembran, til et mikrovolum (typisk 50
uL) av vandig lesning (akseptorfase) plassert i akseptorbrennene. Den kunstige
vaskemembranen er plassert i bunnen av akseptorbrennene. En forseglingsfilm/topplokk
plasseres over akseptorplaten for a hindre fordamping av akseptorfasen [15, 19]. PALME-
oppsettet er vist i Figur 2.
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(1) (2)

A i
- ! == Akseptorfase

) g Organisk
vaeskemembran

¢=== Donorfase (prgven)

Figur 2 PALME-oppsett (1): Donorplate (A), akseptorplate med organiske veeskemembran i bunnen (B) og
forseglingsfilm (C). En ekstraksjonsenhet (2)

Den kunstige veskemembranen dannes ved & avsette et mikrolitervolum (typisk 3—5 uL) av
organisk lesemiddel, som ikke er blandbart med vann, pé et filter bestdende av polyvinyliden
fluorid (PVDF). Lesemiddelet vil i1 lgpet av mindre enn ett minutt trekke inn 1 PVDF-filteret
ved hjelp av kapillerkrefter og det dannes en fysisk membran som hindrer donor- og
akseptorfase i 4 blandes. Studier har vist at PVDF ikke er det mest optimale materiale for &
holde kunstige vaeskemembraner pé plass, da det er vist dannelse av ikke-spesifikke bindinger
mellom analytter og PVDF-membranen [15, 18, 34]. Dette gjelder spesielt analytter i lavere
konsentrasjoner. Det er derfor blitt forsekt & tilsette 1 % trioktylamin (TOA, w/w) til
vaeskemembranen for & maskere disse bindingssetene. Effekten av TOA ble vist individuell
for ulike analytter som ble ekstrahert, uavhengig av deres polaritet [34, 35]. PVDF-materialet
er blitt provd erstattet med polypropylen. Registreringen av ikke-spesifikke bindinger var da
ikke til stede. Dessverre er ikke 96-brenns akseptorplater med polypropylen-filter
kommersielt tilgjengelig [15, 18].

PALME av béde syrer og baser har vist tilfredsstillende resultater [17, 18, 34]. Selektiviteten
til PALME kan enkelt justeres ved & endre pH 1 donor- og akseptorfase pa bakgrunn av
analyttenes fysikalsk-kjemiske egenskaper. P4 grunn av pH-justering av de to fasene vil det
dannes en pH-gradient som driver ekstraksjonen av basiske eller sure analytter over den
kunstige vaskemembranen ved hjelp av passiv diffusjon, pd samme mate som i LPME.
Dersom analyttene er basiske gjores pH 1 donorfasen basisk. Analyttene vil da vare neytrale
og deres loselighet 1 vandig donorfase avtar og de vil vandre over til den organiske

vaeskemembranen. pH i akseptorfasen gjeres sur for a ionisere analyttene, slik at loselighet 1
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vannfase favoriseres. Dette vil hindre en tilbakeekstraksjon til den organiske

vaeeskemembranen [15, 16, 34].

Ekstraksjon ved PALME har mange fordeler, deriblant god preveopprensning og et lavt
forbruk av organisk lesemiddel. Det kommersielt tilgjengelige PALME-oppsettet gjor det
mulig & ekstrahere 96 prover parallelt, og pd grunn av forskjeller i donor- og akseptorvolum
gir systemet gode muligheter for oppkonsentrering av en rekke analytter med ulike kjemiske
egenskaper. Akseptorfasen er vandig og kan derfor injiseres direkte i et LC-MS-instrument
uten inndampning, noe som resulterer 1 at tidsforbruket til preveopparbeidelse reduseres
betraktelig [15]. Utviklingen av en automatisert PALME-prosedyre er godt i gang, da

oppsettet nd er blitt vist semi-automatisert [35].

2.3 Vaskekromatografi

HPLC er den mest brukte kromatografiske metoden for & bestemme legemidler i biologiske
prover og har vert kommersielt tilgjengelig siden slutten av 60-tallet [11, 28]. Metoden
baserer seg pd fordelingen av analytter mellom en bevegelig fase (mobilfase) og en
stillestdende fase (stasjonerfase). Mobilfasen, som er en vaske, forer analyttene gjennom en
kolonne (for eksempel en pakket kolonne med et porest materiale) for & retardere analyttene.
Avhengig av analyttenes fysikalsk-kjemiske egenskaper og sammensetningen av mobil- og
stasjonarfase, vil analyttene retarderes i ulik grad, og dermed kunne separeres fra hverandre.
Ved en tilfredsstillende separasjon vil analyttene eluere pé ulike tidspunkt. Analytter sendes
videre til en detektor som gir en elektronisk respons for analyttene. Denne responsen vil
gjenspeile mengde analytt 1 mobilfasen. Det finnes flere ulike kromatografiske
separasjonsprinsipp, hvorav omvendt-fase-kromatografi var det prinsippet som ble benyttet i

dette arbeidet.

2.3.1 Omvendt-fase-kromatografi

I omvendt-fase-kromatografi er stasjonarfasen hydrofob, mens mobilfasen er en polar, vandig
losning. Stasjonarfasen er som regel bygd opp av kjemisk modifiserte silika-partikler, som
har hydrofobe grupper bundet til seg. Den mest brukte stasjonarfasen i omvendt-fase-
kromatografi er octadecylsilika. Der bestar de hydrofobe gruppene av C18-
hydrokarbonkjeder, og derfor kalles kolonner med denne type stasjonarfase ofte for C18-
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kolonner. Andre typer stasjonerfaser i omvendt-fase-kromatografi er C8, C30, hypercarb og

polystyren-divinylbensen (PS-DVB) [11, 28].

Retensjonen av analyttene skjer ved hydrofobe interaksjoner med stasjonzrfasen. Jo lengre de
hydrofobe kjedene pa stasjonerfasen er, desto sterre blir retensjonen og retensjonstiden eker.
De viktigste interaksjonskreftene som oppstar er van der Waals-krefter, som er relativt svake

krefter som eker med molekylsterrelsen.

Mobilfasen er en blanding av vann og organisk lesemiddel som er blandbart med vann, og 1
hovedsak benyttes acetonitril og metanol. Styrken til mobilfasen bestemmes av mengde og
type organisk lesemiddel, hvor ekt mengde gir okt elueringsstyrke, som resulterer i lavere
retensjon av analyttene. Sammensetningen av mobilfasen kan enten vaere konstant under hele

analysen (isokratisk eluering), eller den kan endres underveis (gradienteluering).

For syrer og baser, som har ioniserbare funksjonelle grupper, vil retensjonen avhenge av pH 1
mobilfasen. Okende ionisering vil resultere i avtagende retensjon. En buffer tilsettes
mobilfasen for pH-kontroll. Fosfatbuffer og buffere av organiske syrer som eddiksyre eller
maursyre er buffere som ofte benyttes. Dersom silika benyttes i1 stasjonerfasen er det viktig &
huske at pH ikke ber overstige 8,5, da silika-materialet gradvis vil degradere 1 basisk miljo

over pH 8,5 [11, 28].

2.3.2 Ultrahigh-performance liquid chromatography

Systemet som gjor det mulig & utfere vaeskekromatografi med kolonner pakket med partikler
av storrelse 1,5-2 um kalles ultrahigh-performance liquid chromatography (UHPLC). Fordi
partiklene er sd sma dannes det et heyt trykk (opp til 1500 bar) nar mobilfasen pumpes
gjennom kolonnen. For & kunne pumpe mobilfasen med konstant hastighet mot et sa hoyt
trykk, ble det stilt storre krav til instrumentutstyret (pumper, auto-injektor og detektor),
sammenlignet med det som brukes for HPLC [28].

Ved & bruke partikler i storrelsesomridet 1,5-2 pm som pakkemateriale, kan kortere kolonner
benyttes og dermed kan analysetiden og mengde mobilfase reduseres, uten at det gar pa
bekostning av kolonnens effektivitet, som beskrives ved heydeekvivalenten til en teoretisk

plate (HEPT = H) [28].
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Van Deemters ligning har statt sentralt i utviklingen av  UHPLC. Ligningen beskriver
forholdet mellom den lineare mobilfasehastigheten og heydeekvivalenten H, i tillegg til de
ulike faktorene som pdvirker plateheyden. Faktorene deles inn i1 eddydiffusjon, longitudinal
diffusjon og massetransport mellom stasjonar- og mobilfase. Disse ulike parameterne
pavirkes igjen av hastigheten pd mobilfasen, partikkelform og partikkelstorrelse. Van

Deemters ligning er vist i Ligning 5.

Ligning 5 [11]: H=A+§+Cu

A = eddydiffusjon
B = longitudinal diffusjon
C = massetransport mellom mobil- og stasjonzrfase

u = mobilfasehastighet

Sammenhengen mellom H og den linezre mobilfasehastigheten (u) er videre illustrert i Van

Deemters plot, se Figur 3.

35.004
rJIF 10 pm
30.004
25.00-*"

20.001!

H (um)

15.004 |

10.004

5.00

0.00 : : ' . . , .
0 2 4 6 8 10 12 14

Lineer mobilfasehastighet (mm/sekund)

Figur 3 Van Deemters plot av heydeekvivalenten til en teoretisk plate (H) som funksjon av lineaer
mobilfasehastighet (u), vist for partikler med sterrelse (d,) 1,7, 3, 5 og 10 um [36]
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Figur 3 viser at hoydeekvivalenten til en teoretisk plate avtar nar partikkelstorrelsen (dp)
reduseres. Ved en redusert partikkelsterrelse kan platetallet (N) opprettholdes ved a redusere

kolonnelengden (L) tilsvarende. Dette er vist 1 Ligning 6.

Ligning 6 [11]: N o —

For & oppné en kortere analysetid uten at platetallet reduseres, kan kolonnelengden reduseres,
sd lenge den er pakket med partikler av sma storrelser. De sma partiklene sorger ogsé for at
optimal separasjon oppnds, selv ved hey mobilfasehastighet [36]. Optimal separasjon
resulterer i smale topper og god opplesningsevne, noe som stiller storre krav til detektoren
som ma samle tilstrekkelig datapunkter langs hele toppen. For at detektoren skal kunne

integrere bade neyaktig og reproduserbart, ber minst 15 datapunkter per topp samles [37].

Fordelen ved & bruke kortere kolonner er som nevnt en raskere analysetid, pd grunn av en
kortere transportvei. Dette er bakgrunnen for bruk av kortere kolonner med mindre
partikkelsterrelse i UHPLC. Den typiske UHPLC-kolonnen er 3—-10 cm lang, med indre
diameter lik 2,1 mm og partikkelsterrelse pa 1,5-2 um. Mobilfasehastigheten ligger rundt
0,2—-0,5 mL/min [28].

2.4 Massespektrometri

LC-MS er en populer analysemetode for identifikasjon og bekreftelse av legemidler, deres
metabolitter og andre analytter i biologiske prever [11]. Analysemetoden utferes ved hjelp av
et massespektrometer som fungerer som detektor, og som bestar av tre hoveddeler: en

ionekilde, en masseanalysator og en detektor.

For at MS skal kunne benyttes ma analyttene som enskes detektert kunne ioniseres og
transporteres over i gassfase [28]. Nér analytter fraktes fra det kromatografiske systemet og
over i MS-instrumentet, blir sdkalte molekylioner dannes. Noen av molekylionene vil vere
ustabile og spaltes derfor raskt opp til mindre fragmentioner. lonedannelse og den

etterfolgende fragmenteringsprosessen foregdr i en ionekilde som enten befinner seg pa
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utsiden av eller inne i selve analyseinstrumentet. I ionekilden vil ionene bli transportert over
fra vandig fase til gassfase. [ dette arbeidet er elektrosprayionisasjon brukt som

ioniseringsteknikk, og den er videre omtalt i avsnitt 2.4.1.

En masseanalysator inne 1 instrumentet vil deretter separere ionene etter deres forhold mellom
masse (M) og ladning (z), enten i et magnetisk eller elektrostatisk felt. Det finnes flere typer
masseanalysatorer som separerer ionene etter ulike prinsipper. I dette arbeidet er bade
ionefelle-prinsippet og trippel kvadrupol-prinsippet blitt benyttet, og de er omtalt i avsnitt
2.4.2 og 2.4.3. Etter separasjon detekteres ionene, og resultatet registreres i et massespektrum,

hvor intensiteten av ioner vises som funksjon av masse-til-ladning forholdet (m/z).

2.4.1 Elektrosprayionisering

Elektrosprayionisering (ESI) er en mye brukt ioniseringsteknikk for prevekomponenter nar
MS benyttes som deteksjon ved HPLC. Metoden anvendes hyppigst for polare ioniserbare
stoffer, men brukes ogsa for peptider og proteiner. Selve ioniseringen av stoffene skjer i
mobilfasen. Etter separasjon av stoffene i det kromatografiske systemet vandrer mobilfasen
inn 1 et trangt kapiller som er pdlagt en elektrisk spenning pa typisk + 3—5 kV [28]. Ved
utgangen av kapilleret blandes mobilfasen med en forstovergass (typisk N2) og sma draper
dannes. Disse drapene presses ut av kapilleret hvor det s& kommer en strom av hegytemperert
torrgass (ogsd N2) som meter dem 1 motsatt retning. Drapene vil fordampe og til slutt vil de
elektrostatiske kreftene i1 drapen overga drépens overflatespenning, og de vil da eksplodere og
fordele seg i enda mindre draper og tiltrekkes masseanalysatoren grunnet motsatt spenning.
Dette fenomenet kalles Coulomb fission. Til slutt vil drapene bli s sma at ionene forlater dem
og gar over 1 gassfasen, som frakter dem videre til masseanalysatoren ved hjelp av en

elektrisk spenning. En skisse av ESI-prinsippet er vist 1 Figur 4.
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Torrgass
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. —» Masseanalysator

Figur 4 Prinsipp for elektrosprayionisering, modifisert fra [11]

ESI er en myk ioniseringsteknikk. Det vil si at molekylionene som dannes ikke fragmenterer
videre. ESI kan utferes enten i positiv eller negativ modus, avhengig av hvilke analytter man
ensker & analysere. For & fa et godt signal 1 massespektrometeret er det viktig at analyttene er
ionisert 1 mobilfasen. Dette gjores med pH-justering ut i fra stoffenes kjemiske egenskaper.
Det er i tillegg viktig at mobilfasen bestar av flyktige komponenter, slik at den lettere

fordamper og ionene kommer over i gassfasen [11, 28].

2.4.2 lonefelle

I denne oppgaven ble ekstraktet fra PALME av beta-2 agonister fra vandige prover analysert
med et MS-instrument hvor masseanalysatoren var en linezr ionefelle (ion trap, IT), ogsé kalt

2D-ionefelle. En skjematisk fremstilling av den lineare ionefellen er vist 1 Figur 5.

Section

Section

Figur 5 Skjematisk fremstilling av en lineaer ionefelle [38]
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Den linere ionefellen bestdr av fire parallelle staver som danner tre separate kvadrupol-
lignende elektroder etter hverandre: front section, center section og back section. Ved a sette
en spenning pa de fire stavene, dannes det et radiofrekvent felt som fanger ionene radialt. For
ogsd 4 kunne fange ionene aksialt, legges det sdkalte “’stopp-potensialer” pd enden av hver
elektrode. Ioner som strommer inn fra ionekilden fanges dermed opp i den midterste
elektroden (center section) [28, 38]. Ved a endre det elektriske potensialet kan man selektere

ut ioner med bestemte m/z-verdier, som sendes videre til detektoren [11].

I en ionefelle kan det utferes tandem MS (MS/MS). Da blir ionene samlet opp, fragmentert og
detektert i en og samme masseanalysator. Nar ionene fra ionekilden kommer inn i
masseanalysatoren blir ioner som ikke er av interesse destabilisert og sendt ut av
masseanalysatoren. loner som er igjen meter pa gass av helium, fragmenteres, og fores videre

for deteksjon.

2.4.3 Trippel kvadrupol

I denne oppgaven ble ekstraktet fra PALME av beta-2 agonister fra urin analysert med et MS-

instrument hvor masseanalysatoren var en trippel kvadrupol (QqQ).

En kvadrupol bestar av fire parallelle identiske staver, hvor motstdende staver er koblet
sammen 1 par. Stavene er palagt en spenning slik at det dannes et elektrisk felt, som ioner fra
ionekilden vandrer inn i. Ustabile ioner vil kollidere med stavene, mens stabile ioner vil
passere stavene og na frem til detektoren. Kun bestemte m/z-verdier vil kunne vandre
gjennom kvadrupolen ved en bestemt spenning. Ved & variere spenningen tilpasser man det

elektriske feltet til & kun la ioner av interesse vandre gjennom kvadrupolen [11].

En trippel kvadrupol bestdr av tre etterfolgende kvadrupoler, se Figur 6. Den forste
kvadrupolen er en masseanalysator (MS1) som selekterer ut ioner som enskes fragmentert.
Den andre kvadrupolen fungerer som en kollisjonscelle hvor selekterte ioner meter pa
gassmolekyler av for eksempel nitrogen (N2). Kollisjonen mellom ionene og gassmolekylene
forer til fragmentering av ionene. Fragmenterte ioner fores videre inn i siste kvadrupol som
ogsd er en masseanalysator (MS2). Her blir fragmenter av interesse selektert ut og sendt

videre til en detektor.

21



Teori

P& grunn av fragmenteringsmuligheter brukes en trippel kvadrupol som oftest som en
MS/MS. MS/MS tillater lavere kvantifiseringsgrenser, da detektoren er satt til & méle ioner
mer selektivt, slik at stayen reduseres. Masseanalysatoren kan stilles inn til & skanne ionene 1
ulike modus, hvor to eksempler er selected reaction monitoring (SRM) og multiple reaction
monitoring (MRM). I SRM-modus monitorerer MS2 et eller flere spesifikke produktioner fra
et selektert molekylion. | MRM-modus monitorerer MS2 et eller flere spesifikke produktioner

fra flere selekterte molekylioner [28].
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Figur 6 Skjematisk fremstilling av en trippel kvadrupol, modifisert fra [28]

Oppleseligheten (mass resolution, R) for masseanalysatorene som ble benyttet i dette arbeidet
var < 4000. Den linexre ionefellen ble brukt til forskning ved Farmasgytisk institutt,
Universitetet 1 Oslo, mens trippel kvadrupolen ble brukt til rutinearbeid for screening- og

bekreftelsesanalyser av dopingpraver ved Norges laboratorium for dopinganalyse.
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3 Materiale og metode

Dette kapittelet omhandler det eksperimentelle rundt oppgaven.

3.1 Analyttkarakteristikk

Analyttenes, inkludert internstandardens (ISTD) fysikalsk-kjemiske egenskaper er presentert i

Tabell 3.1 og strukturformler er vist i Figur 7 og Figur 8.

Tabell 3.1 Analyttenes fysikalsk-kjemiske egenskaper [39, 40]

Analytt Molekylform Molekylvekt (g/mol) |log P | pKa
Bambuterol CisH29N305 367,45 1,4 9,5
Brombuterol Ci2Hi18Br2N20 366,10 2,3 *

Cimaterol Ci12H17N30 219,29 0,7 9,6
Cimbuterol C13H19N30 233,32 1,2 *

Clenpenterol Ci3H21CIsN20 291,22 * *

Clenproperol Ci11H16Cl2N20 263,16 2,0 *

Fenoterol C17H21NO4 303,36 1,5 9,6
Formoterol C19H24N204 344 41 1,5 9,8
Higenamin Ci6H17NO3 271,32 2,0 9,6
Indakaterol C24H28N203 392,50 3,3 9,7
Mabuterol C13H1sCIF3N20 310,75 2,6 9,6
Mapenterol Ci14H21Cl2FsN20 324,72 3,7 *

Olodaterol C21H26N205 386,45 0,2 9.3
Pirbuterol Ci12H20N203 240,30 -0,7 9,6
Prokaterol Ci16H22N203 290,36 0,9 9,9
Reproterol C18H23N50s 389,41 -1,2 9,7
Ritodrin (ISTD) Ci17H21NO3 287,36 2,3 9,8
Salbutamol Ci13H21NO3 239,32 0,3 9,4
Salmeterol C2sH37NO4 415,57 3,6 9,4
Terbutalin Ci12H19NOs3 225,29 0,4 9.8
Tulobuterol C12H1sCINO 227,74 2,6 9,6
Vilanterol C24H33C12NOs 486,43 3,6 9,4

*Informasjon ikke tilgjengelig
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Figur 7 Analyttenes kjemiske strukturer [39]
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Figur 8 Den kjemiske strukturen til ritodrin som ble brukt som internstandard under metodesammenligning og
metodevalidering [39]
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3.2 Utstyr

Tabell 3.2 viser delene for PALME-oppsettet. Dette omfatter bunnplate, topplate,

forseglingsfilm og topplokk. Tabell 3.3 viser pipetter og tilherende utstyr som ble benyttet i

arbeidet, mens diverse annet utstyr er vist i Tabell 3.4.

Tabell 3.2 Utstyr for PALME-oppsett

Utstyr Beskrivelse Produsent By, land
Bunnplate 96 Well Plates, 0,50 mL, Asilent Santa Clara,
P polypropylene 120/pk & CA, USA
MAIPN4550 96-well MultiScreen-
Topplate og IP Filter Plate, 0,45 um pore size, o Darmstadt,
topplokk polyvinylidene fluorid (PVDF) Merck Millipore | "y 1 jand
membrane, Clear, Non sterile, 50/pk
. Thermowell™ Sealing Tape For 96 . Kennebunk,
Forseglingsfilm Well plates Corning ME, USA
Tabell 3.3 Pipetter
Utstyr Beskrivelse Produsent By, land
Finnpipette 0,5-10 pL, 5-50 uL, 20-200 pL, Thermo Fisher | Waltham, MA,
PP 100-1000 L, 1-5 mL Scientific USA
. . o Thermo Fisher | Waltham, MA,
Pipettespisser | Finntip: 250 pL, 1000 puL, 5 mL Scientific USA
. . _ Gottingen,
Multipipette 8-kanalse, m100, m300 Sartorius, Biohit Tyskland
ll::gt‘;t;f)rl for 1 M50, M250, M1000 Gilson Middelton, WI,
losni Pipettespisser: 25, 50, 250 uL USA
esninger
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Tabell 3.4 Diverse utstyr

Utstyr Beskrivelse Produsent By, land
Analysevekt AE200 Mettler Toledo Grelfepsee,
Sveits
Ristemaskin Vibramax 100 Heidolph Schwabach,
Instruments Tyskland
. . Wilmington,
Vortexmixer MS 3 basic IKA NC. USA
Glassbeholder | Clear glass vial, 4 mL Sigma-Aldrich St. L%EZ MO,
. Pyrex Quickfit, *
Slipglass 15 mL UK
Aliquot Super Polyethylene Vial, 20 mL Perkin Elmer Oslo, Norge
) d Tub dorf Hamburg,
Eppendorfrer | Protein LoBind Tube, 1,5 mL Eppendor Tyskland
Reagent
reservoir til 8- | 25 mL, Non Steril VWR Radnor, PA,
. USA
kanalpipette
Inserts til Micro-Inserts, 0,1 mL, clear glass, VWR Radnor, PA,
vialer 15 mm top, 31 x 6 mm USA
. . Nerliens
Vialer i glass 32x 11,6 mm Meszansky Oslo, Norge
Korker til Blue screw caps PTFE / red sil Nerliens
. Oslo, Norge
vialer septa Meszansky
) ) . Darmstadt,
pH-strips Universalindikator, pH 0-14 Merck Tyskland
pH-meter 827 pH lab Metrohm, swiss Herisau, Sveits
mode
Refractometer | UR-1 AtaLg,?Igj O, Tokyo, Japan

*Informasjon ikke tilgjengelig
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3.3 Kjemikalier

Referansestoffer og andre kjemikalier som ble benyttet er listet opp 1 Tabell 3.5 og Tabell
3.6.

Tabell 3.5 Referansestoffer

Stoffnavn Renhet Produsent By/land

Bambuterol (hydroklorid) * Astra Draco AB Stockholm, Sverige
Brombuterol (hydroklorid) 99,7 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Cimaterol 99,5+5% Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Cimbuterol 99,6 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Clenpenterol (hydroklorid) 99,6 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Clenproperol 99,9 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Fenoterol (hydrobromid) * Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Formoterol (fumarat dihydrat) 99.9 % AstraZeneca Oslo, Norge
Higenamin 98 % LGC Wesel, Tyskland
Indakaterol >98 % LGC Wesel, Tyskland
Mabuterol >95% RIVM Bilthoven, Nederland
Mapenterol (hydroklorid) 99,3 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Olodaterol (hydroklorid) 96 % LGC Wesel, Tyskland
Pirbuterol (acetat) 99,9 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Prokaterol (hydroklorid) 99 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Reproterol (hydroklorid) * LGC Luckenwalde, Tyskland
Ritodrin (hydroklorid) 99,6 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Salbutamol (hemisulfat) 99.4 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Salmeterol 99,6 % GlaxoSmithKline | Brentford, Storbritannia
Terbutalin (hemisulfat) * Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Tulobuterol (hydroklorid) >98,0 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Vilanterol (trifenatate) 99,6 % LGC Luckenwalde, Tyskland

*Informasjon ikke tilgjengelig
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Tabell 3.6 Diverse kjemikalier

Navn Renhet/kvalitet | Produsent By/land
. . St. Louis, MO
- 0 _ s s
1-undekanol 99,0 % Sigma-Aldrich USA
2-nonanon (heptyl metyl 0 Karlsruhe,
keton) > 98,0 % Alfa Aesar Tyskland
2-undekanon 99,0 % Sigma-Aldrich St. Louts, MO,
USA
Di(2-etylheksyl)-fosfat « .
(DEHP) Fluka AG, Chem. Buchs, Sveits
Diheksyleter 95,0 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA
. . Dried (max. Darmstadt,
Dimetylsulfoksid (DMSO) 0.05 % H20) Merck Tyskland
Dinatriumhydrogen- o Darmstadt,
fosfatdodekahydrat 99,0-102,0 % Merck Tyskland
S Darmstadt
- 0 )
Di-kaliumhydrogenphosphat >99,0 % Merck Tyskland
Dodecylacetat > 98,0 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA
. Darmstadt
0 s
Eddiksyre >99,7 % Merck Tyskland
Heksadekan 99,0 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA
Isopentylbenzen 299,77 % Sigma-Aldrich St L%uslsA, MO,
) . Darmstadt
- 0, >
Kaliumdihydrogenphosphat 99,5-100,5 % Merck Tyskland
. . . St. Louis, MO
o _ s >
Kolinsyre 98,0 % Sigma-Aldrich USA
Fluka ved Sigma- | St. Muskegon, MI,
Maursyre >97,5% Aldrich USA
Hypergrade for Darmstadt,
Metanol MS Merck Tyskland
. . Radnor, PA
0 > s
Natriumhydroksid 99,3 % VWR USA
Natriumdihydrogen- o Darmstadt,
fosfatmonohydrat 99,0-102,0 % Merck Tyskland
Trifluoreddiksyre > 98,0 % Sigma-Aldrich St L(E}JSISA’ MO,
. ) . . Cincinnati, OH,
Trioktylamin Almine 300 Cognis USA
. o Cerilliant ved Round Rock, TX
T™ _ ] ']
Surine™ Negativ urinkontroll Merck USA

*Informasjon ikke tilgjengelig
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3.4 Lesninger

Med mindre noe annet er beskrevet ble lesningene oppbevart ved romtemperatur.

3.4.1 Stamlesninger og brukslesninger

Stamlesninger av hvert referansestoff last i metanol til konsentrasjon 1 mg/mL var ferdiglaget
og tilgjengelig fra Norges laboratorium for dopinganalyse. Brukslesninger av hvert
referansestoff lost i metanol til konsentrasjon 1 pg/mL og 1 ng/mL var tilgjengelig fra samme

sted. Lesningene ble oppbevart ved < -20 °C.

3.4.2 Arbeidslesninger

Arbeidslesning for vandige prover

Da arbeidslosningene for de vandige prevene skulle lages var atte av 21 analytter
(bambuterol, brombuterol, formoterol, higenamin, indakaterol, olodaterol, salbutamol og
vilanterol, heretter kalt analyttgruppe 1) tilgjengelig som stamlosninger i konsentrasjon 1000
ug /mL, mens to av 21 analytter (salmeterol og terbutalin, heretter kalt analyttgruppe 2) var

tilgjengelig som brukslesninger i konsentrasjon 1 pg/mL.

Arbeidslgsning 1

Arbeidslesning 1 ble tillaget med en endelig konsentrasjon pd 50 pg/mL per analytt for
analyttgruppe 1, og 0,05 pg/mL per analytt for analyttgruppe 2. Arbeidslesningen ble laget i
Milli-Q vann.

Arbeidslasning 2

Arbeidslesning 2 ble tillaget med en endelig konsentrasjon pa 20 pg/mL per analytt for
analyttgruppe 1, og 0,02 pug/mL per analytt for analyttgruppe 2. Arbeidslesningen ble laget i
Milli-Q vann.

Arbeidslosning for urinprever
Arbeidslesningene som ble brukt for & tilsette analytter til urinprevene for PALME besto av

alle de 21 analyttene.
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Arbeidslgsning 3

En mellomlosning ble laget for de resterende elleve analyttene (cimaterol, cimbuterol,
clenpenterol, clenproperol, fenoterol, mabuterol, mapenterol, pirbuterol, prokaterol, reproterol
og tulobuterol) som ikke var inkludert i arbeidslesningene for de vandige prevene.
Mellomlesningen ble laget fra stamlosningene og fikk endelig konsentrasjon pa 20 pg/ml per
analytt i Milli-Q vann. Mellomlesningen ble videre blandet 1/1 (v/v) med Arbeidslesning 2,
slik at Arbeidslesning 3 inneholdt alle de 21 analyttene i endelig konsentrasjon pa 10 pg/mL
per analytt, med unntak av analyttene i analyttgruppe 2, som hadde konsentrasjon 0,01 pg/mL

per analytt.

Arbeidslgsning 4
En felles arbeidslesning for alle de 21 analyttene ble laget fra stamleosningene til

konsentrasjon 10 pg/mL per analytt (ogsé analyttene i analyttgruppe 2) i Milli-Q vann.

Arbeidslesningene for tilsetning av analytter til bdde vandige prever og urinprever ble

oppbevart ved < -20 °C.

3.4.3 Diverse losninger

25 mM fosfatbuffer

Denne losningen ble laget ved a fortynne en 50 mM fosfatbuffer-losning.

50 mM fosfatbuffer

En 100 mM natriumhydrogenfosfat-lesning ble laget ved & lese 1390 mg
natriumhydrogenfosfat 1 Milli-Q vann. En 100 mM dinatriumhydrogenfosfat-lasning ble laget
ved & lese 3580 mg dinatriumhydrogenfosfat 1 Milli-Q vann. 6,33 mL 100 mM
natriumhydrogenfosfat-lesning og 27,00 mL 100 mM dinatriumhydrogenfosfat-lesning ble
deretter blandet sammen. Volumet ble sa doblet ved & fortynne med 33,33 mL Milli-Q vann.

pH ble kontrollert med pH-meter og justert til 7,5 ved titrering.

25 mM fosfatbuffer
Et volum pa 50 mL av 50 mM fosfatbuffer-lesningen ble blandet med 50 mL Milli-Q vann.
pH ble malt til 7,47.
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500 mM fosfatbuffer

En mengde lik 13,61 g kaliumhydrogenfosfat og 17,42 g dikaliumhydrogenfosfat ble veid inn
og lest 1 100 mL Milli-Q vann. Lesningen ble pH-justert med en 25 % ammoniakklesning
(tilgjengelig fra Norges laboratorium for dopinganalyse) til pH lik 7,5. Denne losningen ble
deretter fortynnet med Milli-Q vann til 200 mL for & fa en 500 mM fosfatbufferlesning.

150 mM TFA

En lesning pa 0,1 mg/mL TFA ble laget ved & fortynne 1 mg/mL TFA i Milli-Q vann. En
losning pad 150 mM TFA ble sa laget ved a fortynne 2,32 mL av 0,1 mg/mL TFA i Milli-Q
vann til totalvolum pa 20 mL. pH i lesningen ble mélt til 2,0-2,5 med pH-strips. Lesningen
ble oppbevart ved 2—5 °C.

10 mM NaOH

En losning pd 1 M ble laget ved & lese 3,99 g NaOH 1 100 mL Milli-Q vann. Fra denne
losningen ble 100 pL fortynnet i Milli-Q vann til et totalvolum p& 10 mL. pH 1 lesningen ble
malt til 12 med pH-strips.

20 mM maursyre
Losningen ble laget ved & fortynne 774 uL maursyre i Milli-Q vann til et totalvolum pd 1000
mL. pH i lesningen ble mélt til 3 med pH-strips.

150 mM maursyre

En 200 mM maursyrelgsning ble forst laget ved & fortynne 774 pL. maursyre i Milli-Q vann til
et totalvolum p& 100 mL. Deretter ble 11,25 mL av 200 mM-lgsningen fortynnet i 3,75 mL
Milli-Q vann for 4 f4 150 mM. pH 1 lesningen ble mélt til 2,0-2,5 med pH-strips.

150 mM eddiksyre

En 10 %-lgsning (1740 mM) av eddiksyre ble laget ved & fortynne 1 mL eddiksyre i 9 mL
Milli-Q vann. Et volum lik 1,72 mL av dette ble videre fortynnet i Milli-Q vann til et
totalvolum pa 20 mL. pH i lesningen ble malt til 3 med pH-meter.

25 % DMSO i 150 mM TFA
Losningen ble laget ved & tilsette 250 pL. DMSO til 750 uL 150 mM TFA.
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3.4.4 Standarder

For hvert PALME-forsek under metodeoptimaliseringen ble det laget standarder for & beregne
prosesseffektiviteten av analyttene (se beregning i avsnitt 3.14). 1 standardene var
konsentrasjonen av analyttene 4,5-5 ganger heyere enn i prevelgsningene, avhengig av
donorvolum. I lgpet av optimaliseringsforsekene ble donorvolumet redusert fra 250 uL til 225
uL, mens akseptorvolumet ble holdt konstant pa 50 pL. Standardene ble laget i samme
losning som akseptorfasen og analytter ble tilsatt til den konsentrasjonen av analyttene som

teoretisk skulle vaere 1 akseptorfasen etter ekstraksjon.

3.4.5 Internstandard

Ritodrin, som ogsd er en beta-2 agonist, ble brukt som internstandard under
metodesammenligningen og den kvantitative valideringen. En mellomlesning pad 10 pg/mL
ritodrin ble laget ved 4 ta 20 pL av ritodrin stamlesning (1 mg/mL) og fortynne 1 1980 uL
Milli-Q vann. Et volum lik 400 pL av denne mellomlgsningen ble videre fortynnet i 3600 pL

Milli-Q vann til en arbeidslesning med konsentrasjon 1 pug/mL.

3.4.6 Mobilfaser

Mobilfaser til UHPLC-ITMS
Mobilfase A (MFAT) besto av maursyre/MeOH (95/5, v/v). Lesningen ble laget ved & blande
950 mL 20 mM maursyre med 50 mL MeOH.

Mobilfase B (MFB1) besto av MeOH/maursyre (95/5, v/v). Lasningen ble laget ved & blande
950 mL MeOH med 50 mL 20 mM maursyre.

Mobilfaser til UHPLC-QqQ
Mobilfase A (MFA2) besto av 1 mM ammoniumformiat og 0,1 % maursyre. Lgsningen ble
laget ved & blande 2 mL 1 M ammoniumformiat med 2 mL konsentrert maursyre (Sigma-

Aldrich), som videre ble fortynnet med Milli-Q vann til 2,0 L.

Mobilfase B (MFB2) besto av 100 % acetonitril.
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3.4.7 Biologisk matriks

Urin ble samlet fra syv forskjellige testpersoner som ikke hadde inntatt aktuelle analytter de
siste tre arene. Det ble malt pH og spesifikk vekt av de individuelle urinprevene for de ble
fordelt i mindre beholdninger og oppbevart ved < -20 °C. I tillegg ble det brukt ti forskjellige
kontrolluriner: urin fra fem kvinner og fem menn uten tilsatte analytter. Kontrollurinene var
tilgjengelig ved Norges laboratorium for dopinganalyse. Urinprevene og kontrollurinene ble
brukt i optimaliseringsforsekene og under den kvantitative valideringen. De forskjellige

urinene er vist 1 Tabell 3.7.

Tabell 3.7 Kontrollurin og urin samlet fra testpersoner med tilhgrende pH og spesifikk vekt

Urinprever pH Spesifikk vekt (g/mL)
Testperson 1 5,6 1,018
Testperson 2 5,7 1,009
Testperson 3 5,8 1,012
Testperson 4 5,5 1,030
Testperson 5 5,5 1,025
Testperson 6 5,7 1,022
Testperson 7 5,3 1,022
Kontroll 1 5,5 1,009
Kontroll 2 6,8 1,008
Kontroll 3 6,1 1,024
Kontroll 4 6,7 1,013
Kontroll 5 6,1 1,018
Kontroll 6 6,0 1,013
Kontroll 7 6,4 1,010
Kontroll 8 6,8 1,006
Kontroll 9 7,2 1,021
Kontroll 10 5,6 1,006

3.4.8 Organisk veeskemembran

De organiske vaskemembranene bestod av organiske lgsemidler med 1 % TOA (w/w),
organiske lgsemidler med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w), og kombinasjonen av de
organiske lesemidlene diheksyleter/undekanon 1/1 (w/w) med 15 % DEHP og 1 % TOA
(w/w). Total teoretisk vekt for hver vaeskemembran var 1,0 g. De ulike kombinasjonene av

organiske vaeskemembraner som ble brukt i dette arbeidet er vist i Tabell 3.8.
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Tabell 3.8 Organiske vaeskemembraner

Organisk lesemiddel Komponent 1 Komponent 2
DEHPi - 1 % TOA
Undekanon - 1 % TOA
Dodecylacetat - 1 % TOA
Dihekyleter - 1 % TOA
Undekanol - 1 % TOA
Isopentylbenzen - 1 % TOA
Heksadekan - 1 % TOA
Undekanon 15 % DEHP -
Undekanon 15 % DEHP 1 % TOA
Undekanol 15 % DEHP -
Undekanol 15 % DEHP 1 % TOA
Diheksyleter 15 % DEHP -
Diheksyleter 15 % DEHP 1 % TOA
Diheksyleter 5 % DEHP 1 % TOA
Diheksyleter 30 % DEHP 1 % TOA
Diheksyleter:undekanon (1:1) - 1 % TOA
Diheksyleter:undekanon (1:1) 5 % DEHP 1 % TOA
Diheksyleter:undekanon (1:1) 15 % DEHP 1 % TOA

3.4.9 Lesninger til metodevalidering

Blankprever
Ti blankprever ble laget ved a tilsette internstandard til konsentrasjonen 10 ng/mL til kontroll

1-10 (se Tabell 3.7).

Standardlesninger til kalibreringskurver

Det ble totalt laget 15 standardlesninger hvor fem og fem av dem utgjorde en fempunkts-
kalibreringskurve for & gjere en kvantitativ bestemmelse for hver av de 21 analyttene. Det ble
laget fem losninger for hver av terskel-analyttene (formoterol og salbutamol) hvor lgsningene
ble tilsatt analyttene til et konsentrasjonsomrade lik 50-250 % av analyttenes terskel-verdi.
For ikke-terskel-analyttene ble det laget fem felleslosninger som ble tilsatt analyttene til et

konsentrasjonsomrdde lik 50-250 % av analyttenes MRPL.
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En oversikt over standardlesningene med tilherende konsentrasjoner er vist i Tabell 3.9.
Losningene ble laget ved & tilsette analytter til kontroll 7 (se Tabell 3.7) til ensket
konsentrasjonsniva. Alle losningene ble tilsatt internstandard til sluttkonsentrasjon 10 ng/mL.

Tabell 3.9 Standardlesninger for tillaging av kalibreringskurver. Fem standardlgsninger for hver av terskel-
analyttene og fem felles standardlgsninger for ikke-terskel-analyttene

Analytt Fempunkts-kalibreringskurve (ng/mL)
Formoterol 20, 40, 60, 80, 100
Salbutamol 500, 1000, 1500, 2000, 2500
Ikke-terskel-analytter 10, 20, 30, 40, 50

Kontrollprever

For ikke-terskel-analytter ble det laget fem kontrollprever ved tre konsentrasjonsnivéer: 10,
20 og 40 ng/mL (50-200 % av analyttene MRPL (20 ng/mL)). For terskel-analyttene ble det
totalt laget ti kontrollprever, alle ved konsentrasjon lik analyttens terskel-verdi (formoterol 40
ng/mL og salbutamol 1000 ng/mL). Alle kontrollprevene ble tilsatt internstandard til

sluttkonsentrasjon 10 ng/mL. De fire gruppene av kontrollprever er vist i Tabell 3.10.

Tabell 3.10 Oversikt over gruppene av kontrollprever og deres innhold

Kontrollprever | Kontrolluriner inkludert | Innhold

Gruppe 1 Kontroll 1-5 10 ng/mL ikke-terskel-analytter
Gruppe 2 Kontroll 1-5 20 ng/mL ikke-terskel-analytter

40 ng/mL ikke-terskel-analytter, 40 ng/mL
Gruppe 3 Kontroll 1-3 formoterol, 1000 ng/mL salbutamol
Gruppe 4 Kontroll 6-10 40 ng/mL formoterol, 1000 ng/mL

salbutamol

3.5 Instrumentelle betingelser

Analyse av ekstraktene fra PALME ble utfort pd to ulike UHPLC-MS/MS-instrumenter. For
de vandige provene, hvor analyse ble utfort ved Farmaseytisk Institutt, Universitetet i Oslo,
baserte masseanalysatoren seg pa ionefelleprinsippet (ultrahigh-performance liquid
chromatography ion trap mass spectrometry, UHPLC-ITMS). Kvadrupolprinsippet
(ultrahigh-performance liquid chromatography triple quadrupole mass spectrometry,
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UHPLC-QqQ) ble brukt for analyse av ekstraktene fra urinprevene, som ble utfort ved Norges

laboratorium for dopinganalyse.

3.5.1 UHPLC-ITMS og analyse av vandige prever

UHPLC-betingelser

Systemet som ble benyttet for vaskekromatografi besto av en Dionex UltiMate 3000 WPS
TSR autosampler, HPG 3400 RS pumpe, TCC 3000 RS kolonneovn og RSD 3600 degasser,
alt fra Thermo Scientific (San Jose, CA, USA). Kromatografisk separasjon ble utfert med
gradienteluering pa en Acquity UPLC®HSS T3 kolonne (2,1 x 100 mm) fra Waters (Milford,
MA, USA). Kolonnen hadde partikkelstorrelse 1,8 pm og porestorrelse 100 A.

Injeksjonsvolumet ble satt til 5 pl og separasjonen ble utfert ved en konstant

kolonnetemperatur pa 40 °C. Elueringsgradienten for de ti analyttene er vist 1 Tabell 3.11.

Tabell 3.11 Mobilfasens gradient ved analyse av ekstrakt fra vandige prevelgsninger

Retensjonstid (min) % Al % B1 Mobilfasehastighet (mL/min)
0,0 95 5
5,0 0 100
8,0 0 100 0,300
8.1 95 5
11,0 95 5

MS/MS-betingelser
Massespektrometri ble utfert ved bruk av en LTQ XL lineer ionefelle MS fra Thermo
Scientific (San Jose, CA, USA).

Optimalisering

Optimalisering av MS-parametere ble gjort med programmet LTQ Tune Plus (versjon 2.7) fra
Thermo Scientific. Ved bruk av en T-kobling og spreytepumpe ble losninger av hver enkelt
analytt (1 pg/mL for analyttgruppe 1 og 0,2 pg/mL for analyttgruppe 2) i 500 pnL MFA1
injisert (10 pL/min) direkte inn i massespektrometeret, mens mobilfase ble pumpet gjennom
systemet (300 pL/min, MFA1/MFB1 80/20 (v/v)). Det ble gjort en optimalisering av
kollisjonsenergi for hver analytt, og det ble bestemt hvilke fragmentioner som ga best

signalintensitet (massespektrometeret var under tuningen innstilt i MRM-modus). Det ble
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ogsd gjort en automatisk optimalisering av kapillerspenning, kapillertemperatur og andre

instrumentelle parametere.

Betingelser

Som ionekilde ble det brukt elektrosprayionisering i positiv modus med sprayspenning 5 kV

og kapillertemperatur 350 °C. Nitrogen ble brukt som forstever- og terrgass med et gasstrykk

pa henholdsvis 26 og 5 AU. En line®r ionefelle ble brukt som masseanalysator og

monitorering ble gjort i SRM-modus. Overgangene er fordelt pa fire segmenter ut i fra

analyttenes retensjonstid. Overgangene er oppgitt i Tabell 3.12-3.15.

Tabell 3.12 SRM-overganger. Segment 1: 0,00-2,86 minutter

Analytt Overgang (Da) Kollisjonsenergi (eV)
241,32 > 223,00
Pirbuterol 241,32 > 185,00 20
241,32 > 167,00
Salbutamol 240,32 > 222,10 15
226,29 > 208,10
Terbutalin 226,29 > 169,90 21
226,29 > 152,90
Tabell 3.13 SRM-overgang. Segment 2: 2,86-3,57 minutter
Analytt Overgang (Da) Kollisjonsenergi (eV)
Higenamin 272,31 > 255,10 20
Tabell 3.14 SRM-overganger. Segment 3: 3,57-5,01 minutter
Analytt Overgang (Da) Kollisjonsenergi (eV)
Formoterol 345,41 > 327,00 15
Brombuterol 367,10 > 349,00 11
387,45> 225,00
Olodaterol 387,45 > 207,00 15
387,45 > 162,00
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Tabell 3.15 SRM-overganger. Segment 4: 5,01-9,00 minutter

Analytt Overgang (Da) Kollisjonsenergi (eV)
Indakaterol 393,50 > 375,30 12
Vilanterol 487,43 > 469,20 12
Salmeterol 416,57 > 398,25 13

Dataprogrammet Xcalibur™ (versjon 2.2 SP1.48) fra Thermo Scientific ble brukt til a

behandle data etter analyse av ekstraktene fra de vandige prevene.

3.5.2 UHPLC-QqQ og analyse av urinprever

UHPLC-betingelser

For analyse av urinprevene besto det kromatografiske systemet av en G4220A Binary Pump,
G1316C TCC Thermostatted Column Compartment, G4226A HiP ALS Autosampler og LC
Injektor HTS, alt fra Agilent 1290 Infinity, Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA).
For kromatografisk separasjon ble det brukt en Zorbax SB-C18 HPLC kolonne (2,1 x 50 mm)

med poresterrelse 1,8 um og partikkelstorrelse 100 A, ogsa fra Agilent Technologies.

Injeksjonsvolumet var 5 uLL og kolonnetemperaturen ble holdt konstant pa 40 °C. Den totale

analysetiden var 13 minutter og elueringsgradienten for de 21 analyttene er vist i Tabell 3.16.

Tabell 3.16 Mobilfasens gradient ved analyse av ekstrakt fra urinprever

Retensjonstid (min) % A2 % B2 Mobilfasehastighet (mL/min)
0,0 90 10
1,0 90 10
5,0 65 35
10,0 2 98 0.250
11,0 2 98
11,1 90 10
13,0 90 10
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MS/MS-betingelser
Massespektrometri ble utfert ved bruk av en QqQ-MS fra Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, USA).

For deteksjon av analyttene 1 urinprever ble det brukt er ferdigutviklet MS/MS-metode som
normalt brukes for screening- og bekreftelsesanalyser av beta-2 agonister og en rekke andre
analytter ved Norges laboratorium for dopinganalyse. Elektrosprayionisering i positiv modus
ble brukt som ionekilde med sprayspenning pd 3 kV og kapillertemperatur pa 300 °C.
Nitrogen ble brukt som forstever- og terrgass med en gasshastighet pd henholdsvis 14 og 11
L/min. En QqQ ble brukt som masseanalysator og monitorering ble gjort i MRM-modus.

Analyttenes overganger med tilherende kollisjonsenergi er vist i Tabell 3.17.

Tabell 3.17 MRM-overganger med tilhgrende kollisjonsenergi

Analytter Overgang (Da) Kollisjonsenergi (eV)
241,1 > 185,5 25
. 241,1>167,1 12
Pirbuterol 2411 > 122.1 78
241,1 > 94,1 45
240,1 > 166,1 12
Salbutamol 240,1 > 148,1 12
240,1 > 121,1 24
226,1 >152,1 12
Terbutalin 226,1 > 125,1 24
226,1 >107,1 25
Cimaterol 220,1 >160,1 12
tmatero 220,1 > 143,1 24
291,1 >231,1 16
Prokaterol 201.1> 162.1 24
R terol 390,1 >221,1 28
eprotero 390,1 > 192,1 24
272,1 >255,1 25
Higenamin 272,1>161,1 20
272,1>107,1 12
. 234,1 >160,1 12
Cimbuterol 234.1> 1431 73
Fenoterol 304,1 > 1351 28
enotero 304,1 > 107,1 32
cl I 265,1 >205,2 16
enpropero 263,1 > 203,1 16
230,1 > 156,1 16
Tulobuterol 228.1 > 154.1 16
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345,1>327,0 40

Formoterol 345,1 > 149,1 16
345,1>121,1 28

367,1 >349,0 25

Brombuterol 367,1 >293,1 20
365,1>212,1 32

387,2>225,0 25

387,2>207,1 24

Olodaterol 387.2> 163.0 20
387,2>121,2 36

368,1 >294,1 16

Bambuterol 368.1 > 72.1 40
293,1 >205,1 16

Clenpenterol 201.1 > 203.1 12
313,1>239,1 16

Mabuterol 311,1>237,1 16
327,1 >239,1 16

Mapenterol 325.1>237,1 16
393,2>375,2 12

Indakaterol 393.2> 1732 8
486,1 > 470,1 25

. 486,1 > 468,1 25
Vilanterol 486.1 > 161.1 57
486,1 > 159,1 52

416,1 >398,0 25

Salmeterol 416,1 > 380,1 25
almetero 416,1 > 248,1 20
416,1 > 232,1 20

3.6 Utforelse av PALME

PALME ble utfort fra vandige prever, urinprever og autentiske prever. Den endelige
ekstraksjonsprosedyren for de ulike provelosningene er beskrevet i avsnitt 3.6.1 med

tilherende Tabell 3.18.

PALME ble utfort med kommersielt tilgjengelig utstyr bestaende av en 96-brenns donorplate,
en akseptorplate med membranfilter laget av et porest PVDF-materiale og et tilherende

topplokk, se Tabell 3.2. Oppsettet er illustrert 1 Figur 9.
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Figur 9 PALME-oppsett: Donorplate (overst), akseptorplate med PVDF-filter i bunnen (nederst) og tilherende
topplokk (hayre)

3.6.1 Ekstraksjon fra vandige provelesninger

Provelosninger ble laget ved & fortynne arbeidslesning 1 eller 2 i 25 mM fosfatbuffer til
sluttkonsentrasjon 200 ng/mL for analyttgruppe 1 og 0,2 ng/mL for analyttgruppe 2. Et volum
pa 225 pL av prevelgsningene ble overfort til hver donorbrenn. Akseptorplaten ble snudd opp
ned slik at PVDF-filteret vendte opp, og 3 uL organisk lesemiddel (diheksyleter med 15 %
DEHP og 1 % TOA (w/w)) ble avsatt pa filteret for & lage den kunstige vaeskemembranen.
Akseptorplaten sto til terk 1 ca. ett minutt slik at lesemiddelet fikk tid til & immobilisere seg i
filteret. Akseptorplaten ble deretter vendt tilbake og akseptorbrennene ble tilsatt 50 pL 150
mM TFA. Donorplate og akseptorplate ble sa klemt sammen og en foliefilm ble klistret over

akseptorbrennene for & hindre sel og fordampning av akseptorfase. Oppsettet ble festet til en
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ristemaskin som ristet med hastigheten 900 rpm 1 45 minutter. En oversikt over

ekstraksjonsbetingelsene for PALME fra vandige prover er vist i Tabell 3.18.

Etter ekstraksjon ble akseptorlasningene umiddelbart overfort til proveglass med inserts for &
hindre eventuell tilbake-ekstraksjon. Ekstraktet ble sd satt direkte til analyse med UHPLC-
MS/MS.

Tabell 3.18 Ekstraksjonsbetingelser for PALME fra vandige prever

Ekstraksjonsbetingelser
Donorfase 225 pL (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7)
Akseptorfase 50 pL 150 mM TFA
Organisk veeskemembran 3 uL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w)
Ekstraksjonstid 45 minutter
Ristehastighet 900 rpm

3.6.2 Ekstraksjon fra urin og autentiske prever

Provelosninger av urin ble laget ved & tilsette analytter fra arbeidslesning 3 eller 4 til enten
kontrolluriner eller urin fra testpersoner. De autentiske prevene var over en lengre periode
blitt oppbevart (< -20 °C) ved Norges laboratorium for dopinganalyse, og bekreftet godkjent
til forskning.

PALME-metoden som ble brukt for urinprever, og som til slutt ogsd ble utfert pd de

autentiske prevene, var den samme som for de vandige provene, se Tabell 3.18.

3.7 Innledende forsek

I de innledende forsekene ble PALME utfort fra vandige provelesninger (25 mM fosfatbuffer)
tilsatt analytter til konsentrasjon 200 ng/ml for analyttgruppe 1 og 0,2 ng/mL for
analyttgruppe 2.

Ekstraksjonsbetingelsene var felgende:
e Volum lik 250 pL av prevelgsningene ble tilsatt donorbrennene (n = 4)

e Den organiske veeskemembranen besto av 3 pL. 2-nonanon med 15 % DEHP og 1 %

TOA (w/w)
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e Akseptorfasen var 50 uLL 150 mM TFA

e Provene ble ekstrahert 1 45 minutter med en ristehastighet pd 900 rpm

Suksessparameterne prosesseffektivitet (PE) og presisjon (RSD) ble vurdert for hver enkelt

analytt.

For & undersgke lineariteten og dermed en eventuell konsentrasjonsavhengig PE for
analyttene, ble det laget standardlesninger med konsentrasjon lik 10, 100, 250, 350 og 500
ng/mL (n = 4). Lesningene ble ekstrahert med de samme betingelsene nevnt i punktlisten

ovenfor.

3.8 Optimalisering av ekstraksjon fra vandige
prevelosninger

Flere av ekstraksjonsparameterne ved PALME ble optimalisert gjennom ulike forsek som er
beskrevet 1 avsnitt 3.8.1-3.8.4. Med mindre noe annet er nevnt gjaldt ekstraksjonsbetingelsene

oppsummert i Tabell 3.18. Suksessparameterne som ble vurdert var PE, RSD og linearitet.

3.8.1 Organisk vaeskemembran og donorfase

Provelosningsvolumet som ble tilsatt donorbrennene 1 trinnene nedenfor var 250 pL.

Trinn 1

Det var forst onskelig & undersgke hvilket organisk lesemiddel som egnet seg best som
vaeskemembran for PALME fra vandige provelesninger. Tre organiske losemidler
(diheksyleter, undekanol og undekanon) ble testet ut i kombinasjon med bade 15 % DEHP og
1 % TOA (w/w), og 15 % DEHP (w/w) alene. For hver vaeskemembran (totalt seks) ble 10
mM NaOH, 20 mM maursyre og 25 mM fosfatbuffer testet ut som donorfase.
Vaskemembranene (3 pL) ble avsatt pa hvert sitt PVDF-filter (n = 4).

Trinn 2
For den veskemembran-donorfase-kombinasjonen som ga hayest PE og lavest RSD ble det
testet om en heyere eller lavere prosentandel av DEHP (w/w) kunne pévirke

suksessparameterne. PALME ble utfort med 5, 15 og 30 % DEHP (w/w) i vaeskemembranen,
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hvor alle prosentandelene var i kombinasjon med diheksyleter og 1 % TOA (w/w) (n = 4).

Donorfasen som ble benyttet var 25 mM fosfatbuffer.

Trinn 3

Videre var det onskelig 4 teste om en kombinasjons-veskemembran ville gi bedre
suksessparametere enn en ve@skemembran som kun besto av et organisk lesemiddel. For dette
ble diheksyleter/undekanon 1/1 (w/w) tilsatt 0, 5 og 15 % DEHP (w/w) (alle med 1 % TOA
(w/w)) testet ut (n=4). Donorfasen som ble benyttet var 25 mM fosfatbuffer.

Trinn 4

Til slutt var det enskelig & studere sammenhengen mellom PE og analyttkonsentrasjon i
donorfasen, og om eventuell konsentrasjonsavhengig PE ble pavirket av tilstedevarelsen av
TOA 1 veskemembranen. Sammenhengen mellom PE og analyttkonsentrasjon ble studert ved
hjelp av lineariteten (r*), mens pavirkningen av TOA ble studert ved & sammenligne 1* for
analyttene ekstrahert fra standardlesninger med og uten TOA 1 veaskemembranen.
Standardlesningene besto av atte konsentrasjonsnivaer: 10, 50, 150, 300, 500, 650, 800 og
1000 ng/mL med alle de elleve analyttene (n= 4 ved hvert konsentrasjonsnivd). I ferste forsek
inneholdt vaskemembranen diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w), mens
vaeskemembranen i det andre forsgket inneholdt diheksyleter med kun 15 % DEHP (w/w).

3.8.2 Akseptorfase

I optimaliseringsforsekene for organisk vaeeskemembran og donorfase ble 150 mM TFA brukt
som akseptorfase. Det ble videre testet for om 150 mM maursyre og/eller 150 mM eddiksyre

(n=4) ville gi hayere PE og lavere RSD sammenlignet med 150 mM TFA.

Det ble ogsa undersokt om en akseptorlesning bestdende av 25 % DMSO (v/v) i 150 mM

TFA ville ha en innvirkning pa suksessparameterne.

I alle tilfellene var volum av akseptorfase 50 pL. Prevevolumet var 250 pL.

3.8.3 RSD- og volumtest

Analyttene ble ekstrahert fra ulike preovelgsningsvolum for & undersgke eventuell pavirkning

av analyttenes RSD-verdier. Frem til denne volumoptimaliseringen var prevevolumet i
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donorbrennene 250 pL. Suksessparameterne PE og RSD ble malt etter ekstraksjon fra
prevevolum pa 200, 225 og 250 uL (n = 8).

3.8.4 Ekstraksjonstid

Optimal ekstraksjonstid ble bestemt ved & underseke PE og RSD for analyttene etter
ekstraksjon i 5, 20, 45, 60, 90, 120 og 180 minutter (n = 4). Provevolumet var 225 pL.

3.9 Optimalisering av ekstraksjon fra urin

Urinprever ble forst forsekt ekstrahert med samme ekstraksjonsbetingelser som for vandige
prevelesninger. Deretter ble flere ekstraksjonsparametere testet ut, og disse er beskrevet i

avsnitt 3.9.1-3.9.4.

Med mindre noe annet er beskrevet, gjaldt felgende:
e Urin fra testperson 1 (Tabell 3.7) ble brukt som prevematriks
e Alle provelosningene ble tilsatt analytter fra arbeidslesning 3 til konsentrasjon 200
ng/mL (0,2 ng/mL for salmeterol og terbutalin)
o Ekstraksjonsprosedyren og resterende ekstraksjonsbetingelser var de samme som

beskrevet i avsnitt 3.6.1 med tilhorende Tabell 3.18.

3.9.1 pH-justering og fortynning av urin

Det ble totalt laget fire provelosninger pa 2 mL, hvor den ene var ubehandlet urin, nummer to
var pH-justert urin, nummer tre var fortynnet urin og nummer fire var urin som bade ble pH-

justert og fortynnet. En oversikt over de fire prevelesningene er vist i Tabell 3.19.

Tabell 3.19 Oversikt over innhold av prevelgsning en til fire

Provelesning Innhold

1 Ubehandlet urin

2 Urin pH-justert til pH 7,5
3 Urin/Milli-Q vann 1/1 (v/v)
4 Urin (pH-justert til pH 7,5)/Milli-Q vann 1/1 (v/v)

47



Materiale og metode

pH-justering ble gjort ved & tilsette 9 pL 25 % ammoniakk-lesning til totalt 1991 pL

provelosning.

3.9.2 Akseptorfase

Ubehandlet urin tilsatt analytter ble ekstrahert med 50 pL 150 mM TFA og 50 uL 150 mM

maursyre som akseptorfase (n = 4). Alle andre ekstraksjonsparametere ble holdt konstante.

3.9.3 Ekstraksjonstid

Pé lik mate som for de vandige provene ble optimal ekstraksjonstid bestemt ved & undersoke
PE og RSD for analyttene etter ekstraksjon i 5, 20, 45, 60, 90, 120 og 180 minutter (n = 4).

Resterende ekstraksjonsparametere ble holdt konstante.

3.9.4 Organisk veeskemembran

Fem organiske lgsemidler ble testet som vaskemembraner for urinprever. Lasemidlene ble
testet ut med innhold av bdde 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w), og med kun med 15 % DEHP
(w/w). En oversikt over de ulike vaeskemembran-kombinasjonene er vist i Tabell 3.20. Et

volum pé 3 pL av hver veskemembran ble avsatt pA PVDF-filteret (n = 4).

Tabell 3.20 Ulike kombinasjoner av organiske veeskemembraner som ble testet ut med urin som donorfase

Organisk lesemiddel Tilleggskomponenter
Diheksyleter 15 % DEHP
Diheksyleter 15 % DEHP + 1 % TOA
Dodecylacetat 15 % DEHP
Dodecylacetat 15 % DEHP + 1 % TOA
Isopentylbenzen 15 % DEHP
Isopentylbenzen 15 % DEHP + 1 % TOA
Undekanol 15 % DEHP

Undekanol 15 % DEHP + 1 % TOA
Undekanon 15 % DEHP
Undekanon 15 % DEHP + 1 % TOA
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3.10 Ekstraksjon fra ulike urinprever

Seks forskjellige urinprever (testperson 2—7, se Tabell 3.7) ble tilsatt analytter fra
arbeidslesning 3 til konsentrasjon 200 ng/mL (0,2 ng/mL for salmeterol og terbutalin). De
resterende ekstraksjonsbetingelsene som ble benyttet 1 dette forseket er beskrevet 1 Tabell

3.18. Det ble studert forskjeller i PE og RSD mellom de ulike provelesningene.

For a utjevne eventuelle forskjeller i PE og RSD, ble hver og en av de seks urinprevene
fortynnet 1/1 (v/v) med 500 mM fosfatbuffer for de ble ekstrahert (n = 4). Forskjellene i
suksessparameterne ble s& sammenlignet med forskjellene for de urinprevene som ikke var

fortynnet.

3.11 Ekstraksjon fra urin tilsatt lik konsentrasjon av alle
beta-2 agonistene

Ved de tidligere ekstraksjonsforsgkene var innholdet av salmeterol og terbutalin i
proveleosningene tusen ganger lavere enn resterende analytter. Det var enskelig & studere
suksessparameterne for disse to analyttene ved lik konsentrasjon som de resterende. Det ble
derfor gjort PALME fra bade 25 mM fosfatbuffer og urin (fra testperson 7, se Tabell 3.7)
tilsatt analytter fra arbeidslesning 4 til konsentrasjon 50 ng/mL (n = 4). De resterende

ekstraksjonsbetingelsene som ble benyttet er vist i Tabell 3.18.

3.12 Metodesammenligning

Den  endelige = PALME-metoden  for  urinprever ble  sammenlignet  med
proveopparbeidelsesmetoden som i dag benyttes for beta-2 agonister og en rekke andre stoffer
ved Norges laboratorium for dopinganalyse. Sammenligningen baserte seg pd kvantitative
resultater for terbutalin i to autentiske urinprever og en kontrollurin som var tilsatt en kjent
mengde terbutalin. Differanser pad < 10 % fra referanselaboratoriets resultater ble ansett som

akseptable.

Resultatet fra screeningmetoden som per dags dato benyttes i rutinekontroller viste at
terbutalin var til stede i de autentiske provene. For & gjore en kvantitativ bekreftelse av

terbutalin med den optimaliserte PALME-metoden, ble det forst laget en kalibreringskurve fra
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en standardrekke pa fem konsentrasjonsnivaer: 10, 50, 150, 250 og 350 ng/mL terbutalin i

blankurin.

En oversikt over alle provelgsningene er vist 1 Tabell 3.21. Alle provelosningene ble tilsatt
internstandarden (ISTD) ritodrin til konsentrasjon 10 ng/ml. Et volum pd 225 uL av hver
provelosning ble pipettert over 1 donorbrennene (n = 1). Femti pL. 150 mM TFA og 3 uL
diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w) ble brukt som henholdsvis akseptorfase og

organisk vaeskemembran. Ristetiden var 45 minutter og ristehastigheten var 900 rpm.

Ved hjelp av kalibreringskurven ble konsentrasjonen av terbutalin i de autentiske provene
bestemt. Denne konsentrasjonen ble sa sammenlignet med konsentrasjonen funnet med

dagens preveopparbeidelsesmetode.

Tabell 3.21 Oversikt over provelgsninger brukt under metodesammenligningen

Prevelosning Innhold

990 uL blankurin

10 uL 1 pg/mL ritodrin-lgsning
980 uL blankurin

Kal 1: 10 ng/mL terbutalin 10 pL1 pg/mL terbutalin-lesning
10 uL 1 ug/mL ritodrin-lgsning
940 uL blankurin

Kal 2: 50 ng/mL terbutalin 50 pL1 pg/mL terbutalin-lgsning
10 uL 1 ug/mL ritodrin-lgsning
840 uL blankurin

Kal 3: 150 ng/mL terbutalin 150 uL 1pg/mL terbutalin-lesning
10 uL 1 ug/mL ritodrin-lgsning
740 pL blankurin

Kal 4: 250 ng/mL terbutalin 250 puL 1pg/mL terbutalin-lgsning
10 uL 1 ug/L ritodrin-lgsning

640 pL blankurin

Kal 5: 350 ng/mL terbutalin 350 uL 1pg/mL terbutalin-lesning
10 uL 1 ug/mL ritodrin-lgsning
990 uL kontrollurin

10 uL 1 pg/mL ritodrin-lgsning

Blank

Kontrollurin

990 puL urinprove

Autentisk prove 1 10 uL 1 pg/mL ritodrin-lgsning

990 puL urinprove

Autentisk prove 2 10 uL 1 pg/mL ritodrin-lgsning
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3.13 Validering av metoden

Det ble utfort en kvantitativ metodevalidering etter «prosedyre for validering av kvantitative
metoder» ved Norges laboratorium for dopinganalyse. De inkluderte valideringsparameterne
er beskrevet 1 avsnitt 3.13.1-3.13.7. Avhengig av om analyttene var terskel- eller ikke-terskel-
analytter, var prosedyren for noen av valideringsparameterne ulik. Valideringen ble utfort

med lgsningene oppgitt i avsnitt 3.4.9.

Med mindre noe annet er beskrevet var betingelsene for PALME-prosedyren brukt under
valideringen den samme som beskrevet i Tabell 3.18. Unntaket er antall paralleller som under

valideringen var én.

3.13.1 Selektivitet

Selektivitet ble undersokt ved & ekstrahere og analysere blankprever (her kalt kontrollpraver)
for & bestemme hvor godt analyttene kunne kvantifiseres uten interferens fra andre
komponenter 1 preven. Ti kontrollprover (se Tabell 3.7) tilsatt ISTD til 10 ng/mL ble
ekstrahert og analysert for & demonstrere fravaret av interfererende forbindelser i forhold til
analytter av interesse. Kromatogrammet for hver kontrollpreve ble visuelt inspisert etter

interfererende forbindelser.

3.13.2 Linearitet

Lineariteten for hver analytt ble bestemt ved hjelp av en fempunkts-kalibreringskurve (se
Tabell 3.9 og Tabell 3.22). For terskel-analytter ble kalibreringskurven bregenet til et smalt
konsentrasjonsomrdde rundt analyttenes terskel-verdier (50-250 % av terskel-verdi). For
ikke-terskel-analytter ble kalibreringskurven beregnet til et smalt konsentrasjonsomrade rundt

analyttenes MRPL (50-250 % av MRPL).

Tabell 3.22 Fempunkts-kalibreringskurve for bestemmelse av linearitet

Terskel/ikke- Analvit Terskel/MRPL Fempunkts-
terskel y (ng/mL) kalibreringskurve (ng/mL)
Formoterol 40 20, 40, 60, 80, 100
Terskel
Salbutamol 1000 500, 1000, 1500, 2000, 2500
Ikke-terskel Resterende 20 10, 20, 30, 40, 50
analytter
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3.13.3 Instrumentpresisjon

Instrumentpresisjonen ble bestemt ved a injisere samme ekstrakt fra en kontrollprove, tilsatt
analytter, fem eller ti ganger etter hverandre pa instrumentet avhengig om analyttene var

terskel- eller ikke-terskel-analytter.

For terskel-analyttene ble presisjonen bestemt ved analyttenes terskel-verdi. Ekstraktet ble
etter PALME injisert ti ganger. Fordi UHPLC-MS/MS-metoden hadde et injeksjonsvolum pé
5 puL, ble volumet i akseptorfasen doblet fra 50 pL til 100 pL for & vare sikker pa & ha nok
ekstrakt i proveglasset til ti injeksjoner. Kontrollpreven (laget fra kontroll 7, se Tabell 3.7)
skulle 1 utgangspunktet tilsettes formoterol og salbutamol til konsentrasjon lik analyttenes
terskel-verdi, men fordi akseptorvolumet ble doblet ble ogsa konsentrasjonen 1 kontrollpraven
doblet. Kontrollpreven ble derfor tilsatt formoterol til konsentrasjon 80 ng/mL og salbutamol

til konsentrasjon 2000 ng/mL.

For ikke terskel-analytter ble presisjonen bestemt ved tre konsentrasjonsnivder rundt
analyttenes MRPL. Det ble laget tre kontrollprever (alle fra kontroll 7, se Tabell 3.7) hvor
den forste ble tilsatt analytter til konsentrasjon 10 ng/mL, den andre til 20 ng/mL og den

tredje til 40 ng/mL. Ekstraktet fra hvert konsentrasjonsniva ble injisert fem ganger.

3.13.4 Presisjon og neyaktighet

De fire gruppene med kontrollprever (se Tabell 3.10) ble ekstrahert og analysert ved hver
valideringsdag (totalt tre). Det ble bestemt presisjon og neyaktighet innen serier (innen serie
variasjon) og mellom serier (mellom serie variasjon). Presisjonen ble angitt som RSD og
neyaktigheten som prosentavvik fra teoretisk verdi. For terskel-analyttene ble neyaktigheten
og presisjonen bestemt ved ett konsentrasjonsnivd, mens for ikke-terskel-analyttene ble

parameterne bestemt ved tre konsentrasjonsnivéer.

3.13.5 Overdrag

Overdrag ble bestemt ved & analysere en blankpreve etter hvert ekstrakt fra PALME fra
kontrollprevene 1 gruppe 3 og 4 (se Tabell 3.10). For terskel-analyttene ble overdraget da
bestemt fra totalt ti kontrollprever med konsentrasjon lik analyttenes terskel-verdi, mens for
ikke-terskel-analytter ble overdraget bestemt fra fem kontrollprever (gruppe 3) med

konsentrasjon 40 ng/mL. Kromatogrammene til blankprevene ble inspisert for eventuelle spor
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av analytter og arealene ble sammenlignet med arealene til analyttene i kontrollpravene, og

prosentvise overdrag ble estimert.

3.13.6 Gjenvinning

PALME ble utfert fra ni paralleller av kontroll 7 (se Tabell 3.7), uten internstandard.
Ekstraktene for tre av parallellene ble tilsatt ikke-terskel-analytter til konsentrasjon 10 ng/mL.
Ekstraktene for tre andre paralleller ble tilsatt ikke-terskel-analytter til konsentrasjon 20
ng/mL, mens de resterende tre ekstraktene ble tilsatt ikke-terskel-analytter til konsentrasjon
40 ng/mL og terskel-analytter til konsentrasjon lik analyttenes terskel-verdi. Alle de ni
ekstraktene ble tilsatt internstandard til konsentrasjon 10 ng/mL. En oppsummering av

innholdet i de ulike ekstraktene er vist i Tabell 3.23.

Tabell 3.23 Oversikt over ekstrakter tilsatt analytter og ISTD til bestemmelse av gjenvinning

Paralleller Internstandard Analytter
#3 10 ng/mL 10 ng/mL ikke-terskel-analytter
#3 10 ng/mL 20 ng/mL ikke-terskel-analytter

40 ng/mL ikke-terskel-analytter, 40 ng/mL

#3 10 ng/mL formoterol og 1000 ng/mL salbutamol

Gjenvinningen for analyttene og internstandarden ble bestemt ved & sammenligne 100 %-
signalet fra de ni ekstraktene med signalet for kontrollprevene (gruppe 1-4, se Tabell 3.10),

som fulgte hele prosedyren for praveopparbeidelse.

3.13.7 Kvantifiseringsgrense

For & beregne den minste kvantifiserbare konsentrasjonen for hver av analyttene ble det utfort
ekstraksjoner fra urin tilsatt analytter fra arbeidslesning 3 til felgende konsentrasjoner: 0,5, 1,
5, 10, 20, 50, 100 og 200 ng/mL (n = 4). Konsentrasjonen av salmeterol og terbutalin var ved
alle konsentrasjonsnivdene tusen ganger lavere. Det ble ikke brukt internstandard.
Kvantifiseringsgrensen ble bestemt ved det laveste konsentrasjonsnivaet hvor analytten kunne

kvantifiseres palitelig og hvor RSD var < 15 %.
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3.14 Beregninger

Suksessparameterne som ble malt for analyttene etter PALME var PE og RSD. I

metodevalideringen ble «gjenvinning» benyttet. Begereningene av disse er vist under.

Prosesseffektivitet
Prosesseffektivitet (PE) for en analytt ble beregnet ved & sammenligne signalintensiteten til
analytten tilsatt pravelesning for ekstraksjon (C) mot signalintensiteten til analytten tilsatt 150

mM TFA (A) (standarder, se avsnitt 3.4.4). Beregningen er vist 1 Ligning 7.

Ligning 7: PE = % * 100 %

Dersom det ble ekstrahert flere paralleller ble C beregnet ved a ta gjennomsnittet av disse.

RSD
RSD ble funnet ved & dele standardavviket for parallellene med gjennomsnittet. Verdien ble

utrykt i prosent.

Gjenvinning

I valideringen av PALME-metoden ble gjenvinningen for analyttene beregnet ved a
sammenligne signalintensiteten til analyttene tilsatt provelesning for ekstraksjon (C) mot
signalintensiteten til analyttene tilsatt 150 mM TFA etter ekstraksjon (B). Beregningen er vist
1 Ligning 8.

Ligning 8: Gjenvinning = % * 100 %
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4 Resultater og diskusjon

Avsnitt 4.1 oppsummerer kravene til de wulike suksessparameterne satt for
metodeoptimalisering og validering. Avsnitt 4.2 forklarer den praktiske héndteringen av
salmeterol og terbutalin (analyttgruppe 2) som var tilsatt provelesningene for ekstraksjon 1 en

konsentrasjon lik tusen ganger lavere enn resterende analyttene.

4.1 Kirav til prosesseffektivitet, RSD og ngyaktighet satt
for metodeoptimalisering og validering

I dette arbeidet ble beta-2 agonister ekstrahert med PALME for forste gang, og det ble derfor
ikke satt for haye krav til PE og RSD under optimaliseringsforsekene. Kravet til PE ble satt til
a vere mellom 10 og 120 %, og kravet til RSD var < 20 %. For en metodevalidering er hoy
PE onskelig, da man ensker en metode hvor totalmassen av analytter fraktes fra
provelesningen og fram til detektoren. I valideringsforsekene ble det derfor satt strengere
krav til bade PE og RSD da hensikten med metoden var & utvikle en proveopparbeidelse fra
urin for screening- og bekreftelsesanalyser av beta-2 agonister 1 dopingprever. Kravet for PE
ble derfor satt til & vaeere mellom 50 og 120 %, mens kravet til RSD var < 15 %. Kravet for
neyaktighet ble for ikke-terskel-analyttene satt til + 20 %, mens det for terskel-analyttene
fulgte kravet fra WADA: £ 10 % for salbutamol og + 15 % for formoterol.

4.2 Salmeterol og terbutalin

Arbeidslesning 1-3 (se avsnitt 3.4.2) ble brukt for & tilsette analytter til prevelesninger
benyttet i optimaliseringsforsekene for PALME fra vandige provelgsninger og urin (se avsnitt
4.4 og 4.5). Konsentrasjonen av salmeterol og terbutalin i disse arbeidslesningene var tusen
ganger lavere sammenlignet med resterende analytter. I optimaliseringsforsekene ble det ikke
registrert malbare signaler for de to analyttene, og de ble derfor ikke tatt heyde for eller

kommentert.

Da den endelige PALME-metoden skulle sammenlignes med metoden som i dag benyttes ved
Norges laboratorium for dopinganalyse for preveopparbeidelse av beta-2 agonister fra urin,
ble kvantitative resultater for terbutalin i autentiske prever og en kontrollprave benyttet. Det

var derfor forst nedvendig & undersoke suksessparameterne for terbutalin 1 heye nok
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konsentrasjoner. Det var ogsé av interesse a studere suksessparameterne for salmeterol ved
samme konsentrasjon. Det ble derfor utfort PALME fra urinprever tilsatt analytter fra

arbeidslesning 4 som inneholdt lik konsentrasjon av alle de 21 beta-2 agonistene.

4.3 Innledende forseok

De innledende ekstraksjonsforsegkene ble utfort fra vandige provelesninger. Hensikten var & fa
en indikasjon p& hvordan analyttene lot seg ekstrahere med PALME og & undersoke
lineariteten til standardkurvene. Utgangspunktet for ekstraksjonsbetingelsene baserte seg pa
tidligere arbeid gjort med PALME av polare basiske legemidler, deriblant salbutamol [17].
Den generelle framgangsméten for PALME som ble benyttet er forklart 1 avsnitt 3.6.1.
Resultatet for PE og RSD er oppgitt i Tabell 4.1.

Tabell 4.1 PE (%) og RSD (%) ved PALME fra vandig prevelgsning

Analytt PE (%) (RSD %)
Pirbuterol *
Salbutamol 102 (8)
Higenamin 92 (4)
Formoterol 60 (5)
Brombuterol 14 (13)
Olodaterol 46 (7)
Indakaterol *
Vilanterol 13 (11)

Ekstraksjonsbetingelser: provelgsning: 250 4L (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer. Organisk vaeskemembran: 3 ul
2-nonanon med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 x4 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45
minutter. Ristehastighet: 900 rpm. n =4

* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt for optimaliseringsforsgkene

For pirbuterol og indakaterol var PE henholdsvis > 120 og < 10 %. PE for de resterende
analyttene 14 i omradet 13—-102 % og RSD i omradet 413 %. Stor variasjon i PE kan skyldes
analyttenes store variasjon 1 log P-verdi (0,2-3,6, se Tabell 3.1). Det ser ut til at
prosesseffektiviteten avtar med ekende log P. Dette kan forklares med at analytter med hoy
log P vil vere godt leselig i den upolare organiske vaskemembranen, og av den grunn

reduseres masseoverforingen til den vandige akseptorfasen.
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Tidligere arbeid med PALME av svart upolare basiske legemidler har vist at denne type
analytter har vert utsatt for adsorpsjon til polypropylen-materialet i donorbrennene [19].
Dette kan ogsa vaere en mulig forklaring pd at de mest upolare analyttene (brombuterol,
indakaterol og vilanterol, log P: 2,3-3,6) fikk en lavere PE, sammenlignet med de mer polare
analyttene. Lav PE kan ogsd skyldes dannelse av ikke-spesifikke bindinger mellom analyttene
og PVFD-materialet i filtermembranen i akseptorplatene [15]. Tidligere forsek har vist at
disse ikke-spesifikke bindingene pavirket analyttenes linearitet, da det ble vist at en redusert
analyttkonsentrasjon resulterte i redusert PE [34]. For & teste lineariteten til beta-2 agonistene
ved PALME fra vandige prevelosninger, ble det ekstrahert analytter fra standardlesninger av
fem ulike konsentrasjonsnivaer (10-500 ng/mL). Lineariteten for hver analytt er oppgitt i

Tabell 4.2.

Tabell 4.2 Linearitet (r?) ved PALME fra vandige prevelosninger

Analytt Linearitet (r?)
Pirbuterol 0,991
Salbutamol 0,987
Higenamin 0,991
Formoterol 0,985
Brombuterol 0,976
Olodaterol 0,981
Indakaterol 0,988
Vilanterol 0,974

En korrelasjonskoeffisient (r*) > 0,990 tilstrebes for 4 indikere at det er god korrelasjon
mellom respons og analyttkonsentrasjon. I noen tilfeller kan lavere 1> aksepteres, avhengig av
hvilket formél analysemetoden skal benyttes til [11]. Kun to av analyttene (pirbuterol og

higenamin) hadde en r? > 0,990.

De to innledende forsekene viste et forbedringspotensial for PALME av beta-2 agonister fra
vandige provelesninger. Videre ble det derfor gjort optimaliseringsforsek for de forskjellige
ekstraksjonsbetingelsene, for den endelige PALME-metoden for vandige lesninger ble testet

ut pa urinprever.
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4.4 Optimalisering av ekstraksjon fra vandige
prevelgsninger

4.4.1 Organisk veeskemembran og donorfase

Tre organiske lgsemidler ble testet ut for & underseke hvilket som egnet seg best som organisk
vaeskemembran. For & oppnd hey PE trengs en hoy fordelingskoeffisient (Kd4), se Ligning 1.
En heoy Kd er mulig & oppnd ved bruk av et organisk lesemiddel som er mottagelig for
interaksjonsdannelse med analyttene som enskes ekstrahert. Ved valg av organisk lesemiddel
spiller lesemiddelets polaritetsindeks (P) er viktig rolle [28]. P indikerer polariteten til
losemiddelet og en P-verdi < 4-5 forteller at losemiddelet ikke er blandbart med vann og at

det da kan vere egnet til bruk som kunstig veskemembran.

Som tidligere nevnt har studier vist dannelse av ikke-spesifikke bindinger mellom analytter og
PVDF-membranen i kommersielt tilgjengelig PALME-oppsett. For & maskere disse
bindingssetene har 1 % trioktylamin (TOA) (w/w) blitt forsekt tilsatt den organiske
vaeskemembranen, og effekten ble vist analyttavhengig [19, 34]. Det var derfor i dette
arbeidet onskelig & teste PALME av analyttene med og uten 1 % TOA (w/w) i

vaskemembranen for & se hva som ga hayest linearitet og mest optimal PE og RSD.

Drivkraften for masseoverforingen 1 PALME er som tidligere nevnt pH-gradienten som
dannes mellom donor- og akseptorfase. For at upolare baser skal kunne overfores til organisk
fase, ber de vare pa neytral form i donorfasen. En pH-justering til basisk pH serger for dette.
Nér basene er mer polare har tilsetningen av ionebereren dietylheksylfosfat (DEHP) til
vaeskemembranen vist seg 4 gi en hayere PE [17]. Analyttene ma da vere pa ionisert form i
donorfasen for & kunne danne interaksjoner med ionebeareren. Beta-2 agonistene inkludert i
optimaliseringen for de vandige provene hadde et bredt spenn i log P-verdi (0,2-3,6). Det ble
derfor gjort PALME hvor forskjellige pH-justeringer og sammensetninger av donorfasen, og

ulike tilsetninger av bade TOA og DEHP til forskjellige vaskemembraner, ble testet ut.

Trinn 1

Diheksyleter, undekanol og undekanon ble testet ut som vaskemembraner, da det var av
interesse & teste ut en eter, en alkohol og et keton. PALME ble utfort med hver av de tre
losemidlene tilsatt bade 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w), og kun 15 % DEHP (w/w). De seks

forskjellige veskemembranene ble testet ut med tre ulike donorlgsninger: 20 mM maursyre
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(pH 3), 25 mM fosfatbuffer (pH 7) og 10 mM NaOH (pH 12). Bade PE og RSD ble vurdert
for & se hvilken vaskemembran-donorfase-kombinasjon som egnet seg best for analyttene.
Tabell 4.3 viser resultatet for et representativt utvalg pa to analytter ekstrahert med hver av
vaeskemembranene kombinert med 25 mM fosfatbuffer som donorfase. Fullstendig datasett er

visti Vedlegg 1.

Tabell 4.3 PE (%) og RSD (%) for PALME av brombuterol og vilanterol med seks ulike vaeskemembran-
donorfase-kombinasjoner

PE (%) (RSD %)
25 mM fosfatbuffer
15 % DEHP og 1% TOA 15 % DEHP
Diheksyleter
Brombuterol 96 (4) 69 (15)
Vilanterol 104 (7) 62 (5)
Undekanol
Brombuterol * 35 (20)
Vilanterol * *
Undekanon
Brombuterol * 18 (16)
Vilanterol * 31(10)

Ekstraksjonsbetingelser: prevelgsninger: 250 xL (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7). Vaeskemembran: 3 L
(n = 4). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm
* = var ikke innenfor kravet til PE og/eller RSD (se avsnitt 4.1)

I fosfatbuffer (pH 7) vil beta-2 agonistene protoneres og dermed kunne danne ioniske
interaksjoner med DEHP som vil frakte analyttene over den organiske vaeskemembranen.
Med fosfatbuffer som donorfase og diheksyleter som vaskemembran, ble PE for analyttene
hoyere nir 1 % TOA (w/w) ble tilsatt veeskemembranen (se Tabell 4.3 og Vedlegg 1). Dette
gjaldt for de analyttene som hadde en PE innen for kravet nir de ble ekstrahert bdde med og
uten tilsetning av TOA til diheksyleter. Hoyere PE kan forklares med at TOA maskerte

bindingsseter i filtermembranen slik at flere analyttene fikk vandre over.

Ved bruk av 10 mM NaOH som donorfase (pH 12) var basene pa sin neytrale form og ville
dermed kunne passere inn i den organiske veeskemembranen. En forklaring pé at NaOH ikke
ga hoyest PE for flest analytter kan vaere at noen av analyttene var for polare til & kunne
passere vaeskemembranen 1 stor nok grad. Man skulle derfor tro at PE ble hoy for de mest

upolare analyttene og lavere for de polare, men det si ikke ut til & vere tilfelle her, da
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vilanterol (log P 3,6) hadde en lavere PE (18-50 %) 1 forhold til pirbuterol (log P -0,7, PE:
51-107 %) uavhengig av hvilken vaeskemembran som ble benyttet (se Vedlegg 1).

Med 20 mM maursyre (pH 3) som donorfase var basene, pa lik mate som i fosfatbuffer,
ionisert. Man skulle derfor tro PE ble ganske likt som for fosfatbuffer, men PE var jevnt over

lavere for alle analytter ndr maursyre ble benyttet som donorfase.

Ved bruk av undekanol som vaskemembran forte tilsetningen av 1 % TOA (w/w) til en
reduksjon 1 PE for et flertall av analyttene, uavhengig av type donorfase (se Vedlegg 1). Det
samme gjaldt undekanon nar fosfatbuffer og NaOH ble brukt som donorfaser, og diheksyleter
nar NaOH ble brukt som donorfase. For vaskemembran-donorfase-kombinasjonene
undekanon-maursyre, diheksyleter-maursyre og diheksyleter-fosfatbuffer forte tilsetningen av
1 % TOA (w/w) til en gkning 1 PE for et flertall av analyttene. Forskjellen mellom analyttene
ved at PE blir redusert eller okt ved tilsetningen av 1 % TOA (w/w) stemmer godt overens
med tidligere publikasjoner som har vist at den prosesseffektivitetsokende effekten av TOA er

analyttavhengig [19, 34].

For formoterol, higenamin, olodaterol og pirbuterol var PE > 120 % nér diheksyleter med 15
% DEHP og 1 % TOA (w/w) ble benyttet som vaskemembran i kombinasjon med 25 mM
fosfatbuffer som donorfase. For de resterende fire analyttene brombuterol, indakaterol,
vilanterol og salbutamol var PE heyest nar denne vaeskemembran-donorfase-kombinasjonen
ble benyttet, og dette var den eneste kombinasjonen som ga en godkjent PE for indakaterol.
Denne kombinasjonen ble derfor benyttet videre i optimaliseringsforsekene hvor det var av

interesse & oppné PE innenfor kravet for alle analyttene.

Trinn 2
Det ble testet for om en lavere eller hayere prosentandel av DEHP 1 vaeskemembranen ville
pavirke analyttenes PE og RSD. Derfor ble diheksyleter med 5, 15 og 30 % DEHP (w/w), alle

med 1 % TOA (w/w), testet ut som vaeskemembraner. Resultatet er vist i Figur 10.

60



Resultater og diskusjon

120%

100% I

T
- 1“'“ 1

Pirbuterol Salbutamol  Higenamin  Formoterol Brombuterol Olodaterol  Indacaterol  Vilanterol

| |

Prosesseffektivitet

m Diheksyleter med 5 % DEHP og 1 % TOA = Diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA
m Diheksyleter med 30 % DEHP og 1 % TOA

Figur 10 PE (%) og RSD (%) ved PALME med ulike prosentandeler av DEPH i den organiske
vaeskemembranen. Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsning: 250 4L (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7).
Veeskemembran: 3 pL diheksyleter med 5, 15 og 50 % DEHP (w/w) og 1 % TOA (w/w)(n = 4). Akseptorfase: 50
pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

Figur 10 viser at 15 % DEHP var den eneste prosentandelen som ga en PE og RSD-verdi
innenfor kravet for alle analyttene. Ved 5 % DEHP var det muligens for lite beerermolekyler
til & kunne transportere alle analyttene over vaeskemembranen. En prosentandel lik 30 kan
muligens fore til at veskemembranen overmettes, slik at DEHP-molekyler kan vandre inn i
akseptorfasen og pavirke ekstraksjonen. En annen mulighet kan vare at den heye andelen
DEHP holder analyttene tilbake i vaeskemembranen, slik at de ikke transporteres videre til
akseptorfasen. Fordi en reduksjon eller gkning i prosentandel DEHP fra 15 % ikke forbedret

suksessparameterne, ble denne prosentandelen valgt til videre bruk.

Trinn 3

Béde diheksyleter og undekanon viste hoy PE for de fleste analyttene i trinn 1 (se Vedlegg 1)
og det var derfor av interesse & teste kombinasjonen av disse som vaskemembran. En
kombinasjonsvaeskemembran av diheksyleter/undekanon (1/1, v/v) ble testet med 0, 5 og 15

% DEHP, alle med 1 % TOA (w/w). Resultatet er vist i Figur 11.
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Figur 11 PE (%) og RSD (%) ved PALME med ulike prosentandeler av DEPH i
kombinasjonsveeskemembran av diheksyleter/undekanon (1/1, v/v). Ekstraksjonsbetingelser: prgvelgsning:
250 4L (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7). Veeskemembran: 3 pL (n = 4). Akseptorfase: 50 pL 150 mM
TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

Som Figur 11 viser, fungerte kombinasjonen diheksyleter/undekanon 1/1 (v/v) godt som
vaeskemembran for et flertall av analyttene nar 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w) var tilsatt.
Unntaket var indakaterol som fikk en PE < 10 %. For de resterende prosentandelene av DEHP
var det et fatall av analyttene som fikk akseptabel PE og RSD-verdi. Jevnt over var
suksessparameterne mer optimale nar diheksyleter ble brukt uten kombinasjon med
undekanon (se trinn 2), og diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w) ble derfor igjen

valgt for videre forsek.

Trinn 4

Ikke-spesifikke bindinger som kan dannes mellom analytter og PVDF-materiale 1
filtermembranen er lite onskelig da de kan bidra til redusert PE, presisjon og linearitet for
analyttene. I trinn 1 ble det vist at 1 % TOA 1 diheksyleter gkte PE nar 25 mM fosfatbuffer ble
brukt som donorfase. Videre var det enskelig & studere og sammenligne lineariteten for
analyttene ekstrahert med og uten TOA i vaeskemembranen. Analytter i konsentrasjonsrekker
av atte konsentrasjonsnivéer fra 10 til 1000 ng/mL ble derfor ekstrahert bdde med og uten
tilstedeveerelsen av TOA, og det ble gjort en sammenligning av lineariteten (r?) for
standardkurvene fra de to konsentrasjonsrekkene. R? er vist i Tabell 4.4. Se Vedlegg 2 for

fullstendig datasett.
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Tabell 4.4 Linearitet for analyttene ekstrahert med og uten 1 % TOA (w/w) i veskemembranen

Analytter Linearitet r?
Med 1 % TOA Uten 1 % TOA

Pirbuterol 0,998 0,969
Salbutamol 0,993 0,860
Higenamin 0,999 0,891
Formoterol 0,999 0,886
Brombuterol 0,994 0,970
Olodaterol 0,999 0,894
Indakaterol 0,952 0,841
Vilanterol 0,996 0,876

Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsning: 250 xL (10-1000 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7). Vaeskemembran: 3
uL diheksyleter med 15 % DEHP, med og uten 1 % TOA (w/w) (n = 4). Akseptorfase: 50 uL 150 mM TFA.
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

Spredningen mellom parallellene ved hvert konsentrasjonsnivd ble steorre jo hayere
konsentrasjonsnivaet ble. Korrelasjonskoeffisienten ble derfor regnet ut i fra de fire laveste
konsentrasjonsnividene (10, 50, 150 og 300 ng/mL) hvor analyttene ble vektet med 1/x-
vekting og en kvadratisk tilpasning av kalibreringskurvene ble gjort. Tabell 4.4 viser at
lineariteten for alle analyttene ble heyere nér 1 % TOA var tilsatt vaeskemembranen. Alle
analyttene hadde da en r* > 0,990, med unntak av indakaterol som hadde en
korrelasjonskoeffisient lik 0,952. Indakaterol var den analytten som viste lavest PE gjennom

utvelgelsesforsgkene for organisk vaeskemembran og donorfase.

I tillegg til den lavere lineariteten for analyttene ndr TOA ikke var tilsatt veeskemembranen,
viser tabellen 1 Vedlegg 2 at RSD-verdiene til flere av analyttene ikke tilfredsstilte kravet.
Dette kan forklares med at ikke-spesifikke bindinger oppstdr hyppigere nar TOA er

fravaerende, og forskjellene i PE mellom parallellene blir derfor storre.

De fire trinnene for utvelgelse av vaeskemembran og donorfase viste at det var flere faktorer
som pavirket PE og RSD for analyttene. Det var tydelig at 25 mM fosfatbuffer var den mest
egnede donorfasen nr diheksyleter ble benyttet som veskemembran. Hayest PE ble oppnadd
ved tilsetning av 15 % DEHP (w/w) til diheksyleter-membranen, sammenlignet med lavere og
heyere prosentandeler. Lineariteten for analyttene var bedre med enn uten tilsetningen av 1 %
TOA (w/w) til veskemembranen. Vaskemembran-donorfase-kombinasjonen diheksyleter

med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w) med 25 mM fosfatbuffer ble dermed valgt til & bruke
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videre 1 optimalisering av akseptorfase, volum av prevelesning og ekstraksjonstid for PALME

fra vandige provelosninger.

4.4.2 Akseptorfase

Maursyre og eddiksyre

For 4 studere mulighetene for ytterligere okning av PE ved 4 endre type akseptorfase, ble bade
150 mM maursyre (pH 3) og 150 mM eddiksyre (pH 2,0-2,5) testet som akseptorfaser, og
suksessparameterne PE og RSD ble sammenlignet med suksessparameterne oppnddd med 150

mM TFA (pH 1) som akseptorfase. Resultatet er vist i Figur 12.
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Figur 12 PE (%) med tilherende RSD (%) for 150mM maursyre, 150 mM eddiksyre og 150 mM TFA som
akseptorfase. Ekstraksjonsbetingelser: prgvelgsning: 250 4L (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7).
Vaskemembran: 3 uL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL (n = 4).
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

Akseptorfase bestdende av 150 mM maursyre eller 150 mM eddiksyre ga ingen forbedring 1
suksessparameterne. For & hindre tilbakeekstraksjon til veskemembranen er det enskelig at
analyttene er ionisert i akseptorfasen. En pH pé to pH-enheter lavere enn analyttenes pKa ¢
9,7 for beta-2 agonistene) seorger for optimal ionisering og dermed optimal leselighet i
akseptorfasen [11]. Alle tre akseptorfasene hadde en pH lavere enn dette, noe som kan vaere
en forklaring péd relativt lik PE for flere av analyttene mellom de ulike akseptorfasene.
Akseptorfasen med lavest pH var 150 mM TFA og det var denne som ga hayest PE og lavest
RSD for flertallet av analyttene, og det var kun denne som ga en akseptabel PE for
indakaterol. Videre optimaliseringsforsek ble derfor gjennomfort med 150 mM TFA.
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DMSO

Fordi endring av type akseptorfase ikke ga vesentlig ekning i PE, ble tilsetning av organisk
losemiddel til akseptorfasen undersgkt. DMSO er et organisk losemiddel som kan lese opp en
rekke organiske forbindelser, og har i tidligere arbeid med PALME vist seg 4 kunne oke PE
for flere upolare analytter [41, 42]. DMSO blandet med 150 mM TFA i forholdet 25/75 (v/v)

ble derfor sammenlignet med 150 mM TFA som akseptorlgsning.

Tilsetningen av 25 % DMSO til akseptorfasen ga ingen forbedring av PE, og reduksjonen i
RSD var ikke av betydning (se Vedlegg 3). Det ble derfor valgt a4 bruke 150 mM TFA uten
tilsetning av 25 % DMSO 1 videre optimaliseringsforsok.

4.4.3 RSD- og volumtest

Et optimalt prevevolum i donorbrennene for kommersielt tilgjengelig PALME-utstyr ligger
mellom 200 og 250 pL [19]. Dersom pregvevolumet er < 200 pL vil et luftrom dannes mellom
provelegsningen og vaeskemembranen, noe som kan fore til redusert PE og hey RSD. Med et
provevolum > 300 pL vil donorbrennen bli overfylt, noe som resulterer i ukontrollerte
prevevolum og potensielle hoye RSD-verdier. For & optimalisere prevevolumet i hip om
lavere RSD for analyttene ble PALME med tre ulike volum, innenfor det optimale

provevolumet, utfort. Resultatet er presentert i Figur 13.
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Figur 13 PE (%) og RSD (%) ved PALME fra tre ulike donorvolum. Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsning:
200, 225 og 250 L (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7) (n = 8). Veeskemembran: 3 xL diheksyleter med 15
% DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet:
900 rpm
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I Figur 13 ser man at suksessparameterne for analyttene varierte i liten grad mellom de ulike
prevevolumene. Verken PE eller RSD var derfor trolig volumavhengig mellom 200 og 250
uL. Kun provevolum lik 250 puL ga akseptable suksessparametere for indakaterol. Arsaken til
dette er uklar. Ved gjentatte visuelle inspeksjoner med et provevolum pd 250 pL, ble det
under sammensetning av bunn- og topplate registrert sol av prevevolum ut av donorbrennene.

Derfor ble et prevevolum lik 225 pL valgt for videre forsek med PALME.

4.4.4 Ekstraksjonstid

Det hastighetsbestemmende trinnet under ekstraksjoner hvor man benytter kunstige
vaeskemembraner, som 1 HF-LPME og PALME, er masseoverforingen av analytter over
membranen [15]. Masseoverforingen avhenger av flere faktorer, blant annet tykkelsen av
membranen. Sammenlignet med HF-LPME, er selve overflatearealet (kontaktarealet) for
membranen som benyttes i PALME redusert, men pé tross for dette er det tidsavhengige
utbyttet for PALME heyere, og tiden for & na ekstraksjonslikevekt kortere sammenlignet HF-
LPME. Forklaringen pa dette er den reduserte tykkelsen pa membranen som benyttes i
PALME (100 pm, kontra 200 pm i HF-LPME) [15]. Den kortere ekstraksjonstiden som
kreves reflekteres dermed av reduksjonen i membrantykkelsen. Det var derfor enskelig a
underseke nér ekstraksjonslikevekt for analyttene ble oppnadd i systemet, for bestemmelse av
optimal ekstraksjonstid. Ekstrakter ble pipettert ut av akseptorplaten etter syv ulike
ekstraksjonstider mellom 5 og 180 minutter, og PE ble studert som folge av ekstraksjonstid.
Resultatet for fire representative analytter er presentert i Figur 14. Fullstendig datasett for alle

de atte analyttene er vist i Vedlegg 4.
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Figur 14 PE (%) som funksjon av ekstraksjonstid for fire representative analytter. Ekstraksjonsbetingelser:
prevelgsning: 225 4L (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7). Veeskemembran: 3 wL diheksyleter med 15 %
DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 5, 20, 45, 60, 90, 120 og 180
minutter (n = 4). Ristehastighet: 900 rpm

De fire analyttene i Figur 14 viser tre gjengdende kinetikktrender i PE som funksjon av
ekstraksjonstid. Vilanterol og indakaterol illustrerer trend nummer en, hvor heyeste PE ble
nddd etter ekstraksjon i1 45 minutter. Videre ekstraksjon resulterte i redusert PE. Olodaterol
viser trend nummer to, hvor PE fortsatte & gke etter 45 minutter. En topp ble registrert ved 90
minutter ekstraksjon, for PE deretter ble redusert. Pirbuterol viser den tredje trenden hvor PE
fortsatte & eke til og med etter en ekstraksjonstid pa to timer. Det ser ut til at mest polare
analyttene folger trend nummer to og tre. De mer upolare analyttene folger trend nummer én
hvor PE reduseres etter en topp rundt 45 minutter, trolig pd grunn av tilbakeekstraksjon til den

organiske veskemembranen.

Ved fem minutters ekstraksjonstid var ingen av analyttenes RSD-verdier innenfor kravet pa <
20 % (se tabellen 1 Vedlegg 4). Ved 20 minutter var flertallet av RSD-verdiene fortsatt ikke
innenfor kravet, men ved 45 minutter var alle < 20 %. Ved ytterligere ekning av
ekstraksjonstid holdt flertallet av RSD-verdiene seg innenfor kravet. Den optimale
ekstraksjonstiden ble satt til 45 minutter da PE var hoyest for et flertall av analyttene og RSD-

verdiene 14 mellom 2-27 %.
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4.4.5 Oppsummering av optimale ekstraksjonsparameterne ved
ekstraksjon fra vandige prevelesninger

Tabell 4.5 oppsummerer de ekstraksjonsparameterne som ble funnet mest optimale for de

vandige provelegsningene etter forsekene beskrevet i avsnitt 4.4.1-4.4.4.

Tabell 4.5 Oppsummering av optimale ekstraksjonsbetingelser for PALME fra vandige provelgsninger

Ekstraksjonsbetingelser

Donorfase 225 pL (200 ng/mL) 25 mM fosfatbuffer (pH 7)
Akseptorfase 50 uL 150 mM TFA

Organisk veeskemembran | 3 uL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w)
Ekstraksjonstid 45 minutter

Ristehastighet 900 rpm

4.5 Optimalisering av ekstraksjon fra urin

Hovedfokuset i dette arbeidet var rettet mot optimalisering av ekstraksjonsparameterne for
PALME av beta-2 agonister fra urin. De optimaliserte ekstraksjonsparameterne for vandige
prevelesninger ble brukt som utgangspunkt og de ulike parameterne som ble testet ut for
urinprover er presentert 1 avsnitt 4.5.1-4.5.4. De instrumentelle betingelsene for

analysemetoden som ble benyttet er beskrevet i avsnitt 3.6.2

4.5.1 pH-justering og fortynning av urin

Ved vanlig veskeinntak og normal nyrefunksjon har urin normalt en pH-verdi mellom 4 og 6
[43]. Dette er noe lavere enn den pH-verdien som ble vist optimal for prevelesningen for
PALME fra vandige prover (pH 7). Det var derfor enskelig & underseke forskjellene i PE for
analyttene ekstrahert fra en ubehandlet urinpreve og en pH-justert urinpreve til pH 7. I tillegg
ble analytter ekstrahert fra en urinpreve som ble fortynnet 1/1 (v/v) med Milli-Q vann for &
underseke om en fortynning av saltinnholdet i urinen ville vere avgjerende for analyttenes
PE. Det ble ogsé utfort ekstraksjon fra en urinpreve som bade ble fortynnet og pH-justert. I
Figur 15 viser et representativt utvalg pa seks analytter resultatet for de fire ulike

betingelsene. Se Vedlegg 5 for fullstendig datasett.
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Figur 15 PE (%) med tilherende RSD (%) for seks representative analytter. Ekstraksjonsbetingelser:
pravelgsninger: 225 pL (200 ng/mL) (n = 4). Veeskemembran: 3 xL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA
(w/w). Akseptorfase: 50 uL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

Likt som for ekstraksjon fra de vandige prevelesningene var variasjonen i PE mellom de
forskjellige analyttene ekstrahert fra urin, bade med og uten pH-justering og/eller fortynning,
stor (0—68 %). Nar urin ble brukt som prevelosning var det en generell nedgang i PE for de
analyttene som ogsé var inkludert i optimaliseringsforsgkene for vandige provelgsninger. Ved
ekstraksjon fra ubehandlet urin var det seks av 21 analytter som ikke tilfredsstilte kravet satt

for PE (se Vedlegg 5).

Urinen som ble benyttet 1 dette forseket hadde en pH pa 5,6 og differansen 1 pH mellom pH-
justert urin til 7 og ikke pH-justert urin, kan derfor veere en mulig forklaring pa reduksjonen i

PE for et flertall av analyttene nir pH-justert urin ble benyttet som donorfase.

Figur 15 viser at bdde brombuterol, formoterol, olodaterol og vilanterol fikk en heyere PE nar
de ble ekstrahert fra ubehandlet urin sammenlignet med pH-justert urin. Ved fortynning av
urinproven ble ogsd PE for et flertall av analyttene redusert, uavhengig av pH-justering.
Forskjellene i PE og RSD var ikke sarlig store mellom de ulike betingelsene, og «ubehandlet
uriny ble dermed valgt for videre forsek da dette reduserer antall trinn og dermed

tidsforbruket for praveopparbeidelsen.

Det er viktig & tenke pa i praksis at en pH-justering eller fortynning av reelle dopingprever
kan vere problematisk da dette ogsd vil fere til en fortynning av potensielle dopingmidler i

praven. I dette forseket ble analyttene tilsatt provelgsningen etter fortynning.
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Som nevnt ble det observert en reduksjon i PE for flere av de analyttene som ogsa var
inkludert i optimaliseringsforsgkene for PALME fra vandige prevelesninger, nir urin ble
brukt som prevematriks. Det var enskelig & studere om spesifikke komponenter 1 urinen
gjorde at PE ble lavere. Ekstraksjon fra 25 mM fosfatbuffer tilsatt kjente urinkomponenter ble
dermed undersgkt for & studere eventuell reduksjon i PE. I Vedlegg 6 er en videre beskrivelse

av forsgket med tilhorende resultater.

Kromatogram av analyttene
Kromatogrammene til analyttene ved UHPLC-QqQ (etter PALME fra «ubehandlet urin», 200

ng/mL) er vist i Figur 16. Kromatogrammene er sortert etter analyttenes gkende retensjonstid.

1.1 [Pirbuterol] 1.1 [Salbutamol]

1.1 [Cimaterol]
x10 61220.1 -> 143.1
220.1->160.1

1.1 [Prokaterol]
x10 5 |291.1->231.1
3-291.1->162.1

2.5+
24
1.5+
14
0.5+

%10 61241.1-> 122.1 <10 571240.1 -> 148.1
4124115 1855 1240.1 -> 166.1
3.51241.1->167.1 3.5240.1 -> 121.1
312411 > 94.1 | 31
254 “:}‘ 2.5
2 | 24
1.54 ‘ 1.5+
14 1
05| 0.5 N
03 04 05 06 070809 1 11 12 13 14 04 05 06 07 08 00 1 11 12 13 14

05 06 07 08 0.9

1.1 [Reproterol]
x10 47390.1 ->221.1
25/390.1->192.1

24
1.5+
14

0.5+

1 11 12 13 14 15

06 07 08 09

1.1 [Higenamin]

x10 51272.1 -> 161.1
1272.1 -> 2551
272.1->107.1

T
1

11 12 13 14 15 16

07 08 09 1
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1.1 [Cimbuterol]

x10 6

234.1->160.1

1234.1->143.1

1.1 [Fenoterol]

x10 6

251
2,
1.51
14
0.5

7304.1 ->135.1

304.1->107.1

09 1

1.1 [Clenproperol]

x10 6

3.5
3,
251
2,
1.51
1,
0.5

263.1->203.1

1265.1 ->205.1

11 12 13 14 15 16 17 18 19

A

1 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1.1 [Tulobuterol]

x10 6]

1230.1->156.1

228.1 ->154.1

e

27 238 29

1.1 [Formoterol]

x10 6

6

3 31 32 33 34 35 36 37

34 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45

1.1 [Brombuterol]

1.1 [Olodaterol]

x10 6]

345.1->149.1 x10 6 [367.1->293.1
1345.1->327.0 6-367.1->349.0
345.1 -> 1211 5,365.1 ->2121
4,
3,
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1.1 [Bambuterol]

x10 67

387.2-> 163.0 %10 61368.1 -> 72.1
387.2->225.0 5368.1->204.1
1387.2 > 207.1
387.2->121.2 4
3,
2,
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1.1 [Clenpenterol] 1.1 [Mabuterol]
291.1-> 203.1 %10 61311.1->237.1
|293.1 -> 205.1 74313.1->239.1
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3,
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1.1 [Mapenterol] 1.1 [Indacaterol]
x10 6-325.1->237.1 x10 5 |393.2->375.2
44327.1->239.1 393.2->173.2
351 37
34 2.5+
2.5 2
24 1.5
1.54
1+ 1
0.5 0.5+

49 5 51 52 53 54 55 56 57 58 59 6 54 56 58 6 62 64 66 68

1.1 [Vilanterol]

x10 6 |486.1 -> 159.1
486.1 ->468.1
486.1->161.1

31488.1 > 470.1
251

2,
1.5
1,
0.5

3.5+

62 6364 6566676869 7 717273

Figur 16 Kromatogram for analyttene ved UHPLC-QqQ (etter PALME fra “ubehandlet urin”, 200 ng/mL)

Kromatogrammene viser minst to overganger per analytt. Det var flere analytter som hadde
tilnermet lik retensjonstid, spesielt cimbuterol og fenoterol. Men pd grunn av analyttenes

ulike m/z-verdier for sine respektive overganger ble de presist detektert.

4.5.2 Akseptorfase

P& samme méite som for de vandige provelesningene ble 150 mM maursyre testet som
akseptorfase, og suksessparameterne PE og RSD ble sammenlignet med de oppnadd med
bruk av 150 mM TFA som akseptorfase. Det var gnskelig & se om maursyre ville gi en hoyere
PE for analyttene ndr PALME ble utfort fra urinprever. I tillegg var det enskelig & studere PE
og RSD for de elleve analyttene som ikke var inkludert i de vandige forsekene nar ulike
akseptorfaser ble benyttet. Resultatet for et representativt utvalg pa syv analytter er vist i

Figur 17. Se Vedlegg 7 for fullstendig datasett.
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Figur 17 PE (%) med tilherende RSD (%) for syv representative analytter ved bruk av 150 mM TFA og
150 mM maursyre som akseptorfase. Ekstraksjonsbetingelser: prevelgsning: 225 gL (200 ng/mL) urin.
Veeskemembran: 3 uL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL (n = 4).
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

Fra Figur 17 ser man at PE for analyttene var avhengig av type syre som ble benyttet som
akseptorfase. Brombuterol var en av flere analytter som ikke fikk akseptabel PE ved bruk av
maursyre. Med 150 mM TFA som akseptor var 14 av 19 analytter innenfor kravene satt for
PE, og RSD-verdiene for disse 14 var < 20 %. Med 150 mM maursyre som akseptorfase var
elleve av 19 analytter innen for PE-kravet. Sammenlignet med TFA var PE for ni analytter
lavere nir maursyre ble benyttet. Akseptorfase bestdende av 150 mM TFA ble dermed
benyttet 1 videre optimaliseringsforsek for PALME fra urin.

4.5.3 Ekstraksjonstid

For PALME fra urin var det onskelig & gjore en optimalisering av ekstraksjonstid for &
underseke om PE ble opprettholdt ved kortere ekstraksjonstid, eller om den ble forbedret ved
lengre ekstraksjonstid. PE for analyttene ble derfor studert over et storre tidsrom. Ekstrakter
ble analysert etter PALME med samme ekstraksjonstider som ble testet ut for de vandige
provene. Resultatet for et representativt utvalg péd syv analytter er vist 1 Figur 18. Se Vedlegg
8 for fullstendig datasett.
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Figur 18 PE (%) som funksjon av ekstraksjonstid for syv representative analytter. Ekstraksjonsbetingelser:
prevelgsning: 225 ul (200 ng/mL) urin. Vaeskemembran: 3 uL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA
(w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 5, 20, 45, 60, 90, 120 og 180 (n = 4). Ristehastighet:
900 rpm

Cimaterol, reproterol og salbutamol hadde ved alle ekstraksjonstidene en PE < 10 %, og er
derfor ikke inkludert hverken i Figur 18 eller i Vedlegg 8. Bambuterol fikk ikke akseptabel
PE for ekstraksjonstiden nddde 45 minutter (se Figur 18), mens formoterol og mabuterol ikke
kunne registreres 1 akseptorfasen for 45 minutters ekstraksjon. Mabuterol og clenpenterol ble
registrert 1 akseptorfasen helt frem til 120 minutters ekstraksjonstid, for deretter ikke kunne
identifiseres i ekstrakt fra 180 minutters ekstraksjonstid, se Figur 18. Dette kan forklares med
at en viss ekstraksjonstid er nedvendig for & transportere analytter over vaeskemembranen og
inn 1 akseptorfasen. Blir ekstraksjonstiden for lang kan analytter tilbakeekstraheres til

vaskemembranen/donorfasen.

Analyttene i Figur 18 representerer hele spennet i log P for de totalt 16 analyttene med PE
innenfor kravet (se avsnitt 4.1). Avhengig av log P ser det ut til at analyttene folger to svakt
ulike ekstraksjonskinetikk-trender (se ogsé Vedlegg 8). For et flertall av analyttene med log P
< 2,0 gker PE frem til ekstraksjon i 45—60 minutter, for den reduseres for deretter 4 holder seg
konstant ettersom ekstraksjonstiden gker. For et flertall av de mer upolare analyttene med log
P > 2,0 oker ogsd PE fram til en ekstraksjon 1 45-60 minutter, for den reduseres ettersom
ekstraksjonstiden eker. En forklaring pd denne forskjellen kan veare at de upolare analyttene

har hgyere affinitet for den organiske vaskemembranen, og sannsynligheten for at disse
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tilbakeekstraheres er dermed sterre. Basert pa erfaringene ble ekstraksjonstiden satt til 45

minutter.

4.5.4 Organisk veeskemembran

Ingen av optimaliseringsforsekene beskrevet i avsnitt 4.5.1-4.5.3 forte til endringer av
ekstraksjonsbetingelsene satt som utgangspunkt for urinprever. Som et siste forsek pa
optimalisering av PALME fra urin var det onskelig & teste ut ulike organiske losemidler med
15 % DEHP (w/w), bdde med og uten 1 % TOA (w/w), som vaskemembraner. De
forskjellige sammensetningene av vaskemembranene er oppgitt i Tabell 3.20 i avsnitt 3.9.4.

Resultatet for et representativt utvalg péa syv analytter er vist i Figur 19. Se Vedlegg 9 for

fullstendig datasett.
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Figur 19 PE (%) med tilherende RSD (%) for syv representative analytter ekstrahert med ti ulike
vaeskemembran-kombinasjoner. Ekstraksjonsbetingelser: prgvelgsning: 225 4L (100 ng/mL) urin.
Vaskemembran: 3 uL (n = 4). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet:
900 rpm

Reproterol hadde en PE < 10 % ved ekstraksjon for alle de ulike veskemembranene. Andre
analytter fikk en PE innenfor kravet for kun et fitall av vaeskemembranene. Analyttene
inkludert 1 Figur 19 viser at bade PE og RSD wvarierte i stor grad mellom de ulike
vaeskemembranene. PE var den suksessparameteren som ble vektlagt tyngst nar det skulle
avgjoeres hvilken veskemembran som var mest egnet. Diheksyleter med 15 % DEHP og 1 %

TOA (w/w) var fortsatt den sammensetningen som ga heyest PE for et flertall av analyttene.
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Med denne vaeskemembranen hadde 14 av 17 analytter som var innenfor kravet for PE en

RSD <20 % (se Vedlegg 9).

Optimaliseringsforsekene for PALME fra urin viste at ekstraksjonsbetingelsene som ble vist
mest optimale for PALME fra vandige prover, ogsa var de som ga de mest tilfredsstillende

suksessparameterne ved ekstraksjon fra urin. En oppsummering av disse er vist i avsnitt 4.4.5.

4.5.5 Forskjeller i analyttenes prosesseffektivitet ved like
ekstraksjonsbetingelser

Forsgkene gjort i avsnitt 4.5.1-4.5.3 inneholdt hvert sitt delforsek hvor analytter ble
ekstrahert fra samme urin under de samme ekstraksjonsbetingelsene. PE for analyttene fra
delforsgkene ble sammenlignet for & studere eventuelle forskjeller. De tre delforsekene var:
«ubehandlet urin» fra avsnitt 4.5.1, «150 mM TFA som akseptorfase» fra avsnitt 4.5.2 og «45
minutter ekstraksjonstid» fra avsnitt 4.5.3. De felles ekstraksjonsbetingelsene var: urin fra
testperson 1 ble tilsatt analytter til 200 ng/mL fra arbeidslesning 3, prevevolumet var 225 pL,
den organiske vaeskemembranen besto av 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA
(w/w), akseptorfasen var 50 pL 150 mM TFA, ekstraksjonstiden var 45 minutter og
ristehastigheten var 900 rpm. Analyttenes PE fra hver av de tre delforsekene er oppsummert i

Tabell 4.6.

Tabell 4.6 viser at PE for samme analytt varierte i liten grad ndr den ble ekstrahert fra samme
urin under samme betingelser, men i forskjellige forsek pa forskjellige dager. Den storste
variasjonen var for fenoterol og olodaterol hvor PE varierte med henholdsvis 12 og 11

prosentpoeng fra lavest til hayest.

PE for analyttene ved PALME fra urin var generelt lavere sammenlignet med PALME fra 25
mM fosfatbuffer. Til na var PE kun blitt studert ved ekstraksjon fra en bestemt urin, og som
Tabell 4.6 viser, var variasjonen i PE for analyttene mellom ulike forsek med samme
ekstraksjonsbetingelser relativt lav. Videre var det derfor enskelig & se om PE ble lik for

samme analytt ekstrahert fra forskjellige urinprover.
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Tabell 4.6 PE (%) for analytter ekstrahert i ulike delforsek gjennom optimaliseringsforsek for PALME fra urin
hvor ekstraksjonsbetingelsene var de samme

PE (%)

Analytter Ingen justering 150 mM TFA 45 minutter
Bambuterol 15 14 16
Brombuterol 26 24 27
Cimaterol <10 <10 <10
Cimbuterol 25 23 26
Clenpenterol 26 25 30
Clenproperol 60 56 56
Fenoterol 28 24 16
Formoterol 58 51 57
Higenamin 19 17 19
Indakaterol <10 <10 11
Mabuterol 23 24 25
Mapenterol <10 10 17
Olodaterol 68 57 63
Pirbuterol 45 37 40
Prokaterol <10 <10 <10
Reproterol <10 <10 <10
Salbutamol <10 <10 <10
Tulobuterol 34 31 37
Vilanterol 41 38 40

Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsning: 225 pL (200 ng/mL) urin. Vaeskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 %
DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900
rpm

4.6 Ekstraksjon fra forskjellige urinprover

Analyttene ble ekstrahert fra seks forskjellige urinprever (testperson 2—7, se avsnitt 3.4.7),
heretter kalt urin 1-6. pH for urinprevene 14 i omradet 5,3-5,8, og spesifikk vekt varierte fra
1,009 til 1,030. PE for et representativt utvalg pa seks analytter ekstrahert fra de ulike
urinpregvene er vist 1 Figur 20. Tilherende RSD-verdier er vist 1 Tabell 4.7. Se Vedlegg 10
for fullstendig datasett.

Figur 20 viser at PE for en analytt varierte mellom de forskjellige urinprevene. For noen
analytter (indakaterol) var denne variasjonen sterre enn for andre (tulobuterol). PE for
reproterol og salbutamol var ikke innenfor kravet ved noen av urinprevene, se figur A

Vedlegg 10. I analyse av dopingprever er det svart viktig at kvantifiseringen av analytter ikke
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avhenger av provematriks, men at resultatet er reproduserbart uavhengig av hvilken urinpreve
analytten ekstraheres fra. En mulig forklaring pé variasjonen i PE for analyttene mellom
urinprovene kan vare ulik sammensetning og betingelser for de forskjellige urinprevene. |
avsnitt 4.5.1 kom det frem at pH-justering av urinen ikke var av stor betydning for
suksessparameterne, og en pH-justering av de seks urinprevene til pH 7 vil trolig ikke
redusere variasjonen i PE mellom dem. Det var videre enskelig & studere om en tilsetning av

heoykonsentrert fosfatbuffer kunne jevne ut disse variasjonene.

I tidligere studier med mikroekstraksjoner over vaeskemembraner er det blitt vist at utsalting
av prevelgsningen kan pavirke analyttenes PE [44-46]. Det var derfor enskelig & se om en
utsalting av urinprevene kunne redusere variasjonen i PE mellom urinprevene. De samme
seks urinprevene som 1 avsnittet over (urin 1-6) ble derfor fortynnet 1/1 (v/v) med 500 mM
fosfatbuffer, for deretter & bli ekstrahert og analysert under samme betingelser. Resultatet for
de samme representative analyttene som i1 Figur 20, er vist i Figur 21. Tilherende RSD-

verdier er oppfort i Tabell 4.7, og fullstendig datasett finnes i Vedlegg 11.

120%
110%
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Prosesseffektivitet

Bambuterol Clenpenterol Fenoterol Indakaterol Mapenterol Tulobuterol

mUrin] ®mUrin2 ®mUrin3 ®Urin4 ®Urin5 ®Urin 6

Figur 20 PE (%) for seks representative analytter etter PALME fra ulike urinprever.
Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsning: 225 L (50 ng/mL) urin (n = 4). Vaeskemembran: 3 pL diheksyleter med
15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter.
Ristehastighet: 900 rpm
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Figur 21 PE (%) for seks representative analytter etter PALME fra ulike urinprever fortynnet 1/1 (v/v)
med 500 mM fosfatbuffer (pH 7). Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsning: 225 uL (50 ng/mL) fortynnet urin (n
= 4). Vaeskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM

TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

Tabell 4.7 RSD (%) for et representativt utvalg pa seks analytter ekstrahert fra seks ubehandlede urinprever og
seks urinprgver fortynnet 1/1 (v/v) med 500 mM fosfatbuffer

RSD (%)
q Urinprever fortynnet 1/1 med
Ubehandlet urinprover 500 mM fosfatbuffer

— (o] en < w o — (o} en < wn b=

= g E = = = g E = &= 4= 4=

S S b b b S S b b b S S
Analytter =] =) =) =] =] =] =) =) =) =] =] =
Bambuterol 12 8 * 14 5 * 8 * * 6 * 17
Clenpenterol 5 13 8 18 6 7 15 8 * 3 15 10
Fenoterol 10 4 10 9 6 8 * 16 16 10 * *
Indakaterol * 15 5 * 8 17 11 8 10 * 12 24
Mapenterol * * 17 * 18 20 * 12 * 9 * 14
Tulobuterol 2 3 1 5 1 2 7 4 5 1 4 3

* = RSD > 20 % og/eller PE ikke innen for kravet (se avsnitt 4.1)

Tidligere studier med utsalting av prevematriks har vist at optimal PE avhenger av bade type
og mengde salt om benyttes, og at en salttilsetning ogsa kan fore til redusert PE [44]. Figur
21 og Tabell 4.7 viser at fortynning av urinprevene med 500 mM fosfatbuffer forte til en
redusert PE og ekt RSD for flere av analyttene. Indakaterol nadde ikke lengre kravet satt for
PE ved ekstraksjon fra noen av urinprevene. Clenpenterol skilte seg ut ved at PE okte
betraktelig ved ekstraksjon fra alle urinprevene med unntak av urin 3, hvor PE ikke lenger var
innenfor kravet. Tulobuterol derimot, hadde omtrent den samme PE ved ekstraksjon fra alle

urinene uavhengig om de var fortynnet med fosfatbuffer eller ikke.
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Hensikten med forsegket var 4 se om PE for analyttene ekstrahert fra ulike urinprever ble mer
konstant ved tilsetningen av fosfatbuffer med heoy ionestyrke. Dette var veldig varierende fra
analytt til analytt. Noen analytter fikk mindre variasjon i PE mellom de ulike urinprevene,
noen beholdt omtrent den samme variasjonen som ved ufortynnet urinprever, mens for andre
analytter ble PE mer varierende. Fordi tilsetningen av fosfatbuffer forte til en lavere PE for
flertallet av analyttene (for cimaterol, indakaterol, pirbuterol, prokatero og reproterol sa lav at
PE ikke lengre var innenfor kriteriet), var ikke dette en losning pa problemet med variasjon i

PE for analytter ekstrahert fra forskjellige urinprover.

4.7 Ekstraksjon fra urin tilsatt lik konsentrasjon av alle
beta-2 agonistene

Salmeterol og terbutalin var under metodeoptimaliseringen tilsatt provelesningene i lavere
konsentrasjoner i forhold til de resterende analyttene. De lave konsentrasjonene resulterte i en
respons som ikke var mélbar, og det var dermed nedvendig & utfere PALME hvor salmeterol
og terbutalin var tilsatt prevelosningene 1 heyere konsentrasjoner for & underseke
suksessparameterne. 1 tillegg var det nedvendig 4 se om terbutalin kunne ekstraheres
tilfredsstillende med PALME fra urin, da sammenligningen av den endelige PALME-
metoden med dagens preveopparbeidelse for beta-2 agonister ved Norges laboratorium for
dopinganalyse baserte seg pd sammenligning av kvantitative resultater for terbutalin i

autentiske dopingprever og en kontrollprove.

PALME ble utfort fra bdde urin og 25 mM fosfatbuffer tilsatt de 21 beta-2 agonistene (se
Tabell 3.1) til 50 ng/mL. Resultatet for salbutamol og terbutalin er vist i Tabell 4.8.

Tabell 4.8 PE (%) og RSD (%) for salmeterol og terbutalin ekstrahert fra urin og 25 mM fosfatbuffer

PE (%) (RSD %)
Analytter Urin 25 mM fosfatbuffer
Salmeterol 52 (2) 27 (25)
Terbutalin 21 (22) 76 (6)

Ekstraksjonsbetingelser: prgvelgsning: 1) 225 pL urin og 2) 225 pL 25 mM fosfatbuffer (50 ng/mL) (n = 4).
Vaskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 uL 150 mM TFA.
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

Tabell 4.8 viser at salmeterol ble ekstrahert tilfredsstillende fra urin, men ikke fra 25 mM
fosfatbuffer pa grunn av RSD > 20 %. Motsatt ble terbutalin ekstrahert tilfredsstillende fra 25
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mM fosfatbuffer, men ikke fra urin pa grunn av RSD > 20 %. RSD-verdiene pa 25 og 22 %

kan skyldes tilfeldige variasjoner.

4.8 Metodesammenligning

Den  endelige = PALME-metoden  for  urinprever ble  sammenlignet —med
proveopparbeidelsesmetoden som i dag benyttes for screening og bekreftelsesanalyser av
beta-2 agonister og en rekke andre stoffer ved Norges laboratorium for dopinganalyse.
Metodesammenligningen baserte seg pd sammenligning av kvantitative resultater for

terbutalin 1 autentiske prover og en kontrollprove tilsatt kjent mengde terbutalin.

De autentiske provene og kontrollproven ble ekstrahert med PALME hvor
ekstraksjonsbetingelsene som ble benyttet er oppsummert i Tabell 4.5. Det ble forst gjort en
identifisering av analytten i de tre prevene ved & underseke kromatogrammene for topper med

sammenfallende m/z-verdier, overganger og retensjonstid.

Figur 22-24 viser kromatogrammene for provene ved forventet retensjonstid. Det var tydelig

at terbutalin var til stede 1 alle de tre provene.

K3 [Terbutalin]
x10 5 ]226.1-> 1521
226.1->125.1

451 226.1->107.1

4
3.5
34
2.5+
24
1.5+
14
0.5

Figur 22 Kromatogram for kontrollpreven tilsatt kjent mengde terbutalin

Prove 2 [Terbutalin]
%10 5226.1 -> 152.1
2.54226.1->125.1
2.254226.1->107.1
24
1.75+
1.5+
1.25+
14
0.754
0.5
0.25

05 06 07 08

Figur 23 Kromatogram for autentisk preve 1
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Prove 3 [Terbutalin]
x10 67226.1-> 152.1
3.5/226.1->125.1
226.1->107.1
3,
2.5+
2
1.54
14

0.5 /]

05 06 07 08 09 1 1.1 1.2 13 14 15

Figur 24 Kromatogram for autentisk preve 2

Fempunkts-kalibreringskurven, som ble benyttet for den kvantitative bestemmelse av
terbutalin i de tre provene med PALME-metoden, er vist i Figur 25. I figuren er ratioen for
terbutalin/internstandard plottet mot konsentrasjon og det ble gjort en kvadratisk tilpasning av

kurven.

Terbutalin/ISTD-ratio ble regnet ut for de autentiske prevene og kontrollurinen. Videre ble
estimerte konsentrasjoner av terbutalin bestemt ved hjelp av ligningen i Figur 25: y = -3E-

0,5x% + 0,0209x. Resultat er vist i Tabell 4.9.

y =-3E-05x2 + 0,0209x
4,0 R2=0,986

Terbutalin/ISTD-ratio

0 50 100 150 200 250 300 350
Terbutalinkonsentrasjon (ng/mL)

Figur 25 Fempunkts-kalibreringskurve for terbutalin. Ekstraksjonsbetingelser: standardlgsninger: 225 pL
blankurin tilsatt ISTD til 10 ng/mL og terbutalin til 10, 50, 150, 250 og 350 ng/mL (n = 1). Veeskemembran: 3
pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorlgsning: 50 uL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45
minutter. Ristehastighet: 900 rpm.

82



Resultater og diskusjon

Tabell 4.9 Oversikt over referanselaboratoriets og estimerte terbutalinkonsentrasjoner med tilherende differanse

Dopinelaboratoriets Estimert terbutalin-
Prove P %esul tat konsentrasjon ved Differanse
PALME
Kontrollurin 20,0 7,7 -61,5%
Autentisk prove 1 20,8 4.5 -78,4 %
Autentisk preve 2 300,0 337,8 12,6 %

Tabell 4.9 viser at differansen mellom referanselaboratoriets og estimerte konsentrasjoner for
alle de tre provene var over kriteriet pd + 10 %. Differansen var hoyest for pravene med lavest
konsentrasjon, noe som kan tyde pa at kvantifiseringen ble mindre sikker ved lavere

konsentrasjoner.

Terbutalin, som er en ikke-terskel-analytt, har en MRPL pad 20 ng/mL [25]. En
bekreftelsesmetode for analytten skal derfor med sikkerhet kunne kvantifisere en
konsentrasjon lik analyttens MRPL. Dette forseket viste tydelige at resultatene med den
PALME-metoden ikke kriteriet satt for differanse fra

utviklede tilfredsstilte

referansekonsentrasjonene.

Det kan vere flere arsaker til at resultatene ikke tilfredsstilte kriteriet. En forklaring kan veere
dannelse av ikke-spesifikke bindinger mellom terbutalin og PVDF-membranen, og dermed en
ungyaktig kvantifisering av mengde analytt i preven. Effekten av TOA 1 vaskemembranen
ble vist analyttavhengig (se trinn 1 avsnitt 4.4.1). Om TOA hadde en effekt for terbutalin ble
ikke undersokt, da konsentrasjonen av terbutalin 1 prevelosningene som ble benyttet i dette
forseket var for lav. En annen forklaring pa at resultatene ikke tilfredsstilte kriteriet kan vere
lineariteten. Figur 22 viser at fempunkts-kalibreringskurven ikke var optimal til bruk for
kvantitative analysemetoder, da 1> hadde er verdi < 0,990. Dette kan igjen skyldes dannelse
av ikke-spesifikke bindinger, men ogsd uneyaktig pipettering og andre tilfeldige feil under

trinnene i praveopparbeidelsen.
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4.9 Validering av metoden

Den endelige PALME metoden (se Tabell 4.5 i avsnitt 4.4.5) ble validert for de 21 beta-2
agonistene med ritodrin som ISTD (se Figur 8 og Vedlegg 12). Valideringen ble utfort ved
Norges laboratorium for dopinganalyse etter prosedyre for kvantitativ metodevalidering.
Analyseinstrumentet som ble benyttet var en UHPLC-QqQ som er beskrevet i avsnitt 3.5.2.
Parameterne som ble validert var folgende: selektivitet, linearitet, instrumentpresisjon,

presisjon og neyaktighet, overdrag, gjenvinning og deteksjonsgrense.

4.9.1 Selektivitet

Analysemetodens selektivitet angir dens evne til & identifisere analyttene uten interferens fra
andre substanser 1 preven. I analyse av dopingprever kreves en heay selektivitet for & kunne
utelukke falsk positiv respons som kan resultere i1 falske positive dopingprever. For &
bestemme metodens selektivitet ble det gjort PALME fra ti individuelle kontrollprever og

ekstraktene ble analysert.

Kromatogram for analyttene fra en utvalgt kontrollurin (kontroll 7, se Tabell 3.7) er vist i
Vedlegg 13. Det ble ikke observert signaler fra andre substanser med samme intensitet og
retensjonstid for noen av beta-2 agonistene. I kromatogrammet til internstandarden Ritodrin

ser man tydelig begge overgangene ved forventet retensjonstid.

4.9.2 Linearitet

Lineariteten for analyttene ble bestemt pa hver valideringsdag (totalt tre) ved hjelp av en
fempunkts-kalibreringskurve (se Tabell 3.23). Kurvene for hver analytt finnes i Vedlegg 14,

mens tilherende regresjonskoeffisienter (r*) er oppgitt i Tabell 4.10.

En 2 > 0,990 indikerer en god korrelasjon mellom analyttens konsentrasjon i preven og
detektorrespons, og dermed god linearitet for kalibreringskurven. R? ber helst ha en verdi >
0,990, spesielt ndr metoden skal benyttes til kvantifisering [11]. Avhengig av metodens
formal kan en lavere korrelasjonskoeffisient aksepteres. Kriteriet satt ved Norges laboratorium

for dopinganalyse for kvantitative valideringsmetoder var r* > 0,985.
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Tabell 4.10 Linearitet (r?) for analyttene ved hver av de tre valideringsdagene

Linearitet (R?)
Analytter Dag 1 Dag 2 Dag 3
Bambuterol 0,963 0,918 0,992
Brombuterol 0,982 0,928 0,881
Cimaterol 0,999 0,984 0,965
Cimbuterol 0,994 0,991 0,992
Clenpenterol 0,991 0,945 0,865
Clenproperol 0,966 0,998 0,982
Fenoterol 0,968 0,981 0,916
Formoterol 0,981 0,971 0,966
Higenamin 0,995 0,997 0,971
Indakaterol 0,995 0,924 0,948
Mabuterol 0,998 0,973 0,930
Mapenterol 0,991 0,951 0,883
Olodaterol 0,988 0,999 0,989
Pirbuterol 0,996 0,997 0,959
Prokaterol 0,996 0,993 0,989
Reproterol 0,992 0,999 0,351
Salbutamol 0,980 0,989 0,940
Salmeterol 0,987 0,971 0,966
Terbutalin 0,990 0,990 0,889
Tulobuterol 0,940 0,995 0,968
Vilanterol 0,995 0,991 0,965

Ekstraksjonsbetingelser: standardlgsninger: se Tabell 3.9. Vaeskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP
0g 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm.
n=1

Korrelasjonskoeffisienten for en analytt wvarierte 1 stor grad mellom de ulike
valideringsdagene, og kun cimbuterol, olodaterol og prokaterol hadde r* > 0,985 ved hver av
de tre dagene. Som Tabell 4.10 viser, var r* for et flertall av analyttene lavere ved
valideringsdag 3 (fire av 21 analytter innenfor kriteriet) sammenlignet med valideringsdag 2
(elleve av 21 analytter innenfor kriteriet). R? for et flertall av analyttene fra valideringsdag 2
var igjen lavere sammenlignet med de fra valideringsdag 1 (14 av 21 analytter innenfor
kriteriet). En mulig forklaring pa denne variasjonen kan vaere lavere instrumentpresisjon ved
valideringsdag 2 og 3. En annen mulig forklaring kan vare lavere linearitet pa grunn av
degradering av analyttene da ekstraktene fra valideringsdag 2 ble fryst over ett dogn for de ble

satt til analyse, mens ekstraktene fra valideringsdag 3 ble fryst i to degn.
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Fra tidligere arbeid gjort med kommersielt tilgjengelig PALME-utstyr har ikke-lineer data
ofte vart et resultat av dannelse av ikke-spesifikke bindinger mellom analytt og PVDF-
materiale 1 membranen. Dette speiler seg ofte i s-formede linearitetskurver, noe man ser

tydelig for flere av analyttene i Vedlegg 14.

Siden variasjonen mellom dagene var betydelig stor forteller det at kvantifiseringen av

analyttene kan bli upresis.

4.9.3 Instrumentpresisjon

Den instrumentelle presisjonen beskriver graden av overensstemmelse mellom uavhengige
analyseresultater som er fremkommet ved at prosedyren er repetert. Presisjonen avhenger kun
av fordelingen av tilfeldige feil i analysen og uttrykkes som analyseresultatenes relative
standardavvik (RSD), hvor en god presisjon synliggjeres av lav RSD. Instrumentpresisjon ble
bestemt ved & injisere samme ekstraktet fra en kontrollpreve flere ganger etter hverandre og
beregne fordelingen av tilfeldige feil mellom injeksjonene. Avhengig av om analytten var en
terskel- eller ikke-terskel-analytt forekom kontrollprevene for analytten pa ulikt antall
konsentrasjonsnivaer og antall injeksjoner var dermed forskjellig (se avsnitt 3.13.3). For
terskel-analyttene ble den instrumentelle presisjonen bestemt ved ett konsentrasjonsniva,
mens for ikke-terskel-analyttene ble den bestemt ved tre konsentrasjonsnivaer. Resultatet for

terskel-analytter og ikke-terskel-analytter er vist i henholdsvis Tabell 4.11 og Tabell 4.12.

Tabell 4.11 Instrumentpresisjon for terskel-analytter

Analytter Konsentrasjon (ng/mL) RSD (%)
Formoterol 40 6,71
Salbutamol 1000 2,00

Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsninger: 225uL av kontroll 7 (se Tabell 3.7) (formoterol 80 ng/mL og
salbutamol 2000 ng/mL). Veeskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w).
Akseptorfase: 100 uL 150 mM TFA. Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm.n =1

For terskel-analytter skal instrumentpresisjonen aldri overstige den maksimale tillatte
maleusikkerheten (uc max) til instrumentet, som er definert av WADA [24]. Méleusikkerheten
for formoterol og salbutamol er henholdsvis 15 og 10 %. Tabell 4.12 viser at terskel-
analyttene ikke oversteg uc Max, 0g instrumentpresisjonen var dermed innenfor WADAs

kriterier.
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Tabell 4.12 Instrumentpresisjon for ikke-terskel-analytter

RSD (%)
Konsentrasjonsniva (ng/mL)

Analytter 10 20 30

Bambuterol 1,02 1,95 2,83
Brombuterol 4,89 2,63 5,65
Cimaterol 435 4,65 2,61

Cimbuterol 2,11 0,86 2,22
Clenpenterol 4,46 1,98 4,27
Clenproperol 0,52 1,64 20,71
Fenoterol 2,50 2,11 4,61

Higenamin 2,59 3,53 3,48
Indakaterol 3,03 3,58 9,35
Mabuterol 2,84 3,28 3,88
Mapenterol 3,36 2,42 2,10
Olodaterol 2,60 0,74 3,47
Pirbuterol 1,76 3,94 1,98
Prokaterol 3,78 2,31 4,19
Reproterol 7,86 2,26 3,29
Salmeterol 3,44 5,37 5,39
Terbutalin 2,46 4,66 2,17
Tulobuterol 2,07 2,11 13,48
Vilanterol 2,91 3,36 4,22

Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsninger: 225uL av kontroll 7 (se Tabell 3.7) (10, 20 og 40 ng/mL).
Vaeskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA.
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm.n =1

Ikke-terskel-analytter har ingen bestemte krav for godkjenning av instrumentpresisjon, men
den tas med i vurderingen av metodens egnethet til a4 lose den aktuelle analytiske
problemstillingen. RSD var for alle ikke-terskel-analytter < 15 %. Unntaket var clenproperol

som hadde RSD pé 20,7 %.

4.9.4 Presisjon og noyaktighet

Presisjonen angir spredningen i analyseresultatene og er i denne oppgaven rapportert som
prosent relativt standardavvik (RSD). En god presisjon reflekteres i1 lavt relativt standardavvik
[11]. Neyaktigheten angir avviket mellom referanseverdien (den sanne verdien) og det
gjiennomsnittlige analyseresultatet (estimert verdi). I denne oppgaven rapporteres

neyaktigheten som relativ neyaktighet, altsd prosent avvik i forhold til sann verdi [11].
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Presisjon og neyaktighet ble for analyttene beregnet innen serier utfort pd en dag og mellom

serier utfort over tre dager, som beskrevet i avsnitt 3.13.4.

Bédde innen og mellom serier skal presisjonen og neyaktigheten for terskel-analyttene aldri
overstige sine uc Max-verdier (formoterol 15 % og salbutamol 10 %). Det samme gjelder for
neyaktighet. For ikke-terskel-analytter er det ikke satt noen spesifikke krav til godkjenning av
presisjon, verken innen eller mellom serier, men pa lik linje som instrumentpresisjonen, tas
presisjonen med 1 vurderingen av metodens egnethet til & lose den aktuelle analytiske
problemstillingen. I dette tilfellet ble det satt et krav til presisjon pd < 15 %. For ikke terskel-

analytter ber negyaktigheten ikke overskride + 25 % i konsentrasjonsomradet som er definert.

Presisjon og noyaktighet — innen serie variasjon

Resultatet for presisjon og neyaktighet innen serie er for terskel-analytter og ikke-terskel-
analytter presentert 1 henholdsvis Tabell 4.13 og Tabell 4.14, sammen med teoretiske og
malte konsentrasjoner.

Tabell 4.13 Presisjon (%) og neyaktighet (%) for terskel-analytter innen serier (teoretiske og malte
konsentrasjoner er oppgitt i ng/mL)

Kontroller

Teoretisk 40

Malt 56
Formoterol —

Presisjon 27

Noyaktighet 41

Teoretisk 1000

Malt 1550
Salmbutamol —

Presisjon 46

Noyaktighet 55

Ekstraksjonsbetingelser: prevelgsninger: 225 pL av kontrollprevene i gruppe 3 og 4 (se Tabell 3.10).
Vaskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 uL 150 mM TFA.
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm.n =1

Tabell 4.14 Presisjon (%) og neyaktighet (%) for ikke-terskel-analytter innen serier (mélte konsentrasjoner er
oppgitt i ng/mL)

Kontroller
Teoretisk konsentrasjon 10 ng/mL 20 ng/mL 40 ng/mL
Malt 12 43 49
Bambuterol Presisjon 42 90 29
Noyaktighet 19 113 22
Milt 8 16 46
Brombuterol | Presisjon 73 130 23
Noyaktighet -20 -19 15
Milt 12 21 46
Cimaterol Presisjon 20 36 20
Noyaktighet 17 7 15
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Malt 11 26 48
Cimbuterol Presisjon 21 16 11
Noyaktighet 14 28 20
Malt 9 27 42
Clenpenterol | Presisjon 38 14 24
Noyaktighet -10 36 6
Malt 8 18 45
Clenproperol | Presisjon 23 22 20
Noyaktighet -19 13 12
Malt 8 18 45
Fenoterol Presisjon 48 75 37
Noyaktighet -16 -10 12
Malt 10 19 47
Higenamin Presisjon 11 45 9
Noyaktighet -2 -7 18
Malt 11 27 43
Indakaterol Presisjon 102 51 48
Neyaktighet 6 37 8
Malt 10 29 45
Mabuterol Presisjon 31 20 23
Noyaktighet 1 46 12
Malt 10 25 41
Mapenterol Presisjon 53 25 21
Noyaktighet 4 25 3
Malt 12 36 49
Olodaterol Presisjon 34 46 23
Noyaktighet 19 81 23
Malt 10 18 43
Pirbuterol Presisjon 11 31 17
Noyaktighet 3 -8 6
Malt 10 22 48
Prokaterol Presisjon 37 36 60
Noyaktighet 1 9 19
Malt 10 35 45
Reproterol Presisjon 15 84 19
Noyaktighet 3 75 12
Malt 21 27 50
Salmeterol Presisjon 68 62 24
Neyaktighet 115 33 25
Malt 8 16 37
Terbutalin Presisjon 29 23 23
Noyaktighet -15 -18 -9
Malt 9 31 50
Tulobuterol Presisjon 40 30 26
Noyaktighet -11 53 26
Malt 17 33 51
Vilanterol Presisjon 35 23 22
Noyaktighet 69 66 27

Ekstraksjonsbetingelser: prevelgsninger: 225 pL av kontrollprevene i gruppe 1, 2 og 3 (se Tabell 3.10).
Veeskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA.

Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm. n =1

Det var tydelig at bade presisjonen og neyaktigheten for begge terskel-analyttene oversteg

sine uc Max. De 19 ikke-terskel-analyttene ble malt ved tre konsentrasjonsnivaer, noe som totalt

utgjorde 57 malinger. En oversikt over fordelingen av malingene er listet opp pa neste side:
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Ved fem av mdlingene var presisjon og negyaktighet innen for kravet pa henholdsvis <
15%0g<+25%

e Ved én av milingene var presisjonen innenfor kravet, men ikke neyaktigheten

e Ved 38 av mélingene var ngyaktigheten innenfor kravet, men ikke presisjonen

e Ved 13 av mélingene var verken presisjonen eller ngyaktigheten innenfor kravet

For et flertall av mélingene var altsd neyaktigheten innenfor kravet, men ikke presisjonen.
Dette tyder pa at spredningen i resultatet var stor, men at resultatet likevel ikke var langt unna
teoretisk verdi. Ingen av terskel-analyttene hadde en presisjon eller neyaktighet innenfor
kravet ved gitt konsentrasjonsnivd. Som en oppsummering viste resultatet altsa en for stor

variasjon innen serier og resultatene ble ikke ansett som akseptable.

Presisjon og noyaktighet — mellom serie variasjon
Resultatet for presisjon og neyaktighet mellom serie er for terskel-analytter og ikke-terskel-
analytter presentert i henholdsvis Tabell 4.15 og Tabell 4.16, sammen med teoretisk og malte

konsentrasjoner.

Tabell 4.15 Noyaktighet (%) og presisjon (RSD (%) for terskel-analytter mellom serier (teoretiske og malte
konsentrasjoner er oppgitt i ng/mL).

Kontroller

Teoretisk 40

Malt 44
Formoterol —

Presisjon 43

Noyaktighet 9

Teoretisk 1000

Malt 1825
Salbutamol —

Presisjon 37

Noyaktighet 83

Ekstraksjonsbetingelser: provelgsninger: 225 pL av kontrollprevene i gruppe 3 og 4 (se Tabell 3.10).
Vaskemembran: 3 uL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 uL 150 mM TFA.
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm.n =1

Tabell 4.16 Noyaktighet (%) og presisjon (RSD (%)) for ikke-terskel-analytter mellom serier (malte
konsentrasjoner er oppgitt i ng/mL).

Kontroller
Teoretisk konsentrasjon 10 ng/mL 20 ng/mL 40 ng/mL
Malt 12 32 52
Brombuterol | Presisjon 45 74 39
Noyaktighet 19 59 31
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Milt 11 22 44
Bambuterol Presisjon 21 37 5
Noyaktighet 13 10 10
Milt 10 22 49
Cimaterol Presisjon 27 31 21
Noyaktighet 3 10 24
Milt 10 24 49
Cimbuterol Presisjon 33 20 20
Noyaktighet 1 20 23
Milt 12 25 42
Clenpenterol | Presisjon 29 21 25
Noyaktighet 17 24 5
Malt 9 22 45
Clenproperol | Presisjon 21 16 16
Noyaktighet -7 7 12
Milt 9 24 48
Fenoterol Presisjon 56 45 32
Noyaktighet -13 22 19
Malt 9, 21 51
Higenamin Presisjon 19 25 12
Noyaktighet -9 3 28
Milt 12 23 39
Indakaterol Presisjon 58 46 39
Noyaktighet 22 15 -2
Milt 12 25 43
Mabuterol Presisjon 24 23 24
Noyaktighet 18 27 8
Milt 14 26 44
Mapenterol Presisjon 46 27 28
Neyaktighet 41 32 11
Milt 11 28 49
Olodaterol Presisjon 33 43 27
Noyaktighet 10 40 21
Milt 9 19 45
Pirbuterol Presisjon 23 25 23
Noyaktighet -7 -5 13
Milt 11 23 50
Prokaterol Presisjon 31 36 37
Noyaktighet 11 15 26
Malt 6 28 61
Reproterol Presisjon 123 65 38
Noyaktighet -43 39 51
Malt 16 24 48
Salmeterol Presisjon 59 41 27
Noyaktighet 60 21 19
Milt 9 21 40
Terbutalin Presisjon 38 41 32
Noyaktighet -12 7 0
Milt 10 27 49
Tulobuterol Presisjon 38 29 26
Noyaktighet 0 34 23
Milt 15 27 48
Vilanterol Presisjon 30 26 25
Noyaktighet 46 37 19

Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsninger: 225 yL av kontrollprgvene i gruppe 1, 2 og 3 (se Tabell 3.10).
Vaskemembran: 3 uL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 uL 150 mM TFA.
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm.n =1
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For terskel-analyttene var variasjonen mellom seriene hgy da presisjonen for begge analyttene
og negyaktigheten for salbutamol var flere prosentpoeng over sine uc max-verdier. For
formoterol var neyaktigheten innenfor kravet (9 %), men en god neyaktighet alene, uten lav
RSD, vil ikke kunne gi sikker data. En oversikt over de 57 malingene for ikke-terskel-
analyttene er vist under:

e Ved én av mdlingene var presisjon og neyaktighet innenfor kravet pd henholdsvis < 15

% 0og <+25%
e Ved én av milingene var presisjonen innenfor kravet, men ikke neyaktigheten
e Ved 41 av malingene var noyaktigheten innenfor kravet, men ikke presisjonen

e Ved 14 av mélingene var verken presisjonen eller ngyaktigheten innenfor kravet

Likt som for innen serie variasjon hadde flertallet av malingene en neyaktighet, men ikke en
presisjon som oppfylte kravet. I dette tilfellet var det kun en av mélingene som tilfredsstilte

begge kravene. Resultatet for mellom serie variasjon ble heller ikke ansett som akseptable.

4.9.5 Overdrag

Overdraget for en analysemetode beskriver hvor stor grad det vil finnes spor av en positiv
prove i en etterfelgende prove. Blankprever ble analysert etter kontrollprover tilsatt terskel-
analytter til konsentrasjon lik terskel-verdi, og ikke-terskel-analytter til konsentrasjon 40
ng/mL. Det ble gjort en visuell inspeksjon av kromatogrammene for & se etter topper ved
analyttenes retensjonstider. Ingen topper ble observert og det var dermed ikke tegn til

overdrag for verken internstandarden eller analyttene.

4.9.6 Gjenvinning

Gjenvinning beskriver prosentandelen av total mengde analytt i preven som detekteres med
analysemetoden. Gjenvinning ble bestemt ved 4 sammenligne 100 % signalet fra analytter
tilsatt ekstrakter etter PALME, med signalet fra analytter ekstrahert fra urinprever med

PALME.

Til standardene som skulle gi 100 %-signal ble det tilsatt 4,5 gang for lite analytt. Det vil si at
den reelle gjenvinningen i realiteten var 4,5 ganger lavere enn den beregnede. Dette ble derfor

tatt hoyde for ved 4 dele de beregnede gjenvinninger pa 4,5. Gjenvinningen for terskel-
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analyttene og gjennomsnittet av de tre gjenvinningene for ikke-terskel-analyttene med

tilherende RSD er vist i Tabell 4.17.

Tabell 4.17 Gjenvinning (%) og RSD (%) for terskel- og ikke-terskel-analytter

Gjenvinning (%) RSD (%)
Terskel-analytter
Bambuterol 17 11
Brombuterol 46 23
Cimaterol 16 15
Cimbuterol 35 12
Clenpenterol 45 19
Clenproperol 83 16
Fenoterol 38 17
Higenamin 41 13
Indakaterol 14 22
Mabuterol 45 19
Mapenterol 31 31
Olodaterol 58 15
Pirbuterol 38 18
Prokaterol 20 17
Reproterol 0 12
Salmeterol 75 26
Terbutalin 18 43
Tulobuterol 83 16
Vilanterol 84 17
Ikke-terskel-analytter
Formoterol 39
Salbutamol 9 3

Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsninger:

225uL av kontrollprevene i gruppe 1-4 (se Tabell 3.10).

Veeskemembran: 3 pL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA.
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm. n =1

Kun fem av analyttene tilfredsstilte kravet om > 50 % gjenvinning. En lavere gjenvinning kan

aksepteres dersom kravene til selektivitet, linearitet, presisjon og neyaktighet oppfylles.

Selektiviteten var den eneste parameteren som kunne aksepteres i1 dette tilfellet og kravet om

> 50 % gjenvinning ble dermed nedvendig. Dette forseket kunne med fordel gjores pa nytt, da

beregningen er upresis pd grunn av de store forskjellene i analyttkonsentrasjon mellom

prevelesning og standard.
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4.9.7 Kvantifiseringsgrense

Kvantifiseringsgrensen (LOQ) ble bestemt ved den laveste analyttkonsentrasjonen som med
en akseptabel presisjon kunne bestemmes med analysemetoden. Kvantifiseringsgrensen ble
bestemt for de fire analyttene som hadde en gjenvinning over kravet pd 50 % (se avsnitt

4.9.6). Analyttenes LOQ med tilherende presisjon (RSD %) er vist 1 Tabell 4.18.

Tabell 4.18 Kvantifiseringsgrense (ng/mL) og RSD (%) for analytter med gjenvinning > 50 %

LOQ (ng/mL) RSD (%)
Clenpenterol 0,1 15
Olodaterol 0,1 11
Salmeterol - -
Tulobuterol 0,1 6
Vilanterol 0,1 14

Standardlesninger ble tilsatt analytter fra arbeidslesning 3, og konsentrasjonen av salmeterol
var dermed tusen ganger lavere enn konsentrasjonen til de resterende analyttene. I
standardlesningen med det hoyeste konsentrasjonsnivaet (100 ng/mL) var konsentrasjonen av
salmeterol 0,1 ng/mL. Ingen mélbare signaler ble registrert vet dette konsentrasjonsnivaet og

kvantifiseringsgrensen for denne analytten ble dermed ikke bestemt.
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S Konklusjon

I denne oppgaven ble mikroekstraksjonsteknikken PALME for forste gang demonstrert for
preveopparbeidelse av en rekke beta-2 agonister fra badde vandige prevelesninger og
urinprover. Ekstraktene ble injisert direkte pa LC-MS instrumentet etter ekstraksjon.
Avhengig av type provelesning i donorbrennene, ble to forskjellige LC-MS instrumenter
benyttet: UHPLC-ITMS for ekstrakter fra vandige prover og UHPLC-QqQ for ekstrakter fra

urinprover.

Det ble forst utviklet en LC-MS/MS metode for kvantifisering av ti beta-2 agonister. Fordi
kun atte av disse analyttene var tilgjengelig i mélbare konsentrasjoner, ble en PALME-metode
for disse analyttene optimalisert for vandige provelesninger. Ekstraksjonsparameterne i denne
metoden viste seg ogsd & vare de som ga mest optimale resultater for ekstraksjon fra
urinprever blant de parameterne som ble testet ut. Det ble ekstrahert og analysert to autentiske
prover og en kontrollurin for vurdering av metodens egnethet til kvantitativ analyse.

Avslutningsvis ble det utfort en kvantitativ validering av den optimaliserte PALME-metoden.

Optimalisering av parameterne for ekstraksjon ga folgende prosedyre som resultat: Analyttene
ble ekstrahert fra en provelosning med volum lik 225 pL. Den organiske vaskemembranen
besto av 3 uL diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w), mens akseptorfasen var en
losning pa 50 pL av 150 mM TFA. Ekstraksjonen ble fremmet ved risting pa 900 rpm som
pagikk i 45 minutter.

Gjennom optimaliseringsforsekene for urinprever var det tydelige forskjeller i
prosesseffektivitet mellom analyttene. 13 av 19 analytter tilfredsstilte kravet satt for
prosesseffektivitet og RSD under optimaliseringsforsekene. Det var ogsd en betydelig
forskjell i prosesseffektivitet for en analytt ekstrahert fra forskjellige urinprover. Et forsek pé

a utjevne denne forskjellen ved utsalting av prevelgsningene var ingen suksess.

Metodesammenligningen som ble utfort for & vurdere metodens egnethet til kvantitativ
analyse baserte seg pd sammenligning av det kvantitative resultatet for terbutalin i to
autentiske prover og i en kontrollurin, med det kvantitative resultatet oppnddd med
referanselaboratoriets preoveopparbeidelsesmetode. Resultatene fra PALME-metoden viste

konsentrasjoner 1 samme storrelsesorden som resultatene fra referanselaboratoriet, men
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differansen mellom resultatene var langt sterre enn = 10 %, spesielt ved de laveste

konsentrasjonene. Resultatet ble derfor ikke ansett som tilfredsstillende.

Resultatene fra selektivitet, instrumentpresisjon og overdrag fra metodevalideringen var
tilfredsstillende. Resultatene fra linearitet, presisjon og neyaktighet derimot, tilfredsstilte ikke
kriteriene som var satt. Heoye RSD-verdier ga utrykk for lav presisjon og lave
korrelasjonskoeffisienter for et flertall av analyttene fortalte at sammenhengen mellom den
detekterte responsen og konsentrasjonen i proven var lav. Kun fem av analyttene tilfredsstilte
kravet til gjenvinning. Valideringen kunne med fordel blitt repetert med flere paralleller bade

1 beregning av linearitet, presisjon og neyaktighet for 4 ta heyde for eventuelle tilfeldige feil.

I et fremtidig perspektiv vil det vaere av stor interesse & videreoptimalisere PALME-metoden
for urinprever, for & oppna en tilfredsstillende ekstraksjon av alle beta-2 agonistene. Det vil
ogséd vere et behov for & utjevne forskjellene i prosesseffektivitet for en analyttene ekstrahert
fra forskjellige urinprover. I tillegg mé resultatene fra metodevalideringen tilfredsstilles for
PALME eventuelt kan brukes som preveopparbeidelse av urinprever i en dopinganalyse-
sammenheng. For at metoden skal kunne brukes i rutinemessige dopingkontroller mé den
tilpasses analytter med et stort spenn i fysikalsk-kjemiske egenskaper, da det er normalt &

foreta en felles proveopparbeidelse for en rekke analytter.
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Vedlegg

Vedlegg 1: Ulike veeskemembran-donorfase-kombinasjoner ved PALME fra vandige

provelesninger
PE (%) (RSD %)
20 mM CHOOH 25 mM fosfatbuffer 10 mM NaOH
151:;: ,]l?gilp 15 % DEHP 151:;: ]T)SZIP 15 % DEHP 151:;: ]T)SZIP 15 % DEHP

Diheksyleter
Pirbuterol * 34 (7) * * 77 (17) 93 (13)
Salbutamol | * * 115 (4) * * 37 (20)
Higenamin * * * 74 (17) * *
Formoterol 32 (17) 39 (6) * 79 (4) 94 (11) 98 (11)
Brombuterol | 50 (9) 45 (8) 96 (4) 69 (15) 53(9) 54 (15)
Olodaterol * 26 (7) * 68 (7) 88 (14) 80 (14)
Indakaterol | * * 27 (8) * * *
Vilanterol * 27 (10) 104 (7) 62 (5) 50 (12) 42 (6)
Undekanol
Pirbuterol 12 (4) 18 (8) * 41 (7) 51 (13) 75 (7)
Salbutamol | * * * 32 (8) * 48 (15)
Higenamin * 11 (8) * 67 (9) * *
Formoterol | 25 (5) 30 (13) * 46 (13) 55 (19) *
Brombuterol | 34 (9) 36 (17) * 35 (20) * 51 (19)
Olodaterol 25 (11) 31 (21) * 39 (15) 39 (11) 62 (13)
Indakaterol | * * * * * *
Vilanterol 11 (18) * * * * 23 (19)
Undekanon
Pirbuterol * * 100 (9) * 107 (14) *
Salbutamol | * * 91 (8) * 58 (10) 75 (11)
Higenamin 20 (7) 22 (2) * * * *
Formoterol | 49 (5) 48 (2) 64 (14) 102 (11) * 83 (18)
Brombuterol | 24 (6) 21 (7) * 18 (16) * 32 (3)
Olodaterol 38 (4) 37 (1) 57 (15) 70 (19) 68 (10) 73 (3)
Indakaterol | * * * * * *
Vilanterol 17 (4) 14 (3) * 31 (10) 35(19) 28 (8)

* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt for optimaliseringsforsgkene
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Vedlegg 2: PE (%) og RSD (%) ved PALME fra vandige prevelosninger med og uten 1

% TOA (w/w) i veskemembranen

PE (%) (RSD %)

Vaskemembran med 1 % TOA

Konsentrasjonsrekke (ng/mL)

Analytter 10 50 150 300 500 600 800 1000
Pirbuterol 94 (8) 89 (5) 96 (15) 109 (6) * 104 (20) | 92 (7) 86 (7)
Salbutamol | 83 (11) 85 (7) 90 (17) 105 (10) | * * 72 (19) *
Higenamin 76 (3) 85(2) 105 (1) 117 (4) * 122 (15) | 101 (6) 101 (3)
Formoterol * 110 (1) * * * * 112 (4) 113 (3)
Brombuterol | 66 (10) 71(7) 81 (7) 83 (10) * * 67 (18) *
Olodaterol 105 (6) 88 (4) 101 (3) 106 (5) * 116 (13) | 89 (11) 94 (5)
Indakaterol | * * * 14 (14) * * * *
Vilanterol * 88 (7) 80 (7) 91 (5) * 84 (15) 59 (10) 72 (10)

Vaskemembran uten 1 % TOA

Konsentrasjonsrekke (ng/mL)

Analytter 10 50 150 300 500 600 800 1000
Pirbuterol * 31(15) * * * * * *
Salbutamol * 50 (15) * * * * * *
Higenamin * 61 (11) * * * 81 (15) * *
Formoterol | * * 104 (17) | * * * 116 (20) | *
rombutero
Bromb 1| * 92 (9) * 77 (19) 72 (19) 80 (8) 66 (13) 76 (15)
Olodaterol * 89 (10) 54 (19) * * 98 (7) * *
Indakaterol | * * * * * * * *
Vilanterol * 90 (7) 34 (18) * * 72 (7) * *

* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt for optimaliseringsforsgkene
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Vedlegg 3: PE (%) med tilherende RSD (%) for PALME fra vandige provelosninger
med 150 mM TFA med og uten 25 % DMSO som akseptorfase
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#1150 mM TFA med 25% DMSO 150 mM TFA
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Vedlegg 4: PE (%) og RSD (%) for PALME f{ra vandige prover ved ulike

ekstraksjonstider
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=== Brombuterol ==@== Olodaterol e====Indacaterol e=====Vilanterol

A: PE (%) som funksjon av ekstraksjonstid

RSD (%)
Ekstraksjonstid (minutter)
Analytter 5 20 45 60 90 120 180
Pirbuterol >20 8 2 9 2 2 2
Salbutamol >20 >20 6 15 5 3 2
Higenamin >20 >20 8 11 4 3 3
Formoterol >20 20 10 8 4 4 3
Brombuterol >20 >20 7 16 10 6 5
Olodaterol >20 >20 2 8 3 6 6
Indakaterol >20 >20 17 16 >20 >20 9
Vilanterol >20 >20 3 10 11 12 >20

B: RSD (%) for analyttene ved de ulike ekstraksjonstidene
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Vedlegg 5: PE (%) med tilherende RSD (%) ved fire ulike betingelser for urinprever

PE (%) (RSD %)

Ubehandlet

pH-justering +

Analytter urin pH-justerin Fortynning fortynning Blankurin
Bambuterol 15 (10) 20 (3) 11 (10) 23 (7) NA
Brombuterol | 26 (13) 20 (10) 22 (13) 18 (19) NA
Cimaterol * 12 (2) 11(8) 17 (3) NA
Cimbuterol 25(5) 28 (3) 23 (7) 30 (4) NA
Clenpenterol | 26 (13) 20 (12) 24 (12) 17 (16) NA
Clenproperol | 60 (6) 59 (12) 61 (7) 55 (7) NA
Fenoterol 28 (5) 36 (8) 20 (9) 34 (10) NA
Formoterol 58 (8) 51(7) 47 (6) 52 (15) NA
Higenamin 19 (4) 26 (8) 18 (11) 32 (8) NA
Indakaterol * * 11 (14) * NA
Mabuterol 23 (7) 21(3) 23 (8) 19 (13) NA
Mapenterol * * 10 (17) * NA
Olodaterol 68 (4) 59 (5) 55(12) 52 (9) NA
Pirbuterol 45 (7) 56 (6) 56 (7) 64 (6) NA
Prokaterol * * * 13 (6) NA
Reproterol * * * * NA
Salbutamol * * * 11 (15) NA
Tulobuterol 34 (5) 34 (4) 38 (4) 32 (1) NA
Vilanterol 41 (5) 38 (10) 44 (7) 33 (14) NA

NA = ikke tilgjengelig p& grunn av ingen méalbare signaler
* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt for optimaliseringsforsgkene
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Vedlegg 6: Problem knyttet til lavere PE med urin som donorfase

Da 25 mM fosfatbuffer ble erstattet med urin som prevelesning for PALME var det tydelig at
PE for samtlige analytter ble redusert, mens det var ingen tydelige forskjeller i RSD. Et
forsek hvor urinprever bade ble pH-justert og fortynnet for & studere en eventuell gkning i PE
er beskrevet 1 avsnitt 4.5.1, men ingen av disse betingelsene bidro til mer optimale verdier for
suksessparameteren. Det var derfor enskelig a studere narmere hvorfor PE for analytter
ekstrahert fra urinprever ble lavere. Et forsek pa & tilsette kjente urinkomponenter til 25 mM
fosfatbuffer ble gjort for 4 studere en eventuell nedgang 1 PE. PALME ble utfert etter
prosedyren oppsummert i Tabell 4.5. En oversikt over de ulike komponentene med tilherende

betingelser og resultater for PE og RSD er vist i figurene nedenfor. Resultatet er kun vist for

de analyttene som hadde 10 % < PE < 120 % og RSD < 20 %.
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m Fosfatbuffer Fosfatbufter med 2,5 % NaCl u Fosfatbuffer med 20 ng/mL urea
Fosfatbuffer med 0,2 mM kolinsyre ® Fosfatbuffer med 20 mM kolinsyre ® Fosfatbuffer med 50 mM kolinsyre
Negativ urinkontroll Urin
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m Fosfatbuffer Fosfatbuffer med 2,5 % NaCl u Fosfatbuffer med 20 ng/mL urea
Fosfatbuffer med 0,2 mM kolinsyre ® Fosfatbuffer med 20 mM kolinsyre B Fosfatbuffer med 50 mM kolinsyre

Negativ urinkontroll Urin
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120%
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0%
Pirbuterol Prokaterol Reproterol Salbutamol Tulobuterol Vilanterol
m Fosfatbuffer Fosfatbufter med 2,5 % NaCl u Fosfatbuffer med 20 ng/mL urea

Fosfatbuffer med 0,2 mM kolinsyre ® Fosfatbuffer med 20 mM kolinsyre ® Fosfatbuffer med 50 mM kolinsyre

Negativ urinkontroll Urin

Den negative urinkontrollen inneholdt ikke kreatinin. Bade salt, urea og
kolinsyrekonsentrasjonene som ble benyttet i dette forseket var betydelig hayere enn de reelle
konsentrasjonene som finnes 1 urin. Dette forseket ga derfor ingen god indikasjon pa hvordan
de ulike komponentene spiller inn pa analyttenes PE ved PALME. Forsgket kunne derfor med

fordel blitt gjort pa nytt med reelle konsentrasjoner av de ulike komponentene.
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Vedlegg 7: PE (%) med tilherende RSD (%) ved PALME fra urin med ulike

akseptorfaser

PE (%) (RSD %)
Analytter 150 mM TFA 150 mM maursyre
Bambuterol 14 (3) *
Brombuterol 24 (6) *
Cimaterol * 12 (3)
Cimbuterol 23 (3) 31(4)
Clenpenterol 25(7) *
Clenproperol 56 (4) 33 (6)
Fenoterol 24 (5) 52 (7)
Formoterol 51(3) 27 (3)
Higenamin 17 (3) 42 (2)
Indakaterol * *
Mabuterol 24 (3) *
Mapenterol 10 (6) *
Olodaterol 57 (11) 53 (4)
Pirbuterol 37(7) 29 (10)
Prokaterol * 11(5)
Reproterol * *
Salbutamol * *
Tulobuterol 31 (2) 16 (16)
Vilanterol 38(7) 26 (3)

* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt for optimaliseringsforsgkene
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Vedlegg 8: PE (%) med tilhorende RSD (%) som funksjon av ekstraksjonstid ved
PALME fra urin

70%
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A: PE (%) som funksjon av ekstraksjonstid for analytter -0,7 <log P < 2,0
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B: PE (%) som funksjon av ekstraksjonstid for analytter 2,0 <log P <3,7
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RSD (%)
Ekstraksjonstid (minutter)

Analytter 5 20 45 60 90 120 180
Bambuterol * 8 9 5 4 11 6
Brombuterol * 7 10 7 7 17 8
Cimaterol * * * * * * *
Cimbuterol 12 6 3 4 3 6 3
Clenpenterol * 14 8 5 6 13 6
Clenproperol 9 5 3 4 3 7 *
Fenoterol 11 10 6 4 6 18 7
Formoterol * * 3 4 9 8 6
Higenamin 10 6 7 4 4 12 8
Indakaterol * * 15 10 13 18 18
Mabuterol * * 7 4 4 14 *
Mapenterol 8 9 19 12 13 * 10
Olodaterol 12 6 5 5 6 7 5
Pirbuterol 19 9 ) 3 ) 5 4
Prokaterol 12 11 3 2 7 5 11
Reproterol * * * * * * *
Salbutamol * * * * * * *
Tulobuterol * 15 2 1 2 4 2
Vilanterol 19 11 4 2 2 6 7

C: RSD (%) som funksjon av ekstraksjonstid
* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt for optimaliseringsforsgkene
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Vedlegg 9: PE (%) og RSD (%) ved PALME fra urin med ti forskjellige

vaskemembraner
PE (%) (RSD %)
Vaskemembraner

- . 5 5 S S

$9 | 55| 35| 395 B3| Bag| 25| 255 255 4%

2| BSS o | o8 g5 g B | B 2RSS 2SS

2o | Be~| Ba|g2~| g2 | g2 Puo|Se~| So-|Se-
Analytter 2 =
Bambuterol 57(5) * 80 (16) | 83(3) 93(4) | 94(3) 58 (8) 55(10) | 86(2) 83 (4)
Brombuterol | 39 (7) 62 (13) | * 33 (8) 12 (8) 18 (15) | 49(11) | 55(11) | * 22 (18)
Cimaterol * 20(10) | 19(7) |22(10) | 10(4) | * 12¢4) [ 113) [1509) |15
Cimbuterol | * 53(11) | 68(10) | 75(2) |55(2) |61(4) |37(3) |33(11) |59(7) | 58(6)
Clenpenterol | 41(8) | 72(15) | * 23(8) | * 10 (20) | 53 (10) | 58(10) | * *
Clenproperol | * 96 (7) 51(9) 62(6) | 28(6) | 41(6) 68 (6) 61(9) * 32 (14)
Fenoterol * 49 (8) 36(16) | 43(5) [ 25(3) |28(3) | 41(6) 38(3) 30 (7) 30 (4)
Formoterol * * 85(11) | 98(7) 73(5) | 78(5) 79 (10) | 73 (10) | 74 (12) | 76 (7)
Higenamin * 31(15) | 19(16) | 26 (6) 13 (4) 15 (6) 17 (5) 17 (6) 19 (10) | 22(8)
Indakaterol * * * * * * * * * *
Mabuterol * 72(11) | * 30 (8) 12 (8) * 62(11) | 64(7) * 20 (20)
Mapenterol * * * 13(12) | * * * * * *
Olodaterol 88(3) |92(09 78 (14) | 91 (7) 59 (7) 69 (6) 57 (10) | 53 (15) | 62(14) | 65(6)
Pirbuterol * 63 (11) | 46 (16) | 59 (2) 12 (5) 17 (4) 33 (5) 29(6) | 42(5) | 41(6)
Prokaterol * 23(15) [25(19) [30(5) | 15(7) | 19(5 |15(1) |14(9) |25(8) | 24(10)
Reproterol % * % * * %* % * % *
Salbutamol | * * * 13(7) | 10(16) | 10(5) | 11(12) | * 10 (10) | *
Tulobuterol 97 (6) 105 (8) | 67 (6) 76 (5) | 46 (5) 58 (5) 93 (7) 79 (3) 60 (11) | 61 (6)
Vilanterol 38(17) | 66(7) * 30 (7) 14 (7) 16(14) | * 16 (19) | * 14 (19)

* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt for optimaliseringsforsgkene
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Vedlegg 10: PE (%) med tilherende RSD (%) ved PALME fra ulike urinprever

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

Prosesseffektivitet

30%
. |

o I i i hLil
» LI i

Bambuterol Brombuterol Cimaterol ~Cimbuterol Clenpenterol Clenproperol Fenoterol ~Formoterol Higenamin

BUrin] ®Urin2 ®Urin3 ®Urin4 ®Urin5 ®Urin 6

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

Prosesseffektivitet

30%

20%

il
0%

Indakaterol Mabuterol Mapenterol Olodaterol Pirbuterol Prokaterol Reproterol Salbutamol Tulobuterol Vilanterol

mUrin] ®Urin2 ®Urin3 ®Urin4 ®Urin5 ®mUrin 6

A: PE (%) ved PALME fra seks forskjellige urinprever
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RSD (%)

Analytter Urin 1 Urin 2 Urin 3 Urin 4 Urin 5 Urin 6
Bambuterol 12 8 * 14 5 *
Brombuterol 3 13 9 15 4 9
Cimaterol 7 4 4 4 4 7
Cimbuterol 7 5 3 4 1 9
Clenpenterol 5 13 8 18 6 7
Clenproperol 1 3 1 7 1 1
Fenoterol 10 4 10 9 6 8
Formoterol 4 6 3 13 2 9
Higenamin 13 6 6 9 6 7
Indakaterol * 15 5 * 8 17
Mabuterol 6 11 4 16 4 7
Mapenterol * * 17 * 18 20
Olodaterol 6 9 3 11 2 8
Pirbuterol 11 9 7 7 2 6
Prokaterol 8 8 5 8 6 8
Reproterol * * * * * *
Salbutamol * * * * * *
Tulobuterol 2 3 1 5 1 2
Vilanterol 4 6 5 11 1 7

B: RSD (%) ved PALME fra seks forskjellige urinprover
* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt under optimaliseringsforsgkene
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Vedlegg 11: PE (%) ved PALME fra forskjellige urinprever fortynnet 1/1 (v/v) med 500
mM fosfatbuffer
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A: PE (%) ved PALME fra seks forskjellig urinprover fortynnet 1/1 (v/v) med 500 mM fosfatbuffer
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RSD (%)

Analytter Urin 1 Urin 2 Urin 3 Urin 4 Urin 5 Urin 6
Bambuterol 8 * * 6 * 17
Brombuterol 11 8 * 3 10 9
Cimaterol * * * * * *
Cimbuterol 6 15 * 7 16 2
Clenpenterol 15 8 * 3 15 10
Clenproperol 11 4 5 4 9 5
Fenoterol * 16 16 10 * *
Formoterol 10 16 * 4 19 18
Higenamin * 15 * 8 * *
Indakaterol 11 8 10 * 12 *
Mabuterol 12 7 * 3 10 7
Mapenterol * 12 * 9 * 14
Olodaterol 8 * * 4 9 12
Pirbuterol * * * * * *
Prokaterol * * * 11 * *
Reproterol * * * * * *
Salbutamol * * * * * *
Tulobuterol 7 4 5 1 4 3
Vilanterol * 8 * 9 * 12

B: RSD (%) ved PALME fra seks forskjellige urinprever fortynnet 1/1 (v/v) med 500 mM fosfatbuffer

* = PE og/eller RSD tilfredsstilte ikke kravene satt for optimaliseringsforsgkene
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Vedlegg 12: Ritodrin som internstandard for metodesammenligning og
metodevalidering

Ritodrin er en av beta-2 agonistene som per dags dato er inkludert i metoden for screening- og
bekreftelsesanalyser av dopingprever ved Norges laboratorium for dopinganalyse. Analytten
ble ikke inkludert 1 metodeoptimalisering av PALME, og det var derfor enskelig & undersoke
om denne analytten kunne brukes som en ISTD under metodesammenligningen og
metodevalideringen. Det ble utfort PALME fra en konsentrasjonsrekke pa 10, 20 og 30
ng/mL ritodrin i urin fra testperson 1 (se Tabell 3.7). Det ble laget en standard for hver av
konsentrasjonene 1 150 mM TFA hvor konsentrasjonen var 4,5 ganger heyere enn den 1 urin
(pd grunn av oppkonsentrering fra donor- til akseptorfase). Standardene ble brukt for a

beregne PE til ritodrin ved PALME. Resultatet er vist i tabellen under.

Konsentrasjon PE (%) RSD (%)
10 ng/mL 65 9
20 ng/mL 61 17
30 ng/mL 66 16

Ekstraksjonsbetingelser: pravelgsning: 225 pL urin fra testperson 1 tilsatt ritodrin til 10, 20 og 30 ng/mL (n =
4). Vaeskemembran: 3 L diheksyleter med 15 % DEHP og 1 % TOA (w/w). Akseptorfase: 50 pL 150 mM TFA.
Ekstraksjonstid: 45 minutter. Ristehastighet: 900 rpm

De tre konsentrasjonsnivaene av ritodrin ga alle en hoy PE (> 60 %), men en RSD < 15 % ble
kun registrert for 10 ng/mL. Ved denne konsentrasjonen ble hoye signaler og fine
kromatogrammer observert, og 10 ng/mL ritodrin kunne dermed velges som ISTD for

metodesammenligningen og valideringen av den endelige PALME-metoden.
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Vedlegg 13: Kromatogram til analytter ekstrahert fra kontroll 6 (se Tabell 3.7) for a
demonstrere fraveaer av interfererende forbindelser i forhold til analytter av interesse

BL.M6.190218 [Pirbuterol] BL.M6.190218 [Terbutalin]
10 271241.1 > 122.1 «10 212261 > 152.1
4241.1-> 1855 226.1-> 125.1
3.54241.1 > 167.1 51226.1-> 107.1
31241.1->94.1 4l
251
3,
2,
1.5+ 2
11 7 .
051 s T -~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
03040506070809 1 111213 14 04 0506070809 1 111213 14
BL.M6.190218 [Salbutamol] BL.M6.190218 [Cimaterol]
%10 2 |240.1 -> 148.1 %10 212201 > 143.1
] 220.1-> 160.1
3,
251
2,
15
14
051
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
04 0506070809 1 1112 13 14 05 0607 0809 1 1112 13 14 15
BL.M6.190218 [Prokaterol] BL.M6.190218 [Reproterol]
10 2./291.1 -> 231.1 «10 113901 > 221.1
111291.1-> 162.1 1390.1 -> 192.1
14 5
0.9+ 4.8+
0.87 4.6
07
0.61 4.4+
05| 42
070809 1 1112 1314 15 16 070809 1 111213 14 15 16 17
BL.M6.190218 [Higenamin] BL.M6.190218 [Cimbuterol]
%10 242721 > 161.1 «10 2-1234.1 > 160.1
272.1 -> 255.1 A 2.44234.1)\> 143 1
16 f\
272.1 -> 107.1 A 221
1.44 2
1.8
12
161

1.4+
1.2
14

0809 1 11 12 13 14 15 16 17 18 09 1 111213141516 171819 2

o

116



BL.M6.190218 [Fenoterol]
x10 27304.1 -> 107.1
3041 -> 185.1

1.4

1.2+

1,

0.8+

0.6+

b

BL.K6.190218 [Ritodrin]
%10 6.288.1-> 270.1
288.1->121.1

1.24

14
0.8
0.6
0.4
0.2

BL.M6.190218 [Clenproperol]

x10 2
2.2+
o
1.8
1.6
1.4
1.2

263.1->203.1
265.1->205.1

1 11121314151617 1819 2

13 14 15 16 17 18 19 2

2122 23 24 25

BL.M6.190218 [Formoterol]

x10 2 |

2.25
2
1.75+

345.1->149.1

7345.1->327.0

345.1->/121.1

BL.M6.190218 [Tulobuterol]

x10 2
5,
4.5+
4
3.5+
3,
2.5+
2,
1.5+
1,

BL.M6
x10 2+
1.8
1.6

BL.M6
x10 2|
4,
3.5
3,
2.5

228.1-> 1541
230.1-> 156.1

=

S

36 37 38

39 4 41 42 43 44 45 46

BL.M6.190218 [Olodaterol]

x10 27
1.24

1.11

14
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

387.2->163.0
387.2->225.0
387.2->207.1
387.2->121.2

3.6 3.8 4

4.2 4.4 46

.190218 [Brombuterol] BL.M6.190218 [Bambuterol]
367.1-> 293.1 <10 2 |368.1 > 72.1
367.1-> 349.0 1.4368.1 -> 294.1
365.1 -> 212.1
1.2
1,
081
061
NAVIAV VIS /\/\ i
4 42 44 46 52 44 46 48 5 52 54
.190218 [Mabuterol] BL.M6.190218 [Clenpenterol]
311.1-> 237.1 10 2]291.1 -> 203.1
313.1 -> 239.1 55 |293.1->205.1
2251
2,
1.75 |
151
1.25 |
1,
M 0.75-
4 42 44 46 48 5 52 54 56 42 44 46 48 5 52 54 56
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BL.M6.190218 [Mapenterol]
x10 3/325.1 -> 2371
21327.1->239.1

1.754
1.5+
1.254
1,
0.754
0.5+
0.254

B i ———

BL.M6.190218 [Indacaterol]
x10 3/393.2->375.2

393.2->173.2
1.4

1.2

14
0.8
0.6
0.4
0.2

BL.M6.190218 [Salmeterol]

5 5152535455 5657 58 5.9

6

6.1

56 538 6 6.2

BL.M6.190218 [Vilanterol]

x10 2 [416.1->398.0 x10 2 |486.1 -> 159.1
5416.1 -> 380.1 7486.1 -> 468.1 I
416.1 -> 248.1 47486.1 -> 161.1 i
4+416.1 -> 232.1 3.57488.1 -> 470.1 [
34 \

34 2.5

2 27

1.5

14 S Ly

| 057 : a

6 62 64 66 68
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Vedlegg 14: Fempunkts-kalibreringskurver til beregning av linearitet

Dag 1 | Dag 2 | Dag 3
Bambuterol
y =0,0136x + 0,0394 y=0,0137x + 0,0473 y= 0.0}35x +0,0702
R*=0,963 08 — R*=0,918 08 + R?=0,992
08 T PA
-+ 0‘6 4
0,6 - () 2 0,6 .
D‘E go 4 =4
.% 04 | 04 + e,
e
02 + 02 + 0,2 +
0,0 f | | 0,0 f f ! 0,0 1 1 !
20 . 40 0 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Brombuterol
y =0,0248x + 0,2187 y= 0,0229x +0,0681 y= 0,0?Ei7x +0,0232
1,6 - R?=0,982 16 R?=10,928 25 - R?=0,881
1 ’ °
14 14 + o 20 +
1,2 + 1,2 +
S 10+ S10 + 1,5 +
b= = o
S08 1 208 T () = 10 4 [
0,6 + 0,6 + ~ 1 [ )
04 + 04 + 0,5 +
02 + 02 +
0,0 f f f 0,0 | | f 0,0 f f {
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Cimaterol
y =0,0044x - 0,0033 y =0,0046x + 0,0065 y=0,0053x+ 0,017
03 — R*=10,999 03 + R?=0,984 03 - R?=0,965
° (]
0,2 + 0,2 + 8 02 +
° 2 ks
g g
= 0,1 + 01 —+ 0,1 +
0,0 : : | 0,0 = = ! 0,0 % % !
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Cimbuterol
y =0,0316x + 0,0954 y= 0.0303X+O.1647 y=0,0317x + 0,1683
18 -+ R?=0,994 1,8 + R*=0,991 18 - R?=0,992
1,6 T 1;6 T 1,6 +
1,4 + 1,4 + 14 +
gLz ¥ ° 1,2 + ol2 +
g Lo g5L0 T 510 +
0,8 + ~0,8 + =3 4
) 0,8
06 + 06 + 06 &
04 + ’
’ 0,4 04 +
02 + ,
0,0 | : | 021 02 +
"o 20 40 60 0.0 ’ ’ | 0,0 ’ ’ ‘
. 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
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Clenpenterol

y=0,0228x + 0,0762

y=0,0252x-0,023

y=0,0335x-0,0744

1,4 + R?=0,991 1,4 + R? = 0,945 2,0 T R*=0,865 °
1,8 +
1,2 + 1,2 ° 1,6 +
1,0 + 1,0 + 01,4 T
So08 + S08 + 212 T
5 0,8 §0.8 510 + °
06 + 0,6 + [ J 08 + °
04 + 04 + 8.2 T
02 + 02 + 02 -
0,0 i | | 0,0 : | % 0,0 I , \
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Clenproperol
y=0,0234x + 0,172 le . Y=00243x+0,1184 16 o, Y7 00239x+0,1765
1,6 T R% = 0,966 ) R%=0,998 La R? =0,982
14 + 14 T sl
12 + 12 + L2+
o10 + ° 210 + g0
208 + £08 + 308 +
06 T 06 + 06
04 T 04 + 04 T
02 + 02 + 02 T
0,0 f f { 0,0 } ; ; 0,0 f \ \
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Fenoterol
v =0,0283x + 0,1987 yzo‘ggff’g;SOl’l%z y:o,gga_zggl%zng
1,6 T R?=0,968 ® 1,6 - =5 1,6 T =U,
14 + L) 14 + 14
12 + 12 + 12 +
810 + -%1,0 T+ 1,0 + o
So08 - £08 + 208 T )
0,6 + 06 T 0,6 T
04+ @ 04 + 04+ @
0,2 + 02 + 0,2 +
0,0 : : | 0.0 ‘ ‘ ‘ 0,0 = = |
0 20 40 60
0 20 .40 60 0 20 40
KonsentraSJOnA’fng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Formoterol
y=0,0222x + 0,4767 y= 0;23478((;7?{6458 y= 0,0EGGX +0,4511
o 2 _ =0, R?=0,966
35 R?=0,981 35 « 35 -
30 7 30 + 30 + o
25 1 25 + 25 +
20 7 £20 ¢ 820 +
~1,5 + ~1,5 + 21,5 +
Lo+ 10 + 1,0 +
05 + 0,5 + 05 +
0,0 | | | } { 0,0 } } } } | 0,0 | | ; I |
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Konsentrasjon (ng/mL)

Konsentrasjon (ng/mL)

Konsentrasjon (ng/mL)
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Higenamin

y=0,0019x + 0,0022

y=0,0018x + 0,0032

y=0,0014x + 0,0069

010 + R?= 0,995 R?= 0,997 0,10 - R?=0,971
0,08 | 008 1 0,08
o
% 0,06 + -% 0,06 + % 0,06 + PY
~
=0,04 + " 004 + 0,04
0,02 + 0,02 + 0,02 +
0,00 } t { 0,00 f 1 0,00 } f f
0 20 40 60 0 50 100 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Indakaterol
y=0,0016x + 0,01 y= 0.0921X - 0,0046 y =0,0022x - 0,0063
RZ = 0,995 _ R* = 0,997 - RZ = 0,971
0,12 + 0,12 0,12 °
0,10 + 0,10 + 0,10 +
[ J
o 0,08 + o 0,08 + '80'08 -+ A
£ 006 + S 0,06 + £0,06 +
0,04 0,04 + g 0,04 -+
0,02 + 0,02 + 0,02 -+
0,00 1 1 ! 0,00 ; ; | 0,00 f f !
0 20 40 60 0 20 40 60 0 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Mabuterol
y = 0,0408x + 0,0884 y =0,0451x - 0,0519 y= 0.225430x9-3060464
2 _ 2 _ =0,
30 R?=0,998 30 - R*=0,973 30 - o
25 + 25 + 25 T
2,0 + ° 2,0 + o 20 - °
L £ I 1 ] il
= 1,5 S15 8 1,5 o
10 + 1,0 + 1,0 +
0,5 + 0,5 + 05 T
0,0 f f { 0,0 f f { 0,0 f f {
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Mapenterol
y=0,0163x +0,0355 y=0,0175x - 0,0536 y= 013222502803;0885
R?=0,991 2= =Y
14 1 14 1 R"=0951 14 7
1,2 + 1,2 + 1,2 + [
1,0 + o 1,0 + 1,0 +
.%0,8 T E 08 + .é 08 +
0,6 + 0,6 + ~ 0,6 + ®
04 + 04 + (] 0,4 +
02 + 02 + 02 +
0,0 : : | 0,0 : | | 0,0 , , ;
0 20 40 60 0 20 40 60 0

Konsentrasjon (ng/mL)

Konsentrasjon (ng/mL)

20 .40 6
Konsentrasjon (ng/mL)
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Olodaterol

y =0,0205x + 0,1908

y=0,0212x + 0,1966
R?=0,999

y =0,0228x + 0,1957

2 _
- R% = 0,988 14 -+ L4 7 R*=0989
1,2 + 12 + Lz T
1,0 + 10 + L0 T
208 + 208 T 208 1
b= 3]
£06 + 20,6 + = 06
04 + 04 + 04 T
02 + 02 + 02
0,0 : : : 0,0 = = J 0,0 ’ ’ ‘
0 20 60 0 20 40 60 0 20 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Pirbuterol
y =0,0176x - 0,0272 y=0,0173x+0,0141 y=0,0165x + 0,048
R2=0996 R?=0,997 R%=0,959
1,0 ’ 1,0 + 1,0 +
08 + 08 + 08 + o ®
=]
£06 + 20,6 T g0,6 —+
& 3 &
04 04 + 04 +
02 + 02 + 02 +
0,0 : : 1 0,0 : % | 0,0 ’ J‘ ‘
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Prokaterol
=0,0014x + 0,0008
y =0,0009x +0,0001 y=00012x - 00023 007+ R=-0989
0,07 T R*=10,996 0,07 R*=0,993 ’ g
0,06 + 0,06 + 0,06
0,05 + 0,05 + 0,05
90,04 + £0,04 + o 0,04 +
= -~
0,03 + £0,03 -+ 80,03 1
0,02 + 0,02 + 0,02 +
0,01 + 0,01 + 0,01 +
0,00 f } | 0,00 } } | 0,00 | ; }
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Reproterol
y = 7E-05x - 8E-05 y= 7E2-05x +1E-05 y = 4E-05x + 0,0009
2 _ R*=0,999 2=
0,004 — R?=0,992 0,004 + 0 0,004 ~ R?*=0,351
[ ]
0,003 + 0,003 + 0,003 + °
S S 2
- - - — -+
3 0,002 3 0,002 S 0,002 °
0,001 + 0,001 + 0,001 + @ ¢
0,000 1 I 1 0,000 I I ! 0,000 ; ; |
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60

Konsentrasjon (ng/mL)

Konsentrasjon (ng/mL)

Konsentrasjon (ng/mL)
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Salbutamol

y=0,0011x + 0,1906

y =0,0009x + 0,3462

y =0,0009x + 0,3815

2 _ 2 _ 2 _
30 - R*=0,980 30 - R*=0,989 30 + R?=10,940
25 + 25 + 25 T
20 + 20 + 2,0 + ®_o®
o S _g
S 15 + 515 + 1,5 +
g 2 .
1,0 + 1,0 + 1,0 +
0,5 + 05 + 05 +
0,0 ! : | 0,0 = : * 0,0 = : |
0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Salmeterol
y=0,0015x + 0,0061 y =0,0015x + 0,003 y=0,0018x + 0,0031
R?=0,987 R?=0,971 0,10 - R?=0,966
0,10 + 0,10 + [ J
0,08 +
0,08 —+ 1 ,
0,08 A
20,06 + 20,06 + '80'06 T
= © T
20,04 + 004 | 20,04 | ®
0,02 + 0,02 + 0,02 +
0,00 : * ’ 0,00 | < | 0,00 | | |
0 20 40 60 0 20 . 40 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Terbutalin
y=0,0127x + 0,0154 y=0,0121x + 0,0075 y= 0,0(2)92x +0,0811
2 _ 2 _ R“=0,889
07 + R*=0,990 07 + R?=10,990 0,7 -
06 + 06 + 06 T
05 + 05 + 05 T ® e
204 + 204 S04 1 ®
= T
203 + 203 1 £03 +
02 02 + 02 +
01 + 01 + 01 +
0,0 f | ! 0,0 1 | ! 0,0 f 1 |
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL) Konsentrasjon (ng/mL)
Tulobuterol
y=0,0857x + 0,8371 y=0,0932x + 0,6107 y= 0.2&23918((;6%9457
2 _ 2 _ =y,
60 + R%=0,940 60 -+ R%=0,995 60 &
50 + 50 + 50 +
40 + ° 40 + o 40 T
L S =
530 T §30 T S30 7
= = 2,0
T 20 + 0 T
2,0 é é
10+ 1,0 + 1,0 +
0,0 1 i | 0,0 : : | 0,0 I w‘ |
0 60 60 0 20 40 60

20 40
Konsentrasjon (ng/mL)

0 20 40
Konsentrasjon (ng/mL)

Konsentrasjon (ng/mL)

123



Vilanterol

y=0,0118x + 0,0313 y=0,0123x+ 0,016 y=0,0144x + 0,0026
07 — R?=0,995 0,7 + R*=0,991 07 -+ R%=0,965
06 + 06 + 06 +
0,5 + 05 + 0,5 + [
S 04 + o 04 + S04 +
g03 + 503 1 =03 +
0,2 + 0,2 + 0,2 +
0,1 + 01 + 01 +
0,0 } f | 0,0 } } | 0,0 } } |
0 Konsze%trasjonzl(?lg/mL) 60 Konsgr?trasjon ?I?g/mL) 60 0 Konsze(r)ltrasjonll((r))g/mL) o0
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Vedlegg 15: Poster fra kromatografisymposiet 2018, Sandefjord

Ui0 & Farmasoytisk institutt
Det

Kvantitativ bekreftelse av beta-agonister i urin ved hjelp av
“Parallel Artificial Liquid Membrane Extraction” og
vaeskekromatografi-massespektrometri

Jenny Camilla Schwarz!, Helle Malergd-Fjeld?, Yvette Dehnes', Stig Pedersen-Bjergaard?, Astrid Gjelstad®
‘Farmaseytisk Institutt, Universitetet i Oslo, Oslo, Norge
INorges Laboratorium for Dopinganalyse, Oslo, Norge

Bakgrunn

Resultater og diskusjon

= Parallel Aritifeial Liguid Membrane Extraction (PALME] en en ¥ 1 form for ki ke = Det er blitt gjort en li v k for vandige praver (Tabell 2}, Dette
ekstraksjon [LLE}, og ble for farste gang t 12013 [1]. er likt som for brukes som T av il
holiow-fibre lquid-phase microextraction (HF-LPME), o baserer seg pd diffusjon av analytter fra
prevelasningen over en organisk vaeskemembran, og inn | en vandig akseptarfase som kan analysercs W 2 Encholign P MC:Batihsmlios for socist pewen
direkte pd HPLC eller LC-MS, Sammensetning:
+ For PALME brukes et 96 av én der pravene plasseres, én Do |7 i) ol FanLapihet (200 net) 25 i lontatbffes
k som hold i op de kunstige vaesh i by i 150 uL} * 50l wrifluoreddiksyre
porése membraner (Figur 1). Organisk vaskemembran (3 uL) * med 15 % of
1% tricktylamin (w/w)
Ekstraksjonstid = 45 minutter
(1 (2)
e
= Akseplorfase bd
e Organisk -
vaeskemembran g 1noc00a
s== Danorfase (praven) |
son000
Figur 1; PALME-oppsant (1): (Al (Blog {Ch En enkelt @k
|
- T 7 v J'L' T S & v - -

Fra et dopinganalyseperspektiv er beta-agonister en interessant stoffgruppe pd grunn av deres mulige
prestasjensfremmende effekt. Flere av dem er oppfart pd WADA sin forbudshiste og er forbudt & bruke
i trening og konkurranse (2],

+ Tabell 1 viser hvilke beta-agonister som er inkludert § dette prosjektet.

Tabell 1: Log P of pa-verdier for bota-agonistor,
F

_ ‘ e e oa |
Bambuteral 9,5 a7 .
Brombuterol - 0.2 9.3
Cimateral 0.7 96 0.7 9.6
Cimbuterol 12 . 08 29
Clenpenters! i - =12 9.7
Clenproperol 20 B Salbutamaol 03 2.4
Fenoterol 15 9.6 Salmeterol 36 9.4
Formatero| 15 9.8 Terbutalin o4 9.8
Higenamin 20 9.5 Tulobuterol 26 9.6
Indacateral 33 9.7 Vitanterol 36 9.4
Mabuterol 25 96
* ikl thgjengeilg

Problemstilling

*  Mblet med oppgaven er i teste, og oplimalisers PALME av beta-sgonister fra urinpraver, med tanke
pd § bruke det som J I P43 grunn av formalet mi metoden oppfylle
WADAS krav.

Metode

Beta-agonistene fremstilt | Tabell 1 er valgt for PALME med kommersielle 96-brannsplater. Viktige
P ferst for vandige prover, og deretter med urln som matriks.
Ekstraksjonsparameterne inkluderer blant annet pH og volum av donorfasen, sammensetningen v
organisk pH I of

Et UHPLC-MS/MS-instrument med ionefelle fra Thermo (LTQ-XL M5} med en elektronsprayionisasjon i
positiv modus blir brukt for analyse av ekstrakt fra vandige praver. En Acquity UPLC*HSSTS kolanne
(2,1 % 100 mm, 1.8 um) brukes for separasjon av analyttene. Mobilfase A bestdr av 20mM maursyre
metanol (95:5), og mobilfase B av 20 mM maursyre : metanol [5:95). Flow rate er satt tif 300 ul/min.

Exstrakt fra urinpraver analyseres pi et UHPLC-MS/MS i Fwor det systemet
besthr av en LC-pumpe, kalonneovn, autainjektor og en QqQ-MS, alt fra Agilent Technalegies (Santa
Clara, CA, USA). En Zorbax SB-C18 HPLC kolonne (2,1 x 50 mm, 1B ym] brukes for & separere
analyttene. Mobilfase A bestdr av 100 % 1 mM og01% ¥ of
mabilfase B av 100 % acetonitril. Flow rate er satt til 250 pl/min.

Fontaktinformasgan
= Fmat e B cient L ki

Weferanser

E3 far [sart), Ty \red] ekstrahert fra vandige prever ved hielp av
PALME og anabysort mod LT0-XL ion trap MS, Kansentrasjon av anabytter | praven: 200 ng/ml.

= Ettersom urin er en mer kompleks matriks enn vann, ble det testet for om fortynning og/eller pH-
justering av pravematriks hadde en innflytelse pd utbytiet (Figur 3). Jevnt over ga ubehandlet urin
som matriks et like godt utbytte som fortynnet og bufret urin. Dette er en fordel da faerre trinn |
metoden vil gl en raskere pravecpparbeldelse.

Fortynaing + pH-kontrall

0%
0%
BO%
™ = i o Ingen justering
5 40% “ pH-kantrall
30% # Fortynning
20%

-

Cimaterel  Fenoteral

Figur 3: Utbyttet av seks utvalgte buta-agonister {n = 4] med ulik sammensetning av urin som matriks (snalyttkonsentrasjon
200 ng/mi).

= Ekstraksjonstiden ble undersakt for & vurdere om dette kan gke utbytte fra pravene med urin som
matriks. Resultatet (Figur 4] viser 45 minutter som den mest optimale ekstraksfonstiden.

0%

B0%

50% . =—Cimaterol
§ A0% T —~Fenotecdl
£ 30w ~Farmaterol

20% Mapenterol

g = —Salbutamol

% —
o 0 a0 60 0 100 120 140 160 180

Exstraksjenstid {minutter]
Figur & Untytte av seds beta-agonister (n « 4) som ledge av sharaksjorstid (5, 20, 45, 60, 90, 120 og 180 minutter),
Kangentrasjon av analytter | praven: 200 ng/mL. Ekstrakter fra urinpraver ble analysert med UHPLC QgQ-MS.

= Med PALME av beta-agonister nsker man & sh lave b som mullg,

ble for & om metoden tilfredsstiller WADAs krav [MRPL

(minimum required performance level) = 20 ng/mL) med en deteksjonsgrense < 10 ng/mL (S0 % av

MRPL) [3]. 1 ot forsok gjort med PALME av beta-agonister | en konsentrasjonsrekioe bestiende av 200,

100, 50, 20, 20, 5. 1 og 0.5 ngfml, kunne 19/21 beta-agonister detekteres ved 0.5 ngfml |
urinpravene.

Konklusjon

= Dette studiet viser for farste gang at beta-agonister | wrin kan, under optimaliserte
med PALME. Ekstraktet kan videre analyseres direkte pd LC-

MS/MS.

L Gjeioiad A, Ramemuints K1, Parmtt WP,
2 WADA, probibiied hat

- ey, probubeted,iat_J017_pog. finad oot (12123037}
_y3_Reaeng el (12 13,2017
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