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Ceél: Toltott részecskék el6allitasa ‘ ‘ repeller
lonizaciés maodok: | 7
« elektron ionizacio (El) magnes|| |- 4\ magnes
« kémiai ionizacié (Cl) I
e gyors atom bombazas (FAB) {ament == \a
« lézerdeszorpcio (LDI, MALDI) ('f;?g;él) M P

ionizacio légkdri nyomason (API)
electrospray ionizacio (ESI)
|égkdri nyomasu kémiai ionizacié (APCI)
Iégkori nyomasu photoionozacié (APPI)
deszorpcios electrospray (DESI)

Kamra: p= 10 Torr
T=100-200 °C
Filament (fitészal): W, Re Repeller: U= néhany V

Ty= 2000 °C
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Elektronionizaci6 7

Az elektronenergia hatasa
0ev [ Mt .
- Vizsgalhat6sag feltétele: illékonysag ¢ 0 ev b
105 105 20 eV
« Témeghatar: 1000 Dalton (Da) g i 7 108
4 81
« Kationok, gy6kkationok képzédnek © st [
* Fragmentacio: gyakori és jellegzetes (spektrumkonyvtar) ';'r B l l
» Sok esetben nincs molekulaion - L
L Mt
* Az elektron energianak a szerepe 15 ev 2o .
105
105
1l
Kémiai ionizacié o Kémiai ionizacio 10
« Cl forras: az El forrasnal zartabb lon-molekula reakciok:
» Reagens gaz: metan, izobutan, ammaonia Metan: CH,+e ® CH +2e
+ Nyomaés: » 0.1 Torr (El »10° Torr) S::ffc”,; f; g:j;f:;
» Minta parcidlis nyomasa: »10* Torr CHg"+M® CH, + [M+H]*
« Lagy ionizécio CoHs" + M ® [M+CyHs]"
f ol . Izobutan: (CH3);CH* ® CyH,* + CHy®
« Fragmentécid: elhanyagolhatd CsijJr Ca o (:74H9* N é3H8
» Kvazi-molekulaion C,Hg" + M ® [M+H]* + C,Hg
C,Hg" + M ® [M+ C,Hgl*
Cl reagens gazok u Tipikus EI spektrum 12
Metan: « szerves vegylletekre altalanosan jo [M-OH*  M¥
« [M+H]* [M+C,Hs]* ionokat ad - o o
« az adduktok intenzitasa kicsi |
Izobutan: < enyhe fragmentéacio6 figyelheté meg " |
¢ [M+H]* [M+C,H,]* ionokat ad i i
 az adduktok intenzitdsa nagy - !
« nem olyan univerzalis, mint a metan
Ammonia: -« fragmentacio nincs "

 bazikus molekulaknal [M+H]* iont ad
« polaris vegyuleteknél [M+NH,]*iont ad
* egyéb vegyiletekre nem j6




Tipikus CI spektrum

o [2MeH]*

Gyors atom bombazas u

« Cél: kiterjeszteni a vizsgalhaté vegyuletek korét
» Megoldas: matrix bevonasa az ionképzésbe

» Matrix: glicerin, NOBA

* TOmeghatar: @néhany ezer Da

* Fragmentéacié: kismértéki

* Gyors atom/ion: Xe, Cs*

» Kvazi-molekulaion: [M+H]*, [M+Na]*,

Gyors atom bombazas
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Lézerdeszorpcio 16

Matrix Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight Mass Spectrometry

Leggyakoribb matrixok:

9 o

4-hidroxi-a-ciano fahéjsav  2,5-dihidroxi benzoesav
(CHCA) (DHB)

o
HC.

° N -
HOJQ/\
o

I
CE;

g
3,5-dimetoxi-4-hidroxi fahéjsav (SA)

Matrix-minta kristalyok a targeten

Mintatart6

17

MALDI ionképzédés 18

1. A matrix-minta oldatot
részaritjuk a mintatartéra.

2. Laserimpulzus hatasara
molekulédk Iépnek ki a
géazfazisba.

3. A minta molekulait a matrix
ionizélja, majd az
elektrosztatikus tér
felgyorsitja.

4. Repuilésiid6 (TOF)
tomegspektrometrias
+20 kV detektalas.

Récs  Racs




A MALDI elényei 19 Tipikus MALDI spektrum 20
1 Lagy ionizacié: intakt biomolekuldk vizsgalata lehetséges chager[;pf:‘]’flzzzi00):>RSM100[BP:1490594‘3562]
. Széles tomegtartomany: nagy méltémegi biomolekulak ’ e
(> 300 kDa) vizsgalata b S ‘ 1 pmol
« Keverékek egyidejli vizsgalata lehetséges, nem igényel B linearis mod
bonyolult tisztitast, elvalasztast i *25Kkv gyors. fesz
i Nagy érzékenység (fmol tartomany) § :
1+ Konnyen értelmezhetd spektrumok (kis toltottség) H a H
1 SOk, pufferek hatasa kisebb E [M#3HP* H
+ Gyors (7 [0 [2M4BHP* ‘
B }\ J \'\g oot o \‘\ [2’?9';1‘34
[P N VAV S RV ANV e S . - ]
o o oo Mass (m/z) 0 o o
lonizaci6 léegkori nyomason [ Electrospray ionizacio 22
Polér lonSpray: Pneumatikusan segitett electr ospr ay
Nagyfesziiltség (5-6 kV) hatésératoltott cseppek
2 == keriilnek a gazfazisha (koncentréci 6érzékeny!).
g lonforrasok koncentr &ciétartomanyai:
—TurboV (2uL/min—3mL/min)
—Turbo-lonSpray (2uL/min—ImL/min)
—lonSpray (2 to 200pL/min)
—Micro-lonSpray (50 to 1000 nL/min)
Apdldros —NanoSpray (~1uL-5pl intip, 20-50 nL/min)
o w Méﬁg;meg m ¢ Kis aramlas ® nagyobb érzékenység!
lonSpray™ 23 TurbolonSpray™ 2

Aramlasi tartomény: 2 — 200 mL/min

Aramlasi tartomény: 2 — 1000 mL/min




Turbo V™™ s Microelectrospray 2
Aramlési tartomany: 2 — 3000 nt./min Aramlasi tartomany: 50 — 1000 nL/min
Nanospray 21 Nanospray e
Aramlasi tartomény: 20 — 50 nL/min
30

Masodik generacio
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Sprayképzédés

R

Tobbszorosen toltdtt ionok 3

1égkori nyomés vakuum
1. toltott cseppek

képzidése i

3. Coulomb
robbanés

1L
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Lysozyme
MW = 14,305.14

- ; " \ :
3 2. oldoszer- | [
eltavolitas | * - .
Moltémegszamitas £ Moltémegszamitas 34

minden egyes cslcsra igaz:

m/z = (MW + nH+)
n

m/z = tdmeg/toltés értékek a spektrumban
MW = a fehérje moéltomege

n = toltésszam (egész)

H+ = a hidrogén ion tdmege (1.008 Da)

Atoltés és a moltdmeg is ismeretlenek
Két szomszédos csucs toltdttségi foka kozti kiilonbség:1

1431.6 = (MW + nH+) 13014 = (MW + [n+1]H+)
n [n+1]
2 ismeretlen két egyenlet — el6szor n-re oldjuk meg
n =1300.4/130.2 = 10
majd behelyettesitve a méltdmeg:
MW = 14316 - (10x1.008) = 14305.9 14,305.14

Rekonstrualt tétmegspektrum =

Eluensmoédositok %

14305.7

14402.8

4T

» Szerves savak (hangyasav, ecetsav) el6segitik a
bazikus vegytletek (sp® N- tartalmu)
protonalédasat.

» Semleges egytletek kationok (alkalifém,
ammonium) segitségével is képezhetnek ionokat.

» 0.1 % hangyasav vagy ecetsav a legjobb adalék
pozitiv médban peptidek, fehérjék vizsgalatara, a
0.1% TFA HPLC-MS méréseknél kedvelt.

* Ammonium-formiat vagy-acetat javasolt puffernek
2-10 mM koncentracioban.

» Foszfatpuffer, TEA kertilend&!!!
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APCI 3

* Az APCI nagy aramléast is (0.1-2.0 mL/min.) toleral
» Polaros, termikusan stabil vegytiletek vizsgalatara
* Molekulatdmeg MW < 1000 Da

* Intenziv f(ités hatasara az olddszer elparolog

» Porlaszt6- és segédgaz alkalmazésa sziikséges

» Korona kisllés hatasara kdvetkezik be az ionizacio

lonképzés mechanizmusa ___»

primer folyamat: N, + e ® N,*" + 2e

szekunder folyamat:N,* + H,O0 ® H,0* + N,
H,O0* + H,0 ® H;O* + OH"

adduktképzédés: H;O*+ M ® [M+H]* + H,0O

APCI ionképzddeés 40

1égkori nyoméas vakuum
1. oldészer molekulak : |

- ionizacidja i B

=

klaszterképzédés

+ - A A=
— =
] jll 2. adduktképzodéi |

Dacbm g

- 1 Brchasicring

Kombinalt forras 41

Forréashaz
ESl probe

-8
»

APCI probe

Légkori nyomasu fotoionizacio =

« Eluens aramlasi sebessége:100ni-2mL/min
« Forditott fazis
* MeOH/viz elényos
* ACN csokkenti az érzékenységet
* Normal fazis
* |zooktan/Izopropanol/Diklérmetan
» Dopant: Toluol (HPLC grade) 5-15% kulon pumpaval
* H6mérséklet: 300-450 °C (APCI)




Photospray forras “ PSI alkalmazas z
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DESI alkalmazasok 46

Deszorpcios Electrospray

Oldoszereltavolitas a7 Gazfuggony interface 4

Nitrogén gézfiiggony
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Robusztussag “ Karbantartas 50
eeos—X—Methomyl3:1%
wes| X Carbaryl 3.3%
X Aldicarbsulfone 3.6%
"1 % Aldicarb 3.6%
’ - Infection Number =
Szpgjkoalt talajminta (50ng/mL); 1200 injektél as (3.5nap)
Olddszereltavolitas 51 Analizatorok 52
Fatott kapillaris Cél: Toltott részecskék szétvalasztasa
HPLC eluens
| S Analizétor tipusok:
Pérologtaté gaz_ A~ pray « magnes (B)
I]}‘ - Fitéegység + elektrosztatikus (ESA)
q | » kvadrupol (Q)
,%u  ioncsapda (trap)
- Sraritoadz e repulésiid6é (TOF)
S g 4 9 « linearis ioncsapda (LIT)
e ,._Ef‘—!_ - » Fourier transzformacios ion ciklotron rezonancia MS
- Sl L EL
LRt = (FT-ICR)
?'_ o - «  Orbitrap
Futott kapillaris
Magneses analizator 53 Magneses analizator 54

Lorentz eré:

1. YamvZ=eU

2. veB=mv?/R P v=eRB/m
1.+2. b

B2R?
2U

o|3

Tomegspektrometria alapegyenlete

Pésztazas (scan) :
e méagnesaram

EBéctrom sgrit




Elektrosztatikus analizator

Szektormez6

1. %mvZ= eU
2. mv¥R =eE

1+2.p

Euggetlen a tomegtél!!

Kett6s fokuszalas 56

Cél: a magnes és az ESA kdlcsdnds hianyossagainak
kikliszobolése

« Aforrashdl kilépé ionok sebesség- és iranyszorodast
szenvednek

* Magnes: impulzus szerint szeparal. Azonos témeg,
kiilonb6z6 energia b kiszélesedik a csucs

¢ Rések: érzékenység csokken
« Nagyfelbontas!!

Kett6s fokuszalas

magnes .-

| ..:.'
forrasrés \..,?_

deleklo;l |

ionforras .

Fl I'
! |__kollektorrés

Felbontas 58

Felbontas: R =

m
Dm
Full Width at Half Mass

10 % volgy

Dm (50% magassagnal)

Felbontas

59

Minimalisan sziikséges felbontas

Ar 39.96239

CH, 40.03130) 80
N, 28.00615} 00
CH, 28.03130

co 27.994911f

N, 2800615 2490
13,

CCGH792.05813} 20600
CHy  92.06260

Kvadrupol analizator 60

« Felbontéas: egységnyi

» Arendszer méréshatéra:
néhany ezer

“ e «DC=0-+500V
« RF = 6000 V

10



Kvadrupol analizator L

©
@ ©
©

Egy adott AC / DC érték esetében csak egy
ion szamara stabil az ionpalya.

loncsapda analizator 62

belépé ionok

belépé elektroda
[

gydirdelektroda h-e—gf Wt
1
e e
kilép6 elektréda. J
o ]
o
WF redugs
. Kiléps ionok

—

oot

Elény: érzékenység, kis méret, MS"

loncsapda analizator 63

« lonok mozgéasa: az elektrédakra kapcsolt egyen-
illetve valtofesziltség hatdsara

* Az Osszes ion egyszerre tartézkodik a csapdaban
« Kis méret, kdnnyi kezelhetéség

« MS" funkci6 (n=10, elméletileg!)

alga

...kilép6 potenc

EXB valtozt

RF Q TRAP

pasztazas... Radialis csapdazas

O I

Radidlis csapdazas

Segéd RF
pasztazas....

Kiléps oldali halo

Repulési id6 analizator 65
Konstans potencial (U) §
| x
[9]
‘ T
) (@]
mg, m, D m, m% m;>m,
azonos
toltés
esetén
1d6 (ns)

Repdlési id6 analizator

% mv2 =eU m® v,
v=(2eUm¥2 m,® v, m= 2U

AV
t = Dv = (D2m/2eU)12 b Dzt

Az ionok energiaszorasa miatt a felbontas kicsi

11



Felbontast nével6 megoldasok lontikor 68
* Az ionképzédés helyének szérasa 1 ontiikor
— lontukor (Reflectron) L e F RN R
&
. T T
@ .
+ Sebességeloszlas (energiaszoras) detektor T v
— Delayed extraction (MALDI) —_——— -
L - .
—orthogonal TOF — :_ e
A : Utakor
Ugywsni o U=0
forras
Delayed Extraction (DE) 69 A DE hatasa a felbontasra___©
e——vs Linear mode Reflector mode
+20 kV e— o :
: | delayed continuous delaygd continuous
: } extraction extraction extraction extraction
‘ R=1,100 R=125 R=11,000 R=650
A potencialgradiens a lassabb ionokat jobban gyorsitja }
|
o—
+20 kV I o—
o—
m/z m/z
A detektorig a lassabb ion utdléri a gyorsabbat Minta: DNS 36-mer Minta: DNS 20-mer
FT-ICR MS 7 Az FT-ICR felbontasa 72
11+
A celldba bejuttatott és a nagy magneses térer6 hatasara 7766007 R=1.040.000 !!!
korpalyara kényszeritett ionok altal indukalt aramot méri. - —rn ' '
+ Griasi felbontas . 157 e
« tag id6skala (nem destruktiv detektalas) :
I Time * 779.7924
] r ok " Mo
- 779.4282
—v - bt
W—‘ 779,3482
ez !Im_B i ¥ M | 779.8840
i l 779.9759
o manalibae d.'...'.a_u_...._. b mnnmags [ R R U RN NI T Y .....I....__._. o
(414 L 1 ik "M' (b A ma ns VS

12



Orbitrap 7

LTQ Orbitrap Mikodése 74

1. Az ionokat a linedris ioncsapdaban taroljuk
2. .... Majd axidlisan kieresztjik

Es a C-csapdaban ismét csapdazzuk

4. Onnan egy csomagban atkldjik az Orbitrap analizatorba

5. .... Ahol elektrosztatikusan csapdazédnak, és a kdzponti elektroda koriil keringva
oszcillalo mozgést végeznek

A mozgas soran a toltott részecskék aramot indikéalnak az = _

Tﬁa—n
erositik fel.

orbitrap detektor elektrédaiban, majd ezt az aramot

Az egyes ionoknak megvan a sajatos
hullama.

Korfrekvenciak és a tomegek

Az axidlis oszcillacioé frekvencigja:

Ahol w = oszcillacios korfrekvencia
k észulékallando
mz .. A hdn ahitott tomeg!

a ﬁﬂg*?%%'”—”'@

Minden ionnak megvan a maga
korfrekvenciaja, mely egy eredd aramot
indukal. Ebbdl az egyes komponenseket
Fourier Transzformaciéval kapjuk meg.

Teljesitoképesség 7

+5 Instrument performance for Bovine Insulin
m/Dm = 70,000

m/Dm = 40,000
1,147 1,148 1,149

+5 m/Dm = 45,000
1911 1912 1913 1914
+3

1,435 1,436

1,200 1,400 1,600 1,800 miz

Analizatorok felbontasa 7
* szektor (E,B) nagy >10,000
« kvadrupol (Q) egységnyi  (kivétel!)
« ioncsapda (trap) nagy (de: tomegpontossag?)
« repulésiidé (TOF) nagy >10,000
* lineéris ioncsapda (LIT) kozepes <10,000
« orbitrap nagy > 200,000
¢ FT-ICR nagy!!! >1,000,000

Csak a nagyfelbontas??!! 7

IR NN AT
1850008 18,1000 i S
Fapire e
Enaat muabery it aoisriponding lornsle For watious puosble s ol k150

gt ooy s b, Wychiigen , siaingen el 0spgeen mmies in Lot oo

M, s il Lheisl

13



Elegendd-e egy egyszer(

7 Szerkezeti informacid nyerése [
LCIMS? Y
2000 — Benzocaine Ethenzamide
g Tobb szaz vegyiilet rendelkezik o Q
E 250 koruli moltd .
3 1500 pLmeenene /@)ko/\% [ I N,
5 N 0" e,
& 1000
= 500 *Egyezd dsszegképlet : CgH ;NO,
*Egyez6 tbmeg : 165.19 dalton
T T T T 1
20 mﬁ.‘?cma,wi?;’m 800 _— *Egyezd szamu kettés kotés : 4
MSMS spektrumok L Tandem tdmegspektrometria__[
Célok:
) . - e szerkezeti informacié nyerése
£ - - «  érzékenység novelése

o e Mz m ik W

Eltéré
iz fragmensek

¢ szelektivitds novelése

Megvalositas:

«  szektor: kombinéacié (EBE, BEB)

e kvadrupol: QqQ

¢ joncsapda: MS"

¢ TOF: Post Source Decay (PSD), TOF/TOF
«  hibrid: BEQQ, Q-Trap, Q-TOF,

@

Triple quadrupol felépitése P

Lehetséges scanfunkciok o

Product lon Scan

Precursor lon Scan

kivalaszt: anyaion
pasztaz: fragmension

pasztaz: anyaion
kivalaszt: fragmension
Multiple Reaction

Neutral Loss Scan Monitoring (MRM)

pasztaz: Q1 és Q3 a
semleges témegével eltolva

kivalaszt: anyaion
kivalaszt: fragmension

14



Q-Trap &

3D Trap ——
Erzékenység a teljes
tdmegtartomanyban O Q TRAP™
MS3 (vagy t6bb) —
Erzékenység a teljes
Qq Q tartoméanyban
MRM lehetdség MS?

Semlegesvesztés MRM lehetéség

Ha akarom: harmas kvadrupol... ®

Megtartva minden hagyomanyos funkcioét :

« Single MS scans (Q1 and Q3 scans)

e Product lon Scan (MS2)

 Precursor lon Scan (Prec)

 Neutral Loss Scan (NL)

» Multiple Reaction Monitoring scan (MRM)

Precursor Scan Semlegesvesztés
Precursor Scan
...ha akarom ioncsapda &7 Megndovelt leanyion pasztazas s

Uj pasztazasi modokkal :

- Enhanced single MS scan (EMS)
- Enhanced Resolution scan (ER)
- Enhanced Product lon scan (EPI)

- Enhanced Multiply Charged scan (EMC)

Product lon Scan

O ,,,,,,, > 1 1
- Time Delayed Fragmentation scan (TDF) ° »I - ® 1 A
) o2 -2
- MS/MS/MS scan (MS3) o - N ! |
[} . > 1 3> 1
1 1
Erzékenységnovekedés 89 Q-Trap %
- " , .
i e o . 3%
, o e LA n ' 3D lon Trap
ThdleldSh T o .. Vhne. e Aol L
Q TRAP System =TS '
> 550X X ‘ ‘
aLe 1 - |. '_ T - _'.H:-"J:' .|J. o _ l N - _

15



MS1 (3D trap) oL EMS (QTrap) 02

E B il P U
MS2 547 o3 MS3 547/538 o4
MS4 547/538/529 o5 MS5 547/538/529/392 %

16



EPI 547 o7

1 CE:35eV

EPI 547 %

T

a0l CE:50eV

Csatolt technikak B

A mintabevitel specialis modja, amikor
folyamatosan jut be a minta a készilékbe.

*GC-MS
*HPLC-MS
* CE-MS

GC vs. HPLC (MS) o

>

]
Q
<

( GC: gaz/g6z minta, héterhelés

‘ HPLe / HPLC: folyadék/oldat minta
kicsi ®\ LC/MS

apolaros  Polarités  potaros - sz€leskorl alkalmazas,
moltdmeg informacio

Méltomeg

Chemical Abstracts entry compounds
Total ; 9,000,000
GC applicable 130,000 (1.4%)
target compounds for HPLC 8,870,000 (98.6%)

Az LC-MS/MS rendszerek érzékenysége

2, 3 4000 3
4 3500 \ |
a000
1 |
2 ng/mL = 2] I MJL@«
=0.8 ppb* i a |\ VY
1500 \ 2 ng/mL
B 1009 P =0.8 ppb*
o R P pan) 10,0011/0012.0013 0014/0015.0016.0017.0018.0019.00
1 Fipronil Hattér: az egyre szigorodé EU normak
2 Fipronil-sulfide kovetkeztében a bébiételekben 28 peszticid
3 Fipronil-sulfone szermaradvany maximalis értéke 10 ppb

4 Fipronil-desulfinyl | ala kerlt (pl: fipronil és metabolitja 4 ppb)

LC-ESI-MS/MS
4 (negativ MRM méd)

2 ng/mL e 5 pg/mL
=08ppb*  * 50g £ =2ppt*
mintatdmegre ~ * ™| =2ngkg!!

vonatkoztatva

GC-MS 104

lllékony minték johetnek széba: EI/CI ionizacio

Az analizator sebességének szerepe
« szektor: lassu

« trap és quad kdzepes
* TOF gyors
Avivégaz és a vakuumrendszer egymassal ellentétes

« toltott kolonna: nagy gazaram b szeparator
« kapillaris kolonna: kis gazaram b direktbe

A kapott spektrumok konyvtarbdl jol keresheték

17



GC-MS szeparatorok 103

Jetszeparator

Membranszeparator

— Y

I th =
o | membran

gt

e Lassl a valasz

vékuurr;szivaltyﬂ
* A komponensek kis része jut « Megbizhat6

be a készulékbe
* A membran szelektivitasa

fugg a polaritastol és a

moéltdmegtdl

GC-MS tanacsok 104

* Fokozottan tgyeljiink a vivégaz tisztasagara
* A kolonna kelléen beérjen az ionforrasha

* A GC és az MS kozti atmenet “transfer line” flitott
legyen

HPLC-MS

Egyre kisebb a megkotés a vizsgalhatdsag szempontjabol
Az eluens és a vakuumrendszer méginkabb ellenségei
egymasnak

A mai ionforrasok (API) egyben az interface szerepét is
betoltik I P

Az elsé interface
egyike: moving belt

HPLC 108
Kulénb6z6 oszlopatmeérékhoz tartoz6 aramlas
elnevezés ID aramlas lonforras
Hagyomanyos 4.6 mm 1-2mU/min |
32 mm Turbolonspray
mikro 1mm 100 ni/min
800 mm 20 nl/min Ionspray
kapillaris 500 nm 10 nL/min .
300 nm 4ntmin [ Microelectrospray
180 nm 2 nL/min
nano 100 nm 300 nL/min N
75 mm 180 nL/min anospray
50 nm 80 nL/min

A forrdsoknak széles aramlasi tartomanyban kell dolgozni

Kolonnaatmerd vs. érzékenység 7

2
c -c (M)
» kapilaris™ ~mormal \ dypinaris 10mmid
o
o

2 pmol mioglobin emésztmény o5 ..«

o |
| \ A -

J | S | WM CSVY S

\

|
I \‘ |
I AN LU 0 W I DN

‘N

3 ) )

0.3 mm id

) N

Absorption 206 nm
3

3 %
Time (min)

CE rendszer 108

fased slcacapilay 23~ 72 pm 120

|| o di=mmian

AL wariEh e

[owenT SRl

_— ]
- Ll

- —
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Kapillaris elektroforézis

Elényok:

¢ Gyors (10-30 perc)

« Kis mintamennyiség (1-50 nL)

* Nagy tanyérszam

e Szamos mad a szelektivitas fokozasara
 Vizes/nemvizes kozeg egyarant

« Egyszeri

voplay =eloprons s

CL3 0T pacs

[TE]
(R

Ifa W}'I, t."k,_

CE-MS illesztés 14

Nehézségek:
» Elektromos kapcsolat megvalésitasa egy pufferedénnyel
» Astabil spray-hez szukséges folyadékaram biztositasa

» Megfelel6 puffer kivalasztasa, mely nem néveli az
ionaramot (0.2 % hangyasav, 15 mM ammaoniumacetat)

» Megfelel6 mennyiségii minta injektalasa
* Az MS és az elvalasztas sebességének 6sszehangolasa

CE-MS interface

111

112

Alkalmazasok

Lehetséges feladatok

» Moltdmeg meghatarozasa
» Szerkezetazonositas
* Mennyiségi meghatarozéas

Izotopok fajtai 14

* A: csak egy izotopja van
- FPI

* A+1: két izotépja van, mindkettd intenzitasa
szamottevd, tomegkuldnbség 1
- H,C/N

* A+2: két izotépja van, mindkettd intenzitasa
szamottevd, tomegkuldnbség 2
- CI,Br,S,0

19



Méltdmeg megadasa us Méltdmeg megadasa 16
C,; Ceo
! ' LI
] n 1 . . il ] " o o d ol 1
Moltémeg megadasa u7 Moltémeg megadasa u
" . c monoizotépo;égrgsg atlagos gkseemeisii)
100 nominal tomeg 556 _H-r tomeg
| \
! - 0 Leu-enkefalin
I' ! CagH3sN5O;
" felbontas  250--__, | ||
) 007 i iy
i n K e I el Pl
TNE] Sy = e .
.c'_"'_n."u_{ H A L2 £

Moltdmeg megadasa

atlagos (kémiai)

témeg 8681.83 ¥ Protonalt proinzulin

,i" i Ca81H586N107011456
monoizotopos ||
témeg 8676.167 .
I| | |
. I
nominal A ||| :
tdbmeg 8672 Ik |I || ' -.x.. 1000 felbontas
r /" N
—_— -'\‘-....- -
-y L - g Jl-.. l.-'-

120

Moltémeg meghatarozasa

20



Moltdmeg meghatarozéasa

72 e Sr—rs— ey

.|| NormaMsLMR | T2

T Lu\ Ju Nl b

5

lonadduktok 124 lonadduktok, tdmegkulénbségek 2
M +Na* APCI pos: +H
APCI neg: -H
ESI pos: H, NH,, Na, K (1, 18, 23, 39)
ESI neg: -H, CI, formiat, acetat, trifluoracetét (-1, 35,
45, 59, 113)
Leggyakoribb témegkilonbségek: 38, 22, 17, 5, 2
Moltdbmeg meghatarozas | [ Moltdbmeg meghatarozasa | [«
T e T A
- Ciklo(Gly-Gly-elLys)-(Gly),-Cho o DMF-bé
M=596.3 g
1o 1 318+H* 2o - 318+Na*
: 2x318+H* :
- n 2x318+Nar
o =1 506+ | ‘ 2x596+Na
= ’ ’ ‘\u“\ el i \\ R TN A ‘ IMI lll Ull. [ T S R Lt s
125

Moltdbmeg meghatarozas Il

QL L72 2 e o 5225 ESipat s e 121079

Normal MS HMR




Méltdmeg meghatarozasa

Prom 61130, 44 o e 5157 St o 611

274+Na*/ b DMSMS

314+Na*

611=274+314+Na*

Méltdmeg meghatarozasa

e raNat Normal MS HMR
314+Na*

e 274+314+Na*

"7 | 2x314+Na*

§2x274+31 4+Na*
~274+2x314+Na*
= 3x314+Na*

#3x274+Na*

Moltdmeg meghatarozasa lll

LTy ———y 296+Na*

310+H*

2Q§‘+H* [\\

- v 7

53 i (7 sere) a2V, i (e 21

296+310+Na*

206+310+H+  2310H

) 2x296+NaM

Moltdmeg meghatarozasa lll

[Ty p————— 296+Na* Towman
638=>

EEEEOE OB

Moltdmeg meghatarozasa lll

B L —r——— B

™" Liionok hozzaadasa!

Moltdmeg meghatarozasa lll

Q105 i 7 can)fom Ba221o,seced (s 21.4) 20pdNa* e

" 318+H*

= : /K\
sous - 296+H*
2 N wsa =5 2

O 318r208+H"
s 296+310+H" %&Naﬂ/\

T——, 2X318+H" o
318+310+H*

296%0+Na‘

2x310+H*
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Moltdmeg meghatarozasa IV

408,400

[A: Tetra 2COO + 40S0, |

287,900 496,400

539 500
. w20by o1
\dbapanii n.YoE 697,000 726200 9293 861600 958200
ZEo Ao M0 a0 4ho S80S0 Bbo G0 re Wb amoeowo i

Moltdmeg meghatarozasa IV 1

[A: Tetra2C0O0 + 4080, |

(A+2H+2Na)%

(A+H+2Na+NH,)*
(A+H+3Na)*
o ||
(A+2H+Na+NH,) (A+3Na+NH,)>
>
(A+3H+Na) \ J (A+aNa)

828,600 sHlsoo

858500
861.600

Szerkezetmeghatarozas 138

Kis molekulak vizsgalata 13

* Kis molekulak azonositasa
(metabolitvizsgalat, szennyezésprofil) (i X Tie
» Nagy molekulak azonositasa - '1 I N
(proteomika) TR || ) _”‘.I_.fb.1,,.n.._ _
i . DAD
I i
E S
’ .".’I: T e 1
|
Informaciofuiggd vizsgalat (IDA) = IDA folyamatabra 139
* Felhasznélasa: EWS Survey
—minden olyan LC-MS mérésnél, ahol elére
nem ismert komponensekrél kell MSMS P
felvételeket késziteni, illetve limitalt
mennyiségl minta all rendelkezésre 1 pvl yo
(fehérjeazonositas, metabolitvizsgalatok stb.) oA St Exclusion List
Critieria

Acquire M: MS
Spectra

23



IDA varazslo 139

Dinamikus hattérkivonas (DBS) [

Kivalasztott
TR cUS " csticsrészlet
* Whmaal b 1 Rt Pk Kimaradé
™ o b M i 5 ol ot csticsrészlet
] 2un ey b B2 e T TEacra > sses
T — et =
s s 5066
o P 4.5e6 Aktualis
o e s A
5 A0 Survey Scan
A8 Vi Pl P § 356 (1 Spektrum)
£ 30661 Hattér rész
2o | (@ Spektrum) AKis intenzités(
Lses | E1626 survey _— komponensek
detektalasa dramaian
1066 N o
s0es
Sie 56 518 520 522 524 526 528 530 a2 4 536
Time, min
m . Egymashoz kozeli cstcsokrol MRM as a survey...
is nyerheté MSMS spektrum Art H A
=1 Dynamic Background FGthjEVIZSgaJat 142
W} Subtraction (DBS)
- : . + Moltdmeg meghatarozasa
R A » Szekvenalas
T T W vmom tm e v e h
MS/MS MS/MS
- b
e
K T -
g we|ls - ;
1 n - ]
. . bl e L
o | - e
o) " L
W I..| n I..L“ .
B T L A T faa}
Intakt fehérje ESI spektruma__ 4 Eleszt6 enolaz 144
| EeRaan o s =
TR Toébbszorosen toltott csiicsok < 1500
. ™
. '
- Baker’s Yeast Enolase 1
- (46 kd protein)
s 1 pmol/ni
L
L Bayesian Protein Reconstruct
. to obtain Mol. Wt.

Ll —
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=4 74 7
Eleszt6 enolaz 1
= = e
. 16673 MALDI-TOF Raw Data
e v MW, 46,785 (D= 244 ppm)
.. Reconstructed
:’: Data 46,785.1
MW, 46,671
v (D=43 ppm)
%
) - 2+,23,361.8
.
T; v
N ' 47010
Thated  wh ._.___:x'. Ten v T e R

Raw Data,  —-
MW, 66,843
(D=1018 ppm)

T

Sertés szérum albumin 144
MALDI-TOF .

Nagy moltomegek ESI mérése —,

MALDI-TOF
Raw Data, e —(—
MW, 148,422
(D=1200 ppm)

- o o M oM M

Recombinant
. Antibody Spectrum,
= 148.2 kd

= = om m

|

Szekvenalas 14

« Intakt fehérje

» Kémiai/enzimatikus hasitasnak vetjik ala

» Az emésztés soran jellegzetes témegl
peptiddarabok képz6édnek

» Ezek a tdémegek jelentik az egyes fehérjék
ujjlenyomatat, mivel mas fehérjék hasonld

Sejt-
kultarak

“1 mu % e
- - i »

g
Centrifu- 1D/2D adatbazis|
514 4 4 Emésztés LC/MS
galas elvalasztas MALDI

2 kortilmények kdzt emésztve kis
5 Ddeoxy- b Hexose | || DHexose ) s 2
S hexose 7 val6szinliséggel eredményeznek pont
l - 148500 ugyanilyen témegi peptideket.
- D Hexose
= 147900 b et ",?HE_X_OS_E__’
Fehérjeazonositas 149 SDS PAGE 150
—— = - = F " ) :
minta fek‘?etaf‘, dvalasztas  feldolgozas andizis  informatika 505 = HyZ-(CHalyCH- 050y
rakciondlas
- *-’ - ety e

coats w negative chorge

Uzed to determire protein MW
s And purity of profem prep
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Izoelektromos fokuszalas 151

Tsoelectric Focusing

2D elektroforézis 152

aH (T
—_ e
x s E: Q
= = =
g = - - o
£ g ] . g
c = £ S05-PASE g
A A E i é
aH 3 * e =
— + . . T smal B e E
ber_l'mstrg |.|HF
1, Gélcsik/potty kivagasa, apritasa,
mosasa 153 2, Redukélas 154
1D « 10 mM DTT/0.1 M NH,HCO,; 30 perc 56 °C
EE==z « Centrifugalas
" EER. _°© * ACN hozzaadas
4 T= T Fors )
xl SEEms T ik *Inch: e I’__M"'
[P
Mosas: 3-4 x viz/ACN o
wwdeald roOGH T 1HH [
Szaritas et e
3, Alkilalas 155 4, Emésztés gélben 154

* 55 mM jédacetamid/0.1 M NH,HCOs; 20 perc
szobahon, s6téthen

* Reagens eltavolitasa
e Mosas (150-200 m 0.1 M NH,HCO, 15 perc)

e Mosas ACN, szaritas

(1P

-l Sllr.. Suefailin HEY T
law Jain

1.
Twwrr Ha GHGZ 1
T BLE IS |}

s oefh L am
v e [

+ Hidratalas: 50 mM NH,HCO,, 5mM CaCl,,12.5 ng/ni
tripszin 45 perc (a gélt teljesen ellepje)

* Reagensfolosleg eltavolitasa
e 5-25 ni tripszin nélkli pufferben 37 °C, éjszakara

Kémiai reagensek fehérjék hasitasara

Tripszin: Lys, Arg C terminalis
Termolizin: Leu, lle, Val, Phe, Met, Ala N terminalis

BrCN: Met C termindlis

Uj feliiletaktiv anyag: RapiGest (Waters)
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5, Extrakcio 157 6, MS vizsgalat 154
10-15 m 25 mM NH,HCO;, 37 °C, 15 perc
Centrifugalas « MALDI MS
ACN (1-2 géltérfogat), 37 °C, 15 perc C-MS(MS
L[] -
Centrifugélas, feltluszo gydijtése LC-M (M )
40-50 m 5% hangyasav, 37 °C, 15 perc
Centrifugalas
ACN (1-2 géltérfogat), 37 °C, 15 perc
Centrifugdlas, feltluszo gydjtése
Az extraktok beparlasa
Keresés adatbazisban 159 Mascot eredmény 160
: ™|
T LD s e e i - . —
e e e [ SR
i e b s - o By :
4
b n
TIC kromatogramok 161 LC-MSMS eredmények 162
- o L 100 fmal |
. K G- Protein ID 100 fmol 10 fimol 1 fmol 250 amol
- - " - Score | SC (%) | Score | SC (%) | Score | SC(9%4) | Score | SC ()
S e 0 fmol " Serotransferrin precursar | 1880 | 63 1682 5 645 33 295 I
H :_: Bovine Serum Albumin 1870 =] 1318 a5 679 29 120 8
v T e Lysozyme G 52| & 381 58 308 38 69 8
. R B-Galactosidase @0 | 2 ] 2 13 1
= - BEE) Alcohol dehydrogenase 407 34 243 18 227 17
.o . 1 fmoj Cytaochrome C 395 65 294 [ 227 44
: - ) - o ’ 250 ar;u.).;.
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LC-MSMS 100 fmol 169 LC-MSMS 250 amol 164
! b " ER = " | ER
- i .
L IR v ¢ LT
-:M - ot -J. . - ;‘
LT P S I, = _ :
Off-line LC/MS(MS) 169 Off-line LC/MS(MS) 168
Frem Cagil lzrg or
Hanold —.
7 // .5 ﬁr;-f_’/// /,
-
5 3
. -
Intelligens mintafelismerd rendszer —;¢ Mennyiségi meghatérozésok od

Video kép

Felismert kép

Lézer pésztazasi kép

Egyszeres kvadrupol

— Full scan mod

— Selected lon Monitoring (SIM)
Harmas kvadrupol

— Reakciocsatornak figyelése (MRM)
Nagyfelbontasi MS

28



MS péasztazasi moédok 169 Q1 Full scan mod 17
Q1 full scan 1stscan Zjican
° 4
o z
Minden iont figyel g o ) )
Selected lon Monitoring (SIM)
- o i
@ - > miz 1
Csak a kivalasztott ionokat figyeli E’
Q1 SIM maod i Single Quad Full Scan 173
2nd experiment L5 102

1st experiment
AN

miz3 miz 3

+ Hosszabb tartézkodas az egyes tdmegeken

10ng/ml peszticid

°
o} « Jobb jel/zaj viszony
= H 1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
o Time, min
N 1155 22
£ miz 2 miz 2 10065
1 8.00e4- 1 -
600e4|{ gg 102
miz 1 H miz1 4.00e4!
2.00e4-
| AN L, ol
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 hZCO 210 AZ?O 230 240 250 260
— -
Time
. -
Single Quad SIM 173 MRM mod 174
1 6es Els scan Mésodik scan
1565 1ng/ml peszticid A AL
1.4e5 MRM3 MRM3
1.3e5. s 4
1265 ~
Lies el
1065 ©
9004 5
s}
8.0e4.
700 Q
6060 6‘ MRM2 MRM2
5004 I [
4004
3.0e4 MRM1 MRM1
2064
1.0ed
0.0
J—
Time, min B
1dé
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Triple Quad MRM 179 Szelektivitas: Atrazin 100ug/L
- Ing/mi peszticid ‘ o MRM
o | | I
- Ry sm
1500 | \ (i
1000 )LH‘ h} ““U ‘
e '
L
Erzékenység: Chlortoluron 10ug/L 7 Nagyfelbontas 178
o T s ooma |1 xcasm0s
MRM - -.-l . SIN=5.3 1 SIN=155
H Yol | I
| ! T.'I.I B
= acsamoa | [ xic1ombe
o | SIN = 44.1
.- - SIN=41.0
Célmolekulak keresése 17g Egy csucs jellemzése 180

* 300 MRM (2MRM/komponens): 150 vegyulet
* 300 MRM-en alapul6 IDA mérés, mint Survey

Scan amit 3 informéciofiiggd EPI scan kovet (3

kilonb6z6 utkdzési energian): 300 vegylilet
« Es ha tébb komponens van?

« A pontok szaméanak

csokkenésével a csucs
abrazolasa torzul

* S/Nviszony n6 a
csucsszélesség
cs6kkenésével

¢ Akvantitdlashoz
minimalisan sziikséges
pontok szama:6-20

4500

4000

350

3000

2500

2000

150

1000
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Egy csucs jellemzése 184 Egy csucs jellemzése 18
* Apontok szamanak * Apontok szamanak
csokkenésével a csUCS | csokkenésével a csUCS | .
abréazolasa torzul w0 abrazolasa torzul -
¢ S/Nviszony n6 a a0 ¢ S/Nviszony n6 a 00
csucsszélesség 0 csucsszélesség 0
csékkenésével = csékkenésével =
« Akvantitalashoz - * Akvantitalashoz -
minimalisan sziikséges |, minimalisan szikséges | .,
pontok szama:6-20 @l o . pontok szama:6-20 0o ) o
T 5d
MRM hatarai = Ajanlas'merlnylsegl =
meghatarozasokhoz

 Tipikus cslcsszélesség egy HPLC futas soran ~ 21 sec
— Minimalisan sziikséges adatpontok szama ~10
— Minimalis dwell time / ion ~ 5msec

— Minimalis pause time az MRM atmenetek kozott ~
2msec

¢ MRM atmenetek maximalis szama:
= 21 sec/csucs + 10pont/csucs + 7 msec/pont = 300

« Ajanlas 2002/657/EG

* SIM és MRM (4 azonositasi pont)
e MS anyaion 1.0 }

« MS? fragmens 1.5 [ 2 MRMs =4

(megfelels ionarany)
* Full scan spektrum (spektrumkdnyvtar)
» Nagyfelbontadsi MS (>10 000)

Célmolekuldk MRM atmenetei

Quantifier tomeg

Qualifier tomeg(ek)

Metolachlor Pozitiv talalat

Oldészer

EEEIREY

O TR Tl T LR =

0.1pg/L Standard 1

Felsziniviz 1
0.01pg/L |

REIETIIE
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Multi-target screening 191

Spektrumkonyvtar

. . Trap kinalta screenin
Metobromuron Negativ talalat =7 QTrap . g 15
lehetéség
_ Oldeszer » Survey scan: 300 MRM
« IDA kritérium (kiiszob...) - MEMSuyersean
RS * 3 EPI spektrum
o e e ; * Dinamikus kizaras 60
0.1pg/L Standard i Szamolt Dynamic
VT Quantifier/Qualifier sec DaCilten Exclysion
I | arany = 0.90
H_: _|:|
et ' Q o
- uantitier/Qualiner
H ‘ M . arany = 0.39 Spectra
o LN et _.'-.-__.'..n'.r_.-,,;._ ., ._,_‘f-",__.-_-'__.t.'l__ A P T
300 komponens egyidejii méréses Multi-target screening 190
= 300 Peszticid ' M '
@ 100ng/mL I\ h e S S :
= o LT
e - {l || | |II
:: y S
= gy (' L v = ——
= a4 i.'h'l
e LR <
= N o
192

e —
i EL )
li |I Pk s
3 1 1
I T -
o] Zam ] . )
LI R e e
; = "
M S R
3 - F mae ]
3 p e e
I'i.
i | faToeffnooraazae
= -
P " t_i.-q:q:-a-\.'-p:- S—
RN = = i
i N i R e | — —
-t - TLFA
[ P - v e | et
|
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A QTRAP nyujtotta lehetéségek 19

Pozitiv Tebufenpyrad talalat gyombérben

* mért koncentrécié 0.29 mg/kg Standard

PEET) P Gy bé
« maximalisan megengedett érték = fped il

0.05 mg/kg sfe

« tlag MRM arany a standard
esetében =0.850 (RSD=8%, n=7)

« MRM arany a mintaban = 0.909 P =

« a standard Rt értéktartomanya 2004 °

5.84 - 5.87 perc (SD=0.01 perc, 5 T =
n=7) Time, min
« minta Rt = 5.78 perc D)

Tovabbi vizsgalatokat igényelt, mivel gydmbérben még
nem fordult el8!

A QTRAP nyujtotta lehetéségek 194

Pozitiv Tebufenpyrad talélat gyombérben

« Enhanced Product lon spektrumok az m/z=334 (M+H*) ionokon (API 4000 Qtrap)

Quaiier Quentfer | Tebufenpyrad
[©) standard oldata

" o

Gydmbeér
| minta

Konkluzié: a kapott EPI spektrumok alapjan a Tebufenpyrad
jelenléte a gydombérben egyértelmien kizarhato!

Tovabbi lehet6segek 195

» Tovébb névelni az egy injektalasbol
vizsgalhat6 célmolekulak szamat (1000-kordili
értékig): Scheduled-MRM

Tipikus Screening kromatogram %

e um e 300 MRM
s  Ciklusidé 2.1 sec
o — Dwell Time: 5msec

— Pause time 2msec

Scheduled-MRM 197

e Csak akkor figyel egy MRM csatornat, amikor ott ion
varhato

« Minden MRM csatorna esetén meg kell adni
— Egy vért Rt.
—Rt. ablak
— Minimum dwell time
» A program automatikusan felépiti a metodot
— Az id6k alapjan megtervezi az MRM atmeneteket

— A minimalis ciklusid6ét VAGY dwell time-ot veszi
alapul

Scheduled-MRM: a koncepcid

Nagy szamu
vizsgalt MRM
atmenet oA
Kis szam vizsgalt
i — MRM atmenet
MRM e

atmenetek | -n:-—_—_ = —




High throughput vizsgalat SMRM

199

modszerrel

vl * 10 perces LC futas
] ¢ 1000 MRM modszer

« 35 vegytilet spike-olt
vizelet

N

00

Nontargeted screening: SWATH™

¢ ,Sequential Windowed Acquisition of all Theoretical
mass spectra” lehetéveé teszi MS/MS felvételek
készitését altalanos és atfog6 moédon
— A Q1 kvadrupolt szélesre nyitjuk és |éptetjik a teljes

témegtartomanyban
— Data Independent Acquisition (DIA), informéaciétél figgetlen
mérés
— MS/MSALL
= =

Regular MS/IMS SWATH MS/MS

r n I e[
& “fermed b oo [0 o e 3( oo
@ 0n TOF analyzer ® | [250a] | TOF analyzer

SWATH-MS Adatgydijtés elmélete

miz
1200

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

SWATH-MS Adatgydijtés elmélete

m/z u‘jmgtartomany = [400-1200]
Zm {i 25Da swath ablak & 32 swath-ra van sziikség
800 1 100ms egy ablak & 3.2s ciklusidé

it (S

swath = A kromatogréfias futas soran egy adott tomegablakkal kivélaéitott
m anyaionok fragmenseinek 6sszessége

SWATH-MS adatgyiijtés elmélete: rade =1 = gn antehelan

- MS1map

Aebersold and coworkers, ETH Zurich

SWATH-MS adatgyijtés elmélete: Adatgydijtés és értékelés ‘

= MS2/swath map [swath 600-625 m/z] N

Kivélasztott ionkrometogramok:*
< 855.5395
< 742.4556
< 671.4180
600.3368
327.1295

M Aebersold and coworkers, ETH Zurich
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Mennyiségi meghatarozasok

« altalanos és nem célzott Komplinj | Erzékenység | Szelektivitas | Retrospektiv
* nincs modszerfejlesztés! QsiM <100 R _ Nem
« Az adatok utélagosan visszanyerheték (mind QqQMRM 150 i N Nem
MS, MS/MS és XIC) STMS 0 e
e A mérésiidé nem novekszik a mérendd T T
komponensek szamaval QTrap MRW/EP! 00 + ++ Nem
* A szelektivitasa hasonl6 MRMHR -hez (a hattér QTrap sMRM 1000 + Nem
altaldban magasabb) TOFMS Korlatlan + + Igen
TOF MSMS <1000 + + 4+ Nem
TOF MSMSSWATH | Korlatlan + + + Igen
Terapidban hasznalt gyégyszerek7 Immunszuppresszansok 208
— Analeptikumok — Antiretroviralis szerek ° CIklOSpOI’In A
— Antiarrhythmikumok — Analgetikumok ° Rapamycin (Siro”mus)
— Antibiotikumok — Bronchustagitok . T l
— Antidepresszansok — Immunszuppresszansok acrolimus
— Antiepileptikumok — Narkotikumok * Everolimus
— Antikoagulansok — Cytosztatikumok

— Antimycotikunok

Immunoszuppresszénsok 204

(CHCHCH,
CH1

"35\ W)k o
\

CH(CHy), CHy

CH(CHg)

(H3C)zCHCH,

Cyclosporin A

Mol. Wt. 1202.624
Exact Wt. 1201.841

Ciklosporin toxicitas

1600

1400 ] /- 150 ng/ml < C, < 300 ng/ml

1200 -

Nefrotoxicitas, hypertensio
Hepatotoxicitas:
800 o

Bi, maj enzimek |
600 /\ \

400
\_

1000 -

200
\

a— @@ .

Cyclosporin vérszint (ng/ml)

T — T T
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Ido (6ra)
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CSA vérszint meghatarozas FPIAvs. LCMS 21
*Immunoassay 5 s .
-FPIA: fluorescence polarization immunoassay g
° 1400+
-EMIT: enzyme multiplied immunoassay technique E 1200 ]
*HPLC-MS/MS E’—E‘ 10004
‘% E': 800+
= 600
5
g 400 Y=1.56151#x+63.0442
: 200 r=0.90742
£
5] T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
CYA koncentracié LC-MS modszerrel (ng/ml)
Ciklosporin metabolizmusa:
EMIT vs. LCMS 213 CYP3A4 214
OH
° 1200 =
g
g 10004
2 HO,
E@ OH  “wio e s
o £ 6004 = o] A [e] 3
<8 \ A N Qr’o
= 4004
§ 200 y=1.29705*x+27.88061 9 ° o )\ o 4N_
S T - r=0.92766 7 : 5
> 0 T T T T T T T T 1 ] (o] ! o
o 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
CYA koncentracié LC-MS moédszerrel (ng/ml)
2D LCMS 21

CSA metabolitjai MRM 215

T T

Poros R1/20 (2.1x30mm)

3200 QTrap
Luna Phenyl-Hexyl (2x50mm)

60°C

Metanol 97%,
0.1% ACOH,
10mM NH,FA

Metanol 50%

36



2D LC/MS/MS 217

B F 5 8 B 8 & 8 8 & ER

Metabolizmus kdvetkezménye |24

* Immunszuppressziv hatés csokken

» Metabolitok toxicitasa hozzgjarulhat az
anyavegylilet toxicitasahoz

diOH-ciklosporin vs GGT /se Bi

N
=

e}

Dihidroxi-ciklosporin vérszint I,z

Recipiens: Kl 2007.01.03
45 éves férfi
HCV

H H g
r=0,82787 - E Ef; N :g
diOH-CSA (ngiml) diOH-CSA (ng/mi) wd : ™
£ o
n=110 T b b bk w e S S Sy s ey
idd (nap) idé (nap)
Dihidroxi-ciklosporin vérszint 1l. 2 Gz

Recipiens: FNGy 2007.09.05
52 éves férfi

Donor: 52 éves nd

Cyclosporin 1_Tacrolimus _ Cyclosporin | __Tacrolimus °
. Cycosporin__y_Tacrolmus o . O —Tacrolimus

- g N
gw N 5] [
2 600 £ ' 3

s
b £ o
2 ) . £
£ £ w2
H = 3
3 e g E3
5% E §
= 0 r 2 w0 g

< 2
5w wt Sy 0g
3 1 E
g w % ©3
£ 3 0@
5 o £ °

T a + t
o 2 “ ° ° 0oz w6 o 2 4 6 8 10 12 14 16
d (nap) id5 (nap)

CYP3A4 aktivitas magas!!

Egyéni terapia megvalositasa

 Genotipizdas
* Fenotipizaas
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Valproat metabolizmusa

Genetikai polimorfizmusa

OOH

cypacg s VAP S\ cypace
cYp2ce
4-hidroxi-val pr oat

5-hidr oxi-valpr oat 3-hidrva|proa’t

4-én-valpr oét

CYPallé Mutacio Enzim aktivitas
CYP2C9*2 430C>T csokkent
CYP2C9*3 1075A>C csokkent

Esetismertetés

Valproat vérszintek alakulasa a

CYP2C9-status fuggvényében

* 1,5 hdnapos korasziil 6tt csecsemé (S.H.)
* epilepsiafocalisa valproét kezelés

* toxikus tiinetek: ledllitottdk avalproat kezelést

» CYPstatus:
CYP2C9*3/*3 valproat kezeléstilos!!
* még 5 nappal avalproa kezelés besziintetése
utan is magas valproat vérszint
* karbamazepinre vatottak: a beteg dlapota
normalizal 6dott

CYP2C9 fenotipus

05 *1 /%
M PM 122

SERIRE SRS P RSP RO
Betegek

Valproat vérszint / dozis
(ug/ml)/mg

Valproat kezelés a CYP2C9-

status ismeretében

« CYP2C9 genotipus és fenotipus egyiittes
figyelembe vétele:
— CYP2C9 homozigéta mutans: *2/*2 vagy *3/*3
nem javasolt avalproéat alkalmazasa
— CYP2C9 heterozigéta: *1/*2 vagy *1/*3

alacsony doézis javasolt még CYP2C9 IM esetén is

— CYP2C9 homozig6ta vad: *1/*1
a CYP2C9 fenotipus iranyadé:
CYP2C9 PM: alacsony dézis javasolt
CYP2C9 IM: normél dézis alkalmazhat6
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