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LC-MS analtiisimetoodika arendamine pdletikuvastaste ainete maaramiseks loomsetes

maatriksites

To0 eesmérk oli tootada valja madalate avastamispiiridega ja selektiivne LC-MS metoodika
poletikuvastaste ainete jaakide maaramiseks loomsetes maatriksites. Uuritavateks thenditeks
olid ibuprofeen, ketoprofeen, fluniksiin, firokoksiib, meloksikaam, karprofeen ja atsetaminofeen.
Analiitide lahutamiseks kasutati podrdfaasvedelikkromatograafiat ja eluentidena metanooli ning
heksafluoroisopropanooli baasil puhverlahust. Analudtide detekteerimiseks kasutati kolmekordse
kvadrupooliga massispektromeetrit mitme {ilemineku jilgimise reziimis. QUEChERS
prooviettevalmistusmetoodika arendamisel kasutati kanamaksa proove. T60 raames saavutati
uuritud seitsme analuldi jaoks optimaalsed kromatograafilise lahutuse ja tundliku
massispektromeetrilise detekteerimise tingimused. Proovidest analiiitide madramise saagised
jaid vahemikku 53-78%.

Mérksonad: LC-MS, mittesteroidne pdletikuvastane ravim, NSAID, maks, rodvlind, QUEChERS

CERCS: P300, Analtitiline keemia

Development of LC-MS method for the analysis of anti-inflammatory drug residues in

samples of animal origin

The aim of this work was to develop a LC-MS method having low limits of detection and high
selectivity for the analysis of NSAID (nonsteroidal anti-inflammatory drug) residues in samples
of animal origin. The test compounds were acetaminophen, ibuprofen, ketoprofen, flunixin,
firocoxib, meloxicam and carprofen. Reverse phase chromatography using methanol and
hexafluoroisopropanol-based buffer solution was applied to separate the analytes. Triple
quadrupole mass spectrometry in multiple reaction monitoring mode was used for detecting the
analytes. The QUEChERS method was used to prepare chicken liver samples. Optimal
chromatographic separation and selective mass spectrometric detection conditions were obtained

for the seven analytes studied. Recoveries of the analytes were in the range of 53-78%.

Keywords: LC-MS, nonsteroidal anti-inflammatory drug, NSAID, liver, predatory bird,
QUEChERS
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Kasutatud lihendid

ACE (ingl acetaminophen) — atsetaminofeen
BE (ingl back extraction) — tagasiekstraktsioon
CAR (ingl carprofen) — karprofeen

DLLME (ingl dispersive liquid-liquid microextraction) — dispersiivne vedelik-vedelik
mikroekstraktsioon

DLLME-BE (ingl dispersive liquid-liquid microextraction back extraction) — dispersiivne

vedelik-vedelik mikroekstraktsioon tagasiekstraktsiooniga

dMRM (ingl dynamic multiple reaction monitoring) — diinaamiline mitme tlemineku jalgimine
DMSO - dimettulsulfoksiid

FIR (ingl firocoxib) — firokoksiib

FLU (ingl flunixin) — fluniksiin

GC (ingl gas chromatography) — gaasikromatograafia

IBU (ingl ibuprofen) — ibuprofeen

KET (ingl ketoprofen) — ketoprofeen

LC-MS (ingl liquid chromatography mass-spectrometry) — vedelikkromatograafia-

massispektromeetria

LLE (ingl liquid-liquid extraction) — vedelik-vedelik ekstraktsioon

MEL (ingl meloxicam) — meloksikaam

Mmi — monoisotoopne mass

MRM (ingl multiple reaction monitoring) — mitme tlemineku jalgimine

NSAID (ingl nonsteroidal anti-inflammatory drug) — mittesteroidne pdletikuvastane ravim
PSA (ingl primary secondary amine) — primaarne-sekundaarne amiin

QUEChERS (ingl Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) — proovi ettevalmistuse meetod



SLE (ingl solid-liquid extraction) — tahke-vedelik ekstaktsioon
SPE (ingl solid phase extraction) — tahkefaasi ekstraktsioon

UHPLC-HRMS (ingl ultra high pressure liquid chromatography - high resolution mass-
spectrometry) - ultra kdrgrdohu vedelikkromatograafia kdrglahutusega massispektromeetria



1. Sissejuhatus
Kéesoleva  bakalaureusetod  teemaks on  massispektromeetrilise  detekteerimisega
vedelikkromatograafial (LC-MS) baseeruva analliisimetoodika arendamine pdletikuvastaste
ravimite méadramiseks loomsetest maatriksitest. Temaatika arendamine on téhtis, sest
poletikuvastaste ainete jaakide sisaldust linnu maksas vOib lugeda theks keskkonna puhtuse
indikaatoriks. Need Uhendid akumuleeruvad roovlindude maksas l&bi véiksemate loomade ja
putukate tarbimise, kelle organismi on ravimijadgid omakorda joudnud inimeste tekitatud
tootmise ja kasutamise jadkidest. Pdletikuvastaste ainete ja&gid vdivad kujutada endast tosist

ohtu elusorganismide, sealhulgas réovlindude tervisele.

Instrumentaalanalliusil pdletikuvastaste ainete detekteerimiseks on eelistatud LC-MS meetod.
Poordfaasvedelikkromatograafia sobib pdletikuvastaste ainete méaaramiseks. Meetod véimaldab
segust lahutada mitmeid analulte. Massispektromeetria on piisavalt tundlik ja selektiivne, et

eristada analilite proovi ekstraktis.

Pdletikuvastaste ainete anallilisiks kasutatavaid proovi ettevalmistusmeetodeid on mitmeid,
naiteks QUEChERS-i meetod, tahke-vedelik ekstraktsioon, tahkefaasi ekstraktsioon jne. Ukski
neist ei ole oma klassikalises versioonis péris sobilik, kuid mdningate modifikatsioonide

tegemisel saab nende proovi ettevalmistusmeetoditega vajalikud analutdid eraldatud.

ToO eesmérk on tootada vélja madalate avastamispiiridega ja selektiivne LC-MS metoodika
poletikuvastaste ainete jadkide mé&aramiseks lindude kudedes. T60 kéigus valitakse vélja sobiv
proovi ettevalmistusmeetod, analtdtiline kolonn ja tingimused LC-MS analulsiks. Koostatud
esialgse metoodika baasil tootatakse tulevikus valja, optimeeritakse ja valideeritakse

analliisimetoodika reaalsete proovide analuusiks.



2. Kirjanduse ulevaade

2.1. Pdletikuvastased ained ja nende ringkaik looduses
Mittesteroidne pdletikuvastane aine enk NSAID (ingl nonsteroidal anti-inflammatory drug) on
stinteetiline aine, mis inhibeerib tsliklooksligenaasi enstiumi. Tsiklookstigenaas on vajalik
arahhidoonhappe muundamiseks tromboksaanideks, prostaglandiinideks ja prostatsikliinideks.
NSAID-e kasutatakse nii inimeste kui loomade raviks ja neid tarvitatakse palaviku alandamiseks,
valu leevendamiseks ja poletike vahendamiseks. Enim kasutatud NSAID-id on néiteks
ibuprofeen ja aspiriin.t

Pdletikuvastased ained vdivad sattuda keskkonda nii tootmisel kui ka kasutamisel tekkinud
heitmetena. Esmalt satuvad ja&gid nditeks heitvette ja selle kaudu pinnasesse ning sealt
omakorda ringiga loomadeni. Ro6vlindude kudedesse jouavad pdletikuvastased ained eelkdige
sellest, et linnud s6dvad nende Uhendite jadke tarbinud vaikeloomi. R&6vlinnu organismi
sattunud pdletikuvastased ained vdivad akumuleeruda erinevates loomsetes kudedes, néiteks
maksas vOi rasvkoes. Pdletikuvastaste ainete jadkide sisaldused loomsetes kudedes on sobilikud
hindama keskkonna saastatust. Joonisel 1 on skemaatiliselt ndidatud pdletikuvastaste ainete
levimine keskkonnas. Cuthbert et al artiklis? on toodud andmed mitmete NSAID-ide toksilisuse
kohta erinevatele linnuliikidele. Uuringus selgus, et NSAID-idest karprofeen, fluniksiin ja
ibuprofeen, osutusid surmavaks nditeks roovlindudele, kurgedele ja 0O6kullidele samas
meloksikaam lindude surmasid ei pdhjustanud. Kaesolevas t60s uuritud NSAID-ide ja

atsetaminofeeni struktuurvalemid on esitatud joonisel 2.



Tootmine
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Joonis 1 Poletikuvastaste ainete levimine keskkonnas. (Fotode allikas: pixabay.com)

2.2. Pdletikuvastaste ravimite analtitisiks kasutatavad meetodid
Tegemist on keeruka analllsiga, sest otsitakse vdga madalaid uuritavate ainete sisaldusi
loomsetes maatriksites. Anallls koosneb proovi ettevalmistusest, mis omakorda vdib olla
mitme-etapiline ning aparatuursest I6ppmaéaramisest. Proovide ettevalmistuseks on kasutusel
erinevad meetodid, mis vdivad olla kullaltki ajamahukad. Ldppmadramiseks kasutatakse

tanapdeval kdige enam LC-MS meetodit.
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Joonis 2 Uuritud analittide struktuurvalemid ja monoisotoopsed molekulmassid (Mmi).

2.3.  Proovi ettevalmistus
Proovi ettevalmistuse eesméark on vdimalikult taielikult ekstraheerida analliidid maatriksist,
eraldades need samas maatriksi komponentidest. VVélja on pakutud eri meetodeid, millest kdigil

on oma eelised ja puudused.

2.3.1. Tahke-vedelik ekstraktsioon (SLE)
Hu et al 3 to6tas vélja metoodika, millega maarati 30 NSAID-i sisaldusi sealihas, kasutades
UHPLC-MS/MS instrumenti. Proovi ettevalmistus viidi 1&bi tahke-vedelik ekstraktsiooniga ehk
SLE-ga (ingl solid-liquid extraction). Selle kaigus lisati homogeniseeritud proovile atsetonitriili

ja fosforhappe segu ning veevaba naatriumsulfaati. Ekstraktsiooni tulemusena jaid uuritavad
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uhendid ekstraheeriva lahusti fraktsiooni. Ekstraheeriv lahusti eraldati aurustati, proov lahustati
eluendis ja sisestati LC-MS-i. Meetodit kontrolliti 30 erineva NSAID-i maaramiseks kolmel

kontsentratsioonitasemel. Keskmised saagised olid 62-125%. 3

2.3.2. Enslmaatiline hidroltis
Kuueteistkimne NSAID-i analtilisiks proovi ettevalmistusel oli kasutatud abietapina
ensumaatilist hidroltusi. Proovi ettevalmistusel lisati ekstraktile beeta-glikuronidaasi ja hoiti 15
minutit 37°C juures. Lisatud ensulm vabastas analliidi metabolismi kaigus tekkinud
glikuroniidist, mistottu Uhendi ekstraktsioon maatriksist paranes. Autorite sonul oli
enstimaatilise hidrolulsi eeliseks selle kiirus ja saadud ekstraktid olid puhtad. Ensumaatiline
hidrollus oli osutunud selektiivseks meetodiks ning seda oli véimalik killaltki lihikese aja
jooksul l&bi viia. Enamikel Ghenditel olid piisavalt kérged saagised, alates 75%. Madalamaid
saagiseid, alates 36% andsid nifluumhape ja flufenaamhape ning tle 100% saagise andis
atsetutlaminofenasoon. Puudusena toodi vélja vOimalikud interaktsioonid proovi maatriksi

komponentidega.*

2.3.3. Tahkefaasi ekstraktsioon (SPE)

Tahkefaasi ekstraktsioon ehk SPE (ingl solid phase extraction) on uks enam kasutatavaid
loomsete proovide ettevalmistusmeetodeid, mida on kasutatud ka veterinaarravimite jaakide,
seahulgas NSAID-ide analiiisiks proovide ettevalmistusel. Antud meetodi puhul viiakse proovi
ekstrakt eelkonditsioneeritud tahkefaasi kolonni. Kolonnist elueeritakse vélja analudsil
mittesoovitavad Uhendid ja viimase etapina elueeritakse uuritavad ained teise solvendiga
kolonnist valja. Selle meetodi eelised on véike solvendikulu, odavus ja kiirus. Vaatamata
meetodi paljudele headele omadustele vdib ette tulla ka puudusi, néiteks maatriksefektidest
tingitud liiga madalad vOi korged saagised. Probleeme vOib esineda ka selektiivsuse ja
korratavusega. Nendest puudustest Ulesaamiseks on kasutatud tdiendavaid SPE versioone,
naiteks online SPE ja MIP SPE (ingl molecularly imprinted SPE).>

2.3.4. Vedelik-vedelik ekstraktsioon (LLE)
Vedelik-vedelik ekstraktsioon ehk LLE (ingl liquid-liquid extraction) on klassikaline meetod
loomsete ja kbrge rasvasisaldusega proovide analiitisiks. Selle meetodi puudus on suur hulk
késitsi t06d, ajakulu, vdimalik emulsiooni teke ja suur solventide kulu. Tihti ei saa LLE-ga

proove piisavalt puhtaks ja lisaks tuleb kaasata veel (ks ekstraktsioonietapp, naiteks SPE.°
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Seetbttu on viimastel aastatel kasutusele voetud teised meetodid. Ténapdeval on kasutusel ka
LLE keskkonnas6bralikum edasiarendus DLLME ehk dispersiivne vedelik-vedelik
mikroekstraktsioon. Meetod pdhineb kolmest erinevast vedelfaasist koosneva slisteemi
tekitamisel. Esimene faas on analllite sisaldav vesilahus, teine on vees mittelahustuv
ekstraktsioonisolvent ja kolmas on vesilahustuv dispersioonisolvent. Ekstraktsioonisolvent
segatakse dispersioonisolvendiga, millesse Kiiresti sustitakse analliite sisaldav ekstrakt. Saadud
segu muutub h&guseks, ehk ekstraktsiooni solvent dispergeerub. Segu tsentrifuugitakse ja
uuritavad ained jadvad ekstraktsioonisolvendi faasi. Selle meetodi eelis on véike solvendikogus.®

Ghambarian et al. artiklis prooviti kasutada NSAID-ide m&&aramiseks proovide ettevalmistusel
tavalist DLLME-d, kus solvendisiusteemi moodustasid vesi, atsetoon ja dodekaan. Proovi
ettevalmistus oli kall kiire, kuid proovi ekstraktid jaid liiga mustaks. Seet6ttu lisati
ekstraktsioonile taiendav tagasi-ekstraktsiooni etapp ehk BE (ingl back extraction), mille kéigus
uuritavad Uhendid viidi metanooli lahusesse. DLLME-BE-ga (ingl dispersive liquid-liquid
microextraction back extraction) saadud ekstraktid olid oluliselt puhtamad, vorreldes tavalise
DLLME-ga.’

2.3.5. Geelkromatograafia
Geelkromatograafia (ingl gel-permeation chromatography) on ks suuruseralduskromatograafia
alaliike, kus meetod pdhineb segu komponentide eraldamisel nende molekulide suuruse jargi.
Meetod véimaldab puhastada proovi ekstrakt anallilisi segavatest maatriksis leiduvatest
iihenditest, naiteks rasvadest ja valkudest.” Geelkromatograafiat on jaikide ja saasteainete
madramisel  ekstraktide puhastamiseks killalt harva kasutatud. Naiteks Uheksa
koktsidiostaatikumi analutsil munadest saavutati ekstraktide geelkromatograafilise puhastuse ja

LC-MS analiiusi jarel avastamispiirid alla 1 pg/kg ja saagised 30-85%.8

2.3.6. QUEChERS
QUEChERS-i (ingl quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe) meetod on viimastel aegadel
laialdaselt kasutusel erinevate proovide ettevalmistuseks saasteainete analtitisiks. Esmalt toimub
tahke-vedelik ekstraktsioon atsetonitriili abil. Ekstraktsioonisegule lisatakse magneesiumsulfaati,
naatriumkloriidi vee sidumiseks, et kergesti eraldada vee- ja solvendikiht. Seejarel ained
segatakse ning tsentrifuugitakse ja ekstrakt puhastatakse dispersiivse tahkefaasi ekstraktsiooniga.

Anallute sisaldav solvendikiht viiakse (le kromatograafi viaali. Varem kasutusel olnud
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analliisimeetoditega vorreldes on QUEChERS kasulik selle poolest, et kasutatavad reaktiivid on
ohutumad ja solvendi kogused véiksed. Lisaks on tegu odava ja Kiire proovi
ettevalmistusmeetodiga, mis ei ndua keerulist aparatuuri. Algne taimsete maatriksite analulsiks
mdeldud QUEChERS-i meetod ei ole sobiv loomsete proovide anallitisiks. Ometi on tehtud
algsele QUEChERS-i meetodile palju modifikatisoone, et oleks v@imalik leida analliite ka

rasvastest ja loomsetest maatriksitest.’

Loomsete proovide puhul tuleb seda meetodit modifitseerida, sest nendel maatriksitel on
killaltki kdrge maatriksiefekt. Maatriksiefekt on proovi materjalist tingitud analutilise signaali
muutus vorreldes kalibreerimislahustega. Maatriksiefektide minimeerimiseks on valja pakutud
proovile néiteks atsetooni lisamine, happeline voi enslimaatiline hidroliiis. Lisapuhastuseks on

kasutusel PSA (ingl primary secondary amine) ja/vdi C18 sorbendi lisamine.®

2.4. Instrumentaalanaliiis

2.4.1. Vedelikkromatograafia-massispektromeetria (LC-MS)
Valdavas osas on pdletikuvastaste ravimite analliisiks kasutusel vedelikkromatograafilised
meetodid, eelistatult LC-MS, mis tagab piisava tundlikkuse ja selektiivsuse.
Vedelikkromatograafi kolonnis toimub analtitide lahutamine Ulejddnud (henditest. Kolonnist
elueerunud proovi komponendid suunatakse mass-selektiivsesse detektorisse, kus toimub

ionisatsioon. loonid lahutatakse massi ja laengu suhete pdhjal ning registreeritakse.

Kang et al. artiklis!® tootati vélja veise-, sea- ja kanamaksas NSAID-ide madramiseks
analiisimeetod. Tegu oli LC-MS/MS-i meetodiga, milles kasutati analttilist kolonni Acquity
UPLC BEH C18, pdordfaas kromatograafia kolonni, mille statsionaarseks faasiks oli
oktadetstulsilutl-modifitseeritud silikageel. Vélja pakutud meetodit valideeriti kiimne NSAID-
iga, milleks olid atsetutlsalitstiilhape, paratsetamool, fluniksiin, karprofeen, ketoprofeen,
meloksikaam, diklofenak, tolfenaamhape, fenillbutasoon ja oksufendllbutasoon kolme
maatriksiga, milleks olid veise-, sea- ja kanamaks. Keskmised saagise vahemikud olid 72-100%.
Kodige madalam saagis oli oksufentulbutasoonil, mis oli 52% ja kdige kdrgem saagis oli

meloksikaamil, mis oli 100%.
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Jedziniaki et al. artiklis* tootati véilja NSAID-ide maaramiseks LC-MS skriining-meetod.
Proovid valmistati ette enslimaatilise hidroliiisiga ja vedelik-vedelik ekstraktsiooniga. 25

NSAID-i eraldati kromatograafiliselt Luna C18 kolonnis. Tegu oli C18 pd6rdfaasi kolonniga.

Dubreil-Chéneau et al artilis'! leiti 12 NSAID-i sisaldus piimas, mille hulgas olid ka
meloksikaam, fluniksiin, karprofeen ja ketoprofeen. Kasutati C18 kolonni ja gradiendi meetodit,
kus eluendi komponentideks olid 1 mM etaanhappevesilahus ja atsetonirtiil. Ainete aksepteeritav

lahutus saavutati 23 minuti jooksul, kuigi piigid ei olnud taielikult lahutatud.

2.4.2. Ultrakdrge rb6hu vedelikkromatograafia korglahutusega massispektromeetrilise
detektoriga (UHPLC-HRMS)

Pugajeva et al. artiklis'? tootati vilja ultrakdrge rohu vedelikkromatograafiline kdrglahutusega
massispektromeetriline ehk UHPLC-HRMS meetod 164 farmakoloogiliselt aktiivse aine ning
nende metaboliitide maaramiseks lihaproovides. Uurimuses kasutati Phenomenex Luna Omega
kolonni ja detekteeriti nii positiivse kui ka negatiivse ioonisatsiooni reziimis. Meetod valideeriti
mitme eri lihamaatriksiga ning saadi autorite hinnangul aktsepteeritavad tulemused
toiduproovide ametlike kontrollanalttside teostamiseks. Maaramispiir jai 0,03 kuni 0,67 pg

vahemikku (véljendatud slisteemi sisestatud kogusena).

2.4.3. Muud vB8imalikud metoodid
Kromatograafia liikidest on varem kasutusel olnud ka gaasikromatograafia ehk GC. Ténapaeval
seda 0ldiselt ei eelistata, sest enamik poletikuvastaseid ravimeid ei ole piisavalt lenduvad ja
vdivad laguneda kdrgetel temperatuuridel.*®

Kapillaarelektroforees on samuti alternatiiv pdletikuvastaste ravimite maaramiseks, kuid

praktikas kasutatakse seda vihe.!?

2.4.4. Eluendi valik
Pdletikuvastaste ainete eraldamisel kasutatakse enamasti poordfaaskromatograafia kolonne.
Antibiootikumidest umbes 70% on aluselised, kuid leidub ka happelisi thendeid ligikaudu 20%
ulatuses.’* Ka NSAID-e on nii happeliste kui aluseliste omadustega. Aluseliste (ihendite
eraldamine pdordfaaskolonnis madalal pH-I on tihti raskendatud analditide ja kolonni materjalis
leiduvate silanoolgruppide interaktsioonide totti. Silanoolgrupid vOivad pdhjustada piigi kuju

halvenemist ning probleeme analiiitide retentsiooni ja kolonnidevaheliste tulemuste
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korratavusega.r® Vedelikkromatograafias sisaldab mobiilne faas lisaks p&hikomponentidele ka
lisandeid v6i puhvreid, mis vimaldavad muuta analttide eraldamise tingimusi. pH ja ioonjoud
mojutavad mitte ainult analliidi retentsiooni, vaid ka ionisatsiooni massispektromeetri
ioonallikas. pH muutub eriti oluliseks, kui samaaegselt analliisitakse nii happeliste kui ka
aluseliste funktsionaalsete riihmadega Uhendeid. Mobiilse faasi pH maéaarab anallitide
protoneerituse.’® LC-MS analiiiisidel kasutatavad puhverlahused ei tohi alla suruda analiiitide
ionisatsiooni ja peavad olema lenduvad. Mittelenduvate Uhendite kasutamine vdib saastada

ionisatsiooniallikat.'®

Aluselised analutdid on protoneeritud, kui eluendi pH on madalam kui analtitdi pKa vadrtus,
mistdttu nendel Ghenditel on poodrdfaaskolonnides véhene retentsioon. Selle parandamiseks voib
kasutada vedelikkromatograafias eluendi lisandina fluoroalkohole aluseliste lahuste puhul.
Fluoroalkoholid seonduvad tugevalt hidrofoobse statsionaarse faasiga ja tekitavad hidrofiilse
pealiskihi. Fluoroalkoholide anioonid moodustavad mobiilses faasis ioonpaare protoneeritud
alustega, mis suurendab juba muudetud statsionaarsel faasil analtilitide retentsiooni. Happelised
uhendid peavad vdistlema fluoroalkoholidega statsionaarse faasi pinna eest, mis kiirendab nende
elueerumist.!” Eluendi puhverlahuse komponendina on HFIP naidanud tundlikkuse ja

selektiivsuse paranemist LC-MS analiiiisis.*®
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. Uuritavad pdletikuvastased ravimid ja kasutatud kemikaalid
Standardlahuste valmistamiseks osteti tahked pdletikuvastaste ainete preparaadid. Lahused
valmistati jargmiste analiiitidega: ibuprofeen (CAS 15687-27-1, puhtus 99,9%), ketoprofeen
(CAS 22071-15-4, puhtus 99,9%), karprofeen (CAS 53716-49-7, puhtus 99,7%), firokoksiib
(CAS 189954-96-9, puhtus 99,8%), atsetaminofeen (CAS 103-90-2, puhtus 100,2%), fluniksiin
(CAS 38677-85-9, puhtus 99,9%) ja meloksikaam (CAS 71125-38-7). Kdikide pdletikuvastaste
ainete tootja oli Sigma-Aldrich, va meloksikaami, mille tootja oli European Pharmacopoeia

Reference Standards.

T60s kasutati jargmisi kemikaale: metanool (CAS 67-56-1, tootja Honeywell, puhtus >99,9%,
LC-MS puhtus), atsetonitriil (CAS 75-05-8, tootja Honeywell, puhtus >99,9%, LC-MS puhtus),
DMSO (dimettulsulfoksiid), kontsentreeritud sipelghape (CAS 64-18-6, tootja Honeywell,
puhtus >98%), QUEChERS-i soolade segu (naatriumsulfaat, naatriumkloriid, trinaatrium tsitraat
dihlidraat, dinaatrium vesiniktsitraat seskivihirdaat), PSA (ingl primary secondary amine),
MilliQ vesi (MilliQ Advantage A10, Millipore).

Vedelikkromatograafias elueerimisel kasutati eluentidena metanooli ja heksafluoro-2-propanooli

(HFIP) baasil puhverlahust (5 mM, pH = 9 kasutades ammoniaagilahust).

3.2. Lahuste valmistamine

Metanool-vesi (15+85) lahuse valmistamiseks segati 15 ml metanooli ja 85 ml MilliQ vett.
Atsetonitriil-vesi (1:1) lahuse valmistamiseks segati 50 ml atsetonitriili ja 50 ml MilliQ vett.

Metanool-atsetonitriil-vesi (1:1:2) lahuse valmistamiseks segati 35 ml atsetonitriili, 35 ml

metanooli ja 70 ml MilliQ vett.

Iga analtldiga valmistati eraldi lahused kontsentratsiooniga umbes 1 mg/ml. Lahuste tapne
koostis on esitatud tabelis 1. Ibuprofeeni, ketoprofeeni ja atsetaminofeeni puhul lisati tapselt
kaalutud analtdtidele 10 ml metanooli-atsetonitriili-vee segu. Fluniksiini, karprofeeni ja
meloksikaami lahustuvuse parandamiseks lisati lisaks metanooli-atsetonitriili-vee segule

sipelghape ja/v6i ammoniaaki ja/vdi DMSO-d. Firokoksiibi lahus valmistati DMSO-sse, kuna
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preparaati oli vdhe ja sooviti kindlustada aine taielik lahustumine. Saadud lahused filtreeriti

kasutades Phenomenex RC (regenereeritud tselluloos) sustlafiltrit, poori suurusega 0,2 um.

Tabel 1 Analtiutide pohilahused.

Analiudi nimetus | Kaalutud mass | Lisatud MeOH- Lisatud Lisatud Lisatud
(mg) MeCN-vesi sipelghappe ammoniaagi DMSO
segu (ml) lahust (ul) lahust (ul) lahust (ml)

Atsetaminofeen 10,43 10 - - -
Ibuprofeen 9,80 10 - - -
Firokoksiib 8,11 - - - 8
Fluniksiin 10,19 10 - 500 -
Karprofeen 9,90 10 - 500 -
Ketoprofeen 10,00 10 - - -
Meloksikaam 9,30 10 110 - 1

Toostandardlahuse valmistamiseks voOeti igast pohilahusest kogus, mis oli vajalik 1 mg/I
kontsentratsiooniga standardlahuse saamiseks. 50 ml mahtkolbi veti 1,020 ml ibuprofeeni, 1 mi
ketoprofeeni, 1,010 ml karprofeeni, 0,981 ml fluniksiini, 1,233 ml firokoksiibi, 1,075 ml
meloksikaami ja 0,959 ml atsetaminofeeni lahust. Kolb tédideti metanooli-atsetonitriili-vee
seguga maérgini, loksutati ja saadud lahuse kontsentratsioon oli kdigi analutide suhtes 20 mg/I.
Valmistatud lahust vdeti 50 pl ja lahjendati Uhe milliliitrini metanooli-atsetonitriili-vee seguga ja

saadi lahus kontsentratsiooniga 1 mg/I.

Kalibreerimisgraafikute ~ koostamiseks  valmistati  kuus erineva  kontsentratsiooniga
standardlahust. Esimene kalibreerimislahus (¢ = 50 pg/l) valmistati kasutades 50 pl
toostandardlahust ja 950 pl HFIP puhverlahust. Teine kalibreerimislahus (c = 25 ug/l) valmistati
kasutades 25 pl toostandardlahust ja 1000 pl HFIP-i. Seejérel tehti téostandardlahusele 10-
kordne lahjendus, vottes 100 ul téostandardlahust ja 900 pl HFIP-i ning saadud kontsentratsioon
oli 100 pg/ml. Kolmas kalibreerimislahus (c = 10 pg/l) valmistati kasutades 100 pl lahjendatud
toostandardlahust ja 1000 pl HFIP-i. Neljas kalibreerimislahus (c = 5 pg/l) valmistati kasutades
50 pl lahjendatud toostandardlahust ja 1000 pl HFIP-i. Viies kalibreerimislahus (¢ = 1 pg/l)
valmistati kasutades 10 pl lahjendatud toostandardlahust ja 1000 pl HFIP-i. Kuues
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kalibreerimislahus (c = 0,5 pg/l) valmistati kasutades 5 ul lahjendatud tédstandardlahust ja 1000
pl HFIP-i.

3.3.  Aparatuur
LC-MS analuls viidi labi kasutades Agilent Technologies 1290 Infinity Il — Triple Quad LC/MS
instrumenti. Massispektromeetriline anallius viidi 1abi nii positiivses kui ka negatiivses ioonide
reziimis. T60s kasutati kolonni X Bridge Shield RP 18, mille pikkus oli 15 cm, diameeter oli 3

mm ja taidiseosakeste suurus 3,5 pm.

Andmetootluseks  kasutati  Agilent MassHunter  Quantitive  Analysis (for QQQ)

tarkvaraprogrammi.

3.4. Proovide ettevalmistus
Toos labi viidud proovi ettevalmistus baseerus Desmarchelier et al. artiklis'® kasutatud proovi

ettevalmistuse meetodil, mida modifitseeriti vahesel maaral.

Lisamiskatsete maatriksiks vdeti broileri maks, mis homogeniseeriti kédgikombainis ja saadud
plree kilmutati. Proovi ettevalmistusel kaaluti kaks 1 + 0,05 g kilmutatud maksa alikvooti 50
ml polipropileenist tuubidesse. Esimese tuubi sisule ei lisatud midagi, aga teise tuubi sisule
lisati 100 pl rikastamislahust (spike) kontsentratsiooniga 1 mg/l (vastab 50 pg/kg
kontsentratsioonile proovis).

Roovlindude kudede NSAID-ide sisaldusele ei ole kehtestatud piirnorme, seetdttu valiti meetodi
valjatootamiseks 50 pg/kg kontsentratsioon lahtuvalt Euroopa Liidus kehtivatest piirnormidest

loomsetes maatriksites.

Komisjoni ma&ruse (EL) nr 37/2010, mis késitleb farmakoloogilisi toimeaineid ja nende liigitust
loomsetes toiduainetes sisalduvate jadkide piirnormide jérgi, on kehtestatud piirsisaldused
firokoksiibile, fluniksiinile, karprofeenile ja meloksikaamile, mis jd&vad loomade maksa puhul
60-300 pg/kg ning lihaskoe puhul 10-500 pg/kg vahemikku.®
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Tabel 2 Ettevalmistatud proovid.

Proovi nimetus Kaalutud proovi mass (g) Lisatud rikastamislahust (spike)
Proov 1.1 0,95955 ei
Proov 1.2 1,00833 jah
Proov 2.1 1,01096 ei
Proov 2.2 1,02000 jah
Proov 3.1 0,95742 ei
Proov 3.2 0.95840 jah
Proov 4.1 1,02710 ei
Proov 4.2 1,03550 jah

Ekstraheerimiseks lisati 8 ml MilliQ vett ja segu loksutati 1500 rpm-i juures 3 minutit. Saadi
homogeenne segu. Lisati 30 ml atsetonitriili-vee (1:1) segu ja 30 ul kontsentreeritud sipelghapet
ning segu loksutati 1500 rpm-i juures 1,5 minutit. Lisati QUEChERS-i sooladesegu, mis sisaldas
4 g NaSOgs, 1 g NaCl, 1 g trinaatrium tsitraat dihtdraati ja 0,5 g dinaatrium vesiniktsitraat
seskivihiidraati. Segu loksutati koheselt tiikkide valtimiseks ja segati 1500 rpm-i juures 3 minultit.

Seejarel lahust tsentrifuugiti 4000 rpm juures 10 minutit.

Kuus ml saadud ekstrakti viidi tle 15 ml poltpropdleenist tuubi, kuhu oli varem lisatud 600 mg
Mg2SO4, 200 mg C18 ja 200 mg PSA segu. Lahust raputati tiikkide tekkimise valtimiseks ja

loksutati 1500 rpm-i juures 3 minutit. Segu tsentrifuugiti 4000 rpm juures 10 minutit.

Saadud ektraktist 0,5 ml lahust viidi tile LC-MS viaali ja sellele lisati 0,5 ml HFIP puhverlahust.

Lahus filtreeriti teise LC-MS viaali, kasutades Phenomenex RC sustlafiltrit, poori suurusega 0,2

pm.

3.5.  Vedelikkromatograafia parameetrid
Vedelikkromatograafia meetodis kasutati elueerimiseks metanooli ja heksafluoroisopropanooli
(HFIP) baasil puhverlahuse (5 mM, pH = 9) gradienti. Eluendi voolukiirus oli 0,3 ml/min,
kolonni temperatuur 40°C ja susti maht oli 5 pl. Sobilik gradient leiti optimeerimise abil ning on

néidatud tabelis 3 ja joonisel 3.
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Tabel 3 Tods kasutatud gradient.

Aeg (min) MeOH (%) pH 9 puhverlahus (%)
0 10 90
2 10 90
30 45 55
35 100 0
39 100 0
40 10 90
50 10 90
120
100
80
I
?
< 60
X
40
20
0
0 10 20 30 40 50 60
T, min

Joonis 3 Toos kasutatud gradient.
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4. Tulemused ja arutelu
Analulsimeetodi  véljatootamise  kdigus tegeleti eluendi koostise optimeerimisega,
massispektromeetri parameetrite optimeermisega, teostati seitsme analiidiga kalibreerimised ja

lisamiskatsed.

4.1. Vedelikkromatograafia lahutus
To6 kéigus muudeti eluendi koostises oleva HFIP-i kontsentratsiooni eesmérgiga saavutada
analliitide lahutuvus ja pikendada retentsiooniaegu. Retentsiooniajad s6ltuvad orgaanilise faasi

protsendist ja seda saab iseloomustada vdrrandiga 1.2
logk =logky,- S - %B 1)

kus k on retentsioonifaktor, ko on retentsioon, kui orgaanilise solvendi sisaldus oleks 0%, S on
tdus ja %B on orgaanilise faasi sisaldus kiimnendmurruna. Alustati eluendiga, mis koosnes 10%
HFIP puhverlahusest ja 90% metanoolist. Jark-jargult langetati metanooli koostist kuni 10%-ni.
Jooniselt 4 on néha, et kbrge metanooli ja madala HFIP-i sisalduse puhul analiiidid elueeruvad
Kiiresti ja nende retentsiooniajad on liiga lahestikku. Kui HFIP-i sisaldust tGsta ja metanooli
sisaldust langetada, siis analliitide retentsiooniajad pikenevad, kuid soovitud piikide retentsioon
saavutati alles 90% HFIP-i kontsentratsiooni juures. Algandmed, mille alusel on koostatud joonis
4 graafikud, on toodud lisas. Joonisel 5 on ndide meloksikaami retentsiooniaegade muutumisest

erinevatel metanooli kontsentratsioonidel.
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Joonis 4 Analiittide retentsiooni s6ltuvus metanooli sisaldusest eluendis.
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Joonis 5 Néide eluendi koostise mdjust meloksikaami retentsioonile (ulestikku asetatud kromatogrammid).

Isokraatilise meetodi eeliseks on selle lihtsus ja kiirus, kuid rahuldavat analliitide lahutust ei

saavutatud isegi madalate metanooli sisalduste juures, mistdttu

kasutamisest loobuti ja tuli kasutada gradienti, mis on toodud joonisel 3.

isokraatilise meetodi




4.2. Massispektromeetria parameetrid

Meetodi arendusel tegeleti ka fragmenteerimise pdrkeenergiate optimeerimisega. Kasutati

produktiooni skaneerimise reziimi, mille eesmark oli leida massispektrist eellasioonile vastavad

produktioonid. Pdrkeenergia valjendab MS porkerakus ioonile antavat Kineetilist energiat.

Vastavalt sellele pdrkab ioon pdrkerakus lammastiku molekulidega kdrgema v6i madalama

energiaga. Tulemuseks on vastavalt ulatuslikum voi vahemulatuslik iooni fragmenteerumine.

Pdrkeenergiat muudetakse pdrkeraku pinge muutmise teel. Uhelaenguliste ioonide korral on

pdrkeraku pinge (voltides) numbriliselt vordne pdrkeenergiaga (elektronvoltides). PGrkeenergiat

muudetakse selleks, et analiilitide identifitseerimise usaldusvaarsust tdsta.?* Parameetrit muudeti

kiimne hiku kaupa nullist kolmekumneni. Jooniselt 6 on naha, et meloksikaami puhul saadi

kdige intensiivsemad produktioonide piigid , kui pdrkeenergia vaartus oli 20 eV.
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Joonis 6 Naide pdrkeenergia optimeerimisest meloksikaami korral.
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Iga analliudi puhul tuleb olla kindel, et tegu on Gige aine piigiga. Sellele annavad Kkinnitust
analliisi kaigus leitud retentsiooniaeg, analliidi molaarmass ja kindla massi ja laengu suhtega
(m/z) kvantiseerimisioon, ometi ei ole see piisav. Tdestuseks on vaja kinnitavat iooni, mis néitab,
et vaadeldav eellasioon fragmenteerub ka monel teisel viisil (teine tleminek) ja retentsiooniaeg
on sama. Naiteks atsetaminofeeni eellasioon on m/z 152 ja tema kvantiseerimisioon on m/z 110,
mille retentsiooniaeg on 5,2 minutit. Kui kinnitava iooni, mille m/z on 65, retentsiooniaeg langeb
kokku kvantiseerimisiooni retentsiooniajaga, siis see lisab kindlust, et tegu on otsitava ainega.
Lisaks kvantiseerimis- ja kinnitusiilemineku olemasolule peab nende intensiivsuste suhe proovis

olema sama, mis kalibreerimislahuses.?

ToO kaigus kasutati erinevaid massispektromeetri tooreziime, kuid modtmised viidi |&bi
kasutades diinaamilist MRM-i. Diinaamilise MRM-i eelis traditsioonilise MRM-i ees on see, et
ajaakende loomine ja muutmine on oluliselt lihtsam. Ajaaken on ajavahemik, mille jooksul
otsitav analult peaks elueeruma. St anallidile vastavat signaali registreeritakse ainult
ajavahemikus, mil see eeldatavasti elueerub vedelikkromatograafist. Sellega hoitakse kokku
instrumendi registreerimistsikli aega.?® Joonisel 7 on toodud analiiiitide kolonnist valjumise

ajaaknad.

KET IBU
FLU
ACE MEL

CAR FIR

ﬁ
-
=
=1
o
&

t (min)

Joonis 7 Kéesolevas toos kasutatud anallditide registreerimise ajaaknad.
4.3. Kalibreerimine
Koik uuritud Ghendid andsid kalibreerimisgraafikutel vaga hea lineaarse sdltuvuse, néiteks

joonisel 8 on kujutatud firokoksiibi  kalibreerimisgraafik.  Kdikide  anallutide

korrelatsioonikordajate ruudud olid tle 0,995.
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Joonis 8 Firokoksiibi kalibreerimisgraafik.

Joonisel 9 on toodud koige madalama kontsentratsiooniga kalibreerimislahuse (¢ = 5 pg/l)
kromatogramm, kus on ndha, et koOikide anallutide piigid on lahus. Kdige madalama
kontsentratsiooniga kalibreerimislahuse puhul Uletasid k&igi analiitide korral signaal-mira
suhted kiimmet kdigi analtitide korral vélja arvatud ibuprofeeni. Ibuprofeeni jaoks vdib

méaaramispiiri esialgselt hinnata 5 pg/l (sisestatavas lahuses).
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Y

Joonis 9 Madalaima kontsentratsioonitaseme (c =5 pg/l) kalibreerimislahuse kromatogramm.

4.4. Proovi ettevalmistus

Lisamiskatsed tehti kanamaksa maatriksile vastavalt punktis 3.4 kirjeldatud metoodikale.
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Stabiilselt madalamaid saagiseid, st alla 60% andsid karboksuilrihmadega Uhendid nagu
ketoprofeen, karprofeen, ibuprofeen, mille saagised tulid keskmiselt vastavalt 57%, 56% ja 53%.
Erandiks oli fluniksiin, mille saagis oli 78%. Edaspidi tuleks saagiste parandamiseks tegeleda pH
optimeerimisega. Korgemaid saagiseid kui 60% andsid meloksikaam, firokoksiib ja

atsetaminofeen, mille saagised olid keskmiselt vastavalt 67%, 72% ja 64%.

Joonisel 10 on naha rikastamata proovi lahuse kromatogramm. Atsetaminofeenil, karprofeenil,
firokoksiibil ja ibuprofeenil rikastamata proovis piike ei esine. Ketoprofeenil ja meloksikaamil
on piigid ndhtavad ning rikastamata proovis on signaalid Ule tihiproovi taseme, kuid alla
kalibreerimistaseme. Fluniksiinile vastab intensiivne piik. Joonisel 11 on kujutatud rikastatud
proovi lahuse kromatogramm. Koik hendid on korralikult lahutatud, retentsiooniajad vastavad
analliitide retentsiooniaegadele kalibreerimislahustes ja detekteeriti nii kvantiseerimis- Kkui

kinnitavad ioonid. Fluniksiin annab intensiivsema piigi, kui teised thendid.

Euroopa Ravimiameti (EMA) bioanalutiliste meeotdite valideerimisjuhistes on esitatud LC-MS
analliisimeetodite jaoks ndue, et analliudi signaal tuhiproovis ei tohi olla suurem kui 20%
madramispiirist.?* Too praeguses faasis kasitletakse madramispiirina kalibreerimisgraafiku

madalaima kontsentratsiooniga punkti.
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Joonis 10 Rikastamata proovi ekstrakti kromatogramm.
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Joonis 11 Rikastatud proovi ekstrakti kromatogramm.

Joonistelt 12 kuni 18 on naha iga analtldi retentsiooniajad ja eellasiooni Gleminekud
kvantiseerimisioonile. Meloksikaami, ketoprofeeni, firokoksiibi ja atsetaminofeeni puhul on
nédha ka uleminekut kinnitavale ioonile. Joonistel on kujutatud Kattuvalt rikastatud kui ka
rikastamata proovide piigid. Kvantiseerimistleminekule ja kinnitavale leminekule vastavad

piigid on sarnase retentsiooniaja ja piigi kujuga.

Tabelis 4 on toodud ké&esolevas t60s saadud analldtide retentsiooniajad. Kromatograafilise

jooksu aeg oli 50 minutit ja analtiudid elueerusid 36 minuti jooksul.

Tabel 4 Analiiltide retentsiooniajad ja jalgitavad tleminekud.

Analiddi nimetus Eellasioon Produktioon Retentsiooniaeg (min) | Pdrkeenergia
Atsetaminofeen 152 110 5,18 20
Atsetaminofeen 152 65 5,18 20

Ketoprofeen 255 209 18,16 10
Ketoprofeen 255 105 18,16 10
Ibuprofeen 207 161 24,7 0
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Analiddi nimetus Eellasioon Produktioon Retentsiooniaeg (min) | Pdrkeenergia
Meloksikaam 352 141 19,35 20
Meloksikaam 352 115 19,35 20

Firokoksiib 337 283 35,34 10
Firokoksiib 337 237 35,34 10
Fluniksiin 297 279 26,06 20
Karprofeen 272 228 28,12 10

SANTE validerimisjuhendis®? on esitatud kriteeriumid jaakide maaramise analiilisimeetoditele.
On satestatud, et jooksudevahelised piikide retentsiooniaegade nihked ei tohi olla suuremad kui

+ 0,1 minutit. Kdikide analtiitide puhul saadud retentsiooniajad jaid sellesse vahemikku.

Atsetaminofeeni (joonis 12) retentsiooniaeg kalibreerimislahustes oli 5,20 min ja proovides 5,18
min. Erinevus on kull vaga vaike, kuid paistab olema stistemaatiline. Pdhjuseks v6ib olla asjaolu,
et proovilahused sisaldavad rohkem atsetonitriili kui kalibreerimislahused. Kdrgem atsetonitriili
sisaldud vOibki pdhjustada atsetaminofeeni kiirema elueerumise proovilahuste korral. Probleemi
kdrvaldamiseks tuleks kdigi lahuste puhul kasutada sama solventi.

Tihiststid enne ja parast kalibreerimislahuseid ning péarast proovilahuseid ei andnud
atsetaminofeeni piike. Seega analliidi Ulekannet (carryover) ei ole. Rikastamata
prooviekstraktide korral on piigid mura tasemel. Saagisiseks saadi 64%.
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Joonis 12 Atsetaminofeenile vastavad rikastatud ja rikastamata kanamaksa proovide ekstraktide kromatogrammid (Ulestikku
asetatud).

Ketoprofeeni (joonis 13) retentsiooniaeg kalibreerimislahustes oli 18,24 min ja proovides 18,17
min. Erinevus on véike, kuid paistab silma retentsiooniaja sustemaatiline vahenemine. Edasises
metoodika arenduses tuleb téhelepanu pdodrata eluendi koostise, temperatuuri stabiilsusele ja

tasakaalustumisele.

Tihistst enne  kalibreerimislahuseid  ketoprofeeni piiki ei anna, kuid kdrgeima
kontsentratsiooniga kalibreerimislahusele jargnevas tuhiststis on mérgata ketoprofeeni signaali
tdusu. See viitab analiidi Glekandele (carryover), mille valtimiseks tuleb edaspidi
programmeerida  proovide  automaatsisestaja  ndela  pesuprogramm.  Rikastamata

prooviekstraktide korral on piigid tle mira taseme. Saagis oli 57%.
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Joonis 13 Ketoprofeenile vastavad rikastatud ja rikastamata kanamaksa proovide ekstraktide kromatogrammid (Ulestikku
asetatud).

Meloksikaami (joonis 14) retentsiooniaeg kalibreerimislahustes oli 19,44 min ja proovides 19,36
min. Vdga vaike sustemaatiline vahenemine on tingitud pdhjustest, mis on Kirjeldatud juba
eelmiste Uhendite korral. Edasises metoodika arenduses tuleb téhelepanu pdorata eluendi

koostise, temperatuuri stabiilsusele ja tasakaalustumisele.

Rikastamata prooviekstraktide korral on piigide signaalid tle mira taseme, kuid tunduvalt
madalamad kui madalaim kalibreerimispunkt. See vdib viidata sellele, et algne maks sisaldab

meloksikaami vdi on tegemist segajatega. Saagiseks saadi 67%.
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Joonis 14 Meloksikaamile vastavad rikastatud ja rikastamata kanamaksa proovide ekstraktide kromatogrammid (ulestikku

asetatud).

Firokoksiibi (joonis 15) retentsiooniaeg kalibreerimislahustes kui ka proovides oli 35,36 min.

Tuhiststid enne ja péarast kalibreerimislahuseid ning pérast proovilahuseid ei andnud firokoksiibi

piike, seega analliidi tlekannet ei ole. Proovide signaalid ja saagised olid stabiilsed. Saagiseks

saadi 72%. Samas olid rikastamata proovides signaalid kdrged, mis vdib viidata sellele, et

firokoksiibi leidus algses maksaproovis.

31



x10 2 |FIR: + MRM (337.0 -> 283.0) proov3.2.d

18 35.343 1

174
1.6 337 -= 283 (spike)
154
144
1.34

1.2
1.14 337 -» 237 (spike)

0.9

0.8
337 -» 283
074 g 337 -» 237

0.6

0.5 ————

0.4+

34 342 344 346 348 35 352 354 356 358 36 362 364 366 368
Counts vs. Acquisition Time (min)

Joonis 15 Firokoksiibile vastavad rikastatud ja rikastamata kanamaksa proovide ekstraktide kromatogrammid (ulestikku
asetatud).

Ibuprofeeni (joonis 16) retentsiooniaeg kalibreerimislahustes kui ka proovides oli 24,78 min.

Tuhiststid enne ja pérast kalibreerimislahuseid ning parast proovilahuseid ei andnud ibuprofeeni
piike, seega analliidi Ulekannet ei ole. Proovide signaalid olid vdga madalad. Saagiseks saadi

53%, mis oli vorreldes teisete uuritud ihenditega kdige madalam.
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Joonis 16 Ibuprofeenile vastavad rikastatud ja rikastamata kanamaksa proovide ekstraktide kromatogrammid (Ulestikku

asetatud).

Fluniksiini (joonis 17) retentsiooniaeg kalibreerimislahustes oli 26,18 min ja proovides 26,07

min. Erinevus on vdike, kuid paistab silma retentsiooniaja ststemaatiline vahenemine. Edasises

metoodika arenduses tuleb t&helepanu pdotrata eluendi koostise, temperatuuri stabiilsusele ja

tasakaalustumisele.

Tuhisust enne kalibreerimislahuseid fluniksiin piiki ei anna, kuid kdrgeima kontsentratsiooniga
kalibreerimislahusele jargnevas tuhisustis on margata fluniksiini signaali tbusu. See viitab

analtiudi Ulekandele. Rikastamata ja rikastatud nahti intensiivseid signaale, kuid nende

retentsiooniajad ei klappinud fluniksiini kalibreerimislahuste retentsiooniaegadega. Tdendoliselt

oli tegu segajaga proovi maatriksist. Saagis oli 78%.
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Joonis 17 Fluniksiinile vastavad rikastatud ja rikastamata kanamaksa proovide ekstraktide kromatogrammid (tlestikku
asetatud).

Karprofeeni  (joonis 18) retentsiooniaeg Kalibreerimislahustes oli 28,21 min, kus
kontsentratsiooni suurenedes retentsiooniajad vahenevad. Retentsiooniaeg proovides oli 28,15
min ja need vahenevad reas. Edasises metoodika arenduses tuleb tdhelepanu pdodrata kolonni

tasakaalustumisele.

Tuhisust enne ja parast kalibreerimislahuseid fluniksiin piiki ei anna. Rikastamata proovides olid
néhatavad signaalid, mis olid tendoliselt tingitud segajast proovi maatriksis. Proovide signaalid

olid suhteliselt madalad. Saagis oli 56%.
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Joonis 18 Karprofeenile vastavad rikastatud ja rikastamata kanamaksa proovide ekstraktide kromatogrammid (Ulestikku
asetatud).
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5. Kokkuvote
To0 kaigus arendati valja esmane meetod poletikuvastaste ravimite analliisiks loomses
maatriksis kasutades vedelikkromatograafia-massispektromeetria meetodit. Prooviekstrakti
komponentide lahutamiseks kasutati podrdfaaskromatograafiat ja heksafluoroisopropanooli
(HFIP) baasil puhverlahust.

Uuritavateks henditeks olid atsetaminofeen, ibuprofeen, ketoprofeen, fluniksiin, firokoksiib,
meloksikaam ja karprofeen. Meetodi arendusel optimeeriti eluendi koostist, muutes HFIP
puhverlahuse ja metanooli vahekorda. Kdrgema detekteerimise tundlikkuse saavutamiseks
optimeeriti analttide porkeenergiad. Valitud tingimustes oli vOimalik kdik hendid

kromatograafiliselt lahutada ja detekteerida kontsentratsioonidel <5 pg/l.

Teostati kalibreerimised nende analliitidega kuuel erineval kontsentratsioonil. Tehti
lisamiskatsed maksamaatriksitele. Proovi ettevalmistuse alusmeetod oli modifitseeritud
QUEChERS. Analliutide saagised jaid rikastuskontsentratsiooni 50 ug/kg juures vahemikku 53-
78%.

T6O raames saavutati uuritud seitsme analliidi jaoks optimaalsed kromatograafilised lahutuse
tingimused. Eellasiooni Uleminekud produktioonideks osutusid sobilikuks, kuid kolmele
analutdile tuleks leida veel kinnitavad ioonid. Proovi ettevalmistus on Gldiselt sobiv, kuid
edaspidi tuleks veel tegeleda pH optimeerimisega, et koéikide anallltide saagised oleksid
suuremad kui 60%. Kui on saavutatud aktsepteeritavad suutlikkusnditajad, tuleks meetod
I6plikult valideerida, misjarel oleks see kasutatav loomsetes proovides pdletikuvastaste

ravimijéakide analtdsiks.
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6. Summary
A primary liquid chromatographic-massspectrometric method was developed for the analysis of
anti-inflammatory drugs in the samples of animal origin. Reverse phase chromatography and
hexafluoroisopropanol buffer were used for separation of analytes acetaminophen, ibuprofen,

ketoprofen, flunixin, firocoxib, meloxicam and carprofen.

During the development of the method, the composition of the eluent was optimized by varying
the concentration of hexafluoroisopropanol and methanol. Collision energy of the analytes was
optimized to achieve better selectivity. Selected conditions were suitable for the separation of all
the analytes at the concentration of <5 pg/l.

Calibrations were performed with analytes at six different concentrations. Spiking experiments
were carried out using liver matrix. For sample preparation a modified QUEChERS was used.
Recoveries of analytes at spiking level 50 pg/kg ranged from 53-78%.

Optimal chromatographic separation conditions were obtained for the seven analytes studied.
Transissions of the precursor to the product ions proved to be suitable, but qualifier ions should
still be found for the three analytes. Sample preparation method is generally suitable, but further
optimization of the pH should be performed so that recoveries of all analytes are greater than
60%. Once acceptable performance is achieved, the method should be finally validated and can

be used for control of anti-inflammatory residues in samples of animal origin.
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8. Lisa - Analluitide retentsiooni sdltuvus metanooli sisaldusest eluendis.

analut MeOH sisaldus % k log(k)
90 0.4862 -0.3132
80 0.4570 -0.3401
70 0.4592 -0.3380
60 0.4954 -0.3050
ACE 50 0.5306 -0.2752
40 0.5392 -0.2682
30 0.8667 -0.0621
20 1.3325 0.1247
10 2.2057 0.3435
90 1.0120 0.0052
80 0.3550 -0.4497
70 0.4124 -0.3847
60 0.9409 -0.0265
IBU 50 2.4631 0.3915
40 2.3211 0.3657
30 8.0336 0.9049
20 24.2113 1.3840
10 10.4808 1.0204
90 0.0269 -1.5709
80 0.1492 -0.8263
70 0.3646 -0.4381
60 0.4707 -0.3272
KET 50 0.8363 -0.0776
40 0.7572 -0.1208
30 2.5294 0.4030
20 8.9208 0.9504
10 35.0915 1.5452
90 0.2281 -0.6419
80 0.3727 -0.4286
70 0.4487 -0.3481
60 1.1675 0.0672
CAR 50 3.3553 0.5257
40 3.4550 0.5384
30 14.6423 1.1656
20 5.3361 0.7272
10 14.6708 1.1665
90 0.1763 -0.7538
80 0.3013 -0.5210
70 0.4418 -0.3548
60 0.9324 -0.0304
FLU 50 2.7159 0.4339
40 2.7569 0.4404
30 10.5158 1.0218
20 34.4254 1.5369
10 44.8711 1.6520
90 0.5330 -0.2733
80 0.6543 -0.1842
70 1.0408 0.0174
60 1.8184 0.2597
FIR 50 4.0159 0.6038
40 11.9967 1.0791
30 12.7635 1.1060
20 33.0117 1.5187
10 25.9361 1.4139
90 0.0016 -2.8067
80 0.0914 -1.0393
70 0.2634 -0.5794
60 0.4246 -0.3720
MEL 50 0.6481 -0.1883
40 0.6782 -0.1687
30 2.4922 0.3966
20 11.6110 1.0649
10 10.4545 1.0193
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