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KASUTATUD LUHENDID

A Piigi pindala

Acc Maootetapsus, accuracy

CH3COONH, Ammooniumatsetaat

Ccv Variatsioonikoefitsient
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HPLC Korgefektiivne vedelikkromatograafia
LC Vedelikkromatograafia

LC-MS Vedelikkromatograafia-massispektromeetria
LLE Vedelik-vedelik ekstraktsioon

LLOQ Maéédramispiir

MeCN Atsetonitriil

MeOH Metanool

ME% Maatriksiefekt

MS Massispektromeetria
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m/z Massi ja laengu suhe

PP Valkude sadestamine

R? Korrelatsioonikordaja ruut
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SPE Tahkefaasiekstraktsioon

ST% Stabiilsus



1. SISSEJUHATUS
Prooviettevalmistust peetakse iiheks enim ressursse ndudvamaks etapiks bioloogiliste

proovide analiilisimisel. See voib moodustada kuni 80% ajast, mis kulub analiiiisiks ning tihti
voib endas sisaldada keerukaid etappe, et meid huvitavat analiiiiti maatriksist eraldada. Sageli
eelistatakse jatta prooviettevalmistus vOimalikult lihtsaks, kiireks ja odavaks voi piirduda
ainult proovi lahjendamisega ning siistimisega. Siiski peaks, tikskoik kui lihtne see ka poleks,

olema tagatud analiiiisi korratavus ning voimalusel kindlustatud analiitidi piisav stabiilsus.

Antud t00s kasutatav bioloogiline maatriks on inimese vereplasma. Kaéttesaadavates
kirjandusallikates ja artiklites on vilja toodud pohilisemad meetodid, mis késitlevad
prooviettevalmistust vereplasmas. Nendeks on tahke faasi ekstraktsioon, vedelik-vedelik
ekstraktsioon, valkude sadestamine. Viimastel aastatel on vdga palju tootatud just antud
meetodite arendamise ja tdiustamisega, et muuta neid lihtsamini automatiseeritavateks,
efektiivsemateks ja vdhem aegandudvateks. Suureks probleemiks bioloogiliste proovide

analiiiisil on proovikomponentide segav moju.

T66 eesmirgiks on leida voimalusi, kuidas oleks voimalik ilma prooviettevalmistust tegemata
vereplasmat analiitisida kasutades poordfaasvedelikkromatograafiat koos
elektropihustusionisatsioon massispektromeetriaga. To6 rakendusena toGtatakse vilja
metoodika, mis vdimaldab vereplasmat otse ilma prooviettevalmistuseta analiiiisida, et

maidrata monede viljavalitud penitsilliinide kontsentratsiooni.

Metoodika valideerimise kaigus hinnatakse maatriksiefektide moju analiitidi signaalile,

analiiiitide stabiilsust erinevatel tingimustel, lineaarset ala ning mdote- ja kordustépsust.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1 Fosfolipiidid vereplasmas

Téisveri koosneb 45% ulatuses rakulistest komponentidest ja 55% moodustab vereplasma [1].
Vere  rakulised komponendid on  punased  verelibled (eriitrotsiiiidid), valged
verelibled (leukotsiiiidid) ja vereliistakud (trombotsiiiidid) [1]. Téiskasvanud inimesel
moodustab veri umbes 6-8% kehamassist (4-6 liitrit) [1].

Vereplasma on kollakas vedelik ning see moodustab vere vedela osa. Umbes 92% plasma
koostisest on vesi, 6-8% on valgud (nt aloumiin), 0,8% on soolad, 0,6% on rasvad ja umbes
0,1% moodustab veresuhkur ehk gliikoos [2].

Vereseerum sarnaneb komponentide poolest vereplasmaga, kuid vereplasma sisaldab lisaks
vere hiilibimisfaktoreid, mida vereseerumis ei ole. Vere hiilibimisel osaleb valk nimega

fibrinogeen, mis muutub fibriiniks (fibrinogeeni aktiivsem vorm) [1].

Lipiidid on viga erineva struktuuriga biomolekulid, mis esinevad bioloogilistes

membraanstruktuurides. Fosfolipiidid on keeruka ehitusega lipiidide klass.

Fosfolipiidide molekule iseloomustatakse tavaliselt kahte erinevat funktsionaalset gruppi
sisaldavate osade jdrgi. Fosfolipiidid koosnevad hiidrofiilsest ,peast ja hiidrofoobsest
,,sabast”. Polaarne ,,pea‘ sisaldab ioniseeritavat negatiivselt lactud fosfaatriihma ja positiivelt
laetud kvarternaarset ammooniumrithma (joonis 1) ning tagab selle, et fosfolipiid on
ioniseeritud. Mitte-polaarne ,,saba* koosneb iihest voi kahest rasvhappe estri ahelast, mis

tagavad fosfolipiidi hiiddrofoobsuse [3,4,5].
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Joonis 1. Fosfolipiid hiidrofoobse ,,saba“ ja hiidrofiilse ,,peaga“.
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Gliitserofosfokoliine  (glycerophosphocholines GPCh) nagu niditeks fosfatidiiiilkoliin
(phosphatidylcholine) loctakse {iiheks peamiseks fosfolipiidiks vereplasmas. GPCh-d
moodustavad kuni 70% vereplasma fosfolipiididest. Teiseks suuremaks rithmaks on lLiso-
fosfolipiidid, mis sisaldavad {ihte rasvhappe estrit ning mis moodustavad kuni 10%
vereplasma fosfolipiididest [3].

Fosfolipiidides esinevad koos hiidrofiilsed ja hiidrofoobsed omadused, mis muudavad nad
ideaalseks materjaliks mitsellide ja rakumebraanide kaksikkihtide moodustamisel. Organismis
esinevad lipiidide tiiiibid ja nende sisaldus veres varieerub, soltudes toitumisest ja
ainevahetusest. Fosfolipiidid esinevad nii bakterite, taimede kui ka loomade membraansete
komponentidena [3].

Need bioloogilise parituoluga ained lahustuvad histi orgaanilistes solventides (kloroformis,

eetris, metanoolis), halvasti vees [3].

2.2 Prooviettevalmistus
Prooviettevalmistus on {iks tdhtsamaid etappe bioloogiliste proovide analiiiisimises [6,7].

Prooviettevalmistus voib moodustada kuni 80 protsenti ajast, mis kulub proovi
analiitisimiseks [8,9]. Selleks, et analiiiisi efektiivsust tOsta ja lithikese ajaga voimalikult palju
proove analiiiisida, on vaja, et prooviettevalmistus oleks voimalikult kiire, hésti korratav ning
usaldusviiarne [6]. Kirjanduses on hulgaliselt niiteid bioloogiliste proovide ettevalmistuse
meetoditest korgefektiivse vedelikkromatograafia (high-performance liquid chromatography,
HPLC) analiiiisi jaoks [6,7,8,9,10]. Enim kasutatavad neist on tahke faasi ekstraktsioon,

vedelik-vedelik ekstraktsioon, valkude sadestamine [6] ning filtreerimine [10].

Proovi ettevalmistus on tihti koige olulisemaks méddramatuse allikaks ja (inimlike) vigade

tekkekohaks.

2.2.1 Valkude sadestamine

Valkude sadestus (protein precipitation, PP) on iiks lihtsaim, kiireim ja kdige vanem
prooviettevalmistuse meetod, mis sobib nii hiidrofiilsete kui hiidrofoobsete analiiiitide
madramiseks. Enim kasutatakse seda tdisvere, vereplasma ja vereseerumi proovide
analiitisimiseks [6]. Proovile lisatakse orgaanilist solventi (atsetonitriil MeCN v6i metanool

MeOH), mille tulemusel sadenevad veres sisalduvad valgud. Proovist eraldatakse vedel faas
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(supernatant) tsentrifuugimise teel [9]. Kuna péarast proovi tsentrifuugimist sisaldab
supernatant olulises koguses sadestamata proovi komponente, siis on antud meetodi
selektiivsus kiillaltki madal. Ka osa analiitidist vOib sadeneda, mistottu vOib soltuvalt
analiilisist olla selle proovi ettevalmistuse liigi saagis madal. Segavad komponendid véivad ka
massispektromeetri signaali maha suruda. Segavate komponentide moju voib tdiendava

tsentrifuugimisega viahendada [8].

2.2.2 Vedelik-vedelik ekstraktsioon
Vedelik-vedelik ekstraktsioon (liquid-liquid extraction, LLE) baseerub analiiiidi jaotumisel

kahe teineteises segunematu lahusti vahel. Analiiiit jaotub solventide vahel vastavalt
jaotuskoefitsiendile (niiteks veest orgaanilisse solventi) [8]. Vedelik-vedelik ekstraktsiooni
puuduseks on madal selektiivsus, suhteliselt suur vajalik proovi kogus, emulsioonide teke
[7,8] ja suur orgaanilise solvendi kulu, mis sageli on miirgine ja saastab keskkonda. Solvendi
kulu teeb meetodi ka kalliks [8]. Samuti on vilistatud ekstrakti otse siistimine
vedelikkromatograafilis-massispektromeetrilisse  (LC-MS) siisteemi, kuna paljud LLE
solvendid on poordfaaskromatograafias kasutatavate eluentidega segunematud. Proovide

kontsentreerimine ja solvendi vahetamine (vedeliku kokkuaurutamise teel) votab palju aega

[6].

2.2.3 Tahke faasi ekstraktsioon
Tahke-faasi ekstraktsiooni (solid-phase extraction, SPE) hakati kasutama pérast vedelik-

vedelik ekstraktsiooni. See pohineb analiilitide jaotumisel tahke faasi ja vedela faasi ehk
proovi lahuse vahel. Enamasti valitakse tingimused selliselt, et analiiiidid omavad tahke faasi
suhtes suuremat afiinsust kui proovi maatriksi komponendid. SPE kasutab vihem solventi kui
LLE ning meetodi automatiseerimine on lihtsam. See eemaldab néditeks vereplasma proovist
nii fosfolipiidid kui valgud, mis on suureks eeliseks LLE ees [6,8]. Uheks SPE puuduseks on
see, et paljud maatriksi komponendid voivad adsorbeeruda sarnaselt analiiiitidega sorbendile
ning sealt sarnaselt elueeruda, tuues kaasa maatriksiefektid LC-MS analiitisis [9].
Kasutatavamad SPE tahked faasid on C18 ja C8 [10].



2.2.4 Filtreerimine
Filtreerimine on iiks sagedamini kasutatavaid prooviettevalmistuse meetodeid. Vdimalik on

kasutada ainult filtreerimist voi kombineerida seda teiste meetodiga. Filtreerimise efektiivsust
saab tOsta, valides erinevaid membraane vOi automatiseerides protsessi. Bioloogiliste
proovide  puhastamiseks ja  kontsentreerimiseks  kasutatakse  ultrafiltreerimist,

mikrofiltreerimist ja nanofiltreerimist [6].

2.2.5 Ultrafiltreerimine
Ultrafiltreerimisel kasutatakse pool-labilaskvat membraani, mis lahutab vdga viikesed

osakesed ja lahustunud molekulid vedelfaasist, pdhinedes poori ja osakeste suurustel.
Molekulid, mis on suuremad kui membrani poorid, jidvad membraani pinnale ja need

kontsentreeritakse ultrafiltreerimise kdigus [11,12].

Ultrafiltreerimisel kasutatavad membraanid on defineeritavad molekulmassi piirangu
(molecular weight cut-off, MWCQO) kaudu. Molecular weight cut-off on madalaima
molekulmassiga lahustunud aine, mille puhul 90% lahustunud ainest sdilitatakse membraanil
(mdddetakse kilodaltonites). Enne protseduuri ldbiviimist on vaja kindlaks teha, millist
MWCO-i kasutada [11].

Valkude eraldamisel on soovitatav, et seatud MWCO oleks 3-6 korda viiksem kui

filtreerimisel eraldatud ainete molekulmass [11].

Ultrafiltreerimisel kasutavate membraanide poori suurused on vahemikus on 0,1-0,01 um
(molekulmassi vahemik 10 000-1 000 000 Da [13], sinna jiddb enamus valke — niiteks
albumiini molekulmass on u 66 500 Da) [14].

Vorreldes ekstraktsiooni voO1 tsentrifuugimisega on ultrafiltreerimine molekulide jaoks
pehmem, ei ndua orgaaniliste solventidega ekstraheerimist, mis vdib valke sadestada. Samuti

on ultrafiltreerimine vihem aegandudev ja siilitab keskkonna pH tasakaalu [11].

2.3 B-laktaam antibiootikumid
p-laktaam antibiootikumid holmavad iile poolte kdikidest antibiootikumidest ja neid peetakse

antibiootikumide nurgakiviks. p-laktaamid on vdga tohusad Gram-positiivsete ja Gram-

negatiivsete bakterite vastu, kuna nad parsivad bakteriraku seinte siinteesi. Kuna paljud



bakterid on pikaajaliselt kasutuses olnud toimeinete suhtes resistentsed, siis jarjest enam

tootatakse viélja uusi B-laktaam antibiootikume [15].

2.4 Penitsilliinide ebastabiilsus
Penitsilliinid on antibiootikumid, mis sisaldavad p-laktaam-tiasolidiin tsiiklit. Suurimaks

takistuseks penitsilliinide ja teiste [-laktaam antibiootikumide kasutamisel on nende
ebastabiilsus. Penitsilliinid ja teised p-laktaam antibiootikumid on tundlikud B-laktaam tsiikli
tottu mitmetele nukleofiilidele, happelistele ja aluselistele reagentidele, metalli-ioonidele,
oksiideerivatele reagentidele ja isegi solventidele nagu vesi ja alkohol [16]. Kuigi erinevate [3-
laktaam anitobiootikumide stabiilsus ning lagunemiskiirus erinevad, jadvad kdik nimetatud
aineklassi kuuluvad ravimid ebastabiilseteks ning annavad stressitingimustes mitmed
laguprodukte [16].

Penitsilliini molekuli omadusi ja nende antibakteriaalset toimet seletatakse B-laktaam- ja
tiasolidiini tsiiklitega. Viiest liilist koosnev tiasolidiini tsiikkel moodustab neljaliililise [-
laktaami tsiikliga mitteplanaarse tiive, millel on suur nurk ja ning, mis pdorleb jdigalt.
Struktuuri eripdra muudab molekuli ebastabiilseks ning vastuvotlikuks nukleofiilsetele

asendusreaktsioonidele, happelisele ja aluselisele hiidroliitisile [16].

Happelises keskkonnas katkeb pingestatud pB-laktaam tsiikli amiidside ning annab hulga
keerulisi ithendeid nagu penitsilliinhape, penitsilliinamiin  ja penitsilliinaldehiiiid.
Penitsilliinhape esineb isomeerses vormis penamaldiinhappena (penamaldic) ja avab

tiasolidiini tsukli.

Penitsilliinid lagunevad Kiiresti ka aluselises keskkonnas (pH 7.5-9.0). Parast amiidsideme
katkemist toimub karboksiililrihma dekarboksiiiilimine ja tekib penitsilliinhape. Nende

penitsilliinide laguproduktide tekkimine viib aktiivsuse vihenemiseni [16].

2.4.1 Penitsilliin G

Penitsilliin G ehk bensiiiilpenitsilliini kaaliumisool, [2S-[2a, 50, 6B)]-3,3-dimetiiiil-7-0kso-6-
[(fentiiilatsetiiil)amino]-4-tia-1-asabitsiiklo[3.2.0]heptaan-2-karboksiiiilhappe kaaliumsool, on
kristalliline aine, mis lahustub histi vees, isotoonilises naatriumkloriidi lahuses ja

gliikoosilahuses [17].
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Penitsilliin G (joonis 2) kuulub B-laktaam antibiootikumide hulka ja md&jub kiirelt bakterite
vastu. Seda kasutatakse raskete infektsioonhaiguste raviks nagu streptokokid, difteeria,
meningiit, gonorrda ja siiifilis. Penitsilliin G on kasutusel ka siidameklappide infektsiooni

ennetamiseks [18].

H
Q/\rf“ s
0 j;l/\)<
N
0
/=0
HO

Joonis 2. Penitsilliin G/ bensiiiilpenitsilliini (C16H18N204S) keemiline struktuur.

2.4.2 Ampitsilliin
Ampitsilliin, [2S-[2a, 5a, 6b(S*)]]-6- [(aminofeniiiilatsetiiiil)amino]-3,3-dimetiiiil-7-0kso-4-

tia-1-asabitsiiklo-[3.2.0]heptaan-2-karboksiitilhape ~ (joonis  3),  kuulub siinteetiliste
penitsilliinide hulka ja seda kasutatakse veenisiseselt [19]. Ta on laiema antimikroobse
toimega kui penitsilliin G. Takistab Gram-positiivsete ja Gram-negatiivsete bakterite kasvu
[20].

Ampitsilliini kasutatakse paljude bekterite poolt tekitatud infektsioonhaiguste raviks nagu
korvainfektsioonid, pdieinfektsioonid, kopsupdletik, gonorréa ja samuti kolibakteri ning

salmonella infektsioonide raviks [21].

NH,
I

i i-S_ CH,

H

o N CH,
@) H

OH
o

Joonis 3. Ampitsillini (C16H19N304S) keemiline struktuur.

2.4.3 Piperatsilliin
Piperatsilliin,  (2S,5R,6R)-6-{[(2R)-2-[(4-etiiiil-2,3-diokso-piperasiin-1-karboniiiil)amino]-2-
feniitil-atsetiitil]amino } -3,3-dimetiiiil- 7-0kso-4-tia- 1-asabitsiiklo[ 3.2.0Jheptaan-2-

karbokstiiilhape, kuulub penitsilliinide hulka (joonis 4) [22].
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Piperatsilliin on antibakteriaalne aine. See takistab bakterite rakuseinte kasvu, mis omakorda
tapab bakteri [23]. Piperatsilliini kasutatake raskete infektsioonhaiguste raviks ja ka 16ikustel,
et ennetada infektsioonide teket [23].

Piperatsilliini kasutatakse tihti koos tasobaktaamiga, mis kuulub samuti p-laktaam
antibiootikumide hulka, et ravida mitmeid bakterite tekitatud infektsioonhaigusi nagu luu- ja
liigeste infektsioonhaigused, raskekujulisi vaginaalseid infektsioone, mao infektsioone, naha
infektsioonhaiguseid ja ka kopsupodletikku [24].

Joonis 4. Piperatsilliini (Ca3H27 Ns OgS) keemiline struktuur.

2.5 Poordfaasvedelikkromatograafia

Poordfaaskromatograafia on enim  Kkasutatud eraldusmeetod ainete lahutamiseks
kromatograafiliselt. Umbes 90% kromatograafilistest analiiisidest teostatakse tdnapdeval
poordfaaskromatograafiaga [25,26]. Ainete segu kantakse ldbi liikumatu ehk statsionaarse
faasi eluendi vooluga. Poordfaaskromatograafias on statsionaarne
faas mittepolaarne, hiidrofoobne ning liikkuv ~ faasehk  mobiilne  faas  on polaarne.
Normaalfaaskromatograafias on  statsionaarne  faas  polaarne  ja  mobiilfaas

mittepolaarne [27,28].

Poordfaaskromatograafiat  kasutatakse  laialdaselt  analiilitiliste = keemia  harudes,

nagu kriminalistika, toidutehnoloogia, biotehnoloogia, ravimitoostus ja meditsiin [29].
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2.5.1 Statsionaarsed faasid ja kolonnid

Poordfaaskromatograafias kasutatav statsionaarne faas on mittepolaarne. Enamasti on
kolonnide  tédidismaterjaliks silikageel. ~On  olemas ka poliimeerseid aluseid  ning
alumiiniumoksiidist ja tsikooniumoksiidist aluseid, kuid neid kasutatakse enamasti vaid
erirakendustes [25]. Kolonnid on tdidetud viikese diameetriga poorsete osakestega. Koige
rohkem kasutatakse osakesi suurusega 5 mikromeetrit, 3,5 mikromeetrit ja 2,6 mikromeetrit.
Kolonn tdidetakse osakestega suure rdhu all, et nad oleksid kolonni kasutades stabiilsed [28].
Silikageeli baasil valmistatud statsionaarsed faasid annavad suurema efektiivsuse ténu
suuremale eripinnale, vorreldes koigi teiste alusmaterjalidega. Silikageel on mehaaniliselt
tugev (jdik), mis tagab stabiilsed omadused. See ei pundu vees ega orgaanilistes solventides
(mis vOib esineda poliimeersete aluste kasutamisel) ning see voimaldab gradientelueerimist.
Pind on keemiliselt modifitseeritav ehk muudetav. Osakeste pinnale seotakse keemiliste
sidemetega pinna modifitseerimiseks mittepolaarsed siisivesinikahelad (tavalisemad on C18
vOoi C8 ehk vastavalt 18 voi 8 siisinikku ahelas, aga kasutada voib ka lithemaid ahelaid,
naiteks C2), millel on erinev interaktsioon erinevate proovi komponentidega, et neid segust
lahutada [28].

2.5.2 Mobiilsed faasid

Poordfaaskromatograafias kasutatakse analiilitide elueerimiseks tavalise vee (solvent A) ja
orgaaniliste solventide (solvent B) segu. Solvendid peavad omavahel segunema. Kdige enam
kasutatavad orgaanilised solvendid on MeOH, MeCN ja tetrahiidrofuraan (THF) [28].
Voimalik on kasutada nii isokraatilist elueerimist kui ka gradientelueerimist. Mobiilfaasi pH
mojutab analiiiidi retentsiooniacga ja vdib muuta teatud analiititide suhtes selektiivsust. Kui
mobiilne faas on polaarsem kui statsionaarne faas, siis polaarne analiiiit jaotub eelistatult
mobiilfaasi, liigub kiiremini ning véljub kolonnist eespool vorreldes vihempolaarse ainega,

mis jaotub eelistatult statsionaarsesse faasi [28].

2.5.3 Isokraatiline elueerimine ja gradientelueerimine

Isokraatilise elueerimise kdigus mobiilse faasi koostis analiilisi/jooksu kédigus ei muutu
(nditeks MeOH - vesi 50/50). Elueerimisviis on enamlevinud lihtsate proovide analiiiisimiseks
ja kvaliteedikontrolli teostamiseks. Isokraatiline elueerimine votab vihem aega, sest kolonni

ei ole vaja analiiiisi jarel tasakaalustada. Voimaldab kasutada lihtsamat aparatuuri [26].
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Gradientelueerimist kasutades mobiilse faasi koostis muutub analiiisi kéigus (nditeks
muudetakse MeOH osakaalu kromatograafilise jooksu kidigus 5% kuni 100%). Tugevamat
elueerivat joudu omava mobiilfaasi komponendi sisaldus mobiilfaasis kasvab elueerimise
kéigus [26]. Nimetatud elueerimisviis on levinud bioloogiliste ning teiste keerukate proovide
analiiisimiseks, mis sisaldavad rohkelt erinevate omadustega molekule. Kdige rohkem
kasutatakse lineaarset gradienti. Gradientelueerimist kasutatakse ka proovide puhul, mis
sisaldavad pika retentsiooniajaga segavaid tihendeid ning mis voivad kolonni rikkuda voi
elueeruda alles jargmistel kromatograafilistel jooksudel [28]. Kdige tavalisem pdhjus, miks
valida gradientelueerimine, on analiilitide lai retentsioonivahemik. Kui proovi moni aine
elueerub ndrgema mobiilse faasi juures (nt 50% solvent B-d) ja moni tugevama mobiilse faasi
juures (nt 80% solvent B-d), siis voikski kaaluda gradientelueerimist. Gradientelueerimine
nduab keerukamat aparatuuri ja koik vedelikkromatograafias kasutatavad detektorid ei sobi

selle meetodi jaoks [28].

2.6 Massispektromeetria
Massispektromeetria on analiilisimeetod, mille korral identifitseeritakse ja méératakse proovis

leiduvaid aineid nende aatom- vdi molekulmasside jargi. Viike kogus proovi viiakse siisteemi
ja analiiiidist tekitatakse gaasifaasilised ioonid. Elektri- ja/vdi magnetvélja abil eraldatakse
ioonid nende massi ja laengu suhte (m/z) jargi. loonid detekteeritakse ning nende tekitatud

signaal registreeritakse massispektrina.

Massispektromeetrit kasutatakse ka vedelikkromatograafia detektorina. See aitab piike

identifitseerida ja huvipakkuvaid aineid muudest maatriksi komponentidest eraldada [30].

2.6.1 Elektropihustus-ionisatsiooniallikas
Elektropihustusionisatsiooni (ESI) allikas on iiks enamkasutatavaid ionisatsiooniallikaid LC-
MS analiiiisil. ESI allikat kasutades ioniseeritakse analiiiit otse lahuses ning seejérel

eemaldatakse solvent [31].

ESI allikas pihustatakse uuritav lahus peeneteks tilkadeks (aerosool) kapillaartorude siisteemi
abil. Massispektromeetri sisendi ja pihusti kapillaari vahele rakendatakse kdrge pinge (700 V-
5kV), mille tottu tekivad lactud tilgad. Positiivse pinge rakendamisel tekivad positiivsed

ioonid ja negatiivse pinge rakendamisel negatiivsed ioonid [30,32]. Solvent eemaldatakse
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tilkadest kuuma gaasi pealejuhtimise teel ja kokkupdrkel (kuivatus)gaasiga. Tilkade
1abimoodu vdhenedes suureneb nende laengutihedus veelgi. Tekitatakse iiha véiksemaid

tilgakesi, mis vOivad omakorda protsessi korrata kuni tekivad analiiidi fragmenteerimata
gaasifaasilised ioonid [30,32,33].

Kuna fragmenteerumist toimub vihe, nimetatakse ESI allikat pehme ionisatsiooni meetodiks
[30,33].

2.6.2 Maatriksiefektid

LC-ESI-MS analiiiisi juures on iiheks suurimaks probleemiks maatriksiefektid.

Maatriksiefekte pohjustavad analiitidiga samal ajal elueeruvad molekulid, mis mojutavad
analiitidi ioonide tekke efektiivsust. Ionisatsiooni mahasurumine voi voimendamine tdhendab,
et analiitidi signaal on kas vdhenenud voi suurenenud. Kui proovis sisaldub palju erinevate
omadustega komponente, siis vOib osade komponentide (niiteks fosfolipiidid) interaktsioon
statsionaarse faasiga olla on nii tugev, et nad vdivad eclueeruda alles jirgmise

kromatograafilise siisti ajal ning pohjustada sellega ettendgematuid maatriksiefekte [4,7,34].

Uldiselt on polaarsemate iihendite signaali mahasurumine suurem kui mittepolaarsete [3].
Maatriksiefektide esinemise korral viheneb ka tundlikkus ja suureneb avastamispiir. Samuti

voivad maatriksiefekti pohjustavad ained MS-i saastada.

Uks vdimalusi maatriksiefekti hindamiseks on ekstraktsioonijirgne analiiiidi lisamine.
Vorreldakse MS-i signaale vordse kontsentratsiooniga analiilidiga rikastatud ehk spaigitud

proovis ja solvendis [31]:

MEY = Zspaigitud 10004

standard

kus ME% on maatriksiefekt, Ag,qigitua ON analiiiidi piigi pindala analiiiidiga rikastatud

plasmaproovis ning Ag;anaara ON analiitidi piigi pindala analiiiidiga rikastatud standardlahus.

Kui maatriksiefekti véartus jaab alla 100%, siis on tegemist ionisatsiooni mahasurumisega st
analiilidi sisaldust hinnatakse vdiksemaks kui see tegelikkuses on. Kui ME% on iile 100%, siis
on tegu ionisatsiooni vdimendamisega. MS-is voib esineda nii ionisatsiooniefektiivsuse

mahasurumist kui voimendamist [31].
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Teine vdimalus maatriksiefektide hindamiseks on kolonnijargne infuseerimine. Selleks
infuseeritakse MS-i siistlapumbast analiiiidi standardlahust ning see iihineb vereplasmaga, mis
on kolonni juba ldbinud. Analiitidi standardlahus ja LC-st tulev eluent koos vereplasmaga

tthinevad enne ESI allikasse minemist (joonis 5).

o~ "
MSi sustlapump:
anallidi standardlahus

. -
ESI-MS

LC kolonn: vereplasma

g S P

b 4

W

Joonis 5. Analiitidi kolonnijargne infuseerimine maatriksiefektide uurimiseks.

Nii endogeensed (fosfolipiidid) kui eksogeensed ained voivad analiilidiga koos elueeruda ja
mdjutada MS-i signaali. Uheks suurimaks maatriksiefektide tekitajaks vereproovide analiiiisi
juures loetaksegi fosfolipiide [4,7,34]. Nad mdjutavad ESI ionisatsiooniallikat kasutades

ionisatsiooniefektiivsust suurel maéral kuna on ioonsete omadustega [5].

Kuna fosfolipiide on viga erinevate struktuuridega, on nende segav moju keemilisel analiiiisil
LC-MS-iga suur, sest tihti elueeruvad nad terve kromatogrammi véltel. Fosfolipiidide moju
ionisatsioonile (signaali voimendamise vOi mahasurumise ndol) esineb nende kaasa-
elueerumisel pea terve kromatograafilise jooksu kdigus [5].

Prooviettevalmistuse {iheks eesmairgiks on analiiiit maatriksist eraldada ja vidhendada

maatriksiefekte.

Kuna vereplasma maatriksis on palju segavaid komponente nagu niiteks fosfolipiidid, siis on
ka antud t66s vaja uurida, kuidas ja kui palju mdjutavad need maatrikiefektide tekkimist Kui

soovime analiilisida vereplasmat ilma prooviettevalmistuseta.

2.7 1,1,1,3,3,3-Heksafluoro-2-propanool

1,1,1,3,3,3-Heksafluoro-2-propanool (heksafluoroisopropanool, HFIP) on polaarne solvent
[35]. HFIP on vérvusetu ithend, mis seguneb hésti veega ja paljude orgaaniliste solventidega,
aga ei segune korgemate alkaanidega. HFIP on lenduv ja suure tihedusega iihend, sellel on
madal viskoossus ja madal pindpinevus. UV spektrialas on HFIP ldbipaisetev ja sellel on

védike murdumisniitaja [36].
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HFIP molekuli erilised omadused tulenevad tema struktuurist (joonis 6). Tal on korge
oktanool-vesi jaotuskoefitsient (log P=1,66) [37] ja tal on omadus moodustada tugevaid
vesiniksidemeid. Kaks HFIP-i molekuli moodustavad vesinikidemed iihe fosfolipiidi ,,peaga“
[38].

OH

PN

FsC~ CF3

Joonis 6. HFIP-i keemiline struktuur.

HFIP-i ja tema potentsiaali eluendi lisandina on uuritud meie t66grupis varasemalt ning
katsed on ndidanud, et ta muudab fosfolipiidide elueerumist kolonnist ning tekitab puhtama
baasijoone LC-UV-s. 5 mM HFIP-i kasutamine andis korgemad signaali intensiivsused
erinevatesse aineklassidesse kuuluvate antibiootikumide LC-ESI-MS analiiiisil ja parema
kromatograafilise lahutuse kui traditsioonilised puhverlahused ning see sobib kasutamiseks nii

happeliste kui aluseliste ihendite madramisel [39,40].

3. METOODIKA, KEMIKAALID, APARATUUR

3.1 Kemikaalid
Penitsilliin G, piperatsilliini ja ampitsilliini standardained périnevad firmast Sigma-Aldrich

(USA). Kédesolevas t66s kasutatud kemikaalid ja nende omadused on toodud lisas 1.

3.2 ,Prooviettevalmistus“
Vereplasma sdilitati temperatuuril -20 °C. Enne analiiiisi voeti vajalik kogus vereplasmat ning
sulatati see toatemperatuurile (+22 +/- 3 °C). Vereplasma proovid filtreeriti 14bi kahe erineva

poorisuurusega filtri, et véltida tahkete osakeste sattumist siistimissiisteemi:

1. Econofilter, regenereeritud tselluloos 25/45
2. Millex -GV 0,22 um

Sellega on proovid analiiiisimiseks LC-MS-ga valmis. Kolonni siistiti 10 pl proovi.
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3.3 Penitsilliinide emalahuste valmistamine
Penitsilliin G emalahuse valmistamiseks kaaluti 11,1 mg (0,0111 g) penitsillin G

kaaliumsoola (Penicillin G potassium salt) pulbrit, mis lahustati Milli-Q vees (9,9934 g)
ruumalani 10 ml. Saadi emalahus kontsentratsiooniga 0,987 mg/g. Ampitsilliini emalahuse
valmistamiseks kaaluti 11,3 mg (0,0113 g) ampitsilliin trihiidraat (Ampicillin trihydrate)
pulbrit, mis viidi Milli-Q vee (9,9676 g) abil ruumalani 10 ml. Saadi emalahus
kontsentratsiooniga 0,976 mg/g. Piperatsilliini emalahuse valmistamiseks kaaluti 10,7 mg
(0,0107 g) piperatsilliini naatriumsoola (Piperacillin sodium salt) pulbrit, mis viidi Milli-Q
vees (9,9288 g) ruumalni 10 ml. Saadi emalahus kontsentratsioonga 0,982 mg/g. Koik
emalahused pipeteeriti 0,7 ml kaupa 2 ml Eppendorfi viaalidesse ning need séilitati -80 °C

juures.

3.4 Eluendid ja nende pH-d

T606s kasutati nelja erinevat puhverlahust.
Puhverlahused:

1) HFIP puhverlahus pH 8,5. Valmistati 1 liiter 5 mM HFIP lahust pH véartusega 8,5.
Selleks kaaluti 0,8400 g HFIP-i. See viidi ruumalani 1 liiter, kasutades iilipuhast Milli-
Q vett. Ammoniaagi lisamisel ja pH-meetri abil viidi puhverlahuse pH véartusele 8,5.
Seejirel filtreeriti puhverlahus 1dbi 0,22 um poorisuurusega membraanfiltri.

2) CH3COONH, puhverlahus. Valmistati 1 liiter 5 mM CH3COONH, lahust pH
vaartusega 8,5. Selleks kaaluti 0,385 g ammooniumatsetaati. See viidi ruumalani 1
liiter, kasutades iilipuhast Milli-Q vett. Ammoniaagi lisamisel ja pH-meetri abil viidi
puhverlahuse pH védirtusele 8,5. Seejdrel filtreeriti puhverlahus ldbi 0,22 um
poorisuurusega membraanfiltri.

3) HFIP puhverlahus pH 2,6. Valmistati 1 liiter 5 mM HFIP lahust pH véartusega 2,6.
Selleks kaaluti 0,8400 g HFIP-i. See viidi ruumalani 1 liiter, kasutades iilipuhast Milli-
Q vett. HCOOH lisamisel ja pH-meetri abil viidi puhverlahuse pH véiartusele 2,6.
Seejdrel filtreeriti puhverlahus 1dbi 0,22 um poorisuurusega membraanfiltri.

4) HCOOH vesilahus. Valmistati 1 liiter 0,1%-list HCOOH lahust. Selleks lisati 1
liitrilisse kolbi 1 ml 100%-list HCOOH lahust ja viidi ruumalani 1 liiter, kasutade
iilipuhast Milli-Q vett. Lahust segati hoolikalt ja filtreeriti 1dbi 0,22 um poorisuurusega

membraanfiltri.

18



Kéesoleva to6 iiheks eesmérgiks on vilja tootada LC-MS metoodika, et madrata penitsilliine
inimese vereplasmas ilma eelneva prooviettevalmistuseta. Eelkolonnidega katsetel tehti
gradientelueerimist voolukiirusel 0,55 ml/min. Kromatograafilise jooksu pikkus oli 7 minutit,
kolonni stabiliseeriti 0,5 minutit. MeOH osakaalu tdsteti 0-5 minuti jooksul 20%-1t 100%-le,
5-6. minutil hoiti MeOH 100%-I ning 6-7. minutil viidi MeOH osakaal tagasi 20%-le.
Penitsilliinide maaramiseks kasutati antud t66s gradientelueerimist voolukiirusel 0,8 ml/min.
Mobiilfaasina olid kasutusel 5 mM HFIP puhverlahus pH-ga 8,5 ja MeOH. Siisti pikkus oli 20
minutit ning seejérel stabiliseeriti kolonni 1,5 minutit. Optimeerimiste kaigus leiti ka sobiv

gradientprogramm, mis on esitatud Tabelis 1.

Tabel 1. Penitsilliinide maddramiseks kasutatud gradientprogramm.

Aeg (min) Veefaas % MeOH %
0 80 20
1 80 20
3 70 30
10 70 30
14 30 70
16 0 100
18 80 20
20 80 20

3.5 HPLC-ESI-MS instrument

e HPLC: Agilent, 1290 Infinity

DAD detektor, G4212A, 190-600 nm
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e MS: Varian (Agilent), J320-MS Triple Quadrupole koos ESI allikaga

e Kasutatud teadmata ajalooga eelkolonnid: Hypersil BDS-C18 Guard Column 2.1 x 20
mm, 3,5- Micron (2 tk)

e Eelkolonnid erinevate eluentide katsetusteks: Agilent, ZORBAX Eclipse Plus — C18,
Analytical Guard Column 4,6 x 12,5 mm, 5-Micron.

e Analiuutiline kolonn: Gemini C18, 150 x 4,6 mm, 5-Micron

e Eelkolonnid analiiiitilisele kolonnile: Security Guard Cartridges, Gemini C18, 4 x 3,0

mm

Massispektromeetris kasutati nii positiivset kui negatiivset reziimi. Penitsilliini madramiseks
kasutati negatiivses reziimis {ileminekuid m/z 333 [M-H] — m/z 74, 193
(kvantifitseerimiseks) ja 289; ampitsilliini méddramiseks kasutati negatiivses reziimis
tileminekuid m/z 348 [M-H]" — m/z 206,7, 208 (kvantifitseerimiseks) ja 304; piperatsilliini
midramiseks kasutati positiivses reziimis {ileminekuid m/z 540 [M+Na]® — m/z 165, 182
(kvantifitseerimiseks) ja 397. ESI allikas oli kuivatusgaasi rohk 25 psi-d ja pihustusgaasi rohk
55 psi-d. Detektori pinge oli 1750 V. Kolonni termostaat oli +30 °C ning autosampleri

termostaat +4 °C.

4. TULEMUSED, ARUTELU

T66 metoodika viljatodtamine koosnes kolmest osast:

1. Katsed eelkolonnidega prooviettevalmistusest loobumiseks
2. Penitsilliinide mddramismetoodika viljatdotamine ilma prooviettevalmistuseta

3. Penitsilliinide middramismetoodika valideerimine

4.1 Prooviettevalmistusest loobumine

Vereplasma sisaldab suures osas valke, mis kokkupuutel orgaaniliste solventidega sadenevad.
Antud t66 eesmirk on uurida, kas ilma prooviettevalmistuseta vereplasmat on voimalik ainult
filtreerimisjargselt analiilisida ning seda olukorras, kus poordfaaskromatograafias kasutatakse

orgaanilisi solvente. Filtreerimine aitab vabaneda vereplasmas esinevatest suurematest
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koaguleerunud tiikkidest, mis vdivad siistimissiisteemi ummistada ning seetdttu takistada

proovi joudmist kromatograafilisse kolonni.

4.1.1 Eelkatsed kasutatud eelkolonnidega

Kuna polnud teada, mil mééral vdivad kolonnid vereplasma siistimiste tdttu ummistuda,
katsetati esialgselt Hypersil eelkolonnidega ning tehti vdrdluskatseid —erinevate
puhverlahustega ning erinevatel pH-del (peatiikk 3.4). Uhe siisti ruumala oli 4 pl. Kolonni
termostaat oli seatud +30 °C juurde ning autosampleri termostaat +4 °C juures. Voolukiirus oli
0,55 ml/min.

Kdigepealt kasutati laboris olemasolevat kahte vana eelkolonni, mille seisukord ning ajalugu
oli teadmata. Igat kasutatud eluendi lisandit on vaadeldud eraldi ning hinnatud kuivord tdusis

stisteemi rohk vereplasma otsestistimisel.
1) HFIP pH=8,5

Esialgne rohk kolonnis oli 75,0 bar. RGhk 294 siisti jarel oli 112 bar-i, tdustes kokku 37 bar-i.

Kokku siistiti kolonni 1,176 ml vereplasmat.
2) CH3;COONH,4 pH=8,5

Kolonni rohk algselt oli 83,0 bar. Kolonni rohk 297 siisti jarel oli 192,0 bar-i. Kokku siistiti

kolonni 1,188 ml vereplasmat.
3) HFIP pH=2,6

Kolonni rohk katse alguses oli 144,0 bar. Maksimaalne rohk kolonnis oli 25. siisti eel (214
bar), kuid langes siis jarsult. RGhu langus ja iihenduste lekkimine kinnitasid, et kolonn

ummistus (0,1 ml vereplasma jarel) ning edasi mdota ei olnud voimalik.
4) 0,1% HCOOH

Kasutusele voeti uus eelnevalt kasutatud kolonn. Kolonni rdhk algselt oli 92,0 bar. Kolonni
rohk 300 siisti jarel oli 136 bar-i. Maksimaalne rdhk kolonnis oli 85. siisti eel, olles 207 bar-i.

Kokku siistiti kolonni 1,2 ml vereplasmat.
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Antud katsetest on nédha, et kdrge pH-ga HFIP-i kasutades tousis kolonni rdhk iisna védhe.
Selle toestuseks on vaja kasutada kdigi puhverlahuste jaoks sarnase ajalooga kolonne. Kuna
Hypersil eelkolonnid, mida esialgselt katsetati, olid eelnevalt kasutatud, siis paremaks

vordluseks telliti 4 uut Zorbax eelkolonni, millega teostati samasugused vordlusmodtmised.

4.1.2 Pohikatsed eelkolonnidega
Kasutati nelja samasugust Zorbax eelkolonni, iga puhverlahuse jaoks vdeti uus kolonn. Uhe

stisti ruumala oli 4 pl. Kolonni termostaat oli +30 °C ning autosampleri termostaat +4 °C.

Tulemused on toodud Tabelis 2.

Uute eelkolonnide katsetuste tulemused on esitatud loeteluna lahtudes kasutatud eluendi

lisanditest alljdrgnevalt:
1) HFIP pH=8,5

Esialgne rohk kolonnis oli 50,4 bar. Pdrast esimest siisti tusis rohk kolonnis 53,9 bar-le.
Rohk 300 siisti jarel oli 76 bar-i, toustes kokku ainult 25 bar-i. Kokku siistiti kolonni 1,2 ml

vereplasmat.
2) CH3COONH4 pH=8,5

Kolonni rohk algselt oli 51,2 bar. Esimese vereplasma siisti jargselt tousis see 55,9 bar-ni.

Kolonni rohk 300 siisti jarel oli 149,5 bar-i. Kokku siistiti kolonni 1,2 ml vereplasmat.
3) HFIP pH=2,6

Kolonni rohk katse alguses oli 49,3 bar. Esimese vereplasma siisti jarel oli kolonni rohk 54

bar. Kolonni rdhk 300 siisti 10pus oli 106,3 bar. Kokku siistiti kolonni 1,2 ml vereplasmat.
4) 0,1% HCOOH

Kolonni rohk algselt oli 50,1 bar. Esimese vereplasma siisti jargselt oli kolonni rdhk 53,7 bar.
Maksimaalne rohk kolonnis oli 190. siisti eel (159 bar), kuid siis kolonn ummistus (0,76 ml

vereplasma jérel) ning edasi moota ei olnud vdimalik.

Katsetest jareldub, et kdige véiksem rohu tous saavutati, kui kasutati puhvrina HFIP-i pH=8,5
juures (joonis 7). Samuti ei ummistunud kolonn HFIP-i kasutades. Sellest jareldub, et HFIP

puhvrit kasutades saab eelkolonni vereplasmat otse siistida.
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On ka nidha, et tavaparased eluendi lisandid ei sobi kuna rohk touseb palju voi kolonn

ummistub tdielikult (joonis 7).
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Kolonni rohk (bar)

Joonis 7.

Eluentide vordluskatsed eelkolonnidega vereplasma
1 otsesiistimisel

1 ——HFIP pH=2,6

J - = AmmAC
14 HCOOC

——HFIP pH=85

0 50 100 150 200 250 300 350
Siistide arv

Eelkolonnide rohu muutused erinevate eluentide korral otse vereplasmat siistides.

Tabel 2. Erinevate puhverlahustega saavutatud vereplasma siistide arv.

Puhver pH Voolukiirus (ml/min) ROhk (bar) Stistide arv
5 mM HFIP 8,5 0,55 45 -76 300
5mM 8,5 0,55 47 — 150 300
CH3COONH4
5 mM HFIP 2,6 0,55 47 — 106 300
0,1% HCOOH 2,6 0,55 47 - 400 189 (ummistus)

4.2 Ainete lahutus

Kolme maéératava aine lahutuse optimeerimiseks kasutati puhtaid standardlahuseid, milles iga

analiitidi sisaldus oli umbes 100 pg/g. Ampitsilliini, penitsilliini ja piperatsilliini lahutust on

raske saavutada, kuna nende molekulid on sarnase keemilise struktuuriga ning sellest
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tulenevalt on neil ka sarnased omadused (karbolsiiilrihma(-COOH) pKa~ 2,5-2,74,
aminorihma pKa~7,3 (-NH2)). Nende retentsiooniajad on ldhedased, kuid orgaanilise

solvendi osakaalu varieerimisel peaksid nad siiski lahutuma.

Ainete parima lahutuse saamiseks katsetati erinevaid gradiendiprogramme. Mida vihem on
eluendis orgaanilist solventi, seda rohkem aega kulub, et ained kolonnist valjuksid.
Kromatograafilise jooksu 3-10 minutil hoiti MeOH osakaalu konstantsena (isokraatiline
elueerimine), et saavutada parem lahutus. MeOH osakaalu isokraatilise elueerimise osas
varieeriti erinevates gradiendiprogrammides 30%-50%, et teada saada, millise MeOH

protsendi juures ained kdige paremini lahutuvad ning vorreldi neid (tabel 3).

Tabel 3. Retentsiooniaegade vordlus erinevaid gradientprogramme kasutades.

MeOH% gradiendi 3-10. minutil

Retentsiooniajad (min) 30% 32% 34% 36% 38% 40% 50%
Ampitsiliin 6,6 6,1 5,8 5,5 5,3 5,2 4,7
Piperatsilliin 14 13,6 12,9* 10,2* 8,5* 7,4 5,3
Penitsilliin 13,1 11,0* 9,6* 8,5* 7,6 7 5,4

Tabelis 3 on *-ga margistatud piigid, mis olid vdga laiad (piigi laius poolel kdrgusel > 3

minutit).

MeOH 40% ja 50% juures olid piigid kiill kitsamad, aga dra oli kadunud ainete lahutus. Kdige
parema lahutuse ning piisavalt kitsad piigid andis gradiendiprogramm, kus MeOH osakaalu
hoiti jooksu keskel isokraatilisena 30% juures. Kasutati alampeatiikis 3.4 tabelis 1 toodud

gradientprogrammi.

Ampitsilliini retentsiooniaeg on 6,6 min (lisa 2). Penitsilliini retentsiooniaeg on 12,9 min (lisa

3). Piperatsilliini retentsiooniaeg on 14,0 min (lisa 4).

4.3 Fosfolipiidede monitoorimine

Fosfolipiidid segavad analiiiisi jdddes kolonni kinni ning elueerudes sealt pika aja jooksul,
pohjustades sellega maatriksiefekte. To6s uuriti, kuidas fosfolipiidid mdjutavad antud
analiititide médramist ning elueeruvad HFIP-1 kasutamisel. Selleks, et fosfolipiidid analiiiisi
voimalikult vdhe segaks, peaksid nad kolonnist védljuma kas enne voi pdrast madratavaid
analiitite.
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Uuriti 15 erineva vereplasmas esineva fosfolipiidi elueerumist kolonnist. Fosfolipiidid ning
vastavad iileminekud leiti erinevatest artiklitest ning on toodud vilja lisas 5. Varasemalt

[3,4,5,34,41] on nimetatud fosfolipiidid andnud signaali kogu kromatograafilise jooksu viltel.

Enamusel fosfolipiididel on tugev signaal enne 5. minutit ning samuti parast 15. minutit.

Fosfolipiidid tileminekutel m/z 496, 520, 522 ja 524 — 184 andsid tugevat signaali (6-23
MCounts) alates 16. minutist. LC-jooksu alguses vastavad iileminekud signaali ei andnud
(lisad 7-10). Fosfolipiidid iileminekutel m/z 704, 758, 760, 786 ja 810 — 184 andsid tugevat
signaali retentsiooniaja vahemikus 1-5 min (6-10 MCounts) ning ka alates 16,5-ndast minutist
(ileminek m/z 760 — 184 alates 15. minutist) (4-11 McCounts) (lisad 11-15). Fosfolipiidid
iileminekutel m/z 746,75, 790,5 ja 806 — 184 andsid signaali nii LC-jooksu alguses (kuni 5.
minutini) kui ka 16pus (alates 15. minutist), kuid signaal oli tisna ndrk (1,5-5 MCounts) (lisad
16-18). Uleminekutel m/z 794,7 ja 904 — 184 olid signaali intensiivsused viga madalad (lisad
19-20).

Monitooritud fosfolipiidid ei andnud signaali retentsiooniaja vahemikus 5-15 minutit ning
kuna t60s uuritud penitsilliinide retentsiooniajad jddavad fosfolipiididest vabasse alasse, siis

selles vahemikus on fosfolipiidide voimalik moju analiiiitide signaalile vdike.

Fosfolipiidide-vaba ala tekkimise pohjus vdib olla selles, et kaks HFIP-i molekuli
moodustavad vesiniksidemed tiihe fosfolipiidi ,,peaga“ [38]. On teada, et HFIP Kinnitub
tugevalt kolonni C18 ahelate kiilge [39,40]. Seega vdivad nii fosfolipiidide kui ka C18 ahelate
kiilge Kinnitunud HFIP-i molekulid avaldada moju sellele, et fosfolipiidid ei elueeru terve
kromatogrammi viltel, vaid omavad erinevat elueerumismustrit vorreldes seni kasutatud
vedelikkromatograafia eluentidega. HFIP-iga seotud fosfolipiidide interaktsioon HFIP-i
sisaldava ning seetottu suhteliselt suurema polaarsusega n.6. fluoreeritud statsionaarse faasiga
on ndrgem, mis tingib osade fosfolipiidide elueerumise kromatograafilise jooksu algul.
Suurema orgaanika sisaldusega mobiilfaasis (jooksu I6pul) véljub kolonnist ka see osa

fosfolipiididest, mis kinnitub statsionaarse faasi kiilge olenemata HFIP-i mdjust, tugevamini.

Analiilite on kdige parem moodta retentsiooniaja vahemikus, kus fosfolipiidide signaali ei ole

(5-15 min), sest eeldatavasti on selles vahemikus viiksemad maatriksiefektid.
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4.4 Jadkidesse suunamise Klapi ja joajagaja kasutamine

Kuna vereplasma proovid on iisna maatriksirohked ning saastavad MS siisteemi, kasutati
proovi juhtimist teise (jadkidesse viivasse) kanalisse jadkidesse suunamise klapi ehk divert
valve-i abil .Fosfolipiidide monitooringust on ndha, et suurem osa fosfolipiide elueerub
esimese 5 minuti (ja viimase 5 minuti) jooksul ning annab signaali just selle aja sees (lisad 6-
20) ja see on liks pohjustest, miks esimese 5 minuti jooksul suunati LC-st tulev proov
jadkidesse, mitte ESI allikasse (lisa 21). Huvipakkuvate ainete (penitsilliinide)
retentsiooniajad olid samuti suuremad kui 5 minutit ning sellise tegevusega hoiti MS siisteemi
puhtamana (lisad 2,3,4).

Et parandada ESI allikas ainete ionisatsiooni ning vdhendada maatriksist tingitud
komponentide segavat moju, suunati LC-st tulev vool kaheks. Nii ei olnud ESI allikasse
joudev voolukiirus enam 0,8 ml/min. Eluendi voolu jagaja ehk splitter juhib MS siisteemi
ainult osa LC-st tulevast proovist. MS-i joudva voolukiiruse optimeerimiseks katsetati
erinevatel voolukiirustel analiiidi signaali. Leiti, et ESI allikasse joudev optimaalne

voolukiirus voiks olla alla 0,3 ml/min.

Voolukiirust optimeeriti kapillaartoru pikkuse muutmisega ning voolu hulga (ml)

modtmisega.

Selleks, et teada saada voolu hulka, mis juhitakse ESI allikast mo6da, mdddeti dra joajagaja
abil jadkidesse joudev voolu hulk ja aeg, mille jooksul voolu koguti. ESI allikasse joudva
voolukiiruse teadasaamiseks lahutati LC poolt tekitavast voolukiirusest (0,8 ml/min) joajagaja

abil jadkidesse juhitav vooluhulk (lisa 21).

Optimeeritud tingimustel oli ESI allikasse viiva kapillaari pikkus 88,5 cm ja ESI allikast
modda juhitud proovi kapillaari pikkus 16 cm (kdigi kapillaaride siseldabimdot on 0,13 mm).

Voolukiirus, mis joudis ESI allikasse oli 0,15 ml/min.

4.5 Valideerimine
Metoodika on osaliselt valideeritud Euroopa Ravimiameti valideerimisjuhise jargi (European

Medicines Agency — Guideline on bioanalytical method validation) [43].

Valideerimise kdigus uuriti Selektiivsust, fosfolipiidide ning maatriksiefektide mdju
analiilitide signaalile, analiiiitide liihiajalist stabiilsust, pikaajalist stabiilsust, lineaarset ala,

moodte-ja kordustépsust ning midramispiiri.
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4.5.1 Selektiivsus

Analiiiitiline meetod peab olema vdimeline médrama analiitidi sisaldust teiste proovi
komponentide juuresolekul. Selektiivsuse hindamiseks testiti kuuest erinevast allikast
parinevat tiihja vereplasma proovi. Tiihjad plasmaproovid filtreeriti ning seejéirel analiiiisiti
neid HPLC-ESI-MS aparatuuriga. Tulemustest selgus, et tithiproovid ei anna signaali

vastavate analiititide m/z tileminekutel.

4.5.2 Maatriksiefektide moju

Maatrikiefekte ja nende mdju hinnati kahel erineval viisil.

1. Analiiidi vereplasmasse lisamise meetod
2. Kolonnijargse infuseerimise meetod

4.5.2.1 Analiiiidi vereplasmasse lisamise meetod

Voéimalike maatriksiefekte (ME%) uurimiseks vorreldi omavahel analiilitide MS signaale
rikastatud vereplasma proovides ning standardlahustes (5mM CH3;COONH, puhverlahus
pH=5,6-5,7) (alapeatiikk 2.6.2). Erinevalt ekstraktsioonijargsest analiitidi lisamisest on antud
juhul lisatud analiitidid otse vereplasmasse, kuna vereplasma otsesiistimise puhul puudub

prooviettevalmistus.

Maatriksiefektide uurimiseks tehti lahused seitsmel erineval kontsentratsioonil.

Kontsentratsioonid jdid vahemikku 100-0,1 ug/g. Tulemused on toodud tabelis 4.

Maatriksiefektide  véiartused piperatsilliini  ja  penitsilliini  puhul jdid  koikide
kontsentratsioonidel 100% ldhedale. Piperatsilliini kontsentratsioonidel 100 ug/g, 25 pg/g ja
0,5 ug/g on toimunud signaali suurenemine 9-44% ulatuses. Kontsentratsioonidel 50 pg/g, 5
ug/g, 1 pg/g ja 0,1 ug/g on signaal maha surutud 8-27% ulatuses. Penitsilliinil on
kontsentratsioonidel 5 pg/g, 1 pg/g, 0,5 ug/g ja 0,1 pg/g toimunud signaali suurenemine 3-
32% ulatuses. Kontsentratsioonidel 100 ug/g, 50 ug/g, 25 ug/g ja on signaali mahasurumine
8-11% ulatuses. Ampitsilliinil on koikidel kontsentratsioonidel toimunud signaali
mahasurumine 10-61% ulatuses vdrreldes standardlahuse signaaliga. Maatriksiefektid

mdjutavad kdige enam ampitsilliini signaali.
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Tabel 4. Maatriksiefektide vairtused analiiidi lisamise meetodil.

ME%

Ainete

kontsentratsioonid

vereplasmas 100 ug/g 50pg/g 25pg/g 5ug/g 1ug/g 0,5ug/g 0,1ug/g
Penitsilliin

m/z 333 — 193 89% 92% 89% 110% 132% 103% 124%

Piperatsilliin
m/z 540 — 182 109% 91% 113% 92% 91% 144% 73%

Ampitsilliin
m/z 348 — 208 90% 68% 66% 68% 55% 88% 39%

4.5.2.2 Kolonnijdrgne infuseerimine

Maatriksiefektide mdju hindamiseks vaadeldi lisaks analiitidi vereplasmasse lisamise
meetodile ka ainete signaali muutust LC-jooksu kaigus. Selleks infuseeriti siistlapumba abil
analiitidi standardlahust (10 pg/g, iga aine eraldi) ja samal ajal siistiti LC-st tiihja, ilma

ravimiteta, vereplasmat (alapeatiikk 2.6.2, joonis 5).

Ampitsilliini infuseerimiskatse niitas, et signaal on tugevalt maha surutud (tdhistatud

noolega) esimese 5 minuti jooksul (lisa 22).

Penitsilliini infuseerimiskatse nditas, et signaal on tugevalt maha surutud (tdhistatud noolega)

samuti esimese 5 minuti jooksul (lisa 23).

Piperatsilliini infuseerimiskatse nditas, et signaal on tugevalt maha surutud (tdhistatud

noolega), nagu ka eelnevate analiiiitide puhul, esimese 5 minuti jooksul (lisa 24).

Infuseerimise katsed nditasid, et kdikidel ainetel on signaali mahasurumine jooksu alguses
tthesugune (lisad 22,23,24). Eriti tugevalt surutakse signaali maha esimese 5 minuti jooksul.
Fosfolipiidide monitooringust (peatiikk 4.3) selgus samuti, et enamus fosfolipiide elueerub
kolonnist kas enne 5. minutit vdi parast 15. minutit (lisad 6-20). Kuna kolmest uuritavast
ainest elueerub kdige varem ampitsilliin, siis tema signaal on ka fosfolipiidide poolt kdige
enam mojutatud. Penitsilliini ja piperatsilliini signaali fosfolipiidid védga suurel médral ei

mojuta.
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4.5.3 Stabiilsus

Stabiilsuse uurimiseks teostati lithiajalise stabiilsuse katsed toatemperatuuril (22 +/- 3 °C)
ning +4 °C juures. Selleks vorreldi analiilidi signaali enne ja parast hoiustamist vastavalt siis
toatemperatuuril v3i +4 °C juures.

ST% = -22Arast . 100%,

alguses

kus ST% on piigi pindalast sdilinud protsent teatud aja méddudes, Apsyqs: On analiitidi signaal
teatud aja moddudes kindlaks maératud tingimustel ja Agpgyses ON analiitidi signaal esimese

stisti ajal (vOi enne hoiustamistingimuste rakendamist).

Samuti teostati pikaajalise (5 kuu jooksul) stabiilsuse katsed (proove hoiti -80 °C juures).

4.5.3.1 Liihiajaline stabiilsus

Analiititide lithiajalise stabiilsuse uurimiseks rikastati vereplasma proove ning seejirel
proovid filtreeriti. Proove vaadeldi kolmel erineval kontsentratsioonil. Proovid seisid LC
automaatses siistimissiisteemis ehk autosampleris ning neid siistiti jarjest kromatograafilisse
sisteemi. Kogu tsiikli pikkus oli kokku 15 tundi. Liihiajalist stabiilsust automaatses
stistimissiisteemis korrati nii toatemperatuuril kui ka +4 °C juures. Tabelist 5 on niha, et
analiiiitide signaali tugevus toatemperatuuril hoides vdheneb ajas. Penitsilliini ja ampitsilliini
puhul on esialgset piigi pindalast 15 tunni moddudes sidilinud vastavalt 59% ja 58%.

Piperatsilliini signaal on 15 tunni mé6dudes 18% vdhenenud.

Tabel 5. Proovide liihiajaline stabiilsus toatemperatuuril. Piigi pindalast sdilinud ST%.

ST%

Analiiiit c(ug/g) 3h 12h 15h
Penitsilliin 100 100% 75% 72%
10 89% 79% 51%
1 98% 78% 55%
Keskmine ST% 96% 77% 59%
Ampitsilliin 100 93% 82% 69%
10 86% 87% 55%
1 89% 80% 49%
Keskmine ST% 89% 83% 58%
Piperatsilliin 100 117% 108% 89%
10 116% 99% 82%
1 113% 76% 74%
Keskmine ST% 115% 94% 82%
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Kuna analiiiidid on vereplasmas toatemperatuuril ebastabiilsed, korrati katset tingimustel, kus

automaatses silistimissiisteemis hoiustatud proovide temperatuur oli +4 °C.

Tabelist 6 on niha, et analiiiitide signaal +4 °C juures vdheneb samuti ajas, kuid analiiiidid
on stabiilsemad kui toatemperatuuril hoides. Penitsilliini puhul on esialgset piigi pindalast 15
tunni méodudes sdilinud 67%. Ampitsilliin ja piperatsilliini on 15 tunni méddudes sdilinud
vastavalt 91% ja 94% (kaldkirjas toodud ampitsilliini signaal 118% ei ole keskmise

arvutamisel arvesse voetud).

Tabel 6. Proovide lithiajaline stabiilsus temperatuuril +4 °C. Piigi pindalast sdilinud ST%.

ST%

Analit c(ug/g) 3h 12h 15h
Penitsilliin 100 92% 83% 79%
10 119% 95% 64%
1 81% 68% 59%
Keskmine ST% 97% 82% 67%
Ampitsilliin 100 87% 90% 99%
10 114% 96% 83%
1 113% 105% 118%
Keskmine ST% 105% 97% 91%
Piperatsilliin 100 97% 102% 100%
10 95% 85% 76%
1 111% 89% 106%
Keskmine ST% 101% 92% 94%

Kuna stabiilsust hinnati analiiiitide piikide pindalade jérgi, siis vdivad piikide suurust
mojutada maatriksiefektid. Tabelis 5 on piperatsilliini piikide pindalad 3 tunni méddumisel
suurenenud. Ka maatriksiefektide tabelist (alapeatiikk 4.5.2.1 tabel 4) on nidha, et
piperatsilliinil esines mdnedel kontsentartsioonidel ionistatsiooni voimendumist, mis voib

tingida antud juhul néilise kontsentratsiooni ,,kasvu‘ proovis.

Tehtud katsetest jareldub, et proove tuleks analiiiisida voimalikult kiirelt ja mitte sdilitada neid
toatemperatuuril vaid teha seda +4 °C juures.

4.5.3.2 Pikaajaline stabiilsus
Pikaajalise stabiilsuse hindamiseks sdilitati tihel korgel ning tihel madalal kontsentratsioonil
analiititidega rikastatud plasmaproove 5 kuud -80 °C juures. Mdlemal kontsentratsioonil oli 3

erinevat proovi. Vordluseks vdeti vérskelt analiilitidega rikastatud proovid. Tabelis 7 on

toodud tulemused analiiiitide pikaajalise stabiilsuse kohta. Kaldkirjas olevat penitsilliini

30



vaartust korgel kontsentratsioonil ei ole keskmise arvutamisel arvesse voetud. 5 kuu
moodudes oli korgel kontsentratsioonil sdilinud keskmiselt 90-95% koikidest analiiiitidest

ning madalal kontsentratsioonil 91-101% kdikidest analiiitidest.

Tabel 7. Proovide pikaajaline stabiilsus -80 °C juures. Piigi pindalast sdilinud ST%.

ST%
Piperatsillin - Ampitsilliin  Penitsilliin
. . 82% 88% 96%
K&rge kontsentratsioon 50
ug/s 89% 89% 124%
102% 94% 94%
Keskmiselt sailinud 91% 90% 95%
ST%
Piperatsillin  Ampitsilliin  Penitsilliin
. 109% 96% 93%
Madal kontsentratsioon 5 o o o
ug/s 102% 87% 89%
92% 90% 95%
Keskmiselt sailinud 101% 91% 93%

4.5.4 Lineaarne ala
Metoodika lineaarne ala on kalibreerimisgraafiku ala, milles analiiiitilise signaali soltuvus
analiiidi  kontsentratsioonist on lineaarne.  Lineaarsuse hindamiseks  valmistati

kalibreerimisproovid vereplasmas kontsentratsioonivahemikuga 0,01-100 ug/g.

Kuna korrelatsioonikoefitsiendi ruudu (R?)  véirtused olid analiiiitidel madalad ning
korgemate kontsentratsioonide alas oli moodustunud eraldi lineaarne ala, siis otsustati iga aine
lineaarse ala jaoks koostada 2 eraldi kalibreerimisgraafikut. Kalibreerimisgraafikud koostati
korgete kontsentartsioonide jaoks vahemikus 5-100 pg/g ja madalalate kontsentratsioonide
jaoks vahemikus 0,01-5 ug/g. Lisas 25 on toodud analiiiitide kalibreerimisgraafikud ning R?
vidrtused iihe lineaarse ala korral. Penitsilliini R® viirtus esialgu oli 0,9882. Tehes kaks
kalibreerimisgraafikut, paranes R® vidrtus ja jii vahemikku 0,9897 kuni 0,9998.
Piperatsilliini R? vairtus esialgu oli 0,9735. Tehes kaks kalibreerimisgraafikut paranes R
vidrtus jéddes vahemikku 0,9804 kuni 0,9991. Ampitsilliini R? viirtus esialgu oli 0,9991.
Tehes kaks kalibreerimisgraafikut oli kdrgemal kontsentratsioonil R® vairtus veidi viiksem -

0,9987, kuid madalal kontsentratsioonil seevastu natuke suurem 0,9995.

R? parandamiseks vdiks kasutada ka monda teist regressiooni tiiiipi (nt ruut- vdi kuupvérrand

kasutamine), mida on lubatud kasutada ka valideerimisjuhendis.
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Ampitsilliini lineaarse ala kontsentratsioonide vahemik jdi alasse 5,39 — 113,11 ug/g
vereplasmas. Penitsilliini puhul 0,3 — 109,48 pg/g vereplasmas. Piperatsilliinil 0,3 — 97,9

ug/g vereplasmas.

4.5.5 Moote- ja kordustdpsus (Accuracy, precision)

Metoodika mootetdpsuseks loetakse moddetud véirtuse erinevust teadaolevast (tegelikust)
vaartusest. Kordustdpsus on mooteseeriate tulemuste omavaheline kokkulangevus. Metoodika
modtetdpsuse ning  kordustdpsuse hindamiseks koostati  vereplasma  proovidest
kalibreerimisgraafik. Analiilitide kontsentratsioonivahemik kalibreerimisgraatiku proovides
oli 0,01-100 pg/g. Analiiiisi jaoks kasutati madala, keskmise ja kdrge kontsentratsiooniga
analiilitidega rikastatud proove. Iga kontsentratsiooni jaoks tehti viis erinevat paralleeli, mida

jargnevalt analiitisiti. Et hinnata kordustdpsust, analiiiisiti proove kolmel erineval paeval.

Lisas 26 on toodud moodte- ja kordustdpsuse tulemused kolmel pédeval. Esimesel pdeval
ampitsilliini jaoks tulemusi ei arvestatud. Samuti ei saadud esimesel pédeval arvestatavaid
tulemusi penitsilliini ja piperatsilliini kohta madalatel kontsentratsioonidel. Lisas 26
kaldkirjas toodud kontsentratsioonide korral oli mddtetédpsuse erinevus tegelikust vaértusest
lubatust suurem. Keskmisel kontsentratsioonil muutus penitsilliini mootetdpsus 1-8% piires,
kordustdpsus 2-13% piires. Piperatsilliini mddtetdpsus varieerus 2-7% piires ning
kordustdpsus samuti 2-7% piires. Ampitsilliini mddtetdpsus varieerus 1-3% piires,
kordustédpsus 8-10% piires (lisa 26). Selleks, et teha Ioplike jareldusi analiiiitide mdote- ja

kordustdpsuse kohta, oleks vaja teostada korduskatsed.

Veaallikateks voib olla nditeks proovide ebastabiilsus ja ka maatriksiefekt. Alapeatiikis
4.5.2.1 tabelis 4 on ndha kuidas maatriksiefekti vadrtus kdigub erinevate kalibreerimisgraafiku
kontsentratsioonide 10ikes. Kdige suurem maatriksiefekti vaartuse kdikumine oli ampitsilliini
puhul ja sellest tulenevalt kdiguvad moodte- ja kordustépsuste tulemused selle analiitidi puhul

koige rohkem.
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Selleks, et parandada metoodika mdote ja kordustdpsust ning vOtta arvesse nii ainete
(eba)stabiilsust ja maatriksiefekte, peaks kasutama iga aine jaoks isotoopmaérgistatud

sisestandardit.

4.5.6 Mddramispiir (LLOQ)
Metoodika méddramispiir on madalaim analiiiidi sisaldus proovis, mida metoodika vdimaldab

usaldusvédrselt kvantitatiivselt méadrata. Madramispiiri véértusteks loeti mdote- ja
kordustidpsuse mootmistel saadud kontsentratsiooni, mille puhul saadud tulemus ei erinenud
tegelikust viirtusest rohkem kui 20%. Uhtlasi on médramispiiri viirtus lineaarse ala
madalaimaks kontsentratsiooniks (peatiikk 4.5.4). Penitsilliinide médramispiiri védartused on

toodud tabelis 8.

Tabel 8. Analiiiitide maaramispiirid.

LLOQ (ng/g)
Penitsilliin 0,3
Piperatsilliin 0,3
Ampitsilliin 5,39
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5. KOKKUVOTE

Kéesolevas t60s uuriti voimalusi kuidas saaks LC-MS siisteemiga analiilisida eeltootluseta
inimese vereplasmat. Kasutades mobiilfaasidena MeOH-i ja 5 mM HFIP puhverlahust
(pH=8,5), osutus vdimalikuks LC kolonni siistida eelnevalt vaid filtreeritud vereplasmat.
Kolonn ei ummistunud ning siisteemi rohk tdusis vorreldes teiste, n.0. tavapéraste,
eluentidega véhe. Leiti, et HFIP-i kasutamine mobiilfaasi lisandina aitab valkutel kolonnist

paremini viljuda ning sellest tulenevalt pikendab kolonni eluiga.

T66 rakendusnditena tootati vdlja metoodika monede penitsilliinide méddramiseks inimese

eeltootluseta vereplasmast.

Penttsilliin G, piperatsilliini ja ampitsilliini madramiseks eeltdotluseta vereplasmast kasutati
gradientelueerimist. LC kolonni siistiti korraga 10 pl vereplasmat. T66tati vélja penitsilliinide
lahutus, optimeeriti MS-i detekteerimisparameetreid ja leiti sobivad m/z vairtused ning
iileminekud nende ainete méddramiseks. MS-i puhtana hoidmiseks kasutati jadkidesse

suunamise klappi ja optimaalse MS signaali saamiseks joajagajat.

Metoodika osalisel valideerimisel hinnati metoodika selektiivsust, fosfolipiidide ja
maatriksiefektide moju analiiiidi signaalile, lithiajalist stabiilsust toatemperatuuril ning +4 °C

juures, pikaajalist stabiilsust, lineaarset ala ning metoodika modte- ja kordustipsust.

Maatriksiefektide uurimine niitas, et analiilitide signaali surutakse tugevalt maha esimese 5
minuti sees. Téiendavast fosfolipiidide monitoorimisest selgus, et enamus fosfolipiide
elueerubki just esimese 5 minuti jooksul ning pérast 15. minutit. Kdige parem on analiiiite

modta vahemikus, kus fosfolipiidide signaali ei ole (5-15 min).

Kokku on t66 kaigus analiiiitilisse kolonni siistitud rakendusnéite viljato6tamise ja metoodika

valideerimise kdigus umbes 7-8 ml vereplasmat ning kolonn ei ole veel ummistunud.

To6 edasiarendusena voiks uurida, kas antud metoodika voimaldab eeltdotluseta vereplasmas
modta vaba ravimi (valkudega mitteseotud ravimi osa) kontsentratsiooni vorreldes ravimite
médramist tavapérase valke sadestava prooviettevalmistuse (méédratakse kogu ravimi hulka)

ning ultrafiltratsiooniga (méairatakse vaba ravimi hulka).
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DIRECT BLOOD PLASMA ANALYSIS WITHOUT SAMPLE PREPARATION
USING LIQUID CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Helena Kase

5. SUMMARY
The aim of current thesis was to develop a method for the direct human blood plasma analysis
using liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) method. Aqueous
hexafluoroisopropnol (HFIP) buffer solution (pH=8,5) and methanol (MeOH) were used as
mobile phase components and it allowed to inject blood plasma without prior sample
preparation. Only the plasma filtration through syringe filters was used. Direct blood plasma
analysis did not cause the LC column clogging and the system pressure increase was lower
compared to commonly used eluent additives for LC-MS. Using HFIP as eluent additive helps

to remove proteins from the column and increases column lifetime.

For the direct blood plasma injection application the assay for the determination of some

penicillin antibiotics was developed.

Gradient elution was applied to determine penicillin G, piperacillin and ampicillin from
blood plasma without sample preparation. The LC injection volume was 10 plL
Chromatographic conditions were optimized in order to achieve the separation between the
analytes, suitable detection parameters and m/z values with corresponding transitions for
MS/MS detection were optimized. Divert valve and splitter were used in order to keep MS

system cleaner.

Penicillins assay validation involved selectivity, matrix effects, short term stability of analytes
in matrix stored at room temperature and at +4 °C, long term stability of analytes in matrix

stored at -80 °C, linear range, accuracy and precision evaluation.

Post-column infusion showed that the matrix effects are not occurring during the entire
chromatographic run, but are mostly compressed to the beginning of the run (0-5 min).
Monitoring plasma phospholipids showed that most of the phospholipids eluted in the 0-5 min
region and after 15 min. Suitable region to determine analytes is the range where

phospholipids do not give any MS signal (5-15 min).

Approximately 7-8 ml of blood plasma was injected to the analytical column during the assay

development and validation and there is still no signs from the column clogging.
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The method needs further development to evaluate if this direct blood plasma analysis
approach enables to determine free drug (unbound to plasma proteins) concentration in blood

plasma.
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Lisa 1. Toos kasutatud kemikaalid.

M

Kemikaal Keemiline valem Tootja Lisainfo [g/mol] pKa
Sigma-Aldrich,

Penitsilliin G kaaliumi sool C16H17KN204S USA 99,0%, HPLC puhtusega 372,48
Sigma-Aldrich,

Piperatsilliin naatriumi sool CasH2s NsNaO7;S  USA >95%, HPLC puhtusega 539,54
Sigma-Aldrich,

Ampistilliin trihiidraat C16H10N304S USA 99,7%, HPLC puhtusega 403,45
J. T. Baker,

MeOH CH30OH Holland HPLC puhtusega 32,04
Sigma-Aldrich,

HFIP C3H-FO USA >99,8%, GC puhtusega 168,04 9,3
Sigma-Aldrich,

Sipelghape HCOOH USA >98%, MS puhtusega 46,03 3,75
Sigma-Aldrich,

Ammooniumatsetaat C2H7NO, USA >90,0%, HPLC puhtusega 77,08 9,3
Sigma-Aldrich,

Ammoniumhiidroksiid NH,OH USA 225% NH, vees 35,05

Millipore Advantage A10
Milli-Q vesi H,0 (0,22 um)
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Lisa 2. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Ampitsilliini

retentsiooniaeg vereplasmas (100 pg/g) tileminekul m/z 348—208.
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Lisa 3. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Penitsilliini

retentsiooniaeg vereplasmas (100 wg) iileminekul m/z 333—193.
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Lisa 4. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Piperatsilliini

retentsiooniaeg vereplasmas (100 ug/g) tileminekul m/z 540—182.
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Lisa 5. Vereplasmas monitooritud fosfolipiidid.

Uleminek Nimetus Ma&oddetud m/z vahemik  Viide
m/z 184 — 184 Trimetiiilammoonium-etiiiil fosfaatioon m/z 182-186 — 182-186 [3]
m/z 496 — 184 1-palmitoiitil-2-OH-sn-gliitsero-fosfokoliin m/z 494-498 — 182-186 [4, 5]
[5,

m/z 520 — 184 1-linoleoiiiil-2-OH-sn- gliitsero-fosfokoliin m/z 518-522— 182-186 41]
[5,

m/z 522 — 184 1-otenoiiiil-2-OH-sn- gliitsero-fosfokoliin m/z 520-524 — 182-186 41]
m/z 524 — 184 1-stearoiiiil-2-OH-sn- gliitsero-fosfokoliin m/z 522-526 — 182-186 [4, 5]
m/z 704 — 184 Gliitserofosfokoliin lipiid m/z 702-706 — 182-186 [4]
m/z 758 — 184 1-palmitoiiiil-2-linoleoiiiil-sn- gliitsero-fosfokoliin m/z 756-760 — 182-186 [4, 5]
[5,

m/z 760 — 184 1-palmitoiiiil-2-oleoiiiil-sn- gliitsero-fosfokoliin m/z 758-762 — 182-186 41]
[51

m/z 786 — 184 1-stearoiiiil-2-linoleoiitil-sn-gliitsero-fosfokoliin m/z 784-788 — 182-186 34]

1-stearoiiiil-2-arakidonoiiiil-sn- gliitsero-fosfokoliin

m/z 810 — 184 m/z 808-812 — 182-186 [42]
m/z 746,75 — 184  Fosfatidiiiiletanoolamiin m/z 745-749 — 182-186 [3]
m/z 790,5 — 184  Fosfatidiiiilseriin m/z 788-792 — 182-186 [3]
1-(92,12Z-oktadekadienoiiiil)-2-(5Z,82,112,14Z- [4, 5,

m/z 806 — 184 eikosatetraenoiiiil)-sn-gliitsero-3-fosfokoliin m/z 804-808 — 182-186 34]
m/z 794,7 — 184  Fosfatidiitilgliitserool m/z 793-797 — 182-186 [3]
m/z 904 — 184 Fosfatidiiilinositool m/z 902-906 — 182-186 [3]
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Lisa 6. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 182-186—182-186.
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Lisa 7. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 494-498—182-186.
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Lisa 8. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 518-522—182-186.
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Lisa 9. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 520-524—182-186.
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Lisa 10. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 522-526—182-186.
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Lisa 11. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 756-760—182-186.
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Lisa 12. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 758-762—182-186.

53



MCounts{ 784.0:788.0>182.0:186.0 [-5.0V] [o]4]

10.0+ -

5.0+ -

2.5+

w_ l LLL L U

Tols 5075 ido 135 130 its ]
minutes

Lisa 13. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 784-788—182-186.
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Lisa 14. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 808-812—182-186.

55



MCounts] 702.0:706.0>182.0:186.0 [-5.0V] B
9 E

| Wl

ols T sl T T s T  qde’ T ds T s0 T T rs
minutes

Lisa 15. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 702-706—182-186.
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Lisa 16. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 745-749—182-186.
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Lisa 17. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 788-792—182-186.
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Lisa 18. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 804-808—182-186.
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Lisa 19. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5).
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 793-797—182-186.

60

A R A A

HETTTT

minutes

Fosfolipiidide



kCounts] 902 0-906 0>182 0-186.0 [-5.0V] 14
150-] -

125 -

100-] -

0 .

minutes

Lisa 20. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Fosfolipiidide
monitooring vereplasmas. Uleminekud m/z 902-906—»182-186.

61



/o

Lisa 21. ESI allikas koos eluendi voolu jagaja (splitter) ja jadkidesse suunamise klapiga

(divert valve).
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Lisa 22. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Ampitsilliini
signaali muutus LC-jooksu kéigus, tileminekul m/z 348—208.
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Lisa 23. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Penitsilliini signaali

muutus LC-jooksu kiigus, tileminekul m/z 333—193.
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Lisa 24. MS-kromatogramm, mobiilfaas MeOH ja 5 mM HFIP (pH=8,5). Piperatsilliini

signaali muutus LC-jooksu kéigus, iileminekul m/z 540—182.
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Penitsilliinide kalibreerimisgraafikud
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Lisa 25. Penitsilliinide kalibreerimisgraafikud ja R? viirtused vereplasmas.
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Lisa 26. Modte- ja kordustépsus.

Tegelik kontsentratsioon 54,32 ug/g

Tegelik kontsentratsioon 5,29 ug/g

Tegelik kontsentratsioon 0,3 pg/g

keskmine keskmine keskmine
tagasiarvutatud c Acc ST CV  tagasiarvutatudc  Acc ST CV  tagasiarvutatudc Acc ST cv
Penitsilliin (ug/g) (n=5) (%) (ug/g) (%) (ug/g) (n=5) (%) (ug/g) (%) (ug/g) (n=5) (%)  (ug/g) (%)
| pdev 43,94 19 0,82 2 4,99 6 0,15 3
Il pdev 55,37 2 0,57 1 4,97 8 0,08 2 0,33 9 0,03 10
lll pdev 55,81 3 2,58 5 5,23 1 0,68 13 0,35 17 0,04 10
Tegelik kontsentratsioon 55,06 ug/g Tegelik kontsentratsioon 5,17 ug/g Tegelik kontsentratsioon 0,3 ug/g
keskmine keskmine keskmine
tagasiarvutatud c Acc ST cv tagasiarvutatud c Acc ST cv tagasiarvutatud c Acc ST cv
Piperatsilliin (ug/g) (n=5) (%) (ug/g) (%) (ug/g) (n=5) (%) (ug/g) (%) (ug/g) (n=5) (%)  (ug/g) (%)
| pdev 59,05 11 1,66 3 3,63 30 0,14 4
Il pdev 63,34 19 1,97 3 5,26 2 0,37 7 0,35 16 0,04 11
lll pdev 62,2 17 5,74 9 5,23 7 0,13 2 0,35 16 0,01 2
Tegelik kontsentratsioon 55,37 ug/g Tegelik kontsentratsioon 5,39 ug/g Tegelik kontsentratsioon 0,3 ug/g
keskmine keskmine keskmine
tagasiarvutatud c Acc ST cv tagasiarvutatud c Acc ST cv tagasiarvutatud c Acc ST cv
Ampitsilliin (ng/g) (n=5) (%) (ue/g) (%) (ng/g) (n=5) (%) (ue/g) (%) (ug/g) (n=5) (%)  (ue/g) (%)
| paev
Il pdev 66,54 20 2,47 4 5,44 1 0,55 10 0,8 167 0,07 9
lll pdev 54,4 2 2,94 5 5,25 3 0,41 8 0,37 22 0,06 16
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