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Historie MS v analýze biologických materiálů

1970 – GC-MS (EI)

1980 – LC-MS (API)

1990 – OK, FIA-MS/MS - NS

2000 – TDM, NS

???2009 – ???

=> nízko/vysoko Mr – identifikace/kvantifikace – ne/polární/iontové

> Q Q Q Q T IT Q TOF TOF/TOF FT ICR kt=> Q, QqQ, QqTrap, IT, QqTOF, TOF/TOF, FT-ICR, sektory…

=> GC, HPLC, UPLC, 2D-HPLC, IEC, GPC, ITP, CE, MEKC, MALDI, FIA



Výhody QqQ
- Vysoká specificita ve spojení se separační technikou
- Široký rozsah analytů/markerů (neomezený na volatilní látky)

Flexibilita při zavádění nových metod (in house v krátkém čase)- Flexibilita při zavádění nových metod (in-house v krátkém čase)
- Informačně bohatá detekce (vhodné pro multianalytové metody)
- Vysoký průstup vzorků

Nevýhody QqQ
- Příprava vzorků – deproteinace, odsolení, přečištění

V lb IS ř á k tifik i- Volba IS pro přesnou a správnou kvantifikaci
=> potlačení iontové supprese
=> Vyloučení interferencí se stejnou hmotou prekurzoru a produktuy j p p

Požadavek na personál



Přístroje QqQ

Výrobci: MDS-Sciex, Thermo-Fischer, Waters // Agilent, Varian, GSG

Komponenty: analyzátor 3 – 10 MKč 
vakuová pumpa
d j d ík ( ůt k b l j ý) 0 3 0 5 MKčzdroj dusíku (průtoky, bezolejový) 0.3 – 0.5 MKč 

separační systém (HPLC/UPLC) 0.5 – 1.5 MKč
UPS, klimatizace, odvod tox. par 0.2 – 0.5 MKč

Životnost: ~ 10 let

Obsluha: sofistikovaný systém – vyškolený VŠ + LAB

Servis: 1 - 2 %
kontrakt < 48 h  =>  5 - 10 % / rok => záložní stroj???



Aplikace QqQ v klinické biochemii - dnes

Novorozenecký screening dědičných metabolických poruch 
- aminokyseliny, acylované karnitiny

T ti ké it á í lékůTerapeutické monitorování léků
- imunosupresiva, antipsychotika, antikonvulsiva, kancerostatika

Toxikologie
- zneužívané léky, drogy

Endokrinologie



PRINCIP QqQ
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Princip QqQ - pohyb iontů

Ion

RF-only Ion Guide Filt. QuadStubbies

Clustered
Ions

y
Curtain Gas

Declustering MS-filtrationFocusing Extraction



Princip QqQ – MRM = multiple-reaction monitoring

MRM přechod

Q1 Q3Q2Q1
Výběr prekurzorového 

iontu

Q3
Výběr produktového iontu

Q2
Fragmentace

Precursor ion scan, Product ion scan, Neutral loss



Princip QqQ - animace



APLIKACE QqQ

V KLINICKÉ BIOCHEMII
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25-OH-Vitamin D2 a 25-OH-Vitamin D3 v séru
Deproteinace: AcCN + ISDeproteinace: AcCN + IS

HPLC: C8 50 x 2.1 mm, 5 µm; MF: 0.1% FA/MeOH, 45°C, 0.7ml/L

c = 10 ng/ml (LOQ: 1ng/ml)c  10 ng/ml (LOQ: 1ng/ml)

25OHVitD2: 395 => 20925OHVitD2: 395 > 209
25OHVitD3: 383 => 211
D6VitD3: 389 => 211



Antiretrovirotika v séru
Deproteinace: AcCN + ISDeproteinace: AcCN + IS

2D-HPLC: Poros R1/20 30 x 2.1 mm – C18 Phenyl-Hexyl,  50 x 2.1 mm, 5µm

MS: QqQ - MRMMS: QqQ MRM



Imunosupresiva
Deproteinace: 80% MeOH + 1% ZnSO4 + ISDeproteinace: 80% MeOH + 1% ZnSO4 + IS

2D-HPLC: Poros R1/20 30 x 2.1 mm – C18 Phenyl-Hexyl,  50 x 2.1 mm, 5µm

MS: QqQ - MRMMS: QqQ MRM



Toxikologická analýza zneužívaných léků a drog
SPE: Chromabond® Macherey-NagelSPE: Chromabond® Macherey-Nagel 

HPLC: PFP Propyl Column, 50 x 2.1 mm, 5µm

MS: QqQ – MRM => QqQtrap - konfirmace MS spektremMS: QqQ MRM > QqQtrap konfirmace MS spektrem

300 => 700 => 1250 analytů



Analýza purinů a pyrimidinů (bází a ribosidů)
HPLC: Phenomenex Luna C18 150 x 3 0 mm 5 μm 4 x 3 0 mm předkolonaHPLC: Phenomenex Luna C18, 150 x 3.0 mm, 5 μm, 4 x 3.0 mm předkolona

55 °C, 400 μl/min, MF: NH4Ac => NH4Ac+MeOH (50%)

33 intermediátů P+P metabolické dráhy + IS33 intermediátů P+P metabolické dráhy + IS
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Budoucnost QqQ v klinické biochemii

- Multikomponentní analýzy

- profily cukrů, lipidů, fosfolipidů, organických a aminokyselin

- skupiny léků v jedné analýze 

- endogenní markery 
(ADMA, HDGA, MMA…)

- Stanovení nízkomolekulárních markerů na úrovni referenčních metod
- kreatinin, kys. močová, bilirubin, glukosa…

- Metabolomika – nízkomolekularní fenotyp tělních tekutin a buněk

Automatizace HPLC/TMS

Automatizace přípravy vzorků – 2D-HPLC?


