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Bevezetes

gyogyszerkutatas
gyogyszer eloallitasa

gyogyszerfejlesztés

A gyogyszer forgalomba keriiléséhez, bizonyitani kell, hogy a gydgyszer

- megfelelé mindség( (kémiai analizis)
- hatékony (klinikofarmakologiai és biokémiai vizsg.)
- alkalmazdsa biztonsdgos (leghosszabb és legkéltségesebb feladat)

1. Gyors, tajékozodo, screening vizsgalatok
2. Allatkisérletek
3.Human vizsgalatok



Mennyiseégi és minoseégi analitika

A kis anyagmennyiségek és a komplex matrixok/mintak
vizsgalatdnak eszkozei:

‘Mintaelokészités

*Elvdlasztasi modszerek -Spektroszkdpiai médszerek
Extrakcio *Atomspektroszkopia
-Kromatografids el jardsok *Molekulaspektroszkdpia

-6azkromatografia *Ultraibolya- és ldthaté

‘Folyadékkromatografia spektroszkopia
*‘Rétegkromatografia *Infravoros spektroszképia
‘Elektroforézis, kapilldris -Tomegspektrometria
elektroforézis -Elektroanalitikai médszerek
-Klasszikus analitikai médszerek -Potenciometria
*Csapadékképzésen alapuld *Voltammetria
*Titrimetrids (térfogatos) ‘Elektrogravimetria
*Sav-bazis titraldsok *Coulometria
*Redox titralasok Vezetbképesség mérési

*Komplexometria mddszerek



Mintaelokeéeszites

Fizikai/mechanikai Kémiai miveletek

mintavétel, minta bemérés
apritds, 6rlés, homogenizdlds
szitdlas, szlirés,
ultra(molekula)sziirés, dializis
centrifugdlds,
ultracentrifugdlds
tomeényités, szaritds (vakuum
bepdrlas, liofilizdlds,
exszikkator, vakuum-
exikkator)

extrakcio (mintael6készito és
elvdlaszto mlivelet)

higitds, ionerdsség, pH, )
olaritas valtoztatasa, ion-par
épzok, detergensek, stb.
hozzdadasa

enzimatikus, savas, ldgos
hidrolizis

szarmazékképzés (szililezés,
metilezés, UV-elnyeld,
fluoreszkalo szarmazekok)
specidlis kémiai kolcson-
hatasok (affinitdsi,
immunoldgiai, fém- zarvany
stb. komplexek)



Az “idealis” mintaelokeszités

- Ido és koltségtakarékos

- Szelektiv a molekuldk széles spektrumara
(csokkenti az interferencidkat, altalanos
“screenelésre” is alkalmas)

- Kornyezetbarat: minimdlis vagy olddszer
felhasznadldas nélkiil (1 L nagy tisztasdgu
diklormetdn ~40 USD; hulladék megsemmisitése
~ 100 USD)

On-line (egy rendszerben torténik az extrakcio,
kromatografia, szerkezet meghatdrozas)



- Extrakcio

Mintaelokészitési modszerek

(SPE, SPME, foly.foly., zip tip)
Dializis (UL mennyiségl mintdk
tisztitasara)

- Fehérje kicsapas
Koncentrdlas, somentesités

number of analysis steps

Copyright 2009. R.A. Bethem/ASMS



Extrakcio

Folyadék-folyadék pme=e
www.chemicool.com

solute in
organic phase

solute in

stopcock X aqueous phase

Folyadék-szilard (SPE) ioncseréls vagy forditott
fazisa toltettel

Mintael6készités lépései:
-kondicionadlas
-equilibrdlas
‘minta felvitele
*mosds
-szdaritas
‘minta eludldsa

N -, o
_&Tzﬂpoas




Dializis

* Membran: kiilonb6zé molekulatomeg tartomany
- 0,1- 0,5 mL mintamennyiség

High salt
sample n
dialysis bag

L]
inside bag  * !  outside bag

Low salt
bufter

!

Stir bar

www.mikeblaber.org



Biologiai mintdk elokészitése

Fehérjekicsapds
Nehezen reprodukdlhato - a kicsapott fehérje abszorbedlhatja és
adszorbedlhatja a komponenseket...

TFA, TCIA, aceton, etanol, stb.

Koncentraldas és somentesités membransziiréssel

Molekulatomeg szerinti elvdlasztds és a minta
koncentraldsa

(Vivaspin 1-10 kDa celluloz alapd membradnsz(iré, Millipore
Microcon centrifuga filter (1-10 kDa), Ultracel YM
membran)

www.vivaproducts.com



Gélkromatografia

Molekulaméret szerinti elvdlasztas

Példa:

- Sephadex G 25 (polidextran) oszlop
* 10 cm x 1 cm taltet(i oszlop
* dramldsi sebesség: 1ml/perc
- UV-detektdlds: A=260nm
- eluens: HPLC viz
- MW<5000 Da
o | ;\ polimer

elvitt minta: ~ ;
- | \ tolperizon HCI
- tolperizon HCI : PEO= 3:1 | | e P

11453 _
TTes7

- Vizes olda'l' (3000 ug/ml Tolp) T 500 10.00 15.00 20.00 25.00

30.00 [min]




Kromatografias modszerek

az aramlé fazis halmazallapota szerint: gaz-, g6z-,
folyadék- és szuperkritikus

az allofazis térbeli elrendezése alapjan: oszlop- és
plandris (réteg)

elvdlasztandé anyag és az dllé fdzis kozott kialakulo
kolcsonhatasok (elvalasztasi mechanizmusok) szerint:
folyadék-folyadék (megoszldsi) vagy folyadék-szilard
(pl. adszorpcios, normdl és forditott fazisd, ioncseréld,
gélfiltracids, affinitasi, hidrofob kolcsonhatdsd, egyéb
(pl. zarvanyképzéses, fémkomplex-képzéses, stb.))

a kifejlesztés modszere alapjan: ellcids, frontdlis és
kiszoritdsos

a mozgo fazis osszetételének idébeni valtozasa
alapjan: izokratikus és gradiens



Kromatografia

» Kromatogram

» Kromatogram jellemzése:
retencidos adatok
kromatografids adatok
elvdlasztdsi adatok



i cslcs retencids ideje
tw (to): holtidé

k': retencids tényezd
(1<k' <B)

N: elméleti tanyérszdm

As: szimmetria faktor
(0,8<k' <1,2)

d- cslcsfélszélesség
W05 csicsmagassdg 20%-dndl mért csdcsszélesség

a: szelektivitds (a>1)

1.- 1 E{t'n B tﬂ]
We, + Wy

R3=

R: felbontds (R>1,5)

whl és wh2: cslicsmagassdgok felénél mért cslcsszélességek

Intenzitas



http://knol.google.com/k/-/-/2xhax88cevvc4/f6ptya/figure-2tailingfactor.bm

Kromatogramok értékelése

- mindéségi azonositds retencids ido,
standard addicid, relativ retencio,
retencios index ill. spektrum alapjdn

- mennyiségi meghatdrozas teriilet %,
kiilso standard ill. bels6 standard
modszerrel (deuterdlt ill. izotép jelzett std.)



Gazkromatografia

Gaz-szilard (dllofazis adszorbens, adszorpcios-
deszorpcids megoszlds)

Gdaz-folyadék (dllofdzis folyadék fazisd polimer)
Oszlop: toltetes vagy kapillaris

Detektorok (hévezetéképességi, langionizacios,
elektronbefogdsos, nitrogén-foszfor szelektiv,
MS)

Mennyiségi-mindoségi meghatarozas



Folyadéekkromatografia

koleszterin

o2}
o

kolesztanol

latoszterin

AN

dezmoszterin

N
o

szitoszterin

Intenzitas (%)

-Legelterjedtebb a normal és

forditott fazisi kromatogrdfia

- Mennyiségi-minéségi meghatarozas

- Detektorok

(UV/VIS, fluoreszcencia,

o it térésmutato, fényszords,
radioaktivitds, MS)




HPLC kesziilek

Eluens
tarolo

l WA Tel

Gazmentesitd S feldoleozas

l I

Oszlop Detektor
T (kolonna)

Pumpa

Minta
adagolo




Vizsgalni kell a hatéanyag szerkezetét, tisztasagat, a
gyogyszer szervezeten beliili valtozasat (felszivodas,
megoszlas, kiiirilés, fehérjékhez valo kotodés,
metabolizmus folyamata)

farmakokinetika és szerkezetkutatds
Kis anyagmennyiségek komplex biolégiai matrixban (egér,

patkdny, kutya, torpesertés, human epe, vizelet, széklef,
vérplazma): kvalitativ és kvantitativ analizis:

fim epeftromeir




Tomegspektrometria

*  mintabevitel
* ionizdlds
molekuldk toredezése (fragmentdcio)
* gyorsitads
* szétvdlasztas tomeg/toltés alapjdn
* ionok detektadldsa
* m/zértékek és jel intenzitds mérése
* spektrum értékelés

tomegspektrum:
intenzitds vs. (témeg/toltés)




MS - alapfolyamatok

— Molekulaion
fragmentacié Fragmens ionok

Molekula ion (M, M\*+*)
Protonalt/kationizalt molekula ion (M+H*, M+Na*, stb.)
(kvazi molekulaionok)

Analytical Sci.,19 (2003)



MS - milyen informaciokat k_aphatunk?

Szerkezetmeghatarozas

Molekulatémeqg: nomindlis témeg (C=12, H=1, CI=35), monoizotdpos témeg (C=12 01!
H=1,0079 C|=35,453), dtlagtémeg (6sszes izotdp, pl. C12,C13, Cl 35, 37)

Pontos tomeg: elemi ésszetétel

Felbontds kis felbontds (egységnyi)
nagy felbontds (>5-10.000)
~1-5 ppm pontossdg

Informdcio a molekulaszerkezetrol

- fragmentdcids szabdlyok
- spektrum konyvtarak

- izotdpcslcsok

Mennyiségi meghatarozas
Kromatogrdfidval kapcsolt MS detektadlas: szelektivitds, érzékenység
Egy ion vagy fragmentdcids utak monitorozdsa

Validdlds (LOQ, kimutatdsi hatdr: jel/zaj > 10, LOD, detektdldsi hatdr:
jel/zaj > 3

Termodinamikai paraméterek: ionizdciés energia, megjelenési energia, entalpia, entrépia



MS - elonyok/hatranyok

Nagy érzékenység
10-12g, 10-?! mol detektdlhato

Gyors - 10 spectrum/sec, Drdgdk a késziilékek

minta/min 100.000-1.000.000 Euro
Kénnyen kapcsolhaté Spektrumokat nehéz értelmezni
kromatografiaval - MS “szakember”

Hatékony Izomereket nehéz meg-
egyszeri mintael6készités kiilonboztetni

Mindségi és mennyiségi Sok gyakorlati probléma
informdcio késziilék tisztitds, karbantartds,
Flexibilis Javitas

szelektiv/univerzalis

“Easy to get a job”™ MS
gyakorlattal
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Ionizacios technikak
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“"Hard” ionizacio
- elektroniitkozéses (ETI)
"Soft” ionizacios modszerek
I. Részecskeiitkozésen alapulo
Kémiai ionizacio (CI)
- Szekunderion/atom ‘rdmegs%ek’rr'ome‘rr'ia: Gyors
atom/ion bombdzas (FAB; FIB)
IT. Parologtatason/porlasztdson alapulé
* Electrospray (ESI):
* Atmoszférikus nyomdson torténé kémiai ionizdcid
(APCT);
Fotoionizacio (APPI); (M+H)*
IIT. Deszorpcios ionizdacio

* Matrix segitett lézer deszorpcio és ionizacio
(MALDI)



° ° ° v 4 o &

Elektroniitkozéses /kemiai ionizacio

Kombinalt EI/CI forras

EI: spektrumkényvtéri keresés
univerzdlis GC detektor
molekulaion
termikus bomlds-fragmentacio

CI. ion-molekula iitk6zések a reagens gdz molekuldk
és minta molekulai koz6tt (metan, i-butan,
ammonia)
kiméletes ionizacio
(M+H)", (M+NH,)* (M+K)*
gyenge fragmentdcid, kvazi molekulaion

Gyogyszertechnoldgiai alkalmazas:

Oldészermaradvdnyok meghatarozdsa
APO'éI"OS kis mOIZkUIék NIST-EPA-NIH adatbdzis: ~150,000 komponen
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commons.wikimedia.org
Agilent Technologies Inc.



GC-MS

: Tol’ro’r’r és kapillaris oszlopok: jo felbontas
(sokkomponensu keverékek vizsgadlatdra)

Kis dtmérd |l oszlopok: kis anyagmennyiség (pg-fg),
mennyiségi meghatdrozads

* Wide-bore oszlopok: nagyobb mintamennyiség, split-
splitless mJek‘rcdas

- EI/CI ionizacio

* Optimalis korilmények: - nagytisztasagu vivégaz
(hélium)

- tomitések, liner

- interface homérseéklet

- szarmazékképzés (szililezés, metilezés, stb.)
- Spektrumkényvtarak



Porlasztasos technikak (HPLC-MS)
_Torténeti attekintés

1965: Atmoszférikus nyomdsd ionizdcié p-emitter ¢3Ni ill. korona
kistiléssel (Shahin)

1966: Kémiai ionizdcié (Munson and Field)

1968: Polisztirén molekuldk vizsgdlata az electrospray . 6sével"(Dole)

1973: API kapcsoldsa nagyvdkuum témegspektrométerrel (Horning)
1974: API LC-MS kapcsolds (Horning)

1982: API LC-MS-MS kapcsolds (Henion)

1985: Electrospray ionforrds kifejlesztése (Whitehouse és Fenn)

1988: Elsé kereskedelmi APCI interface
Tobbszoraos toltési ionok vizsgalata ESI-vel (Fenn)

1993 - :Gyakorlati alkalmazdsok robbandsszer( elterjedése (>35 % ESI)
2000: APPI (Robb, Covey, Bruins)



Spray ionizacio - Electrospray (ES, EST)

Electrospray lonisation (ESI) and lon Source
Overview

lonised
Liquid (+)

Mass
| Spectromete
;." lon
Source
Region

Inlet
(LC System)

ohoto F‘F'[) ESI Combination Model

J.B. Fenn Q @6 X

Kémiai Nobel
de www.LamondLab.com

2002

Q

“for the development of methods for identification and
structure analyses of biological macromolecules”



The ESI process

dry gas andfor heat
|
\

sample g0 11.1’[.i|:|HJ'r
40007
P Time-of-flight
/ tass analyser
dry gas and/or heat

atmospheric pressure

Vacun

spray nagy fesziiltség alatt:
tobbszordsen t6lt6tt aeroszol
cseppek, ionok keletkeznek

Porlaszté gaz és fiités seqiti az
ionizdciot

Coulomb robbands: a téltéssel
rendelkez6 aeroszol cseppek
pdrolognak és a kritikus méretet
elérve a t6ltéstaszitas hatdsara
.Szétrobbannak": ionok és kisebb
t6lto1t aeroszol cseppek keletkeznek

Charge residue modell: az aeroszol csepp ..beszarad” (elpdarolog az 6sszes

olddszer)

Ton evaporation modell: az instabil t6ltott csepp iont lok ki magabadl

(toltéstaszitas miatt)

www.gbab.aber.ac.uk



Electrospray - ionok

M=686Da 709 )
9( [M+NH,]* [M+Na]
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N
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Protondlt/deprotonadlt molekulaion
addukt ionok
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660 670 680 6;9273%u710 720 730 740

Prof. Andrea Raffaeli, CNR



Kapcsolt technika: HPLC-MS
1980-

Agilent Technologies Inc.



HPLC-MS

ionképzddés légksri nyomdson
MS informadcio: kvazi molekulaion/tobbszéros toltesi ionok
(fragmensek)

polaros/ionos anyagok vizsgdlhatok

nagyon érzékeny, (~10-12 - 10-5 mol, 0,1-5 pg)
pozitiv/negativ t6ltésd ionok

kis és nagy témegii molekuldk is vizsgdlhatok

egyszer(en kapcsolhaté HPLC-vel (5-1000 pl/perc aramlasi
sebesség, vizes/szerves eluens)

pontos tomegmérés megfelelé analizdtorral
kevésbé tolerdlja a sokat és egyéb szennyezéket
(csak illekony puffer haszndlhatdlll)

alkalmazds: proteinek, glikoproteinek, oligonukleotidok, poldris
metabolitok, komplexek és nem-kovalens interakcidk, stb.




Electrospray - példak

ting waltage of 1.8 kv

+Q1: 1.05 min (4 scans) from hostanex 10ionc stom eny 0 o5 1g*
i ™ 4

3.5e5 -

Relative intensity %

J. Am. Soc. Mass Spectrom., 15, 3, 409-412 (2003)
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Kapcsolt technika: CE-MS
1990-

érzékeny, nagyfelbontdsu elvdlasztds ionos, kisebb
(kozepes) méret(i vegyiiletek esetén (puffer, pH,
kapilldris, fesziiltség hatdsa)

EST interface: optimdlis dramlasi sebesség
(kiegészité folyadék - sheat flow)

Illékony CE puffer
Nem rutin analitikal

Agilent Technologies Inc.



Atmoszférikus nyomdsu kémiai ionizacio

HPLC \\\\\‘\\-\\t
QU Heater
NebL.mser I / Skimmers
gas inlet v /
Nebuliser — Capillary l Octopole

lr-lll-— __

|

% //

-—— e

Corona
needle

Analyte/sample plasma

\\

|

Lenses

|
.

Quadrupole

|

I..

HED detector

Agilent Technologies Inc.



APCTI LC-MS Interface elonyei és hatranyai

Kiméletes ionizacio:molekulatémeg
Pozitiv és negativ ionok, kozepesen

poldros komponensek Nincs fragmentdcio
Nincs nemkivdanatos fragmentacio Hébomlds lehet
Kvalitativ és kvantitativ 1 2

meghatdrozds Csak illékony pufferek
0,2-2 ml/perc dramldsi sebesség Egyszeres téltési ionok:

pH nem befolydsolja az ionizdciét ;gg“;l%fﬁggmanw az analizator

Jobban tolerdlja a sét, mint az

$ $ Nem alkalmas apolaros
ESI (nagyobb erzekenyseg) molekuldak vizsygla’rdr‘a

Konny( installdlni és izemeltetni
Egyszeriien kapcsolhato HPLC-vel



Gyakorlati példa: Hosszu lancd zsirsavak
meghatdrozasa

- eltérés peroxiszomadlis zavarok esetén
- szokdsos: extrakcid, szdrmazékképzés, 6C-MS
hosszadalmas, munkaigényes
- fejlesztés:
szarmazékképzés nélkiil, HPLC-MS
gyors, hatékony, érzékeny
alkalmas legyen vér analizisére
(szlrdpapirra szdritott vércsepp)

altaldnos tendencia: dttérés GC-MS— HPLC-MS

PE Sciex triple Q

K. Nagy et al., Anal Chem 76, 1935 (2004)
K. Nagy et al., J. Chrom. A 1078, 90 (2005)



Gyakorlati példa: Szterinek meghatarozasa

- szokdsos: munkaigényes szarmazékképzés, GC-MS
- fejlesztés: szarmazékképzés nélkiil, gyors HPLC-MS/MS

Cholesterol

\ Desmosterol verminta

TN, Cholestanol \
athostero
\ IMAL A gt Wgo M i 1 .A.A.‘AL ‘n‘ | - I
Sitosterol

6 8 10
Desmosterol Lathosterol Cholesterol
|

AN

8
) ' . ' z ' ' ' ' ' / Cholestanol
HPLC-MS/MS L

P _ _ Vd _ u | 1
viz-metanol-hexdn-aceton 5 8 10

koleszterin: 1000 pg/ml

K. Nagy, et al., Rapid Commun. Mass Spectrom., 20, 16, latoszterin: 1 ug/ml
2433 - 2440, (2006)




Atmoszférikus nyomdasu fotoionizacio (APPI)

HPLC

inlet\ /\Iebulizer

Vaporize/

(heater)

Drying

/gas
N

Capillary

Agilent Technologies Inc.



Fotoionizacio elve

Direkt fotoionizacio
M+ hyv > + e-

Dopant-kazvetitett fotoionizdcio (toluol, aceton):
ionizacio hatékonysdga novelhetd
D+hv— + e-
+M > D+ vagy

Lampa

Tonizacios potencidl: Ar (11.2eV)>Kr (10.0eV)>Xe (8.4eV)
Tipikus HPLC oldoszerek IP > 10 eV
Legtobb szerves vegyiilet IP < 10 eV



APPI LC-MS Interface elonyei és hatranyai

Pozitiv/negativ ionok,
apolaros komponensek

Molekulatémeg informdcid Uj technika...

Minimadlis hatteér- Gyokion vagy protondlt
interferencia, szelektiv molekulaion?

lonizacio Nem illékony pufferek???

Konnyd installalni Nem alkalmas poldros

Egyszer(ien kapcsolhato molekuldk vizsgadlatara
HPLC-vel



APPI - példak

Naftalin

P37, [M+H]"

Carbamazepin

Prof. Andrea Raffaelli, CNR




LC/MS alkalmazasa a gyogyszerkutatasban

Prote_omlcs : - Preclinical Development
AT =prEseten Higlling Metabolite Identification
Quantitation

Impurity Identification

Degradant Identification

Clinical Development

Quantitative Bioanalysis—Selected Ion Monitoring
Quantitative Bioanalysis—Selected Reaction

Glycoprotein Mapping

Natural Products Dereplication
Lead Identification Screening
Bioaffinity Screening
Combinatorial Library Screening

Monitoring
Open-Access LC/MS . : _ .
Structure Confirmation Quantlt_atlve Bioanalysis—Automated Solid-Phase
High Throughput Extrac_t|on_ : :
P Quantitative Bioanalysis—Automated On-Line
Purification :
: : : : Extraction
Combinatorial Mixture Screening : P
In Vivo Drug Screening Metabolite Ident!ﬁcatlon
Degradant Identification

Pharmacokinetics

In Vitro Drug Screening
Metabolic Stability Screening
Membrane Permeability
Drug-Drug Interaction
Metabolite Identification

Manufacturing

Impurity Identification Using Data-Dependent
Analysis

Peptide Mapping in Quality Control

Patent Protection



Matrixszal segitett lézer deszorpcio (MALDT)

\ *  Mintdt UV abszorber folyadék matrixban oldjadk,
kristdlyositjak: nagyon gyors helyi felmelegedés!
* Matrix: minimdlis mintabomlds, segiti az ionizdcidt

Matrix: pl. nikotin-sav, dihidro-benzoesav hidroxi-fahéjsav

\’. J
shoto PRE o

K. Tanaka

Kémiai Nobel
Dij

2002

Schematic of Matrix

Assisted Laser
Desorption/Ionization
time-of-flight mass
spectrometry.

Finnigan MAT



MALDI

legérzékenyebb MS médszer, 10-15 - 102! mol
Pozitiv/negativ ionok

kozepes és nagy témegii molekuldk vizsgdlatara is alkalmas
~ 3-400 - 200.000 Da rutin technika

tolerdans sdszennyezésre (mmol conc.)
(EST kevésbeé)

alkalmas keverékek direkt analizisére
pontos f6megmérés megfeleld analizdtorral
alap ionizdciés technika peptidek és proteinek vizsgdlatdra

* Nem kapcsolhaté on-line kromatografiaval

* Nagy témeg(i molekuldk esetén (> 30 kDa) a molekulacsics
széles lehet (pontos tomeg - dtlagtomeg?)

* Mennyiségi meghatarozasra csak korlatozottan
alkalmas (kristdlyositds!)



MALDI

Intakt molekula ill. peptidkeverékek vizsgdlata:
- egyszeres, ill.kétszeres t6ltés( ionok
(M+Na)*, (M+K)*
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Anal. Biochem., 368, 2, 214-221 (2007)

Anal. Chem.,80, 3144-3158 (2008)



Keészulektipusok/analizatorok
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Iontranszport:

Kvadrupdl & hdrmas-kvadrupol késziilékek
-tipikus 'workhorses’, MS/MS scan

Repiilési ido

- tomegtartomanyuk nem limitalt

- karbantartdsuk egyszerd, olcsé

Szektor keésziilékek
-érzékenyek, nagy felbontds, ionkémiai vizsgdlatok
-drdgdk, nehezen automatizdlhatok

Tontarolas:
Ioncsapda
-olcsd, érzékeny késziilék
-MS" , nagyfelbontds
-mennyiségi meghatdrozdsra csak korldtozottan alkalmas
FT-ICR késziilekek (orbitrap, FT-MS)
“high quality”, “MS szakember”, kromatografids kapcsolat

Hibrid késziilekek (QTOF, QTrap)




Szektor késziilék
VG ZAB 2SEQ



Kvadrupdl keésziilék

* Molekulatomeg tartomany
* Kvalitativ/Kvantitativ vizsgalatokra ;o ... pco oo drupél MS




Repiilési ido (Time of Flight) készilékek

: Molekulﬁfb’meg tartomany: 100.000 Da folott is

L ' I

—_—




Ton csapda (Ion trap) készilékek

- Szerkezeti informacio: tobbszores litkozések, MS™

- Kvantitativ vizsgdlatokra csak sz(ik (1-2 nagysdgrend)
linearitdsi tartomanyban

=] [=]
[=] [=]

Cross section of ion trap.,

[=2] =l =]
[=] [=] [=]

along z-axis

Relative Abundance
Z
Relative Abundance

4

— End Cap Electrode

— Ring Electrode

See R. March, K. Mass Spectrom.,
32,351-369, 1997.




“Hybrid” keésziulékek,
_ FT-ICR

FT-MS nagyfelbontds (“high quality” kutatds)

Waters Q/TOF

Bruker FT-MS




Tandem tomegspektrometria

Gazfazisu fragmentdciés folyamatokban anyaion-lednyion
kapcsolat hatarozhaté meg.

Az ionizdciot kévetden a tomeganalizis sordn a
kivdlasztott iont Gjabb reakcioba vissziik és az igy nyert
fragmenseket tomeg/té6ltés értékiik szerint
szétvdlasztjuk.

I0NiZacio gerjesztés = detektalas

tomegszelekcio tomegszelekcio




Miert fontos?

Szerkezeti informdcio (nem csak molekulatomeg):
- szerkezetmeghatdrozas

- alkalmazas pl. peptidszekvendlds, izomerek,
metabolitkutatds, stb.

Szelektivitas novelése:

- hatékonyabb mintaelvdlasztds:
a kromatografiat kiegésziti ill. helyettesitheti

- a kémiai zajszintet csokkenti



Masodlagos gerjesztés

Ha a belséenergia nem elég a fragmentdciéhoz: masodlagos
gerjesztés, utkoztetés

- 6az molekulakkal (CID, collision induced dissociation)
- Feliilettel (SID, surface induced dissociation)
* Fotonokkal (PID, photon induced dissociation)

* Elektronokkal (ECD, electron capture dissociation)



MS meéreési technikak

Normal spektrum molekulatdmeg informacio

Selected Ion Recording  szerkezetkutatasi célokra nem elonyos

e Product Ion Scan szerkezetigazolas!

e Precursor Ion Scan molekulaion keresés

e Neutral Loss jellegzetes valtozasok (konjugatumok
keresése)

e Multiple Reaction lehetséges szerkezetek monitorozasa

Monitoring (MRM)



vizsgdlando ion kivdlasztdsa

SCAN:
framensek meghatdrozdsa
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fragmension
SCAN: kivdlasztdsa

a lehetséges anyaionok
meghatdrozdsa

* Vércseppbdl szabad zsirsav meghatdrozdsa szarmazékképzéssel,
kromatogrdfia nélkiil

“koleszterin
Precursor ion scanjis
lednyion spektrum

fragmens: m/z 57




SCAN, pl. 18 Da-nal kisebb
SCAN: tomegnél:
a lehetséges anyaionok viz elimindcio detektdldsa
meghatdrozdsa

Aminosavak meghatdrozasa vércseppbdl: m/z 102 (butilészter) vesztés
detektdlds - csecsemd anyagcserebetegség szlirés

K.Nagy et al., Rapid Commun. Mass Spectrom., 17, 9, 879-1006 (2003)

Neutral loss
semleges molekula vesztésg




Prekurzor ion kivdlasztdsa

Szelektivitds novelése

multiple reaction

monitoring
MRM




Metabolitok szerkezetének meghatarozasa

(kis mennyiségili anyagok vizsgalata)

Metabolitok keresése komplex keverékben
1. kis mennyiségek meghatdrozasa (ng, pg)
2. Komplex matrixban (plazma, agy, vizelet, széklet)
Keresés stratégiaja:

1. Metabolomika: nagyszamd HPLC-MS
kromatogram alapjdn (gyors screen, tdjékozodo
vizsgdlat)

2. Pontos szerkezetazonositas a vegyiiletcsaldd

kromatografids/MS viselkedése alapjan
(mintaelokészités, analitikai jellemzés)

3. A mar ismert szerkezetii metabolitok
azonositasa egyéb matrixokban specidlis HPLC-
MS/MS technikdk segitségével



Ismert szerkezeti metabolitok azonositasa

Kérdés: néhdny mérésre elegendd, nagyon hig mintdval
milyen mérésekek végezziink?

Kompromisszum!

- MRM monitorozas (orifice fragmentdcidval)
- normal spek'rrum (eltérd szerkezet(i anyagok keresése)

Erdeményektdl fiiggoen tovdbbi mérések:
- product ion scan

- precursor ioh scan

- neutral loss
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Mennyisegi meghatarozas
- Validalas

/Vg/[g’ lat, jog érvényes, hatdlyos, hatdlyban
evo
(Bakos Ferenc: I dggen szavak és kifejezések szotdra,
Akadémiai Kiado, Budapest, 1986)

.A szabdlyos gyé%yszer'gyérfds, vagyis a cGMP
elveivel 6sszhangban végzett bizonyitdsi
eljaras, amelynek segitségevel dokumentaltan
igazolhaté, hogy az adott folyamat, mivelet,
anyag, tevékenység vagy rendszer valéban
eleget tesz az el6irt kivanalmaknak."



Fejlesztési, validaldsi szempontok

Célkomponens(ek), standard, belsé standard
Analitikai modszer

Validacios kategéria (hatéanyag-tartalom,
bomlastermék, stb.)

Hataridok

Validalasi protokoll; harmonizalas a hatésdgi
es ceges protokollokkal, ha ez nem lehetséges
az elTer'es indokldsa sziikséges



Validalas

Teljesitmény - jellemzék

Elfogadasi kritériumok

Rendszeralkalmassagi
adatok
(QC=mg/ml)

Cslcsszimmetria faktor (T)

Elméleti tanyérszam (N)

Retencids tényez6 (k')

Rendszerpontossdg (RSD %):a rendszeralkalmassdgi oldat 6tszari injektdldsanak
teriilet adatai

Specifikussdg, szelektivitds

A mintaolddszer (alkalmazott segédanyag rendszer) ne adjon jelet a hatéanyag
retenciés idejénél.

Linearitds koncentrdcié tartomadny (mg/ml) , r2 > 0,995,
Pontossdg Napon beliili szérds (n=3 koncentrdcié) RSD%

Napok kozotti szérds (n=3 koncentracié, 6 napon keresztiil) RSD%
Torzitatlansdg Napon beliili torzitatlansdg (n=3 koncentracié) 98-102 %

Napok kozotti torzitatlansdg (n=3 koncentrdcid, 6 napon keresztiil) 98-102 %
Oldatstabilitds Standard oldatok (mintaoldat t6rzsoldat):csicsteriiletek RSD%
Meghatdrozdsi hatdr (LLOQ) S/N=10:1
Kimutatdsi hatdr (LOD) S/N=3:1

Robosztussdg

dramldsi SSEQ + . 0 ot .
g;gpvgslfsc%zl?g mgﬂn‘;lsngége_tric%? N, k' cstcsteriiletek (QC)

Extrakcios hatdsfok

a vizsgdlt komponensre és a belsg std.-re, definicié szerint




Type of analytical |IDENTIFICATION |TESTING FOR Assay

procedure IMPURITIES , )
- dissolution

(measurement only)

- content/potency

characteristics guantitat. Lt

Accuracy

Precision
Repeatability - + - +

Interm.Precision
Specificity (2)
Detection Limit
Quantitation Limit
Linearity

Range

signifies that this characteristic 1s not normally evaluated

signifies that this characteristic 1s normally evaluated

in cases where reproducibility (see glossary) has been performed. intermediate
precision 1s not needed

lack of specificity of one analytical procedure could be compensated by other
supporting analytical procedure(s)

may be needed 1n some cases
EMA ICH Topic Q2, 1994



Ciprofloxacin-tej interakcio vizsgadlata in
vitro kioldodas vizsgalattal

Kioldodas vizsgdlat:
» Ciprinol® 500 mg filmtabletta
forgdlapatos kioldéddsvizsgalo késziilék
Kioldokdzegek: pH=1,2:45; 6,8
Kioldo térfogat: 500 ml kioldokozeg+ 250 ml FDA pohdr
Mintaelokeészités: SPE
Analitika: LC/MS (€8 15 cm x 4,6 mm, 5 um oszlop)
10 pl injektdlt térfogat
0,5 ml/perc dramldsi sebesség
gradiens ellcio:0,02 M ammonium acetat (pH = 2,5)+ACN
elektrospray ionizdcié (ESI+)
SIM CPFX (MH=332,1), Bst - Aripiprazol (MH=448,1)
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K. Pdpai et al., J. Pharm.Biomed.Anal., 52,37-42 (2010)



Uj trendek:
automatizalas és nagy-
ateresztokepesség

- 2




Jelen és a jovo:

- Mintaelokészités - egyszeri, robotizdlt

- Készdlek control - egyszer(i és automatikus

*  Analizisido - révid (kromatografial), multidimenzids analizis

. Ada‘rfeldolgozcis = automatikus szdmitdgépes?, adatbazisok?

- Miniatirizadlas:. ‘chip’ technoldgia (-Lab-on-a-chip" kémiai reakcidk,
mintael6készités, elvdlasztds és frakciondlds egy mikrochipen)

- Screening: metabolomika, proteomika
- Informdcié menedzsment

Trapping column

Makeup flow path

www.advion.com

Prof. R.M.A. Heeren, AMOLF Agilent Technologies Inc.



Problemak, tévhitek

NEM minden anyag detektdlhaté az MS-ben!

Jelintenzitds ardnyos a koncentrdcioval, de kiilonb6z6 tipusd anyagok
esetén nagysdagrendi kiilonbségek lehetnek
(pl. 100 pg peptid vs. 1 ug oligoszacharid ad azonos intenzitdsy jelet)

Olyan egyszer(, mint a FID vagy UV
Nem sziikséges érteni hozzd a szdmitogép mindent megcsindl
MS barmilyen kromatografids koriilményekkel haszndlhaté

HPLC-MS vs. HPLC-UV

MS: felbontds lehet rosszabb

MS: jobb érzékenység, kiilonosen
ionkromatogramokat vizsgdlva

UV és MS: eltérd érzékenység




Glikoproteinek vizsgalata

MALDI-MS
»»n [EGCH]

cukrok, oligoszacharidok .2 2 J MALDI-MS(/MS)
»5» HPLC-MS
_ HPLC-MS/MS

szerkezet-
meghatarozas




- alpha-1-savas glikoprotein
(tobb  gén  kdédolja, N-
glikozilezddés, 5 helyen
"komplex” antenndris
szerkezet)

+ szérumfehérje

valtozatos bioldgiai funkciod
igen heterogén szerkezet
potencidlis onkomarker

esetek osszehasonlitasa

AGP - tumor marker glikoprotein

egeészseges es rakos




MALDTI: oligoszaccharid szerkezetek

negdill00_12v_GDA

~ 40 kiilonb6zo6 cukor szekvencia

Csucs-
Intenzitasok
értékelése

T. Imre, J. Proteomics, 2008, 71, 186-197




Tr'lpszmes emesz’res

Glukopro’rem > gllkopepfldek ill. pehdek

* Glikopeptidek peptid szekvencidjanak
azonositdsdval:

- Protokoll:

* Redukadlds, alkilalds, emésztés tripszinnel + 2x1 perc
mikrohulldm (gllkopro'remeknel jobb emésztés)

glikoprotein peptidek, glikopeptidek



AGP emésztmény: ionkroma
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AGP emésztmény: ionkromatogramok

kiilonb6zo cukrok
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Glikopeptidek szerkezetének meghatarozasa

: Szer_kezemior)_osi’rc’tshoz tandem témegspektrum sziikséges, de
melyik t6megral?

- Jellegzetes cukor fragmensek figyelésével, a glikopeptidek
MS/MS spektrumadnak felvétele automatizalhato

10.23 Rercnél elualodo csucs [1001]3+ glikopeptid MS/MS spektruma
tomegspektruma

1001.4513 204.1021

999.4943
366.1650

1501.6577

904.4048 1526.7079

1688.8143
/

1690.7673

1432.6667 |-1503.1281 2053.9016

1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

* Probléma: peptidfragmensek nem lathatok

A proteomikdban haszndlt adatbdziskeresék (MASCOT, PLGS) nem
tudjdk a glikopeptidek MS/MS spektrumdt értékelni

* Haismerjik a peptid szekvencidjat (t6megét) a cukorrész
azonosithatd. Ha nem ismerjik??? Algoritmusl!!!



GchoMiner' =Dr.Ozohanics Oliver, =
Dr. Drahos Laszlo

Uj algoritmus és szdmitégépes program:
Glikopeptidekre jellemzd spektrumok
felismerése

N-glikopeptidek szerkezetazonositdsa
(aminosav- és szacharid osszetétel)

Alacsony dl-pozitiv/negativ ardnyok (0.1%)

w3.chemres.hu/ms/glycominer

Spectrum . Retention  Quality
NI Charge Mass Intensity Time Score
38 3 1472.626 6172 9.03 . 0.0 94.95 TriS3F1
93.27 BiS2
91.09 TriS3
85.16 TriS3
83.55

Marker Score  Glyco Score Glycan

66.32 TriS3F1

63.08 TetraS4
61.76 i
61.01

59.5 TriS3
54.93 TriSR?

Dioc

ENGTVSR _
46.96 TriS3F1

1567.691 2205 19.49 55.00 100.00 4222  TetraS3F1
1083224 843 12.96 48.10 43.94 2935  BiS2

5338 TetraS4F1
48.42

- Build: Oct 1 2008 14:52:00

Peptide

LVPVPITNATLDR
ENGTISR
LVPVPITNATLDR
ENGTISR

1780.0216
ENGTISR

1780.0446

SVOFIOATFFYFTPNKTEDTIFI R

ENGTVSR

41 OV. U4V

2125.1633

SVQEIQATFFYFTPNKTEDTIFLR

2125.1633

EER

O. Ozohanics et. al, Rapid Commun.. Mass Spectrom, 22, 3245 (2008)



