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Historie MS v analyze biologickych materialu
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=> nizko/vysoko Mr — identifikace/kvantifikace — ne/polarni/iontové
=>Q, QqQ, QqTrap, IT, QqTOF, TOF/TOF, FT-ICR, sektory...
=> GC, HPLC, UPLC, 2D-HPLC, IEC, GPC, ITP, CE, MEKC, MALDI, FIA




Vyhody QqQ

- Vysoka specificita ve spojeni se separacni technikou

- Siroky rozsah analytd/marker(i (neomezeny na volatilni latky)

- Flexibilita pfi zavadéni novych metod (in-house v kratkém Case)
- Informacéné bohata detekce (vhodné pro multianalytové metody)
- Vysoky prustup vzorku

Nevyhody QgQ
- Pfiprava vzorkl — deproteinace, odsoleni, precisténi
- Volba IS pro prfesnou a spravnou kvantifikaci
=> potlaceni iontoveé supprese
=> VlyloucCeni interferenci se stejnou hmotou prekurzoru a produktu

Pozadavek na personal




Pristroje QqQ
Vyrobci: MDS-Sciex, Thermo-Fischer, Waters // Agilent, Varian, GSG

Komponenty: analyzator 3 —10 MKCcC
vakuova pumpa

zdroj dusiku (prutoky, bezolejovy) 0.3 — 0.5 MK¢&
separacni systém (HPLC/UPLC) 0.5-1.5 MK¢
UPS, klimatizace, odvod tox. par 0.2 - 0.5 MK¢

Zivotnost: ~ 10 let
Obsluha: sofistikovany systém — vyskoleny VS + LAB
Servis: 1-2%

kontrakt <48 h => 5-10 % /rok => zalozni stroj???




Aplikace QqQ v klinické biochemii - dnes

Novorozenecky screening dédicnych metabolickych poruch
- aminokyseliny, acylované karnitiny

Terapeutické monitorovani léku

- imunosupresiva, antipsychotika, antikonvulsiva, kancerostatika

Toxikologie
- Zzneuzivané léky, drogy

Endokrinologie




PRINCIP QqQ
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Princip QqQ - pohyb iontti
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Princip QgQ — MRM = multiple-reaction monitoring

MRM prechod

Vybér prekurzorového Fragmentace Vybér produktového iontu
iontu

Precursor ion scan, Product ion scan, Neutral loss




Princip QqQ - animace




APLIKACE QqQ

V KLINICKE BIOCHEMII




TDM - tyrosinkinazové inhibitory v plasmeé

Imatinib Deproteinace:
Exact Mass: 493.26 1: 10 AcCN + IS (D8IMA)

R UHPLC:
C3H7N; Mw=57.06 C18 50x2.1 mm, 1.7 um

- MF: NH4Ac/AcCN

C23H17N60; Mw=393.15

C7H4N3; Mw=130.04
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25-OH-Vitamin D2 a 25-OH-Vitamin D3 v séru
Deproteinace: AcCN + IS

HPLC: C8 50 x 2.1 mm, 5 um; MF: 0.1% FA/MeOH, 45°C, 0.7ml/L
c = 10 ng/ml (LOQ: 1ng/ml)

250HVitD2: 395 => 209
250HVitD3: 383 => 211

25-OHVit D, D6VitD3: 389 => 211
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Antiretrovirotika v séru

Deproteinace: AcCN + IS

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

MS: QqQ - MRM

AIT‘LP renavir

506.3/245.1

&

Indinavir

614.3/421.3

Saquinavir

671.5/570.2

Lopinavir

629.3/447.1

Nelfinavir

568.3/330.4

Ritonavir

721.2/296.2

M8 Nelfinavir

584.1/330.1

Nevirapine

267.1/226.1

Efavirenz

316.1/244.1

Desmethoxy-sirolimus

901.5/816.6 (IS)
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Imunosupresiva
Deproteinace: 80% MeOH + 1% ZnS0O4 + IS
2D-HPLC: Poros R1/20 30 x 2.1 mm — C18 Phenyl-Hexyl, 50 x 2.1 mm, 5ym

MS: QqQ - MRM
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Toxikologicka analyza zneuzivanych léku a drog
SPE: Chromabond® Macherey-Nagel
HPLC: PFP Propyl Column, 50 x 2.1 mm, 5um

MS: QqQ — MRM => QqQtrap - konfirmace MS spektrem
300 => 700 => 1250 analytu
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Analyza purint a pyrimidint (bazi a ribosidu)
HPLC: Phenomenex Luna C18, 150 x 3.0 mm, 5 um, 4 x 3.0 mm predkolona
55 °C, 400 pul/min, MF: NH4Ac => NH4Ac+MeOH (50%)

33 intermediatl P+P metabolické drahy + IS
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N S Max. 4.1e6 cps.
Véstnik 06/2009
celoplosné od 10/2009

endokrinni/metabolicka
onemocneéni

kapilarni krev (48-72h)

analyza z krevni skvrny
FIA-QQQ - IDMS ——
(5AMK + 20AK) x 2 (IS) ’ l i s 0w oz

Time, min

vyhodnocovaci algoritmy Max. 4.1e6 cps
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Budoucnost QgQ v klinické biochemii

- Multikomponentni analyzy
- profily cukrd, lipida, fosfolipidu, organickych a aminokyselin

- skupiny lékU v jedné analyze

- endogenni markery
(ADMA, HDGA, MMA....)

- Stanoveni nizkomolekularnich markert na urovni referenc¢nich metod
- kreatinin, kys. mocCova, bilirubin, glukosa...

- Metabolomika — nizkomolekularni fenotyp télnich tekutin a bunék

Automatizace HPLC/TMS

Automatizace pripravy vzorku — 2D-HPLC?




