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 F. W. Aston, 1919
— EIs6 spektrograf
— Ne, CI, Hg, N izotopok
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lonforras

Cél: Toltott reszecskék elballitasa

lonizacios modok:

» elektron ionizéaciod (El)

» kémiai ionizacio (ClI)

« gyors atom bombazas (FAB)

» lézerdeszorpcio (LDI, MALDI)

* ionizacio légkori nyomason (API)
electrospray ionizacio (ESI)
legkori nyomasu kémiai ionizacio (APCI)
legkdri nyomasu photoionozéacio (APPI)
deszorpcios electrospray (DESI)

Elektron ionizacio

‘ ‘ repeller
[y
magnes |"_""""""|_£ magnes
filament “ trap
(futszal) M*

Kamra: p= 10 Torr
T=100-200 °C
Repeller: U= néhany V

Filament (fGt6szal): W, Re
Tq= 2000 °C




Elektronionizacio 7

* Vizsgalhat6sag feltétele: illékonysag

* Témeghatar: 1000 Dalton (Da)

» Kationok, gyokkationok képzédnek

* Fragmentéacio: gyakori és jellegzetes (spektrumkonyvtar)
» Sok esetben nincs molekulaion

* Az elektron energianak a szerepe

RA(%)

[ee]

Az elektronenergia hatasa
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Kémiai ionizacio

* Cl forras: az El forrasnal zartabb

* Reagens gaz: metan, izobutan, ammania
* Nyomas: » 0.1 Torr (El »106 Torr)

» Minta parcialis nyomasa: »10* Torr

» LAgy ionizacié

* Fragmentéacio: elhanyagolhat6

* Kvazi-molekulaion

Kémiali ionizacio

10

lon-molekula reakciok:

Metan: CH,+e ® CH,*+2e
CH, + CH,* ® CH, + CHg"
CHs* + CH, ® C,Hs* +H,
CH;*+ M ® CH, + [M+H]*
C,Hs* + M ® [M+C,H]*
Izobutan: (CH4);CH" ® C,H,* + CHy"
C3H;" + CyHyo ® CyHg™ + CoHg
C,Hy" + M ® [M+H]* + C,Hg
C,Hy" + M ® [M+ C,Hg]*
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Cl reagens gazok

Metan:

Izobutan:

Ammonia;

* szerves vegylletekre altalanosan jo
* [M+H]* [M+C,H;]* ionokat ad
 az adduktok intenzitasa kicsi

» enyhe fragmentacio figyelheté meg
* [M+H]* [M+C,H,]* ionokat ad

 az adduktok intenzitasa nagy

* nem olyan univerzélis, mint a metan

* fragmentéacio nincs

¢ bazikus molekuldknal [M+H]* iont ad

* poléaris vegytuleteknél [M+NH,]* iont ad
 egyéb vegyliletekre nem j6

Tipikus El spektrum
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Tipikus CI spektrum 1
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Gyors atom bombazas

« Cél: kiterjeszteni a vizsgalhato vegyuletek korét
* Megoldas: matrix bevonasa az ionképzéesbe

» Matrix: glicerin, NOBA

s Témeghatar: @néhany ezer Da

* Fragmentacio: kismérték

» Gyors atom/ion: Xe, Cs*

» Kvazi-molekulaion: [M+H]*, [M+Na]",




Gyors atom bombazas 15

icl
Primary Incident Beam Sputtered ngﬂfﬁﬁs
SIMS (Cs™) ions
FAB (Xe®) electrons

LD (photon)

Primary Incident Beam
PD (fission particles)

Lézerdeszorpcio 16

Matrix Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight Mass Spectrometry

Leggyakoribb matrixok:

0 o]

%OH o OH
HO ﬁ
W OH

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

O©A\)LOH ' a3
HO L. . . L.
Matrix-minta kristalyok a targeten

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




Mintatartd 17

MALDI ionképz6deés 18

Mintatartd Laser

1. A matrix-minta oldatot
raszaritjuk a mintatartora.

2. Laserimpulzus hatasara
molekulak lépnek ki a
gazfazisba.

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

4. Replilési id6 (TOF)
tomegspektrometrias
+20 kV detektalas.

Racs Racs




A MALDI elényei i

Lagy ionizacié: intakt biomolekulak vizsgalata lehetséges

Széles tdmegtartomany: nagy moéltomegi biomolekulak
(> 300 kDa) vizsgalata

Keverékek egyideji vizsgalata lehetséges, nem igényel
bonyolult tisztitast, elvalasztast

Nagy érzékenység (fmol tartomany)

Kdnnyen értelmezhetd spektrumok (kis toltottséq)
SOk, pufferek hatasa kisebb

Gyors

Tipikus MALDI spektrum 20

% Intensity

Voyager Spec #1=>NR(2.00)=>RSM100[BP = 149089.4, 3562]
+

[M+H]
100 ’149131 3562.3
2+
o) [M+2H] ‘\
74667 ‘ 1 pmol

8 ‘ lineéris mod
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" H
50 ‘ ‘
40| H
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20| ‘ |
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20000 80000 140000 200000 260000 320000
Mass (m/z)
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lonizacio 1égkori nyomason___ |z

ESI
8
&
£
Apoléros
10t 10 108 10t 1P
Moltémeg
Electrospray ionizacio 22

lonSpray: Pneumatikusan segitett electrospray
Nagyfesziltség (5-6 kV) hatéséra toltott cseppek
kerllnek a gazfazisba (koncentréci6érzékeny!).

lonforrasok koncentréciotartomanyai:
—TurboV (2uL/min—3mL/min)
—Turbo-lonSpray (2uL/min—21mL/min)
—lonSpray (2 to 200pL/min)
—Micro-lonSpray (50 to 1000 nL/min)
—NanoSpray (~1uL-5ul in tip, 20-50 nL/min)
Kis aramlas ® nagyobb érzékenység!

11



lonSpray™

23

Aramlasi tartomany: 2 — 200 mL/min

TurbolonSpray™

Aramlasi tartomany: 2 — 1000 mL/min




Turbo VTM 2

Aramlasi tartomany: 2 — 3000 ni./min

Microelectrospray 2

Aramlasi tartomany: 50 — 1000 nL/min




Nanospray

Aramlasi tartomany: 20 — 50 nL/min

14



Microtechnikak masként

15



Vv r Ve
Spraykepzddes 31
légk6ri nyomas vakuum
1. toltott cseppek
 Képaidese 3 Coulord |
High Wollage R y  f E——
1 II. .' .I " # —
- *__:‘ 0N L R o R —
- TR e L —
Wabulieer Gas I:"\: of 2. oldoszer -
e dltavolitas Ortice
'
Tobbszorosen toltott ionok [
LYSO1A 1(1.392) Sm (S5, 2c1.00); Sb (10.10.00) Sean ES+
100+ FETE L A 140 £a0 A
1789.2
Lysozyme
Ao MW = 14,305.14
AN
- 13014
Al
11831 1801.3 A7
i 1601.4 2044;49?
Al 12108 .
101.5
ot L-L— M. me

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
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Moltbmegszamitas 33

minden egyes csucsra igaz:

m/z = gMW + nH+)

n

LI

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

n = toltésszam (egesz)

H+ = a hidrogén ion tdmege (1.008 Da)

Moltbmegszamitas 3

A toltés és a moltomeg is ismeretlenek
Két szomszédos csucs toltottsegi foka kozti kilonbség:1

1431.6 = (MW + nH+)  1301.4 = (MW + [n+1]H+)
n [n+1]

2 ismeretlen két egyenlet — el6sz6r n-re oldjuk meg
n =1300.4/130.2 =10
majd behelyettesitve a moltémeg:
MW = 14316 - (10x1.008) = 14305.9 14,305.14

17



Rekonstrualt tomegspektrum

14305.7

Loy

14402.8
'-1-'-]0.2.:!
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Eluensmodositok 36

» Szerves savak (hangyasav, ecetsav) el6seqgitik a
bazikus vegyiletek (sp*® N- tartalmu)
protonal6édasat.

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

* 0.1 % hangyasav vagy ecetsav a legjobb adalék
pozitiv modban peptidek, fehérjék vizsgalatara, a
0.1% TFA HPLC-MS méreseknél kedvelt.

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

» Foszfatpuffer, TEA kertlendd!!

18
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Sohatéas 37
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APCI 38

Az APCI nagy aramlast is (0.1-2.0 mL/min.) toleral
Polaros, termikusan stabil vegytletek vizsgalatara
Molekulattmeg MW < 1000 Da

Intenziv fGtés hatdsara az oldoszer elparolog
Porlaszto- és segédgaz alkalmazasa sziikséges
Korona kisilés hatasara kdvetkezik be az ionizacié

19



lonképzés mechanizmusa [

primer folyamat: N, + e ® N,™ + 2e

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

adduktképzédés: H,O*+M ® [M+H]* + H,O

APCI ionképzddés 20

2ol s ) vakuum
légkdri nyomas ,
L]
1. old6szer molekuldk
ionizacigja - Mass Anayser
Hebulznr = L i
Gas m — = ¥ o o/ : 2 .
LC_: - —: E - & - "“’-7- - xr_,‘-_ ;_-
RO Y %y | =
120 2. adduktképzédés,
klaszter képzédés
|2 Sobwel molecules Comra Discharga + X, Declustering

) Sampin R




Kombinalt forras

41

Forrashaz
ESI probe

Légkori nyomasu fotoionizacio

* Eluens aramlasi sebessége:100ni-2mL/min
* Forditott fazis

* MeOH/viz elényds

» ACN csotkkenti az érzékenységet
» Normal fazis

* Izooktan/Izopropanol/Diklormetan
 Dopant: Toluol (HPLC grade) 5-15% kulon pumpaval
* H6mérséklet: 300-450 °C (APCI)

21
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Photospray forras

UV Lamp

Curtain Plata

Mebulizer Gas
{Gas1) Heatar S
Quartz Tube f Crrifice
i I -'l
/ J J
|'I : -'.l
LC Effluent e —
| eesssssss
‘ F‘.'rlmasirgnI
Dopant | l-:uma_—slion
PhotoSpray™  Fegion
Source Block
Curtain Gas
7
PSI alkalmazas 44
- Testosterone | PhotoSpfay
/| Source
I o
- n
E |
E | | APCI
,,i_ﬁ,,_” S— . | —
Ethynyl Estradiol | PhotoSpray
‘\‘ Source
|
I
|
I
//\APCI

22



Deszorpcios Electrospray |+

DESI alkalmazasok 46

Human skin 50 minute after ingestion of 10 mg Clariting
744,53

100 *
@f“
"

5“ gy |

| Claritin®:

I, T2 38138

—_— w0437 AL
| | L Lmi“ |u-uz

ol LYY I " atll

200 i e 440




Olddszereltavolitas

Nitrogén gazfiggony

S e Lair vex ank oo Ak
alata -

Gazfliggony interface

légk6ri nyomas

vakuum

Il

24



Robusztussag %

20—~ Methomyl 3.1%

wos X Carbaryl 3.3%

X Aldicarbsulfone 3.6%
X Aldicarb 3.6%

1.60E+05

1.40E+05

1.20E+05 {5

1.00E+05

Response

8.00E+04

6.00E+04

4.00E+404 §

2.00E+04

0.00E+00

0 200 400 600 800 1000 1200
Injection Number

Szpgjkolt talgjminta (50ng/mL); 1200 injektal as (3.5nap)

Karbantartas 50




Olddszereltavolitas 51

Fatott kapillaris
HPLC eluens

. s Spray
Parologtaté gaz..__ -

et Fitéegység

Szaritbgaz

Fatott kapillaris

Analizatorok 52

Cél: Toltott részecskék szétvalasztasa

Analizator tipusok:
* méagnes (B)

» elektrosztatikus (ESA)

* kvadrupol (Q)

* ioncsapda (trap)

e repulésiidé (TOF)

* linearis ioncsapda (LIT)

» Fourier transzformacios ion ciklotron rezonancia MS
(FT-ICR)

* Orbitrap




Magneses analizator 53

Lorentz ero:

1. amv2 =eU
2. veB=mv3R b v=eRB/m
1.+2. b
m _ B2R?
e 2U

TOomeqgspektrometria alapegyenlete

Pasztazas (scan) :
* magnesaram
» gyorsito feszlltség

Magneses analizator 54

on Erajectory
N register +
jor trajectory
not in register
(too light) =

Detector

trafacior
ot in registar

Choo heayy)

Electromagnet

27



Elektrosztatikus analizator

55

Szektormez6

1. Yamv2 = eU
2. mviR =eE
1.+2.b

R=2U/E
Fiuggetlen a tomeqgtol!!!

56

28



Kettds fokuszalas 57

magnes Z-rés ESA

forrasrés )
— —kollektorrés

o
T detektort----->~{—=

ionforras —

——

i

Kettds fokuszalas 58

Cél: a magnes és az ESA kolcsonds hianyossagainak
kikiisz6bolése

o Aforrasbol kilépé ionok sebesség- és iranyszorodast
szenvednek

* Magnes: impulzus szerint szeparal. Azonos témeg,
kilbnb6z6 energia b kiszélesedik a csucs

* Rések: érzékenység csokken

* Nagyfelbontas!!

29



Felbontas 59

Felbontas: R =

m
Dm

10 % volgy Full Width at Half Mass
m Dm (50% magassagnal)
.'I |
[
—'?L'LI'&\'
.ll I'.
I i
r_"l \.'\__\-
Ji’TI.’]
Kvadrupol analizator 60
* Felbontas: egységnyi s /}
» Arendszer méréshatara: _,:5{:5-. ,_
néhany ezer Ly

©
- E
..«&WKW\W. «DC=0-+500V
el « RF = 6000 V
(4]

Dy Lot

30



Kvadrupol analizator 61

S,
© ©
O

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

Kvadrupol analizator 62

31



loncsapda analizator

belépd ionok

belépo elektréda sected 3
pEnd-capel I Injected ions

Elény: érzékenység, kis méret, MS"

loncsapda analizator

* lonok mozgésa: az elektrodakra kapcsolt egyen-
illetve valtofesziltség hatasara

» Az Bsszes ion egyszerre tartozkodik a csapdaban
* Kis méret, konny( kezelhetéség

* MS" funkcié (n=10, elméletileg!)

32



...kilépé potencialgat

RF T RAP EXB valtozt@sisa

pasztazas... Radidlis csapdazas

Py

tt1

Radialis csapdazas

Segéd RF
pasztazas....

Axidlis
csiapdézés

\

Kilépé oldali halo

Repdulési id6 analizator

Konstans potencial (U)

J

Detektor

o

E
3

o

—.

my, My

@]
—~

>

2
~

m 1> m,
azonos
toltés
esetén
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Repdulési id6 analizator

2mv? =eU m® v
v=_2eUm)2 m,® v, 2U
t = D/v = (D?m/2eU)¥2 p

Az ionok energiaszorasa miatt a felbontas kicsi
Megoldas:
* iontukor (reflektor)

* késleltetett ionkieresztés (delayed extraction)

A felbontast befolyasol6 tényez6k

()]

3

Forras : Eltéré helyen képz6dé ionok ?et
o+ L
_l_ R= m/Dm=t/2Dt %_4 _l_
z : -
Sebességszor as
o
-8

|_

ektor

a7 T A

OO

g[8
o
48
1
48
I
48
gl
A




Felbontast ndvel6 megoldasaok

2]

9

» Az ionképzddeés helyének szorasa
— lontukor (Reflectron)

» Sebesseégeloszlas (energiaszoras)
— Delayed extraction (MALDI)
— orthogonal TOF

lontukor

70

lontukor
SRR RN

S1rrennl
Ty
gyorsitg: —————— U=0 tukor

| deflektor

forras

35



lontlkor a valosagban

Delayed Extraction (DE)

o—
+20 kV I e—

A potenciélgradiens a lassabb ionokat jobban gyorsitja

+20 kV I

117

A detektorig a lassabb ion utéléri a gyorsabbat

36



A DE hatasa a felbontasra

~

3

Linear mode
delayed continuous
extraction extraction
R=1,100 R=125

Reflector mode

delayed continuous
extraction extraction
R=11,000 R=650

10600 10800 11000 11200
m/z
Minta;: DNS 36-mer

11400 6130 6140 6150 6160 6170
m/z
Minta: DNS 20-mer

Felbontas 74

Minimalisan sziikséges felbontas

Ar
C;H,
N2
C2H4
(6{0)
N2

13CC¢H,92.05813

C7Hg

39.96239}> 580

40.03130
28.00615}> 1100
28.03130
27.99491
28.00615}> 2490
} 20600
92.06260

37



FT-ICR MS 7

A celldba bejuttatott és a nagy magneses téreré hatasara
korpalyara kényszeritett ionok altal indukalt aramot méri.

* Oriasi felbontas

* tag id6skala (nem destruktiv detektalas)

Fioss s il I Tme
Erricher :l-\."..l"..
.-".l'fll ] _::- ¢ i ® — g_B Time
wi I‘x . L m
[o 4 “ @
an I;:a'n “ E ‘ ‘
| L
m{q
7
Az FT-ICR felbontasa 76
11+
779.6097 R=1,040,000 !!!
- TR
] 779.5187 779.7009
e TN
s
"
" 779.7924
3 s
] 779.4282
wd T
| 779.3482
L I 779.8840
i AN
|
: 779.9759
"{ mum THEES
i | AR et S s a'-lu\!.-MI‘—'\-—.f-unJ-\n-.-s—quuv-'—-'n”ﬂJ I-h-l-'\—lJ--M - - i
™ e T T i il mm it
Wik x
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Orbitrap 7

LTQ Orbitrap Mikoddése L

1. Az ionokat a linearis ioncsapdaban taroljuk

2. .... Majd axilisan kieresztjiik

3. .... Es a C-csapdaban ismét csapdazzuk

4. .... Onnan egy csomagban atkildjuk az Orbitrap analizatorba

5. .... Ahol elektrosztatikusan csapdazédnak, és a kdzponti elektréda kortl keringva
oszcillalé mozgast végeznek

% % DH I —— |
o aﬂéﬂg é{%}; —
DE . 1 | |]
A mozgas soran a toltott részecskék aramot indikalnak az — !
orbitrap detektor elektrédaiban, majd ezt az &ramot §“=H

erésitik fel.
Az egyes ionoknak megvan a Sajé.tOS NoA P —I“
hullama.

39



Korfrekvenciak és a tbmegek |

Az axidlis oszcillacio frekvenciaja: W= L
Ahol w = oszcillacios korfrekvencia m/z
k  =készulékallandod
m/z = .... A hén ahitott tomeg!

0 P
- ?ﬂ%ﬁ% L 3

Minden ionnak megvan a maga
korfrekvencidja, mely egy eredd aramot
indukal. Ebbdél az egyes komponenseket
Fourier Transzformaciéval kapjuk meg;

Teljesitokepesseg 80

+5 Instrument performance for Bovine Insulin
m/Dm = 70,000
+3
m/Dm = 40,000
1,147 1,148 1,149
+4
+5 m/Dm = 45,000

1911 1912 1913 1914

NN +3
1,434 1,435 1,436

+4

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




Analizatorok felbontasa 81

szektor (E,B) nagy >10,000
kvadrupol (Q) egységnyi  (kivétel!)
ioncsapda (trap) nagy (de: tomegpontossag?)
repulési idé (TOF) nagy >10,000
linearis ioncsapda (LIT) kozepes <10,000
orbitrap nagy > 200,000
FT-ICR nagy!!! >1,000,000

(o]

2

Csak a nagyfelbontas??!!
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Exact masses and corresponding formulae for various possible wons of ms 180
containing r:|n|1l.' carhon, hwir\flg\c‘n._ nitrogen and OEYECT ANGMmS in limited mamber
{cg.—l;l, H.}.;.h Mos and 'D(._1 J
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Elegendd-e egy egyszeri

83

LC/MS?

2000
(0]
e T6bb sz&z vegyilet rendelkezik
2 250 koruli moéltomeggel.
]
8 1500 —
(@)
©
g 1000 —
o
>
(o8
o
= 500

T T T T
200 400 600 800 1000
molecular weight

Szerkezeti informacio nyerése

Benzocaine Ethenzamide

[e) (0]

/O)}\o/\cm d\NHz
HoN o >

2 CHs

*Egyez6 6sszegkeéplet : C;H,;NO,
*Egyez6 tomeg : 165.19 dalton

*Egyezd szamu kettds kotés : 4
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MSMS spektrumok 85
B+ penzocaine Frec16G.00 CEL... Max. 1.2ef ops.
g 2.8ed 71 81
= 3.0ed ' 1201
= 1281
g 2.0e5 L az.

1.0e5 |
7]
£ i3 Ak | N I
a0 a0 100 110 120 130 1490 150
méz, amu

B+ Ethenzamide Frec{165.0) C... Max. 5.3ef cps. Eltér6
" 1210 fragmensek
L 306
(=]
E-: 2.0ef
[ 931
= 1.0e6
o 77 A 1031 gk 1310
= P AL e T

JOooo20 90 100 110 120 130 140 180

miz, amu
86

Tandem tomegspektrometria

Célok:

szerkezeti informacié nyerése
érzékenység novelése
szelektivitas novelése

Megvaloésitas:

szektor: kombinacio (EBE, BEB)
kvadrupol: QqQ

ioncsapda: MS"

TOF: Post Source Decay (PSD), TOF/TOF
hibrid: BEgQ, Q-Trap, Q-TOF,




V4 -/
Lehetséges scanfunkciok 87
Product lon Scan Precursor lon Scan
_____ R —

T =t N
o - RN / ——+ VT S N I
o | —1 ey |
kivalaszt: anyaion pasztaz: anyaion
pasztaz: fragmension kivalaszt: fragmension
Multiple Reaction
Neutral Loss Scan Monitoring (MRM)
! @& _ |a O >
o /0 e o | s
o« -—---- >II .:.—>.. 777777 > II F— ...—>’ 2
o /0 te e
pasztaz: Q1 és Q3 a kivalaszt: anyaion
semleges tdmegével eltolva kivalaszt: fragmension
88

3D Trap

Erzékenység a teljes
tomegtartomanyban

MS?3 (vagy tébb)

Q TRAP™

MRM lehet6ség
Semlegesvesztés

Precursor Scan

Erzékenység a teljes
tartoményban

MS3
MRM lehet&ség
Semlegesvesztés

Precursor Scan




Ha akarom: harmas kvadrupol...

Megtartva minden hagyomanyos funkciot :

* Single MS scans (Q1 and Q3 scans)

* Product lon Scan (MS2)

* Precursor lon Scan (Prec)

* Neutral Loss Scan (NL)

* Multiple Reaction Monitoring scan (MRM)

...ha akarom ioncsapda

90

Uj pasztazasi modokkal :

- Enhanced single MS scan (EMS)

- Enhanced Resolution scan (ER)

- Enhanced Product lon scan (EPI)

- Enhanced Multiply Charged scan (EMC)
- Time Delayed Fragmentation scan (TDF)
- MS/MS/MS scan (MS3)
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Megnovelt leanyion pasztazas =
Product I’on ‘Scan
O i . ° " L
@ . . X
L — Q../—:t [
° \ 1
°o 3 [
Enhanced Rroduct lon Scan
A A e
® | e _'l_. L :m
o - . ctly y !
® - l' l'
Erzékenységn('jvekedés o2

- Hagyoményos
product ion scan

L ouid

u(e(n

N LECER ) Teret
o LTS
". I ll & I JlL||i|.||J Il.l 1 l " |.|. &l ‘ _
1 T 4 Ao e 1 wa Zaf pr

-

> 550x
‘“”': MLMLLLL I. Lo 1::.:..1_1__1_1 L N |L .
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93
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EMS (QTrap)

WEVs 4520 GPFvif (Tubo Spray), ) Vex 1067 ps|

EES
)
8506]
8064
750669
70669
6506
[
55069
50066
4505
40065
EESH
200e6]
2506]
20069
1084
15066
1066 5299 Loscess 6813 10834

) [ o] b

o4 " 5
500 550 60 60 0 0 EREY 900 % 100 1050 U0 u® 120 150

B
5

Y

MS2 547

LT TLO A 3
- IHEE

e L o0 0 1303 1200 A oz




MS3 547/538

97
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I dEa
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MS4 547/538/529 %
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MS5 547/538/529/392

99

~HES|EAT T bRl B 520 302 J) O fmon 182}

HEES]
200 =
acab =
1200
\oom =
a6 2
- | t400.8
- AT w4 '
L 1 1 — T T T v 1 . !
200 80 ane WO 108 i
W51 (547.38) Gharge (+2) CE @9 CES (15) FT (250 BXp3, 4871 TOT4T510F) of CPEWI (TUrbo Spay) Ve 1255 0ps|

CE:35eV
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EPI 547

101

W55 (54750) CE (50 0867 G (Turbo Spray) Ve 1367 o]

adl| T - CE:50eV

Csatolt technikak

102

A mintabevitel specialis médja, amikor
folyamatosan jut be a minta a készulékbe.

*« GC-MS
* HPLC-MS
* CE-MS

51



GC vs. HPLC (MS) =

nagy

Moltdmeg

kicsi e\

GC: gaz/gbz minta, héterhelés

HPLC: folyadék/oldat minta

LC/MS

apolaros

Polaritas  polaros  SZ€leskorl alkalmazas,
moltdmeg informacio

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

400 GC-EI-MSD
. . wog | (SIM-mod) 3\
300 ‘
1
) 2 ng/mL EZZ P l i w"
= 0.8 ppb* 150 4 ‘ \‘llm” 2 ng/mL
10 M 100 _ “/me R =0.8 ppb*

1 Fipronil

2 Fipronil-sulfide

3 Fipronil-sulfone
4 Fipronil-desulfinyl

10.0011.0012.0013.0014.0015.0016.0017.0018.0019.00

Hattér: az egyre szigorodd EU normak
kovetkeztében a bébiételekben 28 peszticid
szermaradvany maximalis értéke 10 ppb
ala kerdlt (pl: fipronil és metabolitja 4 ppb)

o 4 G

LC-ESI-MS/MS

C-NCI-MSD 3820 (negativ MRM méd)

(SIM-méd) 8500

2 5 pg/mL
2 ng/mL 2 Pg '

3 =08ppb* *50g % 1500 =2 ppt
mintatomegre =2 nglkg !!
vonatkoztatva o Moo o

46 48 50 52 54 56 58 60

Time min
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GC-MS 109

lllekony mintak johetnek szoba: EI/Cl ionizacio

Az analizator sebességének szerepe
* szektor: lassu

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

* t0lt6tt kolonna: nagy gazaram b szeparator
» kapillaris kolonna: kis gazaram b direktbe

A kapott spektrumok konyvtarbol j6l kereshetbk

GC-MS szeparatorok 106
Membranszeparéator Jetszeparator
_b e

to MS “_"S\\?
«_r—= |— membran

e Lassu a valasz

. , . vékuanL’szivattyl]
» A komponensek kis része jut « Megbizhat6
be a készllékbe

* A membran szelektivitasa
fligg a polaritastol és a
moltémegtdl
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GC-MS tanacsok 107

» Fokozottan lgyeljtink a vivégaz tisztasagara
* A kolonna kelléen beérjen az ionforrasba

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

HPLC-MS

Egyre kisebb a megko6tés a vizsgalhatésag szempontjabd

Az eluens és a vakuumrendszer méginkabb ellenségei
egymasnak

A mai ionforrasok (API) egyben az interface szerepét is

betoltik e e

d Solew. Tap Fam i
i Hat ezl l? I H

_.' 'x‘ i I
- iy __ _ —————T
Az glso mter.face |V = = = ———v"F

egyike: moving belt | & % . = SR
Lt L )
H'IH'I" ":-c\'zl:.i: -- - II". | a
L Fl.'wp Wiper it

LR R




HPLC

109

Kilonbozé oszlopatmérékhoz tartozo aramlas

lonforras

— Turbolonspray

lonspray

Microelectrospray

elnevezés ID aramlas
Hagyomanyos | 4.6 mm 1-2 mL/min
3.2mm
mikro 1 mm 100 ni/min
800 mm 20 nmL/min
kapillaris 500 mm 10 ni/min
300 mm 4 ni/min
180 mm 2 nmL/min
nano 100 mm 300 nL/min
75 mm 180 nL/min
50 mm 80 nL/min

Nanospray

A forrasoknak széles aramlasi tartomanyban kell dolgozni

Kolonnaatmérd vs. érzékenyseg |19

d i 2
_ normal
Ckapilléris_ Cnormé\I d

kapillaris 1.0 mmid
20°
10
o

2 pmol mioglobin emésztmény (4.1 iq

|
"J‘ LW/LA_JLLJ\Q‘,_M,_A_A_.MJ;,‘_/A_,__\M

mAU |
o | ‘m
10 { ‘LNN
o ,
E JULW
10°

Absorption 206 nm

AID' . S0
Time (min)
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CE rendszer 11

fused silica capillary (25~ 75 um 1D)

-

flow direction

detector [JJjj @

30-kV variable
power supply

(<

b:ij‘:‘]er mple I — bumﬁlr
@ @ p—
Kapillaris elektroforézis 112
El6nyok:

* Gyors (10-30 perc)

Egyszer(

Kis mintamennyiség (1-50 nL)

Nagy tanyérszam

Szamos mod a szelektivitas fokozasara
Vizes/nemvizes kbzeg egyarant

Capllary Electropnoresis
1423 000 plases
HFLC

6 000 pates { \
JI'\. T

56



CE-MS lllesztés

113

Nehézségek:

» Elektromos kapcsolat megvaldsitasa egy pufferedénnyel

» A stabil spray-hez szikséges folyadékaram biztositasa

» Megfelel6 puffer kivalasztasa, mely nem néveli az

ionaramot (0.2 % hangyasav, 15 mM ammaédniumacetat)

* Megfelel6 mennyiségl minta injektalasa

* Az MS és az elvalasztas sebességének dsszehangolasa

CE-MS interface

114

"
&%

A =3
LR hens: d
P ?‘? 44

s 't‘ o o
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115

ICP-MS

ICP-MS Felépités

116

lonforras: ICP plazma
lonoptika
Reakcibcella
Analizator: Q, szektor
Detektor

58



117

ICP sugarforras

Tekercs

@Magneses tér
Minta &=

aeroszol \m é:j - Plazma

KV&I‘C cs6

Segedplazma .
gazok } ==

|

Quadrupole ion deflector

[

18

 Kis kvadrupol
« 90 fokos eltérités toltott
részecskék esetén

* A semlegesek a
vakuumtérbe kertlnek

59



Interferencia csokkentése

119

» Utkozési cella (nem reaktiv gaz)

— kinetikus energia és szérasanak csokkentése,
valamint Utk6zési disszociacio

» reakciocella (reaktiv gaz)
— Elektron- vagy protontranszfer, oxidacio
— Art + NH; =>Ar + NH;*
» dinamikus reakciécella (reaktiv és nem reaktiv)

— nagy savszélessegl kvadrupol csak adott m/z

tartomanyd molekulak vesznek részt a
reakcidban

Analizator I.

120

o Pasztazé kvadrupol 5000 amu/sec pasztazasi
sebességgel ,peak hopping” mdédban péaratlan
gyorsasag.
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Analizator IlI. 121

* Nagyfelbontasu szektorok.

AT gl

5 —— AP s N R ]
2/-"/,-;":1 I / g b Enbanse
& LR AOTETE K !
||' BESA ."' / i
/ L

High resclution
Dioabde

'
WELLDT nagn el

CREETT apeotiometer i
ispersion 1 ." _.-" Plans Colactr
-.-._-\:_ u collctar riit Mag ridti I",l:l-_“'l‘__" R b TN TS :Fitiﬁ;.‘&ﬁi.
g A Hochor fiod P oo _'
¥t ‘ -i
L

LR vs HR ICP MS 122
_ | BIAGMITTED FIDLL SUARS NG
Low r2salutdc ) or Quzdaup<cde scan of Iren 54 ,
ApEE o
[ 1ron 58 somponent —Argon 9xide sompanent — Guadmpole respenss | I i‘ s
L0 & anpeT
H o |I o
i CLE R
i | Cam | T
i f i I (P
E oo I 0 ' | il
: ,.'I | ,1 I N
e 4 K i I S I A =
& %, ) : . o= L]
S om0 mwm s smw »  me w0 | TCP WAES SRPFCLTRUY CF TIOY & ANGOE OEIDE
razs: | §OFRV TH A wivE RO,
56Fe: Kornyezeti mintakban kis HR-ICPMS mérések =

koncentraciéban

eléfordul.

A56Fe és az ArO (“°Ar+160) azonos
tomegl Quadrupole készulék
=INTERFERENCIA!

megkulonbodztethet6 a 56Fe az ArO-tol
FONTOS!: az elemek tobbsége egyszerl
kvadrupollal is megkulonboztethetd
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Detektor 123
e Szimultan analdg-digitalis detektornak
koszbnhetdéen 9 nagysagrend dinamikus tartomany
is elérhetd.
Kimutatasi hatarok 124
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Speciacios vizsgalatok

125

» GC-vel, HPLC-vel 6sszekapcsolva
modosulatanalitikai vizsgalatok elvegzése
lehetséges.

126

|lzotOparany-meéres

63



Stabil izotéparany mérese 127

Szén-12 Szén-13 Szén-14

(6P + 6N) (6P + 7N) (6P + 8N)

f

Stabil izotépok Radioaktiv izotopok

A peridodusos rendszer 128

lH 2H

1ZC 13C 14N 15N
o o 329

338

9]

o[ Ti[V CrjMnF= Co NiJCuZn GalGe!
Y | Zr|Nb MofTc|RuRR Pd|Ag Ca In |Sn 8B
Hf Ta W |Rel0s I [Pt|AuHg TI|Pb Bi PalAt|Rn
RIDb 5§ Bh||"|s bt L |l Ui

La'Ce'PriWaP S 1iEu|Gd Th DylHo'Er Tml¥b{Lu
Ac Th'Pa| U [No PulanfCm Bk Cf|Es=mMdNofLr

348

368




El6fordulasok 129

Element | sotopes Abundance
Hydrogen H,2H 1H = 99.985%
’H = 0.015%
Carbon 12C, 13C 12C = 98.89%
BC=111%
Nitrogen 1N, 15N 14N = 99.633%
15N = 0.366%
Oxygen 180, 170, 180 160 = 99.759%
170 = 0.037%
180 = 0.204%
Sulfur 82G, 335, 345 363 32S = 95.00%
35=0.76%
AS=4.22%

36S=0.014%

SIRMS

130

Combustion  GC Mass Separation

mrmToTeT ()

(€} |

%ﬂ@ 1996 Jarmes P H. Fuller
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|zotéparany mérése 131

13C/12C =0.0 25 wi !.E.ﬂf* - ::_IL:I Carzeriy
13C/12C = 0.0 1 '
13C/12C = 0.0 8

Lkber ors

Az eredményeket
atszamoljak delta (d)

Insni=t

értékké:
13C/12Csamp|e - 18CI12C ., dard
4 _ x 1000
sample
13C/lzcstandard
IRMS alkalmazasok 132
» Kormeghatarozas

Eredetvizsgalat (borok, kabitészerek stb)
Helicobacter
Doppinganalitika

66



133

Meérési technikak

|zotopok fajtai 134

* A: csak egy izotdpja van
- F, P,

o A+1: két izotdpja van, mindkettd intenzitasa
szamottevd, tdmegkilénbség 1
- H,C,N

o A+2: két izotdpja van, mindkettd intenzitasa
szamottevd, tdmegkilénbség 2
- CI,Br, S, 0
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Moltdbmeg megadasa 135
i L
Cl
I 1 1: 11 I I
B
136

Moltdbmeg megadasa

i e
7l
-
uwo W 7:;

C60
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Moltdbmeg megadasa 137
iy s
| Cio00
- K
175
L
Ll 3 ) 1az I Lo =K I i I 14
Hiraz Mo
138

Moltdbmeg megadasa

monoizotdépos tome B L.
P g atlagos (kémiai)

556.277
PR b} tomeg 556.64
nominal tomeg 556 ﬁlﬂn\
Iy
[
!.’ | 5'1 Leu-enkefalin
III \ Il|III C28H 38N 507
a
felbontds 250~ | }| Y
1000~___} iR
‘\?‘l || II| I|I I\I\‘.‘.\\
o Hx_g-' Hk A |
s i 536 52 ' B s
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Moltdmeg megadasa 139

atlagos (kémiai)
tdmeg 8681.83 ~ 1 Protonalt proinzulin
/

/11 CosMaseNi0701Se

Monoizotopos ,‘
tomeg 8676.167 {

! I | I"‘-,
l ||| | || ’“l'

—_—— -
T

nominal Jil '
tomeg 8672 ;"‘ il U J | e éggg felbontas
NN ll I Ill f >/

140

Moltdmeg meghatarozasa
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lonadduktok 141

M+Na*

1225.3

16

M +K *

1241.3

+
M +H 17 / 1228.2 1243.1
1203.41204.4 / 1244.2
/WL 1229.3

~1230.2
RTINS

0. T v v v L L v u v opaa el ot
1195 1200 1205 1210 1215 1220 1225 1230 1235 1240 1245 1250

m/z.amu

[N

A2

lonadduktok, tomegkuldénbsegek

APCI pos: +H
APCI neg: -H
ESI pos: H, NH,, Na, K (1, 18, 23, 39)

ESI neg: -H, Cl, formiéat, acetat, trifluoracetéat (-1, 35,
45, 59, 113)

Leggyakoribb tomegkllénbségek: 38, 22, 17, 5, 2
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Moltdmeg meghatarozas |

+Q1: 0.20 min (8 scans) from MZ-91 ujbol 1.35e5 cps

]325_' s ACN'bC’)I

Ciklo(Gly-Gly-eLys)-(Gly),-Chog
M=596.3
o 318+H*

8.0e
7.0e4
2x318+H*
oed
6367
oes
4.0e4
3.0e
80
3913 )
1.0e4 - si 4471 "
520.3
7099
ahlh s dio Liid l] 1 I RO NP PP S PO o WO
100 200 300 400 500 500 700 800 900

miz, amu

Moltdmeg meghatarozasa |

144

1 DMF-bdl
318+Na*
- 2x318+Na’
596+ I 2x596+Na’
- ‘ Nar -
ShinG.

miz, amu
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Moltdmeg meghatarozasa

145

Intensity, cps

+QL: 1,72 min (21 scans) from S.225 ESI pos/1, subtracted (scans 12 to 19)

Normal MS LMR

3373

3.78¢6 cps

Moltdmeg meghatarozas

146

Intensity, cps

+Q1: 1.72 min (21 scans) from S.225 ES| pos/1, subtracted (scans 12 to 19)

3566 -

3.066 -

2566 -

2066 -

1506 -

1.0e6

5.0e5

3373

3.78e6 cps

Normal MS HMR

6115
5716
6517
8857 925.6
8455 l ‘ 965.8
vt ook JL“
600 800 900

500
miz, amu
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Moltbmeg meghatarozasa ||

147

“+Product (611): 0.4 min (7 scans) from S.1.57 ESI pos 611=>

14000 -

13000 -

12000 -

11000 -

10000 -

Intensity, cps

29

274+Na+//

3372

1.45€4 cps

AN

MSMS

314+Na*

| 611=274+314+Na’

2112
i L

100 200 300

miz, amu

Moltbmeg meghatarozasa ||

148

Intensity, cps

274+Na*|

+Q1: 1.72 min (21 scans) from S.225 ES| pos/1, subtracted (scans 12 to 19)

314+Na*

Normal MS HMR

t_+
T ©
zz
+
274+314+Na* L3S ©
—
6115 gc_?; %
x
2x314+Na* ¥ N ¥
651.7 <N~ + )
NI 2
Q;}gm ©
ES:?S 92569555
i .ul "
50‘0 90‘0

500
miz, amu
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Moltdbmeg meghatarozasa |l

149

Intensity, cps

+Q1: 0,53 min (7 scans) from Bat22/lffo, subtracted (scans 2 to 4)

2506 -

2.0e6 =

1.5e6 -

1.0e6 -

5.0e5 =

33

296+Na+ 3.69e6 cps

3193

310+H*

3112

296+H*
2071
A 3053 3331 3412

290 300 310 320 330 340
miz, amu

Intensity, cps

+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/lffo, subtracted (scans 2 to 4) 7 3.69e6 cps

3.5e6 -

3.0e6 -

2.5e6 =

2.0e6 -

1.5e6 -

1.0e6 -

5.0e5 =

296+310+H*

6013
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Intensity, cps

+Product (638): 0.48 min (4 scans) from Bat22/lffo/637=>

6.5€5 =

6.0e5 =

5.5€5 =

5.0e5 =

4.5€5 =

4.0e5 =

3.5€5 -

3.0e5 -

2.5€5 =

2.0e5 =

1.5e5 -

1.0e5 -

5.0e4 =

293§-g-Na+ 7.0365 cps
638=—>

217.6 2768 414.8 637.2

100 200 300 400 500 600
miz, amu
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Moltdbmeg meghatarozasa |l
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+Q1: 0.73 min (2 scans) from Bat22/lffo/+Lil, subtracted (scans 6 to 10)
2.0e6 = |_ | +

" Liionok hozzdadasa! =
310

1.7e6 -

31p3
1606 - ap. f 318

1506 -

)

Li*

1.4e6 -
1.3e6 -
1.2e6 -

1.1e6 -

Intensity, cps

9.0e5 -
8.0e5 = 296
7.0e5 -

6.0e5 - Li* 3243
|
5.0e5 -

4.0e5 =

3.0e5 -
3001
2.0e5 = 303.1

1.0e5 -
2944 3079

1.0e6 - 11

2.72e6 cps

295 300 305 310 315 320 325
miz, amu
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5
+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/Iifo, subtracted (scans 2 to 4) 2 N a+ 3.69€6 cps.
2.5€6 -

.. 318+H*
2.0e6 - O

4 310+H"

S 1566 - 3112

2

2 .

g

£ 1.0e6 - O
5.0e5 - 296+H*

207.1
33 /\\ 3253 3L 3412
200 300 310 320 330 340
miz, amu

+Q1: 0,53 min (7 scans) from Bat22/lff, subtracted (scans 2 to 4) 3.69e6 cps
3.5e6 - 6316

3.0e6 -

296+310+Na*

2.5€6 -

&

S 2066 -

. 2x310+H*

= O 6214
1.0e6 -

. 296+310+H* 2x296+Na
5.0e5 607.6 6154 6c
BT JASS JASNE ;
605 610 615 620 625 630 635 640 645 650
miz, amu
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Moltdbmeg meghatarozasa |l
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Intensity, cps

+Q1: 0,53 min (7 scans) from Bat22/lffo, subtracted (scans 2 to 4)

2506 -
2.0e6 =

1.5e6 -

1.0e6 - O

2 Na*
.. 318+H*
@)

310+H*

5.0e5 - 296+H+

2971

33

3112

3.69e6 cps

3412

290

300

1
A\ 3253 =

310 320 330
miz, amu

340

Intensity, cps

+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/lffo, subtracted (scans 2 to 4)

3.5e6 -
3.0e6 -
2.5e6 =
2.0e6 -

1.5e6 -

1.0e6 - O
296+310+H
A

5.0e5 =

2x310+H*
318+296+H*

2eGe+Na
JAS

296+310+Na*
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3.69€6 cps

6013

605 610
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318+H*

Intensity, cps

+Product (615): 0.28 min (3 scans) from Bat22/lffo/615=>

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

2}3{Na+

615=>

286.4
399.2

4916
L 1 I

3.64e4 cps

100 200 300 400 500

600
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Moltdbmeg meghatarozasa |l
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2 Na*

+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/lfo, subiracted (scans 2 to 4) 3.69¢6 cps
2506 -
.. 318+H*
2.0e6 - O
p 310+H*
S 1506 - 3112
]
£ 1.0e6 - O
5.0e5 - 2 96+ H +
297.1
33 325.3 3L 3412
290 300 310 320 330 340
miz, amu
+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/lfo, subtracted (scans 2 to 4) 3.69e6 cps
3.5e6 - 6316
3.0e6 -
296+310+Na*
2.5e6 -
S 2066 -
2x310+H*
5 el O  318+296+H*¢
... 296+310+H* 2&6+Na
- 5076 ) e
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2 Na*

+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/lffo, subtracted (scans 2 to 4) 3.69€6 cps
2.5e6 -
. 318+H*
2.0e6 - O
. 310+H*
S 156 7 311.2
2
E 1.0e6 - O
5.0e5 - 2 96+ H +
297.1
33 325.3 3L 3412
29‘0 360 31‘0 32‘0 33‘0 34‘0
miz, amu
+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/l/fo, subtracted (scans 2 to 4) 3.69e6 cps
338 1 318+310+H* 9°
3.0e6 -
: 2083g0+Na
2.5e6 -
é 2.0e6 - O
. 2X310+H*
roue | O  318+296+H"
. 206+310+H* 2&6+Na
! 607.6 3 3
RN AN, AN s
605 610 615 620 625 650
miz, amu

78



Moltdbmeg meghatarozasa |l

157

318+H*

Intensity, cps

+Product (630): 0.54 min (13 scans) from Bat22/l/fo/629=>

5.0e5

4.55

4.0e5

35e5

3.0e5

25e5

2.0e5

15e5

1.0e5

{

629=>

288 4312 5612

5,525 cps

6292

476 1152 1784
100 200

300 400 500
miz, amu
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Intensity, cps

+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/l/fo, subtracted (scans 2 to 4)

256
2.0e6
1.5e6

1.0e6 O
5065 296+H*

2971
b.3

29pdNa
1° 318+H"

310+H*

3112

3331
3253

3.69¢6 cps

290 300

310 320 330

3412

340

Intensity, cps

+Q1: 0.53 min (7 scans) from Bat22/fo, subtracted (scans 2 to 4)

3.56
3.0e6
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2.0e6
1.5e6

1.0e6 O

5.0e5

6013

3184296+
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Moltdbmeg meghatarozasa Il

318+H*
4
+Product (638): 0.48 min (4 scans) from Bat22/l/fo/637=> 2 %@ a* 7.03e5 cps
1 1
6.5¢5 - 638=>

6.0e5 =

5.5€5 =

5.0e5 =

4.5€5 =

4.0e5 =

3.5€5 -

Intensity, cps

3.0e5 -

2.5€5 =

2.0e5 =

1.5e5 -

1.0e5 -

5.0e4 =

217.6 2768 414.8 637.2
100 200 300 400 500 600
miz, amu

Moltdbmeg meghatarozasa IV s

7.3e5 408.400

7.0e5+

6.5¢5 4-

6.0e5

| A: Tetra 2COO + 40S0,

5.5e5
5.0e5
4.5e5
4.0e5
3.5e5

3.0e5+

414.000
__435.300 3-

2.5e5+

2.0e5+

379.000
] 552.100
1.5e5 350.900—_

2-

354.200 a
5.0e4 283.300 . 518140 545 4do >7%40° 839.500

337.0,
610.500 829.1
) 2Adhee b ‘ J 5l 5%7\9{‘ ol OCR0 507,000 24200 | 290D 861600 958200
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m/z, amu
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Moltdbmeg meghatarozasa IV [t

A: Tetra 2COO0 + 40S0,

v (A+2H+2Na)%

5.0e4 839.500

(A+H+2Na+NH,)*
(A+H+3Na)*

25041 (A+2H+Na+NH4)2‘ 848.0
2.0e4 (A+3H+Na)2— \

828.600

" (A+3Na+NH,)?
J (A+4Na)

858.500
—-861.600

N ATER s o ¥ b s I W
790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910 920
m/z.amy

Mennyiségi meghatarozasok |2

» Egyszeres kvadrupol

— Full scan mod

— Selected lon Monitoring (SIM)
« Harmas kvadrupol

— Reakciécsatornak figyeléese (MRM)
* Nagyfelbontasu MS
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MS pasztazasi moédok 163

Q1 full scan

Y

Vi
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Minden iont figyel

Selected lon Monitoring (SIM)

Q ----- >
o - >
..-— >
@ ---- >

Csak a kivalasztott ionokat figyeli

m/z arany

Q1 Full scan mod 164
1st scan Zbdican
- N O N

[d6




V4
Q1 SIM méd 165
1st experiment 2nd e;&eriment
/ m/z 3 \ r m/z 3 \
| |
X * Hosszabb tartézkoi;lés az egyes tomegeken
o) « Jobb jel/zaj viszony
@
AN
E m/z 2 m/z 2
A A
m/iz 1 m/z 1
.
Time
Single Quad Full Scan 166
15e8 10.2
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1.0e8
76 82 929499
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0.00 A”A | Br o £ et S, IS T i, |

. L Y A A
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

m/z, amu

83



Single Quad SIM 167

L5es] 1ng/ml peszticid

Time, min

MRM maod 168
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Triple Quad MRM

169
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Szelektivitas: Atrazin 100ug/L
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Erzékenység: Chlortoluron 10ug/L

171
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Egy csucs jellemzése 173

* A pontok szdmanak

csokkenésével a cslcs
abrazolasa torzul

S/N viszony n6 a
csucsszélesség
cs6kkenésével

A kvantitalashoz
minimalisan sziikséges
pontok szadma:6-20

4500 -

4000

3500

3000

2500 A

2000

1500 4

1000

Egy csucs jellemzése 172

A pontok szamanak
csokkenésével a cslcs
abrazolasa torzul

S/N viszony n6 a
csucsszélesség
cs6kkenésével

A kvantitalashoz
minimalisan sziikséges
pontok szdma:6-20

4500

4000

3500

3000

2500

2000 -

1500

1000
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Egy csucs jellemzése 178

A pontok szadmanak
csokkenésével a cslcs
abrazolasa torzul

S/N viszony n6 a
csucsszélesség
cs6kkenésével

A kvantitalashoz
minimalisan sziikséges
pontok szadma:6-20

4500 -

4000 -

3500

3000 A

2500

2000 -

1500

1000

MRM hatarai 17

Tipikus csucsszélesség egy HPLC futas soran ~ 21 sec
— Minimalisan szikséges adatpontok szama ~10

— Minimalis dwell time / ion ~ 5msec

— Minimalis pause time az MRM atmenetek kdzott ~

2msec

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

177

meghatarozasokhoz

» Ajanlas 2002/657/EG

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

¢ MS? fragmens 1.5 2 MRMs = 4

 Full scan spektrum (spektrumkdnyvtar)
» Nagyfelbontasu MS (>10 000)

(megfeleld ionarany)

Célmolekulak MRM atmeneteli

178

4.99
380

Quantifier tomeg

2804
2604
2404
2204
2004

Qualifier tdmeg(ek)

el AN A eS|

204

W X(C of -MRM (3 pairs): 321.0/152.0 amu from Sample 3 (Std. 0.5ng/ml) of Data Quantitation CHI... Max. 385.8 cps.
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179

Metolachlor Pozitiv talalat

Oldészer
0.1pg/L Standard |'|-
..... f
e N o _
b Felszini viz |'
[ 0.01pg/L I
ER—— |III
o e T . oy

[N

80

Metobromuron Negativ talalat

R T o e Py ey e Dy

DT Ly

Oldoszer

Szamolt

. h Quantifier/Qualifier
Ep | arany = 0.90
- |I

[ I__.. . -

= Felszini viz v 3 Szamplt

P 0 /L I Quantifier/Qualifier

- ] arany = 0.39
' e T Lo ST T A T e e £ i AL ,.
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QTrap kinalta screening

181
lehet8ség
Survey scan: 300 MRM
IDA kﬂténum (kUSZOb) MRM Survey Scan  4—————
3 EPI spektrum l
Dinamikus kizaras 60
Dynamic

sec IDA Criteria P
4

. A~ciriro MCMM

ACGUHEVISIVI

c
Acquire MSMS
Spectra

300 komponens egyideji mérése 3

W Cof VRM (297 pairs): 226,21 T(VRVG 100) of Data i (oS AT

=< 300 Peszticid
ws  100ng/mL




Multi-target screening

183
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Spektrumkonyvtar 165
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A QTRAP nyuijtotta lehetéségek i

Pozitiv Tebufenpyrad talélat gydmbérben

* mért koncentracio 0.29 mg/kg Standard
« maximalisan megengedett érték = L5es Gyompér
0.05 mg/kg s 58
« atlag MRM arany a standard g
esetében = 0.850 (RSD=8%, n=7) ;5 80e4
’ N _ é 6.0e4

« MRM aréany a mintaban = 0.909 P s
« a standard Rt értéktartomanya 2.0e4 e

5.84 - 5.87 perc (SD=0.01 perc, 00 s - y
n=7) Time, min

* minta Rt = 5.78 perc D)

Tovabbi vizsgéalatokat igényelt, mivel gyombérben még
nem fordult eld!




A QTRAP nyujtotta lehetésegek

187

Pozitiv Tebufenpyrad talalat gydmbérben

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

%
%
T
El%
%
UL
1%
e
0%

(LR N ]

. Quantifier | Tepufenpyrad
Qualifier py!
<|| D @ standard oldata

Bl%
Tox

%
%

LRI ]

4%

o
%
1
'JJ‘ %
1% "T 0%
' 1] 14
" o, f H i
110 F

15

minta

Gyombér

191

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

Tovabbi lehetbsegek

188

» Tovabb novelni az egy injektalasbol
vizsgalhato célmolekulak szamat (1000-koruli

ertékig): Scheduled-MRM

94



Egy tipikus screening mérés__ i

 MRM csatornak alakulasa az LC mérés soran: Cslcsszélesség
10sec, egyszerre vizsgalt MRM cstaornék atlaga : 7

‘ ©  Numb. MRM

Gradient ‘

25 T %

+ 80

20

15

10

Number MRMat Time

5

o o
o 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
LCTime (sec)

Scheduled-MRM 190

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

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

— A minimalis ciklusid6t VAGY dwell time-ot veszi
alapul
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Scheduled-MRM: a koncepcig |1
Nagy szamu
vizsgéalt MRM
atmenet Kis szamu vizsgalt
—— MRM atmenet
MRM — - .
étmenetek{ =V, —_—_--_—__-__—_—_——
- |
ENT
7 [ -
w bl
i ) , 1
High throughput vizsgalat SMRM-_
modszerrel
Z * 10 perces LC futas
e * 1000 MRM mbdszer
] 35 vegyllet spike-olt

’’’’ vizelet

sssss
sssss
55555
sssss
44444
44444
33333

33333
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Nontargeted screening: SWATH™

» ,Sequential Windowed Acquisition of all Theoretical
mass spectra” lehetdveé teszi MS/MS felvételek
készitését altalanos és atfogé mdédon
— A Q1 kvadrupdlt szélesre nyitjuk és Iéptetjik a teljes

tbmegtartomanyban

— Data Independent Acquisition (DIA), informaciotol fliggetlen
mérés

— MS/MSALL

Regular MS/MS & SWATH MS/MS =

oo
e
L2
Sop
R

r
e %9
@ 001 filter 'S, D @ @01 filter 'Se
[} CID 0 [ ] CID 0
[@) [0.7] TOF analyzer O | [25Da] \d .:: TOF analyzer

SWATH-MS Adatgy(ijtés elmélete ‘ ‘
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T T T
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piies
b

400 )
v v v b b v b e by by v i iy v Iy min

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

T
Aebersold and coworkers, ETH Zurich
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SWATH-MS Adatgy(ijtés elmélete ‘ ‘
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i 25Da swath ablak & 32 swath-ra van sziikség
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Aebersold and coworkers, ETH Zurich
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SWATH-MS adatgyiijtés elmélete: pad 145 és értékelés
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Aebersold and coworkers, ETH Zurich
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SWATH-MS adatgytijtés elmélete: Adatgyiijtés és értékelés

_ MS2/swath map [swath 600-625 m/z]

SRR e Sl L e

Ll Sl l

Ve

Kivélasztott ionkromatogramok:*

< 855.5395
< 742.4556
<671.4180
< 600.3368

327.1295

\\ Aebersold and coworkers, ETH Zurich

Mennyiségi meghatarozasok

Komplinj | Erzékenység | Szelektivitas | Retrospektiv
QSIM <100 _ _ Nem
QqQ MRM 150 + + Nem
QTrap MS? <100 + + + + Nem
QTrap MRM/EPI 300 + + + Nem
QTrap sSMRM 1000 + Nem
TOFMS Korlétlan + lgen
TOF MSMS <1000 + + + Nem
TOF MSMS SWATH | Korlétlan + + + lgen
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Terapidban hasznalt -
gyogyszerek
— Analeptikumok — Antiretroviralis szerek
— Antiarrhythmikumok — Analgetikumok
— Antibiotikumok — Bronchustagitok
— Antidepresszansok — Immunszuppresszansok
— Antiepileptikumok — Narkotikumok
— Antikoagulansok — Cytosztatikumok

— Antimycotikunok

Immunszuppresszansok 200

* Ciklosporin A

« Rapamycin (Sirolimus)
» Tacrolimus
 Everolimus
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Immunoszuppresszénsok 201

CHs
(CH3)2CHCH,
o
H
Hac\ NW/L /{;H3
N

CH(CH3)2 CH3 o
(H3C)2CHCH. HZCH(CHQ)Z
H N—CH3
N.
H3C/ w‘)\CHZCH(CHa)Z
o]
Cyclosporin A CH(CHa)

Mol. Wt. 1202.624
Exact Wt. 1201.841

Ciklosporin toxicitas 202

1600

1400 . Va 150 ng/ml < C, < 300 ng/ml
0] Nefrotoxicitas, hypertensio
1000 Hepatotoxicitas:

800

Bi, m&j enzimek 1

wl | A\
SO

200

Cyclosporin vérszint (ng/ml)

T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Ido (6ra)
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CSA vérszint meghatarozas

203

*Immunoassay

-FPIA: fluorescence polarization immunoassay

-EMIT: enzyme multiplied immunoassay technique
*HPLC-MS/MS

FPIA vs. LCMS

204

CYA koncentréacié FPIA moédszerrel

(ng/ml)

1800
1600—-
1400—-
1200—-
1000—-
800—-
600—-
400—-

200

y=1.56151*x+63.0442
r=0.90742

0
0

T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900
CYA koncentracié LC-MS modszerrel (ng/ml)
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EMIT vs. LCMS 205
T 1200 4 -
5 ]
2 1000 4
e} 4
1S
e 800
e
:9% 6004 =
o <
® =
5 400
c
3 T y=1.29705*x+27.88061
S 2004 m r=0.92766
< 4
<
> o777 777
o 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
CYA koncentracié LC-MS moédszerrel (ng/ml)
Ciklosporin metabolizmusa: —_

CYP3A4

OH
'110HO“ >
OH 1o ’\\/\1 W
\ o A ' 0o L |3
O
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CSA metabolitjai MRM 207

1400
1300
1200
1100
1000
900
800
700
600-
500
400
300
200-
100°

W XIC of +MRM (7 pairs); 1202.81224.4 amu from Sample 10 (29) of 061206MRMwiff (Turbo Spray), Smocthed

Max. 25937 cps.

58CSA

OH-CSA

diOH-CSA

2D LCMS 208

Poros R1/20 (2.1x30mm)
——{—

Luna PhenyII—HexyI (2x50mm)

3200 QTrap

I

0°C

Metanol 97%,

0.1% AcOH,

10mM NH,FA
Metanol 50%

104



2D LC/MS/MS 205

TXIC of +MRM (10 pairs): 821.4/576.0 amu from Sample 10 (22) of 071001.wiff (Turbo Spray), Smoothed, Smoothed Max. 14.7 cps.

6202

Tntensity, cps

. diOH-CSA

1000

500

16 18 20 22 24 26 28

4
Time, min

N

10

diOH-ciklosporin vs GGT /se B

oG T (UNl)

800 - 200+
- -
150
3
E 100
c
£
E]
= 50
=
r=0,82787 07 r=0,88723
T T T T T T T T T 1 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 10 20 30 40 50 60
diOH-CSA (ng/ml) diOH-CSA (ng/ml)

n=110
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Dihidroxi-ciklosporin vérszint L.

211

Recipiens:

Kl 2007.01.03
45 éves férfi
HCV

400
© 704
S
3 =
: o s
g 300 =

504 ©
< ]
S=4 =
s E 200 &
a2 2
2 w 5
2 i~
3 o
: 1 100
2 3
<
5 1
=
o 0-t—r T T T f T T 0

0 10 20 30 150 200 250 300

ido (nap)

Dihidroxi-cyclosporin koncentracié

8 8 8 ] ]
Bilirubin koncentréacié (nmol/l)

™
S

id6 (nap)

T T 0
30 150 200 250 300

Dihidroxi-ciklosporin vérszint 1.

212

Recipiens:

FNGy 2007.09.05

52 éves férfi
HBV

Cyclosporin ' Tacrolimus
700
1 = diorcva
+ GGT 600
I~ 500
400
F300 &
¢
200 ¢
100
-0

Dihidroxi-CYA koncentrécié (ng/ml)

T T T T T
6 8 10 12 14 16
id6 (nap)

Dihidroxi-CYA koncentraciéja (ng/ml)

40

304

20+

Donor:; 52 éves n6

CYP3A4 aktivitas magas

Cyclosporin | Tacrolimus

i
¥ Bilirubin

)
8 8

T
~
=)

g8 8 8 3
Bilirubin koncentracié (nmol/l)

T
N
S}

T
=
S}

T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
id6 (nap)

)
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213

Egyéni terapia megvaldsitasa

» Genotipizaléas
 Fenotipizalas

214

Valproat metabolizmusa

COOH

cypacg~  Valprodt CYP2C9

CYP2C9 4-én-val or oét
4-hidr oxi-val pr oét en-valproal

COOH

5-hidr oxi-val pr oat 3-hidr oxi-val pr oat
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Genetikai polimorfizmusa 215

CYPalld Mutacio Enzim aktivitas

CYP2C9*2 430C>T csokkent

CYP2C9*3 1075A>C csokkent

Esetismertetés 216

1,5 honapos koraszil 6tt csecsemé (S.H.)
epilepsiafocalis a valproét kezelés
toxikus tlinetek: ledllitottak a valproat kezelést

CYP status:
CYP2C9*3/*3 valproat kezeléstilos!!

még 5 nappal a valproat kezel és besziintetése
utan is magas valproat vérszint
karbamazepinre valtottak: a beteg dlapota
normalizél ddott
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Valproat verszintek alakulasa a

217

CYP2C9-status fuggvényében

CYP2C9 fenotipus

05 *1/%2
IM PM

o
=

o
w

o
N

*1

Valproat vérszint / dézis
(ug/ml)/mg

0,14

0,0-
SERFY N PF PQF L L@ O
Betegek

Valproat kezeles a CYP2C9-

218

status ismeretében

* CYP2C9 genotipus és fenotipus egyiittes
figyelembe vétele:
— CYP2C9 homozigéta mutans: *2/*2 vagy *3/*3
nem javasolt avalproat alkalmazasa
— CYP2C9 heterozigo6ta: *1/*2 vagy *1/*3

alacsony dozis javasolt még CYP2C9 IM esetén is

— CYP2C9 homozigéta vad: *1/*1
a CYP2C9 fenotipus iranyadé:
CYP2C9 PM: alacsony dozis javasolt
CYP2C9 IM: normal dozis alkalmazhato
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