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

Tananyag és leirat a laboratéoriumi gyakorlathoz

Osszeallitotta: Renkecz Tibor, dr. Erddssy Julia, dr. Horvath Viola

A HPLC-MS/MS a mai nagymiszeres analitika egyik legnépszeriibb és egyre szélesebb
korben elterjedt technikaja. Elvénél fogva nagyfoku szelektivitasa, univerzalitasa (a
tomegmérés univerzalis detektalast tesz lehetové), szerkezeti informaciok szolgaltatidsa ¢€s
nagy érzékenysége miatt a nyomnyi mennyiségek meghatdrozasaban az elsé szamu modszerré
Iépett el6 az utdbbi évtizedben. A szamos alkalmazasi teriilet koziil kiemelkedik a kiilonb6z6
gyogyszermolekulak (kismolekuldk és fehérjék) bioldgiai mintdkbol torténd mérése.

A folyadékkromatografia és a tomegspektrometria Osszekapcsoldsa sokaig nem volt
megoldott. A géazkromatografiaval ellentétben — ahol mar az elvalasztds is géazfazisban
torténik — nem volt egyszerli megoldani a csatolést. A folyadék forméaban érkezd mintat el kell
elészor parologtatni, az olddszertdl meg kell szabadulni, és csak a gazfazisba keriilt toltott
részecskéket (ionokat) lehet a nagyvakuum alatt m{ikodé analizatorba juttatni. E problémara
nyujt megoldast a ma mar egyik legelterjedtebb ionizacidés mdd, az elektrospray ionizacio,
melynek kifejlesztéséért John B. Fenn 2002-ben Nobel-dijban részesiilt.

1. A tomegspektrométer részei

A tomegspektrométer részeit az alabbi abra mutatja be.
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1. ébra: A tdmegspektrométer altaldnos felépitése

A mintabevitelt HPLC-kapcsolat esetén maga a folyadékkromatograf végzi. Ekkor az egész
tomegspektrométert a HPLC késziilék detektoranak tekinthetjiik, €s kromatogramokat (id6
fiiggvényében ion intenzitas) vehetiink fel. Zardjelben megjegyezziik, hogy lehetdség van a
kromatogram minden pontjadban tomegspektrumot (m/z fiiggvényében az ion intenzitds) is
felvenni egyidejiileg.

Van olyan eset, amikor csak a tomegspektrométert hasznaljuk, pl. amikor optimalunk, azaz
kivalasztjuk az MS paramétereket mennyiségi meghatarozashoz a legnagyobb érzékenység



eléréséhez; vagy egy vegyiilet fragmentalodasi Gitvonalat vizsgaljuk. Ekkor fecskend6bdl egy
pumpa segitségével juttatjuk a folyadékmintat kozvetleniil az MS ionforrasdba nagyon kis
aramlasi sebességgel (tipikusan 5-10 ul/min). Ilyenkor tomegspektrumokat vesziink fel.

Az ionforras végzi az oldoszer-eltdvolitast és a semleges molekulakbol, toltott gazfazisn
ionok eloallitasat. A HPLC-MS-ben a legelterjedtebb ionizaciés méodok a 1égkdri nyomason
miikddd technikak (atmospheric pressure ionisation, API).

Az analizator végzi a toltott ionok tomeg/toltés (m/z) szerinti szétvalasztasat. Kiilonbozo
analizatorok terjedtek el, ugymint kvadrupol, repiilési id6, ioncsapda, magneses szektor és ion
ciklotron rezonancia tipust’. Az analizatort beallithatjuk ugy is, hogy a mérés soran végig a
Kivalasztott ionokat detektaljuk, vagy ugy, hogy egy megadott tomegtartomanyban minden
iont megmériink egymas utan (tomegspektrum felvétele).

A detektorok az analizator fel6l érkez6 ionokat felfogjak, és az ionok altal keltett elektromos
jelet sokszorozzak, felerdsitik.

A tomegspektrométer analizator és detektor egysége vakuum alatt van, hogy a képzett ionok
ne rekombinalédjanak, ne iitkozzenek gazmolekulakkal. Az alkalmazott vakuumot (~107 torr,
azaz 10 bar a mi késziilékeinkben) két 1épésben érjiik el. Olajrotacids vakuumszivattytukkal
allitjuk el6 az elévakuumot, a nagyvakuumot pedig a turbomolekuléris pumpa? tartja fenn.

Az egész rendszer vezérlését szamitogéppel végezziik, amely lehet6vé teszi az adatok
gyljtését, kiértékelését, visszakeresését.

2. Az ionforras

A legelterjedtebb ionizacios modok a HPLC-MS-ben a 1égkdri nyomason mitkodé technikéak
(API). Két fontos folyamat jatszodik le az ionforrasban:
- a mérendd molekuldk deszolvaticidja: az olddszer-molekuldk eltavolitdsa és az
analatmolekulak gazfazisba jutdsa
- toltott részecskék eldallitasa: ionok eldallitasa sziikséges, hogy azok az analizatorba
juttathatok legyenek, és ezéltal detektalhatova valjanak.

Fontos kiilonbség a GC-MS-ben torténd ionképzéssel szemben, hogy itt minden esetben egy
protonalddasi vagy deprotonalddasi, esetleg adduktképzédési (ekkor pl. natrium-, kalium-
vagy ammoniumion tarsul a molekulahoz) folyamattal jar az ionizaci6. Tovabbi eltérést jelent
még, hogy itt 1agy ionizéaciordl beszélhetiink, nincs fragmentalodas az ionforrasban, azaz a
molekulak nem tordelédnek szét. Igy az itt eléallt ionok pszeudo-molekulaionként jelennek
meg a tdmegspektrumban. Pozitiv ionizacio esetén [M+H]", negativ ionizacié esetén [M-H],
vagyis a semleges molekulatomeghez képest mindig egy egységgel odébb kell keresniink a
molekulaiont.

Részletesen két ionforrastipussal ismerkediink meg, az elektrospray ionizacidval (ESI) és az
atmoszférikus nyomdasu kémiai ionizacidval (APCI), mivel ezek a legelterjedtebbek.

1

http://chemwiki.ucdavis.edu/Analytical Chemistry/Instrumental Analysis/Mass_Spectrometry/Mass_Analyzers
(Mass_Spectrometry)
2 http://en.wikipedia.org/wiki/Turbomolecular pump
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Elektrospray ionizacié (ESI) (2. abra)

A folyadékkromatograf feldl érkezd eluens egy nagyfesziiltségre (3000-5500 V)
kapcsolt kapillarison (atmérdje ~0,1 mm) érkezik a fiitott ionforrasba. A kapillarist
koncentrikusan koriilveszi egy masik cs6, amelyben porlasztogdz aramlik.

- lgy a kapillaris végén finom cseppek formajaban, porlasztva 1ép ki a folyadék, amely
mar a fesziiltség hatasara toltéssel rendelkezik (elektrospray), és elindul az ellentétes
potencialra kapcsolt sampling plate iranyaba.

- Ezutan egy forré (200-500 °C) szaritdgaz hatidsara az oldoszer parologni kezd, a
cseppek zsugorodnak.

- Feliileti toltésstiriiségiik megnd, majd egy kritikus értéket elérve szétrobbannak. Ezt a
jelenséget nevezik Coulomb-robbanasnak. A szétrobbant csepp, igy egyre kisebb és
kisebb cseppekre esik szét, mig végiil egyetlen ion marad egy cseppben, és ez az
oldoszer teljes elparolgasa utan mar a nagyvakuum alatt levé analizatorba juttathato
egy nagyon apr6 lyukon, az orifice-en keresztiil.

- Az orifice és a sampling plate kozotti teret folyamatosan 6blitik nitrogén gazzal, ami a
sampling plate nyildsdn a tomegspektrométerbdl kifelé aramlik, annak érdekében,
hogy az analizatorba csak a t61tott ionok jussanak be, egyéb szennyezé molekuldk ne.

Az é4ramlasi sebesség 20 nL/perctdl akar 1 mL/percig valtozhat az ionforras kialakitasatol
fliggden.
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2. abra: ESI vazlatos rajza
Atmoszférikus nyomasa kémiai ionizacio (APCI) (3. abra)

- Ebben az esetben is, hasonloan az ESI-hez, egy kapillarison érkezik az eluens a
folyadékkromatografbol, ellenben itt a kapillaris nincs nagyfesziiltségre kapcsolva.

- A porlasztd gaz hatasara apré cseppek képzoédnek, és a fiités hatasara erételjesen
parologni kezd a folyadék.

- A futott térbe egy tit helyeznek, amelyre nagyfesziiltséget kapcsolva koronakisiilés®
jon 1étre. Ez elészor az olddszer-molekuldkat ionizélja, és ezutan ezek az ionok adjak
at a toltésiiket a mintamolekulaknak titk6zéssel, vagy Osszekapcsolodas (klaszter v.
adduktképzddés) utjan.

3 http://hu.wikipedia.org/wiki/Koronakis%C3%BCl%C3%A9s
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Fontos megemliteni, hogy APCI alkalmazasa esetén nagyobb aramlasi sebességek (0,5-2
ml/perc) sziikségesek, mint az ESI-nél, hiszen itt az ionizaciohoz mint ,,reagens” sziikséges az
oldoszer.

légkori nyomas vikuum
1. olddszermolekulak
ionizacioja @) Analizitor
Porlees gix m . ~ @ @ —_—
; — @ _®% ¥ s e
e 1 —_—- o~ — e, (Th ol 1'\| (%) W=
= — — (x) W x) ﬁf r;*h@j ™ .
(~120°C) 2. adduktképzadés,
klaszterképzidés

g P

L‘i Oldészermolekula Koronakisilioes td T 3. Declustering
(M} Minta

3. abra: APCI vézlatos rajza

A HPLC-MS-ben oldoszerként a forditott fazisti folyadékkromatografidban hasznalt eluensek
hasznalhatok, azzal a megkotéssel, hogy csak illékony puffereket hasznalhatunk (pl.
ammonium-acetat és -formiat). Foszfatpuffer hasznalata keriilendd, mivel kivalhat a
kapillarisban, HPLC-UV moddszerek HPLC-MS-re torténd atvételénél ezt mindig figyelembe
kell venni.

Elmondhat6, hogy ESI ionforrassal a polaris, kis molekulatomegii vegyiiletekt6l akar a nagy
biomolekulakig minden ionizalhato. Az APCI a kevésbé polaris vegyiiletek ionforrasa, ezekre
altalaban érzékenyebb mérést tesz lehetévé, mint az ESI. Ha viszont nagyon apolaris
vegyiiletekkel van dolgunk, mint pl. a policiklusos aromas szénhidrogének (PAH-0Kk),
szteroidok, akkor az atmoszférikus nyomasu fotoionizacié (atmospheric pressure
photoionisation, APPI) még jobb megoldas lehet. Itt egy erds intenzitasi UV-lampa és
fényelnyeld reagens (toluol) adagolasaval valdsul meg az ionizacio.
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4. abra: A kiilonboz6 ionizacios technikakkal vizsgalhatd vegyiiletek kore



Az ESI és az APCI ionforrasok dsszehasonlitdsa az alabbi tdblazatban lathato.

ESI

APCI

JOl mérhetd mintak

¢ Oldatban tobbszorosen
toltott molekuldk, pl.
fehérjék, peptidek,
oligonukleotidok

e oldatban ionizalt
allapotban 1év6 molekulak,
pl. katekolaminok, szulfat
csoportot, vagy kvaterner
ammonium csoportot
tartalmaz6 anyagok

e heteroatomot tartalmazo
molekulak, pl. karbamatok,
benzodiazepinek

e Polaris €s apolaris kis
molekulak, pl. PAH-0k,
PCB-k, zsirsavak,
szteroidok, ftalatok

e heteroatomot tartalmazo
molekuldk, pl. karbamatok,
benzodiazepinek,
karbamidok

Elkeriilendd mintak

Extrém apolaros anyagok, pl.
policiklusos aromas
szénhidrogének (PAH-0K),
poliklérozott bifenilek
(PCB-k)

¢ Nem illékony vegyiiletek

e QOldatban tobbszordsen
ionizalt allapotban levo
molekulak

e Termikusan instabil

vegyiiletek
A minta matrix és az eluens | e Erzékenyebb a minta e Kevésbé érzékeny, mint az
hatasa matrixra és a mozgofazis ESI

Osszetételére, mint az APCI
e Még a nagyon illékony
pufferekbdl is sokkal kisebb
koncentraciot toleral, mint
az APCI
e Kationokkal (Na*, K*) és
anionokkal (COO, CI")

e Az illékony puffereket
jobban tiiri, mint az ESI

e Szerves oldoszerek és
adalékok befolyasoljak az
ionizaciot

adduktot képez

Oldoszer e Az oldatban levé ionos o Az oldoészer-valasztas
molekulédkra a pH nagy nagyban befolyésolja az
befolyast gyakorol ionizaciot, a pH kevésbé

e Bazikus pH negativ
ionokhoz
e Savas pH pozitiv ionokhoz

e Bazikus pH negativ
ionokhoz
e Savas pH pozitiv ionokhoz

Aramlési sebesség

o Kis aramlasi sebességek
(100 pl/perc) miikodik jol

e Nagyobb aramlasi
sebességeknél (>750
ul/perc) nem olyan jo, mint
az APCI

o Kis adramlasi
sebessségeknél (<100
pl/perc) nem miikodik jol

e Nagyobb aramlasi
sebességeknél (>750
ul/perc) jobb, mint az ESI




3. Analizator

Az analizator feladata, hogy az ionforrasban eldallitott ionokat megszilirje és szétvalassza
tomeg/toltésszam (m/z) szerint. Az analizatorokat a felbontasukkal (R) jellemezhetjikk. A
felbontas megadja, hogy két egymas melletti, eltéré tomegili ion mennyire kiilonbdztethetd
meg egymastol.

R=m/Am

ahol R a felbontas értéke, m a vizsgalt ion tomege, és Am az ionok kozotti tomegkiilonbség.
P¢ldéaul ha a 100,00 tomegii iontdl megkiilonboztetheté a 100,01 tdmeg akkor a felbontas:

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

Megallapodas szerint, ha ennek értéke 10.000 folott van, akkor nagy felbontasrol, ha ennél
kevesebb, kozepes, vagy kis felbontasrol beszéliink. Példaul a kdvetkezOkben ismertetendd
kvadrupol analizator tomegfelbontasa ~100-1000, ami gyakorlatilag azt jelenti, hogy két
egymastol egy tomegegységgel kiilonbozd iont tud csak elvélasztani, mig a legnagyobb
felbontassal rendelkez6 ion ciklotron rezonancia analizatorok 1.000.000 feletti
tomegfelbontassal rendelkeznek. A 10.000, vagy afolotti felbontdst analizatorok egymadstol
akarcsak szdzad tomegegységgel eltéré ionokat is el tudnak kiiloniteni. Ezért ezek a
késziilékek alkalmasak pontos tomegmeghatarozasra, igy akar elemi Osszetételt is lehet veliik
mérni.

A kvadrupol analizatorban elektromos mezdket alkalmazunk a tomeg/toltés szerinti
szétvalasztashoz. A kvadrupol 4 darab, kb. 5-10 cm hossza parhuzamos fémrudbdl all, ezekre
kapcsolunk ra valto- és egyenfesziiltséget (5. abra).

! JI - U+Vcos(wt)

5. ébra: Kvadrupol rudak ¢és a rakapcsolt fesziiltségek

Az egymassal szemben 1évé rudra azonos polaritasu £U+Vcos(mt) potencialt kapcsolunk,
ahol U az egyenfesziiltség, Vcos(wt) pedig egy V amplitudoju és o frekvenciaja
radiofrekvencias® fesziiltség. A rudak polaritisa tehat folyamatosan valtozik. Emiatt az ionok
a 6. abran lathato oszcillalo mozgasra kényszeriilnek. Az ionok csak akkor jutnak keresztiil a
kvadrupol polusai kozott, ha a mozgas amplitudoja kisebb a kvadrupol rudak kozotti
tavolsagnal (6.a abra). Az ennél nagyobb amplitidoval mozg6 ionok beleiitkoznek a rudakba
¢s a vdkuum elszivja 6ket (6.b abra).

* http://hu.wikipedia.org/wiki/R%C3%A1di%C3%B3frekvencia
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A kvadrupol analizator egységnyi tomegkiilonbségli ionokat tud egymastol elvalasztani
(tomegfelbontasa egységnyi), és a fels6 tomeghatara altalaban néhany ezer m/z.

Stable or non collisional trajectory
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6. abra: Ionok palyaja a kvadrupol analizatorban. a) stabil palyaju, ateresztett ion; b) instabil
palyaju, kisziirt ion

4. Tandem tomegspektrometria

Ez a technika lehetévé teszi, hogy szerkezeti informécidt nyerjiink a vizsgalando
molekulakrél. Mint ahogy azt mar emlitettiik a HPLC-MS ionizaciés modszerek Un. lagy
ionizaciot biztositanak, fragmensek képzOdése minimalis. Ezért ha nem elegendd a
molekulaiont detektalni, hanem szerkezetei informéciora is sziikség van, a késziiléken beliil
kell Iétrehozni a molekulaionokboél a fragmensionokat kis nyomasu gazzal valo titkoztetéssel.
- Az elsé analizator (Q1) kivalasztja az adott molekulaiont (ezt nevezik anyaionnak is,
angolul parent ion).
- Majd ezt koveti egy Un. litkdzési cella (Q2), ahol gazbevezetés hatasara bekovetkezik
a kivalasztott ion fragmentacioja.
- Ezutan egy ujabb analizator egységet (Q3) kell kapcsolnunk, hogy a keletkezett j
fragmensionokat (nevezik leanyionnak is, az angol szaknyelvben product ion vagy
daughter ion kifejezés terjedt el) tomeg/toltés szerint szétvalogassuk.

A 7. adbrén az un. harmas kvadrupol (triple quadrupol) tandem tomegspektrométer sematikus
rajza lathato. Itt az iitk6zési cella maga is egy kvadrupol (Q2), ami persze itt nem az ionok
elvalasztasara, hanem fragmentalasara szolgal, elé és mogé pedig egy-egy kvadrupol
analizator (Q1 és Q3) van kapcsolva.

Kétféle modon hasznalhatjuk az analizatorokat:



1. Péasztazd (SCAN) modban egy adott tomegtartomdnyt vizsgdlhatunk, ekkor a
potencialvaltozas m/z egységenként I€pteti az atengedett ionokat egy adott iddciklus
alatt.

2. Ha ismerjiik a mérendé komponensre jellemz6 ionok tomegét, akkor csak az erre
jellemzd potencialértéket allitjuk be: ez a szelektiv ion figyelés (selective ion
monitoring, SIM).
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7. abra: Tandem tomegspektrométer vazlatos rajza

Attol fliggden, hogy milyen modban hasznaljuk a két analizdtorcellat, tobbféle tandem
tomegspektrometrias tizemmodot kiilonboztetiink meg.

Mindenekel6tt lehetséges egy harmas kvadrupolt is egyszeres kvadrupolként (single
quadrupol) tizemeltetni. Ekkor a Q1 végzi a keletkezett molekulaionok szétvalasztasat, majd
ezek jutnak a detektorba, nincs tehat fragmentalas, és a Q3 kvadrupol sem mikodik. Lehet
vele pasztazni (SCAN mod) és lehet csak kivalasztott ionokat is figyelni (SIM maéd) (8. abra).
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8. abra: Single quadrupol izemmodok

Tandem tomegspektrometriaban mindig az anyaion — leanyion viszonyt vizsgaljuk valamilyen
modon. Négy kiilonb6z6 lehetdséglink van:

Lednvion-analizis (Product ion scan)

Ekkor a Q1 kvadrupol egy meghatarozott molekulaiont enged at, és a Q2-ben torténd
fragmentalas utan az Osszes keletkezett fragmens detektalasra keriil, egy fragmension-
tomegspektrumot vesziink fel. Szerkezeti informaciok nyerheték. A legintenzivebb
fragmensionokat is itt valaszthatjuk ki a fejlesztend6 kvantitativ analitikai modszerhez.
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9. 4bra: Product ion scan

Anyaion-analizis (Precursor ion scan)

A Q3 kvadrupol csak meghatarozott tomegli fragmensionokat enged at. A QI-ben pedig
minden olyan molekulaion vizsgalhatd, amely az adott tomegli leanyionra esik szét. Pl.
foszforilalt peptidek vizsgalatanal felderithet6 az Gsszes foszfatcsoportot tartalmazoé peptid, ha
a Q3 kvadrupolon csak a foszfatcsoportnak megfeleld tomeget enged;iik at.
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10. abra: Precursor ion scan

SemlegestOmeg-vesztés (Neutral loss scan)

Mindkét kvadrupol beallitott tomegtartomanyt pasztaz. A Q3 egy meghatarozott semleges
tomeggel (pl. 18-viz, 180-gliikkoz) eltolt kisebb értékre all be. Ezaltal olyan folyamatok
mutathatok ki, ahol egy semleges molekula 1ép ki az anyaionbol. Ez a technika, akarcsak az
el6z6, hasonld jellegli vegyiiletek egymas melletti kimutatdsara alkalmas, aminek fdleg a
fehérjekutatasban €s a metabolitvizsgalatokban van jelentdsége.
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11. abra: Neutral loss scan

Kivalasztott ionfolyamat-kdvetés (Multiple reaction monitoring, MRM®)

Mindkét kvadrupol SIM-moédban miikodik, csak meghatdrozott anyaionokat (QI) és
fragmensionokat (Q3) engednek at. Tobb adott molekula is figyelhetd egyszerre, melyekbdl
rendre csak néhany, a rajuk jellemzo fragmens keriil detektalasra.

Nagyon kis koncentraciok mennyiségi meghatarozasanal ez a legelterjedtebb lizemmadd, mivel
nagyfoku szelektivitast és érzékenységet biztosit. A nagyfokl szelektivitds magyardzata a
kovetkezd: annak valosziniisége, hogy két kiilonb6z6 molekula azonos moltomeggel (azonos

® Kiilonboz6 késziilékgyartok eltéren hivjak ezt a technikét, van ahol Selected Reaction Monitoring (SRM)
néven szerepel.



molekulaionnal) rendelkezik viszonylag nagy. Példaul tobb szaz ismert vegyiiletnek van 250
koriili moltomege. Annak valosziniisége azonban, hogy ezek a fragmentacid soran
ugyanolyan fragmenseket képeznek, sokkal kisebb. Tehat, ha az anyaion-lednyion adtmenetet
mérjik, sokkal kisebb a valosziniisége, hogy mas vegyiiletet mériink, mint amelyikre
kivancsiak vagyunk. Ugyanez az oka, hogy a mérés sokkal érzékenyebb, mivel sokkal kisebb
a zaj, tehat a jel/zaj viszony megn0, vagyis a kimutatasi hatar alacsonyabb lesz.
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12. abra: Multiple reaction monitoring

A harmas kvadrupol single kvadrupollal szembeni eldnyei mennyiségi meghatarozasnal tehat
a szelektivitas, és a kiemelkedo érzékenység.

A szelektivitast a kovetkez6 dupla abra szemlélteti. Az elsé részen az atrazinra (molekulaion:
216) jellemz6 MRM-modban felvett kromatogram lathaté a ra jellemzd leanyionjara (174
m/z) allitva a Q3 kvadrupolt. Az atrazin 7,8 percnél elualédik. A masodik részen egy olyan
kromatogram lathato, amit 1 kvadrupol alkalmazasaval vettiink fel (Q1 SIM), vizsgalva az
abran jelzett 216 m/z molekulaiont. Lathato, hogy ez az eljaras nem szelektiv az atrazinra,
hiszen a 216-0s molekulaionnak megfelelé kromatogramban nemcsak 7,8 percnél, hanem 6,8
percnél is kapunk cstcsot, ami nyilvan nem az atrazin, hanem valami mas, zavard anyag.
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13. abra
A megnovekedett érzékenységet, a kedvezobb jel/zaj viszonyt a 14. dbra szemlélteti.



Habar MRM-modban az abszolut intenzitas kisebb, mint a SIM-modban detektalt, viszont az
alapzaj is sokkal kisebb. Ezért a jel/zaj viszony sokkal kedvez6bb, ami azt eredményezi, hogy
a mennyiségi meghatarozasoknal oly fontos kimutatasi hatar is sokkal alacsonyabb.
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14. abra: Ugyanazon minta kromatogramjai SIM illetve MRM {izemmodban

Az éttekinthetdség érdekében tablazatosan is megadjuk a kiilonb6z6 lizemmaod beéllitasokat.

Uzemmod Q1 Q3
Leanyion-analizis SIM SCAN
Anyaion-analizis SCAN | SIM
Semlegestomeg-vesztés SCAN | SCAN
Kivalasztott ionfolyamat-kovetés | SIM SIM

5. Alkalmazasok

A harmas kvadrupol tandem tomegspektrometriat leggyakrabban HPLC-vel kapcsolva
mennyiségi meghatarozasokra hasznaljdk MRM moddban. Bonyolult mintaméatrixokbol;
vérbdl, vizeletbdl, élelmiszerekbdl, talajextraktumokbol stb. torténd nyomnyi mennyiség
elemzését teszi lehetévé. Mennyiségi meghatdrozasokhoz — ha van rd méd — belsd standard
modszert hasznalnak egyrészt a minta-elokészités szorasa, az esetleges fellépd hibak (pl.
injektalas), valamint a mérédmuszer érzékenységének valtozasabol adddo bizonytalansag
kikiiszobolése végett. Ez utobbi abbol adodik, hogy ha példaul egy 500 vérmintabol allo
mérési sorozatunk van, akkor az elsé injektalasnal és az 500. injektalasnal a késziilék nem
lesz ugyanolyan érzékeny, mert az ionforras elkoszoldodik, és csokken az érzékenység. Belsod
standard hasznalataval ezt figyelembe vessziik, hiszen akkor az arra kapott jel is kisebb lesz



az 500. injektalasnal, nemcsak a mérendé komponensé. Természetesen a jelcsokkenésnek
ugyanolyan mértékiinek kell lennie a mérendore és a belsé standardre nézve egyarant. Ez ugy
biztosithato, hogy a célvegylilethez nagyon hasonl6 vegyiiletet valasztunk. A meghatarozand6
anyaghoz legjobban hasonlito anyag annak deuteralt valtozata, amely kémiailag azonosan
viselkedik (ugyanott van a retenciés ideje is!), de a tomegkiilonbség folytan
megkiilonboztethetéen detektalhato.
Biologiai mintakat fehérjekicsapassal, folyadék-folyadék extrakcioval (LLE), vagy szilard
fazisu extrakcioval (SPE) készithetiink el6.
Bioanalitikai vizsgalatok lehetnek pl. az aldbbiak:
- farmakokinetikai mérések
A farmakokinetika a gyogyszerek sorsat koveti nyomon a sSzervezetben. A
gyogyszerfejlesztés soran allatokon, késobb embereken tesztelik a hatéanyagokat. A
gyogyszer beadasa utdn meghatarozott idokozonként vérmintat vesznek a pacienstol,
és a gyogyszermolekula koncentracidjat mérik (ng/ml). Ezaltal vizsgéilhatdo a
gyogyszer felszivodasa, szétterjedése, metabolizmusa és kiiiriilése a szervezetb81®,
bioldgiai hasznosithatdsag
A Dbiologiai hasznosithatosag (bioavailability) azt jelenti, hogy a beadott
gyogyszermennyiségnek hadnyad része jut be a vérkeringésbe.
toxikokinetika
Egyre novekvd, akar toxikus mennyiségben beadott gyogyszer farmakokinetikdja
(csak allatkisérletek).
ételinterakcids vizsgalatok
Etkezéskor bevett gyogyszer felszivodasa, eloszldsa, metabolizmusa és Kkiiiriilése,
Osszehasonlitva az éhgyomorra bevett gydgyszerrel.
bioekvivalencia
Az eredeti gyartd altal gyartott originalis gyogyszer és az utangyartott generikus
készitmény dsszehasonlitasa a farmakokinetikdjuk alapjan.
agypenetracios vizsgalatok
A bevett gyogyszer milyen mértékben jut at a vér/agy gaton, azaz mennyire jut be az
agyba.

Gyogyszerek és novényvédészerek nem human mintakbol vald’ elemzésével foglalkozod
laboratoriumoktél megkovetelt, hogy szigorGi mindségbiztositasi rendszerben végezzék
munkajukat. Ezt a Helyes Laboratoriumi Gyakorlat (Good Laboratory Practice, GLP)
minisztériumi rendelet szabalyozza (http://www.muszeroldal.hu/assistance/glp.pdf).

6. Az elvégzendo laborgyakorlat

A mérés célja: A deramciklan nevii gyogyszer mérése human vérplazma jellegii mintaban
HPLC/MS/MS modszerrel farmakokinetikai vizsgalatokhoz.

A deramciklan gyogyszermolekulara dolgozunk ki HPLC-MS/MS modszert. Az ismeretlen
minta deramcikldn koncentracidjdnak meghatarozdsara deuteralt belsd standardet
(deramciklan-d6) és kalibracios modszert fogunk hasznalni.

Elkeszitjiik a kalibracios és mindségellendrzd mintakat, majd el6készitjiik Oket szerves

oldoszerrel torténd fehérjekicsapassal.

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

” A human mintakbol torténé mérésre masfajta minéségbiztositasi rendszer vonatkozik.


http://www.muszeroldal.hu/assistance/glp.pdf
http://en.wikipedia.org/wiki/Pharmacokinetics

A gyakorlat soran egészségvédelmi okbdl a huméan vérplazma helyett homogenizalt tojas
matrixot hasznalunk. A tojas megjelenése, kezelhetdsége ¢€s Osszetétele a gyakorlat
szempontjabol a vérplazmaéval egyenértékii (fehérjékben gazdag, viszkozus folyadék).

Anyagok:

iires, vak (blank) tojas

deramciklan KAL standard oldat (10 png/ml) kalibracios mintak készitéséhez
deramciklan QC standard oldat (10 pug/ml) QC mintak készitéséhez
deramciklan-d6 belsé standard oldat (200 ng/ml) (BS)

oldoszerek: viz, acetonitril

Készilékek, eszkozok:

Perkin Elmer Sciex API 365 harmas kvadrupol tomegspektrométer
Perkin Elmer Series 200 HPLC rendszer

Sigma 200 kémcs6-centrifuga

Vortex-keverd

pipettak: 20-200 pl és 100-1000 pl mérdtérfogattal

kapos centrifugacsovek

15. dbra: A deramciklan szerkezeti képlete

A gyakorlat menete:

HPLC/MS/MS modszer kidolgozasa: a tOmegspektrometrids paraméterek optimalasa az

deramciklanra és az deramciklan-d6-ra

el A

A molekulaion keresése (Q1 pasztazas)

Az ionforras €s paraméterek optimalasa

A legintenzivebb fragmensionok kivalasztasa (Product lon scan)

Tovabbi optimalas a legnagyobb hatasfoku fragmentalodas eléréséhez (litkozési
energia - collision energy) megfeleld értékének beallitasa

(dramld oldatba injektdlva mintat tovabbi paraméterek (ionforrds hdomeérséklet,
fliggdnygaz, szaritogaz, litkozési gdz mennyisége, elektrospray fesziiltség) valamint a
folyadékkromatografias koriilmények (oszlop, eluens-Osszetétel stb.) beallitasa Ezek
optimalis értékeit a gyakorlat rovidsége miatt a gyakorlatvezetd ismerteti.)

Kalibracios standardok és QC mintdk eléallitasa:




A legtoményebb kalibracids pontot és QC mintat 10 ug/ml deramciklan standard oldat és
tires (blank) tojas 6sszemérésével (spike-olas) allitjuk eld.

Kiilon tomegbemérésbdl szarmazo standard oldatokat hasznalunk a kalibracios és a QC
mintakhoz. A higabb kalibraciés és QC mintakat ezekbdl tovafutd higitassal készitjiik,
vagyis a toményebb mintat higitjuk iires tojassal.

56 % % % B

06 % B

Mintaelékészités menete:
Egy teljes mérési sorozathoz a kdvetkezd mintakat kell el6késziteni:
- 1 db kettés vak minta (iires tojas matrix) — nem tartalmazza sem a mérendd anyagot,
sem a belsO standardot,
- 1 db vak minta (iires tojas matrix) — nem tartalmazza a mérendé anyagot, de belsd
standardot adunk hozz4 a mintael6készités soran,
- 5 kalibréacios pont (tojas matrixban késziilt standardok: 50; 100; 250; 500 és 1000
ng/ml)
- 3 koncentracidszinten 2-2 parhuzamos mindségellendrzd (quality control, QC) minta
tojas matrixban: 100; 500 és 800 ng/ml)

ey

» 100 pl tojas minta (vak, kalibracios, QC (ezekbdl 2-2 parhuzamosat!), ill. ismeretlen)
kimérése csiszolatnélkiili kémcsObe
mintdhoz!)

» vortex néhany s-ig

» 300 pl acetonitril hozzaadasa

» vortex 10 s-ig

» 5 perc centrifugalas 3000 rpm-en

» 100 pl tiszta feliiluszo atpipettazasa HPLC-mintatartd betétcsovébe

Az elokészitett mintak mérése és kiértékelése:

Az automata mintavaltoba elhelyezett mintdkat szoftverbdl vezérelve mérjiik le. Eldszor
beirjuk a szamitégépbe a mérési szekvencidt (sorozatot), ami a késziiléknek megadja, hogy a
mintavaltoban 1évé mely mintakat, milyen sorrendben és milyen moddszerrel mérje le.
Elinditjuk a mérést, és sorban regisztraljuk a kromatogramokat. A Kkromatogramok
mennyiségi kiértékelését is a szoftver végzi: a deramciklanra és a deramciklan-d6-ra kapott
csucsteriileteket integralassal hatdrozza meg. A kalibracios fliggvény felvételekor a
deramciklan/deramciklan-d6 csicsteriilet aranyt abrazolja a deramciklan/deramciklan-d6
koncentracié aranyanak fiiggvényében. A kapott pontokra a stlyozott legkisebb négyzetek
modszerével illeszt egyenest.

crer

crcr



Meghatarozzuk a kalibracios pontok és a QC mintak pontossagat (Accuracy). A pontossag a
mért koncentracid €s a névleges koncentracié hanyadosa, szazalékos formaban.

A mérés elfogadasi kritériumai:

A kalibracioés mintdknak a kalibraci6 alapjan visszaszamolt koncentracidja +£15%-kal térhet el
a névleges koncentracidjuktol, kivéve a legkisebb pontot ahol +20% a megengedett eltérés.
Egy kalibracios pont kieshet. Ha tobb kalibracios pont esne ki, a mérés nem elfogadhat6, meg
kell ismételni.

A QC mintak 2/3-anak, azaz 4 QC minténak a kalibracié alapjan visszaszamolt koncentracidja
maximum +15%-kal térhet el a névleges koncentraciojuktol. A kiesé két pont nem lehet
ugyanaz a koncentracidszint.

JegyzOkonyvben rogzitendd:

- mérés célja

- anyagok, késziilékek, eszkozok

- amérési modszer paraméterei (MS/MS és HPLC koriilmények)

- minta-el6készités 1épései, sziikséges szamitasok (higitasi sorok)

- nyers mérési adatok tdblazatosan

- szamitott koncentracidk és pontossag (accuracy) értékek, a szamitdsok menetét is
bemutatva az egyik mintan

- kalibracios egyenes megfeleloségének ellendrzése, QC mintak elfogadhatosaga

crer

Mivel biologiai mintdkkal dolgozunk, fokozott odafigyelés sziikséges, kérjiik, hogy a
gyakorlatra mindenki hozzon magéval:

- laborkopenyt,

- véddszemiiveget.
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