Folyadékkromatografia — kapcsolt tandem tdmegspektmetria
(HPLC-MS/MS) alkalmazasa a bioanalitikaban

Tananyag és leirat a laboratoriumi gyakorlathoz

Osszedllitotta: Renkecz Tibor, Dr. Horvéath Viola

A HPLC-MS/MS a mai nagyfiszeres analitika egyik legnépsifign és egyre szélesebb
korben elterjedt technikaja. Elvénél fogva nagyfokaelektivitasa, univerzalitasa (a
tomegmérés univerzalis detektélast tesz takgt szerkezeti informaciok szolgéltatasa és
nagy érzékenysége miatt a nyomnyi mennyiségek nié@glzaisaban az élszamua modszerrée
lépett eb az utdbbi évtizedben. A szamos alkalmazasi tekidetil kiemelkedik a kulonb&z
gyogyszermolekulak (kismolekulak és fehérjék) biidd mintakbdl tortéé meéreése.

A folyadékkromatografia és a tomegspektrometriazélsgpcsolasa sokaig nem volt
megoldott. A gazkromatografidval ellentétben — ahwdr az elvélasztds is gazfazisban
torténik — nem volt egyszémegoldani a csatolast. A folyadék formaban éskemtat el kell
elészor parologtatni, az oldészélrimeg kell szabadulni, és csak a gazfazisba kedlithtt
részecskéket (ionokat) lehet a nagyvakuum aléiddd analizatorba juttatni. E problémara
nyujt megoldast a ma mar egyik legelterjedtebbzéacios mod, az elektrospray ionizacio,
melynek kifejlesztéséért John B. Fenn 2002-ben Ndijlean részesdlt.

1. A tdmegspektrométer részei

A tdmegspektrométer részeit az alabbi abra mubatja

Vezerl6 és adatgydjté rendszer
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1. abra: A tomegspektrométer altalanos felépitése

A mintabevitelt HPLC-kapcsolat esetén maga a folyadékkromatogrgfi. Ekkor az egész
tomegspektrométert a HPLC készllék detektoranainttedtjik, és kromatogramokat id
fuggvényében ion intenzitas) vehetink fel. Zar@allmegjegyezzik, hogy leldség van a
kromatogram minden pontjaban tdmegspektrumot (raggdényében az ion intenzitas) is
felvenni egyidejleg.

Van olyan eset, amikor csak a tomegspektrométeszrid@juk, pl. amikor optimalunk, azaz
kivalasztjuk az MS paramétereket mennyiségi megbzédhoz a legnagyobb érzékenyseég



eléréséhez; vagy egy vegyulet fragmentalodasi atadwvizsgaljuk. Ekkor fecskeddsl egy
pumpa segitségeével juttatjuk a folyadékmintat kitiewéll az MS ionforrasaba nagyon kis
aramlasi sebességgel (tipikusan 5g1/nin). llyenkor témegspektrumokat veszink fel.

Az ionforras végzi az oldoszer-eltavolitast és a semleges midkkol, toltott gazfazisu
ionok eballitasat. A HPLC-MS-ben a legelterjedtebb ionibd&cmodok a Iégkdri nyomason
miikddo technikak (atmospheric pressure ionisation, API).

Az analizator végzi a toltott ionok tdmeg/téltés (m/z) szeriedétvalasztasat. Kulonbdz
analizatorok terjedtek el, agymint kvadrupol, reggilids, ioncsapda, magneses szektor €s ion
ciklotron rezonancia tipusiAz analizatort bedllithatjuk gy is, hogy a mésésan végig a
kivalasztott ionokat detektaljuk, vagy ugy, hogy egegadott tomegtartomanyban minden
iont megmérink egymas utan (tomegspektrum felvgtele

A detektorok az analizator fél érkez ionokat felfogjak, és sokszorozzak, fékdtik az
ionok altal keltett elektromos jelet.

A tdmegspektrométer analizator és detektor egységeum alatt van, hogy a képzett ionok
ne rekombinalédjanak, ne itk6zzenek gazmolekulakkahblkalmazott vakuumot (~Torr,
azaz 10 bar a mi készilékeinkben) két Iépésben érjiik Ejr@acios vakuumszivattyikkal
allitjuk eld az ebvakuumot, a nagyvakuumot pedig a turbomolekul&rispe tartja fenn.

Az egész rendszer vezérlésstamitogepel végezzik, amely leliaté teszi az adatok
gyijtéseét, kiértekelését, visszakereseéset.

2. Az ionforras

A legelterjedtebb ionizaciés médok a HPLC-MS-beggkori nyomason 1ikddsé technikak
(API). Két fontos folyamat jatszodik le az ionfasban:
- a mérend molekuldk deszolvatacidja: az oldoszer-molekuldtavelitasa és az
analatmolekulak gazfazisba jutasa
- toltott részecskek édllitasa: ionok dlallitasa szikséges, hogy azok az analizatorba
juttathatdk legyenek, és ezaltal detektalhatoveamak.

Fontos kiulonbség a GC-MS-ben tokidonképzéssel szemben, hogy itt minden esetben egy
protonalédasi vagy deprotonalodasi, esetleg adépltikiési (ekkor pl. natrium-, kalium-
vagy ammaoniumion tarsul a molekulahoz) folyamgtalkaz ionizacié. Tovabbi eltérést jelent
még, hogy itt lagy ionizaciérol beszélhetlnk, nificggmentalédas az ionforrdsban, azaz a
molekuldk nem térdétinek szét. igy az itt &hllt ionok pszeudo-molekulaionként jelennek
meg a tomegspektrumban. Pozitiv ionizacié esetérHM negativ ionizacié esetén [M-H]
vagyis a semleges molekulatomeghez képest mindigeggséggel odébb kell keresniink a
molekulaiont.

Részletesen két ionforrastipussal ismerkediink remeglektrospray ionizacioval (ESI) és az
atmoszférikus nyomasu kémiai ionizaciéval (APClivehezek a legelterjedtebbek.

1

http://chemwiki.ucdavis.edu/Analytical Chemistngtrumental Analysis/Mass_Spectrometry/Mass Anagyzer
(Mass_Spectrometry)
% http://en.wikipedia.org/wiki/Turbomolecular_pump




Elektrospray ionizacié (ESI) (2. abra)

A folyadékkromatograf fél érked eluens egy nagyfesziltségre (3000-5500 V)
kapcsolt kapillarison (&tmé&e ~0,1 mm) érkezik atfott ionforrasba. A kapillarist
koncentrikusan kortlveszi egy masikbcamelyben porlasztégaz aramlik.

igy a kapillaris végén finom cseppek forméajabarr)gsztva lép ki a folyadék, amely
mar a feszlltség hatasara toltéssel rendelkezdkt(ebpray) és elindul az ellentétes
potencialra kapcsotampling plateéranyaba.

Ezutan egy forré (200-508C) szaritdgaz hatasara az oldészer parologni kazd,
cseppek zsugorodnak.

FellUleti toltéssriiségik megh, majd egy kritikus értéket elérve szétrobbannait.e&E
jelenséget nevezik Coulomb-robbanasnak. A szétribtsepp, igy egyre kisebb és
kisebb cseppekre esik szét, mig végul egyetlenmanad egy cseppben, és ez az
oldészer teljes elparolgasa utan mar a nagyvakdath lavws analizatorba juttathato
egy nagyon apro lyukon, axifice-en keresztul.

Az orifice és a sampling plate kozotti teret folyatosan oblitik nitrogén gazzal, ami a
sampling plate nyilasdn a tomegspektromélekifelé aramlik, annak érdekében,
hogy az analizatorba csak a toltott ionok jussdreglegyéb szennyémolekulak ne.

Az dramlasi sebesség 20 nL/pérakar 1 mlL/percig valtozhat az ionforrds kialak&tl

fuggoen.
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2. &bra: ESI vazlatos rajza

Atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacioé (APCI) (3. Ara)

Ebben az esetben is, hasonléan az ESI-hez, egylakapin érkezik az eluens a
folyadékkromatografbol, ellenben itt a kapillariaes nagyfesziltségre kapcsolva.

A porlaszté gaz hatdsara apré cseppek depek, és aités hatasara éeljesen
parologni kezd a folyadék.

A fitott térbe egyitt helyeznek, amelyre nagyfesziiltséget kapcsolvariakisilé3
jon létre. Ez diszor az oldoszer-molekulakat ionizalja, €s ezut@k @z ionok adjak
at a toltésuket a mintamolekuldknak Utk6zéssely vagszekapcsolodas (klaszter v.
adduktkép#deés) utjan.

3 http://hu.wikipedia.org/wiki/Koronakis%C3%BCl%C3%A9




Fontos megemliteni, hogy APCI alkalmazdsa eset@yaitd aramlési sebességek (0,5-2
ml/perc) szikségesek, mint az ESI-nél, hiszerzitbaizacibhoz mint ,reagens” sziikséges az

oldészer.
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3. abra: APCI vazlatos rajza

A HPLC-MS-ben oldészerként a forditott fazisu falgakromatografidban hasznalt eluensek
hasznalhatok, azzal a megkotéssel, hogy csak iliékpuffereket hasznalhatunk (pl.
ammonium-acetat és -formiat). Foszfatpuffer hasstaalkerilend, mivel kivalhat a
kapillarisban, HPLC-UV modszerek HPLC-MS-re todéitvételénél ezt mindig figyelembe
kell venni.

Elmondhat6, hogy ESI ionforrdssal a poléaris, kidekolatomeg vegytletekdl akar a nagy
biomolekulakig minden ionizalhaté. Az APCI a kevégimlaris vegyiletek ionforrasa, ezekre
altalaban érzékenyebb mérést tesz famet mint az ESI. Ha viszont nagyon apolaris
vegylletekkel van dolgunk mint pl. a policiklusosormas szénhidrogének (PAH-0k),
szteroidok, akkor azatmoszférikus nyomasu fotoioniz4cié (atmospheric pressure
photoionisation, APPI) lehet a legjobb megoldas. eldy ebs intenzitasu UV-lampa és
fényelnyeb reagens (toluol) adagolasaval valosul meg az &mitz
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4. &bra: A kulonboé ionizacios technikakkal vizsgalhato vegyuletekekor



Az ESI és az APCI ionforrdsok 6sszehasonlitasaédmbistablazatban lathato.

ESI

APCI

Jol mérhat mintak

* Oldatban tobbszo6rdsen
toltott molekuldk, pl.
fehérjék, peptidek,
oligonukleotidok

* oldatban ionizalt
allapotban 1é% molekulak,
pl. katekolaminok, szulfat
csoportot, vagy kvaterner
ammaonium csoportot
tartalmaz6 anyagok

 heteroatomot tartalmazo
molekuldk, pl. karbamatok,
benzodiazepinek

» Poléris és apolaris kis
molekuldk, pl. PAH-o0k,
PCB-k, zsirsavak,
szteroidok, ftalatok

» heteroatomot tartalmazé
molekulak, pl. karbamatok,
benzodiazepinek,
karbamidok

Elkerilend mintak

Extrém apolaros anyagok, ple Nem illékony vegyuletek

policiklusos aromas
szénhidrogének (PAH-0k),
poliklérozott bifenilek
(PCB-k)

e Oldatban tdbbszérésen
ionizalt allapotban lev
molekulak

» Termikusan instabil
vegyuletek

A minta matrix és az eluens
hatasa

« Erzékenyebb a minta
matrixra és a mozgofazis
0sszetételére, mint az APC

* Még a nagyon illékony
pufferekl®l is sokkal kisebb
koncentraciot toleral, mint
az APCI

« Kationokkal (N4, K*) és
anionokkal (COQ CI)
adduktot képez

o Kevésbé érzékeny, mint a
ESI

le Az illékony puffereket
jobban tiri, mint az ESI

» Szerves oldoszerek és
adalékok befolyasoljak az
ionizaciot

N

Oldészer

» Az oldatban le® ionos
molekulakra a pH nagy
befolyast gyakorol

» Bazikus pH negativ
ionokhoz

» Savas pH pozitiv ionokho:

» Az oldoszer-valasztas
nagyban befolyasolja az
ionizaciot, a pH kevésbé

» Bazikus pH negativ
ionokhoz

7+ Savas pH pozitiv ionokho;

Aramlasi sebesség

» Kis aramlasi sebességek
(100 pl/perc) mikodik jol

* Nagyobb aramlasi
sebességeknél (>750
pl/perc) nem olyan jo, mint

» Kis aramlasi
sebesssegeknél (<100
ul/perc) nem nikodik jol

* Nagyobb aramlasi
sebességeknél (>750

az APCI

ul/perc) jobb, mint az ESI




3. Analizator

Az analizator feladata, hogy az ionforrasbhabéakitott ionokat megsije és szétvalassza
tomeg/toltésszam (m/z) szerint. Az analizatorokdelaontasukkal (R) jellemezhetjuk. A
felbontas megadja, hogy két egymas melletti, &ltdmedi ion mennyire kilénbdztethit
meg egymastol.

R=m/Am

ahol R a felbontas értékem a vizsgalt ion témege, &m az ionok kozotti tomegkullonbség.
Példaul ha a 100,00 tomiegntdl megkilénboztethéta 100,01 témeg akkor a felbontas:

R=100,00/(100,01-100,00)=10 000

Megallapodas szerint, ha ennek értéke 10.000 fukitt akkor nagy felbontasrol, ha ennél
kevesebb, kdzepes, vagy kis felbontasrol beszélBgldaul a kdvetkékben ismerteterid
kvadrupol analizator témegfelbontasa ~100-1000, ggakorlatilag azt jelenti, hogy két
egymastol egy tébmegegységgel kulonbdant tud csak elvalasztani, mig a legnagyobb
felbontassal rendelkéz ion ciklotron rezonancia analizdtorok 1.000.000 lette
tomegfelbontassal rendelkeznek. A 10.000, vagyo#idlelbontasu analizatorok egymastol
akércsak szazad tdmegegységgel @ltemokat is el tudnak kuldniteni. Ezért ezek a
készulékek alkalmasak pontos tomegmeghataroz@srakar elemi dsszetételt is lehet velik
mérni.

A kvadrupol analizatorban elektromos rtket alkalmazunk a tomeg/téltés szerinti
szétvalasztashoz. A kvadrupol 4 darab, kb. 5-1hosszu parhuzamos fémrudbdl all, ezekre
kapcsolunk ra valto- és egyenfesziltséget (5. abra)

- U+Veos(wt)

5. abra: Kvadrupol rudak és a rdkapcsolt feszidtség

Az egymassal szemben tévudra azonos polaritasi tU+Vcos] potenciélt kapcsolunk,
ahol U az e%yenfesz[]ltség, Vcat( pedig egy V amplitudoju ésw frekvenciaju
radiofrekvencidsfesziltség. A rudak polaritasa tehat folyamatosatozik. Emiatt az ionok
a 6. abran lathatd oszcillalé mozgasra kényszekilye ionok csak akkor jutnak keresztil a
kvadrupol polusai kozoétt, ha a mozgas amplituddiselddo a kvadrupol rudak kozotti
tavolsagnal (6.a abra). Az ennél nagyobb amplitatdéwzgoé ionok beleltkdznek a rudakba
es a vakuum elszivjéket (6.b abra).

* http://hu.wikipedia.org/wiki/R%C3%A1di%C3%B3frekveia




A kvadrupol analizator tdmegfelbontasa egységryiadel$ tomeghatara altalaban néhany
ezer m/z.

’ Caollisional or unstable trajectary. |

6. abra: lonok palyaja a kvadrupol analizatorbawstabil palyaja, ateresztett ion; b) instabil
palyaju, kis#irt ion

4. Tandem tdmegspektrometria

Ez a technika lehété teszi, hogy szerkezeti informaciot nyerjink azsgalando
molekulakrél. Mint ahogy azt mar emlitettik a HPMS ionizaciés modszerek un. lagy
ionizaciét biztositanak, fragmensek kégése minimalis. Ezért ha nem elegénd
molekulaiont detektalni, hanem szerkezetei infondgracis sziukség van, a készuléken belul
kell 1étrehozni a molekulaionokbdl a fragmensiortdda nyomasu gazzal valo Utkdztetéssel.
- Az el analizator (Q1) kivalasztja az adott molekulai(e#t nevezik anyaionnak is,
angolul parent ion).
- Majd ezt kdveti egy an. utkozeési cella (Q2), ahatlgevezetés hatasara bekdvetkezik
a kivalasztott ion fragmentéacidja.
- Ezutadn egy ujabb analizator egységet (Q3) kell &alpeink, hogy a keletkezett U
fragmensionokat (nevezik leanyionnak is, az angaksyelvben product ion vagy
daughter ion kifejezés terjedt el) tomeg/toltésistszétvalogassuk.

A 7. abran az un. harmas kvadrupol (triple quadijuamdem tdmegspektrométer sematikus
rajza lathato. Itt az ttkozeési cella maga is eggdkupol (Q2), ami persze itt nem az ionok
elvalasztasara, hanem fragmentalasara szolgal,éeléndge pedig egy-egy kvadrupol
analizator (Q1 és Q3) van kapcsolva.

Kétféle médon hasznalhatjuk az analizatorokat:



1. Pasztazé (SCAN) modban egy adott témegtartoméngsgaihatunk, ekkor a
potencialvaltozas m/z egységenkeént lépteti az atettyionokat egy adott ddiklus
alatt.

2. Ha ismerjuk a mérerddkomponensre jellendézionok tdmegét, akkor csak az erre
jellemz5 potencialérteket Aallitjuk be: ez a szelektiv iagyélés (selective ion
monitoring, SIM).
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7. abra: Tandem tdmegspektrométer vazlatos rajza

Attol fliggéen, hogy milyen mdédban hasznéljuk a két analizéttat; tobbféle tandem
tomegspektrometrias lzemmaodot kilonboztetliink meg.

Mindenekebtt lehetséges egy harmas kvadrupolt is egyszeremdripolként (single
quadrupol) Uzemeltetni. Ekkor a Q1 végzi a keletkiemolekulaionok szétvalasztaséat, majd
ezek jutnak a detektorba, nincs tehat fragmentéiag Q3 kvadrupol semikbdik. Lehet
vele pasztazni (SCAN mdd) és lehet csak kivalasinbkat is figyelni (SIM mad) (8. abra).
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8. abra: Single quadrupol izemmaddok

Tandem témegspektrometridban mindig az anyaiodrylen viszonyt vizsgaljuk valamilyen
maodon. Négy kilonbdzlehetségink van:

Lednyion-analizis (Product ion scan)

Ekkor a Q1 kvadrupol egy meghatarozott molekulaienged &t, és a Q2-ben toén
fragmentalas utan az 0Osszes keletkezett fragmetektdidsra kerll, egy fragmension-
tomegspektrumot veszink fel. Szerkezeti informacidligerhetk. A legintenzivebb

fragmensionokat is itt valaszthatjuk ki a fejlesekgekvantitativ analitikai médszerhez.
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9. 4bra: Product ion scan

Anyaion-analizis (Precursor ion scan)

A Q3 kvadrupol csak meghatarozott tortiefpagmensionokat enged at. A Q1l-ben pedig
minden olyan molekulaion vizsgalhatd, amely az addmedi leanyionra esik szét. PlI.
foszforilalt peptidek vizsgalatanél felderitbetz 6sszes foszfatcsoportot tartalmazé peptid, ha
a Q3 kvadrupolon csak a foszfatcsoportnak medfeteheget engedjik at.
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10. &bra: Precursor ion scan

Semlegestémeg-vesztés (Neutral loss scan)

Mindkét kvadrupol bedllitott tdomegtartomanyt pagztA Q3 egy meghatarozott semleges
tomeggel (pl. 18-viz, 180-gliikoz) eltolt kisebb ékre all be. Ezaltal olyan folyamatok
mutathatdk ki, ahol egy semleges molekula lép kamygaionbdl. Ez a technika, akarcsak az
el6z6, hasonld jellegy vegyuletek egymas melletti kimutatasara alkalnzasinek tleg a
fehérjekutatasban és a metabolitvizsgalatokbarjelansége.
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11. abra Neutral Ioss scan

Kivalasztott ionfolyamat-kovetés (Multiple reactiomonitoring, MRM)

Mindkét kvadrupol SIM-mdédban #kodik, csak meghatarozott anyaionokat (Q1) és
fragmensionokat (Q3) engednek at. Tobb adott mddelsufigyelhet egyszerre, melyekib
rendre csak néhany, a rajuk jelleirfragmens kertl detektalasra.

Nagyon kis koncentraciék mennyiségi meghatarozdsema legelterjedtebb tzemmadd, mivel
nagyfoku szelektivitast és érzékenységet biztdsinagyfoku szelektivitds magyarazata a
kovetke®d: annak valoszifsége, hogy két kilonbézmolekula azonos moltémeggel (azonos

® Kulonbos készilékgyartok eltéen hivjak ezt a technikat, van ahol Selected Remdfionitoring (SRM)
néven szerepel.



molekulaionnal) rendelkezik viszonylag nagy. Példébb szaz ismert vegyiletnek van 250
korali moltomege. Annak valésZieége azonban, hogy ezek a fragmentacié soran
ugyanolyan fragmenseket képeznek, sokkal kisebbatJéha az anyaion-lednyion atmenetet
meérjuk sokkal kisebb a valés#sege, hogy mas vegyiletet mérink, mint amelyikre
kivancsiak vagyunk. Ugyanez az oka, hogy a méndsas@rzekenyebb, mivel sokkal kisebb

a zaj, tehat a jel/zaj viszony, vagyis a kimutak@tar megé.
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12. abra: Multiple reaction monitoring

A harmas kvadrupol single kvadrupollal szembe&ingéi mennyiségi meghatarozasnal tehat
a szelektivitas, és a kiemelkiedrzékenység.

A szelektivitast a kovetkézdupla abra szemlélteti. Az élsészen az atrazinra (molekulaion:
216) jellem®d MRM-moédban felvett kromatogram lathaté a ré jelténbeanyionjara (174
m/z) allitva a Q3 kvadrupolt. Az atrazin 7,8 pelcek&alodik. A masodik részen egy olyan
kromatogram lathaté, amit 1 kvadrupol alkalmazaks&ettiink fel (Q1 SIM), vizsgélva az
abran jelzett 216 m/z molekulaiont. Lathatd, hogyag eljards nem szelektiv az atrazinra,
hiszen a 216-0s molekulaionnak megfélketomatogramban nemcsak 7,8 percnél hanem 6,8
percnél is kapunk csucsot, ami nyilvan nem az mir&anem valami mas, zavaré anyag.
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13. abra
A megnovekedett érzékenyseget, a kedlbzel/zaj viszonyt a 14. abra szemlélteti.




Habar MRM-mddban az abszollt intenzitas kisebbt miS8IM-mddban detektélt, az alapzaj
is sokkal kisebb. Ezért a jel/zaj viszony sokkat\ketbb, ami azt eredményezi, hogy a
mennyiségi meghatérozasoknal oly fontos kimutdtasir is sokkal alacsonyabb.
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14. abra: Ugyanazon minta kromatogramjai SIM ikebRM Gizemmaddban

Az attekinthedség érdekében tablazatosan is megadjuk a kulénikEmmaod beallitasokat.

Uzemmoad Q1 Q3
Leanyion-analizis SIM SCAN
Anyaion-analizis SCAN| SIM
Semlegestbmeg-vesztés SCAN SCAN
Kivalasztott ionfolyamat-kovetés  SIM SIM

5. Alkalmazasok

A harmas kvadrupol tandem tomegspektrometriat laekggbban HPLC-vel kapcsolva
mennyiségi meghatarozdsokra hasznaljak MRM modbamyolult mintamatrixokbdl vérdd,
vizelet®l, élelmiszerek®l, talajextraktumokbdl stb. térténnyomnyi mennyiség elemzeését
teszi lehetvé. Mennyiségi meghatarozasokhoz — ha van ra mbelss standard modszert
hasznalnak egyrészt a mintéladszités szérasa, az esetleges féllépak (pl. injektalas),
valamint a mé&miiszer érzékenységének valtozasabdol adddo bizongtajakikiiszobdlése
veégett. Ez utébbi abbol adddik, hogy ha példaul 809 vérmintabol allo mérési sorozatunk
van, akkor az etls injektadlas és az 500. injektalasnal a készllék hesa ugyanolyan
erzekeny, mert az ionforras elkoszolodik, és csbkke eérzékenység. Bélsstandard
hasznalataval ezt figyelembe vesszik, hiszen aftkaarra kapott jel is kisebb lesz az 500.



injektalasnal, nemcsak a mérérikbmponensé. Természetesen a jelcsokkenésnek uggano
meértékinek kell lennie a méreidde és a betsstandardre nézve egyarant. Ez Ugy biztosithato,
hogy a célvegytlethez nagyon hasonlé vegylleteaseélink. A meghatarozandé anyaghoz
legjobban hasonlitd anyag annak deuterdlt valtpzately kémiailag azonosan viselkedik
(ugyanott van a retencios ideje is!), de a tomdiykigég folytdn megkilénbdztethen
detektalhato.
Bioldgiai mintakat fehérjekicsapassal, folyadékyfmék extrakciéval (LLE), vagy szilard
fazisa extrakcioval (SPE) készithetlnk.el
Bioanalitikai vizsgalatok lehetnek pl. az alabbiak:

- farmakokinetikai mérések
A farmakokinetika a gydgyszerek sorsat kdveti nynraszervezetben. A gyogyszerfejlesztés
soran allatokon, kébb embereken tesztelik a hatdanyagokat. A gyogybeadasa utan
meghatarozott ikozonként vérmintat vesznek a paciéhstés a gydgyszermolekula
metabolizmusa és kitirillése a szerveisétb

- biologiai hasznosithatosag
A biolégiai hasznosithatosag (bioavailability) azfelenti hogy a beadott
gyogyszermennyiségnek hanyad része jut be a vagéasie.

- toxikokinetika
Egyre novekd, akar toxikus mennyiségben beadott gyodgyszer flaokiaetikaja (csak
allatkisérletek)

- ételinterakcios vizsgalatok
Etkezéskor bevett gyogyszer felszivodasa, -eloszlasetabolizmus és Kkiliriilése,
0sszehasonlitva az éhgyomorra bevett gyégyszerrel

- bioekvivalencia
Az eredeti gyartd altal gyartott originalis gyoggs2s az utangyartott generikus készitmény
0sszehasonlitdsa a farmakokinetikajuk alapjan

- agypenetracios vizsgalatok
A bevett gyogyszer milyen mértékben jut-at a vér/ggtom, azaz mennyire jut be az agyba.

Gyégyszerek és novénywgsterek nem human mintakbdl valélemzésével foglalkozd
laboratoriumoktol megkoévetelt, hogy szigoru G8agbiztositasi rendszerben végezzeék
munkajukat. Ezt a Helyes Laboratoriumi Gyakorlato¢@ Laboratory Practice, GLP)
minisztériumi rendelet szabalyozzstp://www.muszeroldal.hu/assistance/glp)pdf

6. Az elvéegzend laborgyakorlat

A mérés célja: A deramciklan niévgyogyszer mérése human veérplazma mintaban
HPLC/MS/MS mddszerrel farmakokinetikai vizsgalatokh

A deramciklan gyégyszermolekulara dolgozunk ki HPUS/MS médszert. Az ismeretlen
(deramciklan-d6) és kalibracios modszert fogunkzhakni.

Elkészitjuk a kalibracios és ntisegelledrzé mintakat, majd ékészitjikoket két kilonbo&
minta-ebkészitési mddszerrel, szerves oldészerrel térti@mérjekicsapassal és folyadék-
folyadék extrakciéval. A gyakorlat soran egy harrkadddszersl is sz6 lesz, a szilard fazisu

8 http://en.wikipedia.org/wiki/Pharmacokinetics

" A human mintakbdl torténmérésre masfajta miségbiztositasi rendszer vonatkozik.



extrakciordl (solid phase extraction, SPE), miny égrmadik lehetséges mintéleészitési
technikardl.

Anyagok:
- Ures, vak (blank) plazma

- deramciklan KAL standard oldat (1@/ml) kalibracios mintak készitéséhez
- deramciklan QC standard oldat (1§/ml) QC minték készitéséhez

- deramciklan-d6 betsstandard oldat (200 ng/ml) (BS)

- oldoszerek: viz, acetonitril, n-hexan, etil-acetat

- 25 mM NH,OH

- eluens: metanol + 1% ecetsavat tartalmazo viz

Készulékek, eszkzok:
- Perkin Elmer Sciex API 365 harmas kvadrupol tomegspméter
- Perkin Elmer Series 200 HPLC rendszer
- TurboVap bepérld
- Sigma 200 keméscentrifuga
- Vortex-keveb
- Heidolph Reax 2000 orbitélis razo
- pipettak: 20-20Qul és 100-100Qul mérstérfogattal
- csiszolatos kupos centrifugacsovek (beparlashoz is)

15. abra: A deramciklan szerkezeti képlete

A gyakorlat menete:

HPLC/MS/MS mddszer kidolgozdsa: a todmeqgspektrodgetparaméterek optimaldsa az
deramciklanra és az deramciklan-d6-ra

A molekulaion keresése (Q1 pasztazas)

Az ionforras és paraméterek optimalasa

A legintenzivebb fragmensionok kivalasztasa (Pcottn scan)

Tovabbi optimaldas a legnagyobb hatasfokl fragmédéd eléréséhez (Utkdzési
energia - collision energy) megfaelatriekének beallitasa

(@aramlo oldatba injektalva mintat tovabbi paramgker(ionforras Bmérséklet,
flggbnygaz, szaritdgaz, utkbzési gaz mennyiségkirespray fesziltseg) valamint a
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folyadékkromatografias korilmények (oszlop, eluésszetétel stb.) beallitasa Ezek
optimalis értékeit a gyakorlat rovidsége miatt algylatvezet ismerteti.)

Kalibracié standardok, OC mintak és ismertelen mk#szitése:

- 1 db ketés vak minta (csak plazma),

- 1 db vak minta (csak bélstandardet tartalmazo plazmal),

- 5 kalibracios pont (vérplazma matrixban készilnhgéadok: 50; 100; 250; 500 és
1000 ng/ml)

- 3 koncentraciészinten 2-2 parhuzamos daégelledrzé (quality control, QC) minta
vérplazma matrixban: 100; 500 és 800 ng/ml)

- Ismeretlen koncentracioju plazmaminta

A legtdmeényebb kalibraciés pontot és QC mintaugdml deramciklan standard oldat és
ures (blank) plazma 6sszemérésével (spike-old§uRlIElS.

Kilén tdomegbemérégb szarmazé standard oldatokat hasznalunk a kalisaes a QC
mintakhoz. A higabb kalibraciés és QC mintékat b#kkovafutd higitdssal készitjik,
vagyis a totményebb mintat higitjuk tUres plazméaval.

RRRRR,
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Mintaelbkészités menete:

Fehérjekicsapas

100l plazma minta (kalibracios, QC, vagy ismeretleimédrése csiszolatnélkili kémidse
50 pl 200 ng/ml koncentracioju bélstandard hozzaadasa

vortex néhany s-ig

300 ul acetonitril hozzaadasa

vortex 10 s-ig

5 perc centrifugalas 3000 rpm-en

100ul tiszta felliliszo atpipettazdsa HPLC-mintatartéba

Folyadék-folyadék extrakcio

100l plazma minta (kalibracios, QC, vagy ismeretleimédrése csiszolatos kéendte
50 pl 200 ng/ml koncentracioju bélstandard hozzaadasa

vortex néhény s-ig

200l 25 mM NH,OH hozzaadasa

vortex néhany s-ig

2 ml extrahalészer (hexan — etil-acetat 9:1 elégyraadasa

5 perc razatés orbitalis razogépen

5 perc centrifugalas 3000 rpm-en (a csiszolatogtlegéve)

1 ml feltlusz6 leszivasa csiszolat nélkili bepadbe



szarazra parlas 80-on N atmoszféraban
visszaoldas 100l eluensben

vortex 1 percig

atpipettazas HPLC-mintatartoba.

Matrixhatas-vizsgalat:

Elektrospray ionizacio esetén a matrixhatas ursaoppresszioként Iép fel, ami legtébbszor a
detektorjel csokkenését eredményezi. A minta miérixoonensei pl. nem megfaleminta-
elokészités és/vagy kromatografias elvalasztas matarjak, legtobb esetben lerontjdk a
célvegylletek ionizacidjat ha egyitt elualédnakikelAzt, hogy modszerink mentes-e az
ionszuppresszio jelenséfetaz alabbi abran szemléltetett modszerrel tudjglzolni
(validalni). A HPLC-rendszerbe @észitett Gres matrixot (pl. vérplazméat) injekt&un
mikdzben a kolonna utan fecsképdmpabdl egy T-elagazas beiktatasaval a mérend
vegyulet viszonylag tdmény oldatat vezetjuk be hrrmsbe. A mérerid vegyllet tehat
folyamatosan aramlila tomegspektrométerbe egy allando, a tiszta ehgzrisepest magasabb
detektorjelet adva. Bs méatrixhatas esetén felvett kromatogramot mutat be. abra.

Métrixhatés vizsgalat sematikus rajza:
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16. abra: Zavaré matrix hatdsa a kromatogramraixhatas vizsgalat soran

Lathatd, hogy 0,8 perc korul a detektorjel szintdldra csokken, amit az okoz, hogy az
oszloprél nagyon és ionszuppressziot okozé szennjezkezdenek elualddni. Ennek
kovetkezménye, hogy a folyamatosan aramlé méremdgyillet sokkal kevésbé tud
ionizalodni és bejutni a tomegspektrométerbe, titdtkken a jel.

Az elbkészitett mintak mérése és kiértékelése:

Az automata mintavaltéba elhelyezett mintakat smofl vezérelve mérjik le. Bbzor
beirjuk a szamitdégépbe a mérési szekvenciat (smtdzami a késziléknek megadja, hogy a
mintavaltéban |é§ mely mintakat, milyen sorrendben és milyen moédetemeérje le.



Elindituk a mérést, és sorban regisztraljuk a latogramokat. A kromatogramok
mennyiségi kiértékelését is a szoftver vegzi: aAmeiklanra és az deramciklan-d6-ra kapott
csucsterlleteket integralassal hatarozza meg. irkalos fliggvény felvételekor a mérénd
anyag/bels standard csucsteriilet aranyt abrazolja az derdnéileramciklan-d6
koncentracié aranyanak fliggvényében. A kapott poat@a sulyozott legkisebb négyzetek
modszerével illeszt egyenest.

A kalibracios egyenes alapjan kiszamitjuk az ismhememintdk koncentracigjat, valamint a
Meghatarozzuk a kalibracios pontok és a QC mintikgssagat (Accuracy). A pontossag a
meért koncentracié a névleges koncentracio szazadéka

A mérés elfogadasi kritériumai:

A kalibracios mintaknak a kalibracié alapjan visszamolt koncentraciéja +15%-kal térhet el
a névleges koncentraciojuktol, kivéve a legkisebhtpt ahol +20% a megengedett eltérés.
Egy kalibraciés pont kieshet. Ha tobb kalibraciéstpesne ki, a mérés nem elfogadhato, meg
kell ismételni.

A QC mintak 2/3-anak, azaz 4 QC mintanak a kalibratapjan visszaszamolt koncentracidja
maximum +15%-kal térhet el a névleges koncentrakid]. A kie két pont nem lehet
ugyanaz a koncentracioszint.

Jegydkonyvben rogzitend

- méres célja

- anyagok, készilékek, eszk6zok

- amérési modszer paraméterei (MS/MS és HPLC koriyeid

- minta-ebkészités lépései, szikséges szamitasok

- kalibraciés egyenes megfalsbgének ellefrzése, QC mintak elfogadhatésaga
- kinyerési hatasfok kiszamitasa

- ismeretlen minta koncentraciojanak kiszamitasa

- matrixhatas-vizsgalat, két mintadk€szitési médszer 6sszehasonlitasa

Mivel biolégiai mintdkkal dolgozunk, fokozott odgfielés szikséges, keérjuk, hogy a
gyakorlatra mindenki hozzon magaval:

- laborképenyt,

- védbszemiveget.
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