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Infoleht

Massispektromeetri tooparameetrite méju LC-MS analliiisimeetodi maaramispiirile

Massispektromeetria (MS) tihendatud vedelikkromatograafiaga (HPLC) on populaarne instru-
mentaalne meetod. MS instrumendi omadused tulenevad selle ehitusest ja mdotmisreZiimist.
Uldiselt on teada, et MS-detekteerimise korral vbimaldavad vahema arvu ioonide jalgimise
reziimid saavutada madalamaid médramispiire (LoQ), kuid puudub vastav kvantitatiivne
hinnang. Selles t66s hinnati (he- ja kolmekordse kvadrupooliga massispektromeetrite
moodtereziimide (MRM, SIM, skaneerivad reziimid) moju meetodi LoQ-le. Uuritavaks
mudelsisteemiks oli kuue aine (3 puriidini derivaati ja 3 diestrit) segu, millele to6tati vélja
isokraatiline podrdfaas-HPLC metoodika. VVordluses leiti, et ihekvadrupoolsel instrumendil oli
kdige laiem skaneerimisvahemik (900 m/z (hikut) 1,7 kérgema LoQ véaartusega kui Kitsaim
skaneerimisvahemik (50 m/z thikut). SIM modtmisreziim oli madalaima LoQ vaértusega — 2
korda madalam skaneerivast reziimist. Kolmekvadrupoolsel instrumendil oli MRM mad&tmis-
reziim madalaima LoQ véartusega, olles keskmiselt 2 korda madalam kui SIM ja fragmen-

teerimisega skaneerivad reziimid ning 2,5 korda madalam kui skaneeriv mdotmisreziim.

Marksdnad: LC-MS, massispektromeetria, QqQ, LoQ, MRM, SIM, neutraali kao skaneerimine.
CERCS kood: P300

The effect of mass spectrometer measurement modes on the limit of quantitation of LC-

MS analysis methods

Mass spectrometry (MS) coupled with liquid chromatography (HPLC) is a popular instrumental
analysis technique. MS instrument performance is determined by the type and configuration of
the mass-analyzers. theoretically monitoring a lower number of m/z values will lower the limit
of quantitation (LoQ) of methods. This has not been quantitatively compared on LC-MS
instruments. LoQ of methods using a single and a triple quadrupole instrument in various modes
was compared. Standard solution with six analytes (3 pyridine derivatives and 3 diesters) were
used with isocratic reverse-phase chromatography. Comparison on the single quadrupole, using
widest scan width (900 m/z units) had 1,7 times higher LoQ compared to thinnest scan width
(50 m/z units). SIM mode had the lowest LoQ, being 2 times lower than scan modes. On the
triple quadrupole, MRM mode had the lowest LoQ, being 2 times lower than SIM and

fragmentation scan modes, 2,5 times lower than scan modes.

Keywords: LC-MS, mass spectrometry, QqQ, LoQ, MRM, SIM, comparison, neutral loss scan.
CERC code: P300
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Kasutatud lUhendid ja moisted

Selles t66s kasutatud terminid on vastavad IUPACI soovitustele, ebatavalisemad eestikeelsed

tlked on vastavad KemTerm sdnastikule, sest eestikeelne LC-MS-alane sdnavara on alles

kujunemas. [1,2]

CE

EIC

ESI
GC-MS

ICH

IUPAC
LC-MS

m/z
MRM
mSIM

ppb
ppm
QaQ

SIM
SRM
TICC
TOC

fragmenteerimiseks ioonidele pdrkerakus antav energia (collison energy)
valitud iooni kromatogramm (extracted ion chromatogram)
elektropihustusionisatsioon (electrospray ionization)

gaasikromatograafia-massispektromeetria (gas chromatography-mass
spectrometry)

International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use

ionisatsiooniefektiivsus (ionization efficiency) tavaliselt véljendtatud loglE

Rahvusvaheline Puhta ja Rakenduskeemia Liit (International Union of Pure and
Applied Chemistry)

vedelikkromatograafia-massispektromeetria ~ (liquid  chromatography-mass
spectrometry)

massi ja laengu suhe
mitme uUlemineku jalgimine (multiple reaction monitoring)
mitme valitud iooni jalgimine

massiosa miljardi kohta (parts per billion), kasutatakse ,,nanogramm analididi
sisaldust Uhes grammis lahuses* vastena

massiosa miljoni kohta (parts per million), kasutatakse ,,mikrogramm analtiudi
sisaldust Uihes grammis lahuses* vastena

kolmekvadrupoolne massianaliisaator, kus esimene ja viimane kvadrupool on
massi-anallisaatorid ja keskmine on pdrkerakk

valitud iooni jalgimine (selected ion monitoring)

valitud Glemineku jalgimine (selected reaction monitoring)

summaarse ioonvoolu kromatogramm (total ion current chromatogram)
orgaanilise susiniku summaarne hulk (total organic carbon)



1. Sissejuhatus

Vedelikkromatograafia-massispektromeetria (LC-MS) on téhtis instrumentaalne keemilise
analuiisi meetod. LC-MS kasutatakse laialdaselt nii kvalitatiivseteks kui ka kvantitatiivseteks
analliusideks tdnu LC-MS instrumentide paindlikkusele. Instrumentide paindlikkus seisneb
peamiselt massispektromeetria teostuses. Enim populaarsust on kogunud kvadrupool (Q) ja
kolmikkvadrupool (QqQ) massi-anallisaatoriga instrumendid, mis vdimaldavad palju erinevaid
mdooteviise.

Analiudsimeetodi joudluse hindamiseks on todtatud valja mitmed valideerimise protsessid.
Valideerimine on tahtis, et maaratleda, milliseks rakenduseks on kindel metoodika sobilik.
Analidtide kvantitatiivsel analutsil vdga madalatel kontsentratsioonidel, nditeks ravimijéakide
jalgede analtiisil, on tahtis metoodika maaramispiir (LoQ) — madalaim analttdi hulk, mida on

vOimalik kvantitatiivselt méarata.

T60 eesmérk oli hinnata, kuidas mdjutavad erinevad levinud massispektromeetria moote-
reziimid analuldsimetoodi mé&aramispiiri. Muutuvate parameetrite hulk hoiti minimaalsena,
keskendudes tavakasutuses olevate seadistustele. Kasutati kuut erinevat analtuti ilma
maatriksita, et minimeerida v6imalik proovimaatriksist tulenev madramatus. Analludid
erinesid massi ja ionisatsiooni poolest. Vedelikkromatograafiline lahutus oli konstantne koigi

mootmiste korral.

Madramispiire hinnatakse the- ja kolmekvadrupoolse massi-analiisaatoriga instrumendil.
Uhekvadrupoolsel instrumendil vérreldakse erineva laiusega skaneerimisvahemikke ja valitud
iooni jalgimise reziimi (SIM). Kolmekvadrupoolsel instrumendil vorreldakse lisaks
skaneerivale ja SIM mdotereziimile jargnevaid fragmenteerivaid mddtereziime: mitme

ulemineku jalgimine (MRM), eellasiooni skaneerimine ning neutraali kao skaneerimine.



2. Kirjanduse ulevaade

2.1. Korgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC)

Kdrgefektiivne vedelikkromatograafia enk HPLC on laialdaselt ja mitmekesiselt kasutusel olev
kromatograafia liik. LC-MS korral on kdige populaarsem pdodrdfaaskromatograafia, millega on
vOimalik eraldada orgaanilisi thendeid. Poo6rdfaaskromatograafias on mobiilseks faasiks
polaarne eluent — vee voi puhverlahuse ja orgaanilise lisandi segu. Kolonni statsionaarse faasina
kasutatakse mitte-polaarset kolonni. Tavaline kolonni tditeaine on keemiliselt modifitseeritud

silikageel, mille pinnal on alkidlahelad ja lisandid. [3]

Kolonni viidud thendid interakteeruvad mdlema faasiga ja vastavalt omadustele valjuvad
kolonnist eraldatuna. Mida polaarsem on analliiit ja mida tugevamad on vastastikmgjud
eluendiga, seda kiiremini l&bib analtitit kolonni. Vastastikmdjud téiteaine ja analtiidi vahel on
ebaspetsiifilisemad ja nérgemad. Tihti kasutatakse eluendis puhvertavat lisandit, et hoida ara

analliutide ioniseerumist, mis muudaks vastastikmdjusid kolonnis. [3]

Selles t66s kasutati poordfaaskromatograafiat levinud konfiguratsiooniga: C18 kolonn,
metanool ja 0,1% sipelghappe vesilahus.

2.2. Vedelikkromatograafia massispektromeetrilise detektoriga (LC-MS)

Selles t66s on HPLC eraldusmeetod Uhendatud massispektromeetria instrumendiga ehk MS
instrumendiga, selleks et saaks analliiisida MS instrumendiga analiiiitide segusid. Uhendus
nende kahe instrumendi vahel on otsene ja seega on vaja elueeriv lahustunud proov viia tle MS
instrumendile sobilikku olekusse. Selleks on esimene MS instrumendi osa ioonallikas, mis viib
proovi gaasifaasi ja ioniseerib (joonis 1). Lisaks peab ioonallikas hoidma MS instrumendis
olevat vaakumkeskkonda. Selles t66s on ioonallikaks elektropihustus-ionisatsioon (ESI). [4]

MS instrumendi ioonallikast suunatakse analutdi ioonid edasi massi-analtsaatorisse. Massi-
analUsaatorid kasutavad elektri- ja magnetvalju, et muuta sisse suunatud laetud osakeste
lilkumist vastavalt nende massi ja laengu suhtele (m/z). Osakestele méératud trajektoori
kindlustamiseks peab massianaliisaatoris olema kdrge vaakum. Tulemusena eraldatakse kindlas

vahemikus m/z osakesed, mis suunatakse ioonide detektorisse, kus registreeritakse nende hulk.

[4]



Massi-anallisaatori teostus on MS instrumendi peamine defineeriv osa. Selles t06s kasutati koos
HPLC-ga kodige populaarsemalt ihekordse kvadrupooliga (Q) ja kolmekordse kvadrupooliga
(QgQ) massispektromeetreid. Jargnevates I6ikudes on tutvustatud t66s kasutatud the- ja

kolmekordse kvadrupooliga instrumente ning nende tehnilisi erinevusi.
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Joonis 1. LC-MS susteemi plokkskeem. Elueeritud proov ioniseeritakse,
suunatakse massi-anallisaatorisse, mis eraldab ioonid vastavalt massi ja laengu
suhtele ning registreeritakse ioonide detektoriga.

2.3. Elektropihustusionisatsioon (ESI)

Elektropihustusionisatisoon on védga populaarne ionisatsiooniallikate liik. ESI-s tekitatakse
uuritavast lahusest elektrivéljas laetud tilgakesed, lahusti aurustatakse osaliselt ja solvateeritud
gaasifaasilised ioonid juhitakse massispektromeetrisse. loonid desolvateeritakse ning nende
m/z maératakse massi-anallsaatoris. ESI on sobilik vaga erinevate analliitide detekteerimiseks.
Selles t66s on tegu levinud ESI tllpidega: pneumaatilise pihustusega ESI ja kuumutatud ESI
(hESI) allikad. [5]

Kuigi ESI on véga paindlik ja sobib paljude aineklasside iooniseerimiseks, siis ESI téhusus
erinevate analliiitidega erineb suures ulatuses. loniseerimise tdhususe kvantitatiseerimiseks on
kasutusel ionisatsiooniefektiivsus (IE, loglE). IE iseloomustab, kui palju vedelas faasis anallti
muudetakse  gaasi  faasis  ioonideks ja  detekteeritakse = massispektromeetris.

loonisatsiooniefektiivsust mdjutatavad analtitidi omadused ja solvendi (mobiilfaasi) koostis. [5]



2.4. Kvadrupool-MS (Q)

Kvadrupoolanalusaatori t06 pohineb ioonide trajektooride mdjutamisel elektrivélja abil, et
eraldada ioone massi ja laengu suhte (m/z) pdhjal. Selleks rakendatakse vahelduv elektrivali,
mis hoiab valitud m/z suhtega ioonid stabiilsel trajektooril piki kvadrupooli telge. Ulejaanud
ioonide trajektooridele mojub elektrivali destabiliseerivalt, need ioonid neutraliseeruvad

kvadrupooli varrastel ja eemaldatakse vaakumpumba abil. [4]

Kvadrupool koosneb neljast vardast (elektroodist), mis peavad olema paralleelsed ja
ummarguse vOi huperboolse ristldikega. Neile elektroodidele rakendatakse samaaegselt alalis-
ja vahelduvpotentsiaalid (joonis 2). Tulemuseks on elektrivali, mis hoiab ioone kvadrupooli
telje imber vonkumas. looni litkumiskiirus médda kvadrupooli telge ei ole mdjutatud ja ioon

labib anallsaatori, kui iooni vonkumise amplituud on vaiksem kui kvadrupooli raadius. [4]
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Joonis 2. Kvadrupool koosneb neljast paralleelsest elektroodist. Neile rakendatakse
alalis- ja vahelduvpotentsiaalid.

Kvadrupool analtisaator kombineeritakse iooniallikaga, ioonoptikaga ja iooni detektoriga, et
saada kvadrupool-MS instrument. Selline instrument véimaldab kahte médtmisviisi: skaneeriv
modtereziim ja valitud iooni jalgimine ehk SIM. Skaneerivas reziimis moddetakse ioone iile
laia mddtmisvahemiku vadikeste sammudega. SIM-is méératakse ainult kindla m/z-ga ioone.
Mida kitsam on modtmisvahemik, seda suurem osa t0dajast on pihendatud thele m/z Ghiku

sammule (joonis 3). [4]

SIM modtereziimi rakendamiseks mitme analiitidi jaoks on vaja kasutada mSIM v0i ajaaknaid.
mSIM vahetab tihe tsiikli sees valitud m/z véartust. Mida rohkem on jélgitavaid m/z véartusi,
seda véiksemat osa tsukli ajast puhendatakse valitud analtdi signaali registreerimisele.

Ajaakende korral médratakse ajavahemikud, kus instrument kasutab vastavat modtereziimi.



Néiteks esimesed 3 minutit detekteeritakse tihte m/z vééartust (SIM) ja peale kolmandat minutit
teist m/z véartust (eelnevast erinev SIM). Mdlemaid tehnikaid on v6imalik kasutada koigi

modtereziimidega.
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Joonis 3. Skaneeriv reziim moddab méaratud m/z vahemiku uhe tsukli jooksul
(joonisel 100-200 m/z vahemiku 500 ms jooksul). SIM ja mSIM m&ddavad ainult
uhte vdi mitut Kindlat m/z véértust ja téoaeg on seega uhe tsikli kestus jagatud
analliutide hulgaga (joonisel vastab mSIM 6 erineva iooni jalgimisele, igalht
moddetakse umbes 80 ms valtel).

2.5. Kolmekordne kvadrupool MS (QqQ)

Kolmekordne kvadrupool MS instrumendis on kasutusel kolm kvadrupooli (joonis 4), Mis on
seatud jadamisi konfiguratsioonis QgQ. Esimene ja kolmas on massianallisaatoritena toimivad
kvadrupoolid (tahistatakse Q) ning keskmine kvadrupool on porkerakk (tahistatakse Q).
Pdrkeraku kvadrupoolile rakendatakse ainult vahelduvvoolu potentsiaal ja selle piirkonda
juhitakse inertgaasi, millega ioonid saavad porkuda. Porgete tulemusena ioonid

fragmenteeruvad the voi mitu korda. [4]



P&rkerakk (g2)

Kvadrupool (Q1)

pEea
pEs

—
—

m/z valimine Fragmenteerimine

Joonis 4. QqQ MS instrument koosneb kahest kvadrupool massi-analiisaatorist ja
nende vahel on modifitseeritud kvadrupool pdrkerakk, kuhu on lisatud inertset

Kvadrupool (Q3)

1
pE=

m/z valimine

gaasi. loonide porkumine inertgaasiga pohjustab fragmenteerumise.

Selline konfiguratsioon v@imaldab kdiki he-kvadrupoolse instrumendi médtevGimalusi ja
lisaks veel fragmenteerimist sisaldavaid reziime. Peamised neli reziimi on (he v8i mitme
ulemineku jalgimine (SRM, MRM), produktioon skaneerimine (product ion scan), eellasiooni

skaneerimine (precursor ion scan) ja neutraali kao skaneerimine (neutral loss scan). Need neli

on illustreeritud joonisel 5. [4]

Mitme iilemineku jélgimine (MRM)

—eE

O — O —
Valitud m/z Fragmenteerimine Valitud m/z
Produktiooni skaneerimine
Valitud m/z Fragmenteerimine Skaneerimine
Eellasiooni skaneerimine
Skaneerimine Fragmenteerimine Valitud m/z

Neutraali kao skaneerimine

oA [—=

e

Skaneerimine Fragmenteerimine

Joonis 5. Tandem mass spektromeetria neli peamist tooreziimi pohinevad
Kombineeritakse skaneerivaid ja valitud iooni jalgimisi

fragmenteerimisel.
esimesel ja kolmandal kvadrupoolil.

10

Skaneerimine
nihkega



Mitme tlemineku jdlgmine (MRM), vahel nimetatud ka valitud tlemineku jalgimine (SRM),
seisneb kindla fragmenteerumise jalgimises. Esimene kvadrupool eraldab Ghe m/z vaartuse,
pdrkerakus valitud ioon fragmenteerub ja kolmas kvadrupool eraldab kindla m/z véartusega
fragmendi. See meetod on véaga selektiivne. Kindel fragmenteerimine eemaldab suurema osa

keemilisest mirast, mistéttu on MRM kérge signaali-mura suhtega (SNR). [4]

Produktiooni skaneerimine pdhineb valitud m/z ioonide fragmenteerimisel ja tekkinud
fragmentide detekteerimisel skaneeriva reziimiga. See meetod on peamiselt kasutusel metoodi
arenduses, et madrata tleminekud, mida hiljem jalgida MRM reziimis, eellasiooni vdi neutraali
kao skaneerimisel. Eellasiooni skaneerimine on produktiooni skaneerimine Umberp6dratud.
Madaratakse koik ioonid, mis fragmenteerivad tekitades valitud m/z fragmendi. See reziimi
vOimaldab detekteerida koiki Uhendeid, mis fragmenteerudes annavad kindla m/z-ga

fragmendi. [4]

Neutraali kao skaneerimine pohineb fragmenteerimisel eemalduva neutraali kaudsel
detekteerimisel. Selleks valitakse kindel neutraali massi vaartus ja mélemad kvadrupoolid
skaneerivad samaegselt tile vahemiku, kus kolmas kvadrupool on neutraali massi suuruse vorra
nihkes esimese kvadrupooliga. Selline meetod on kasulik kui eellasioonide ega produktioonide

m/z véartused pole kindlad, aga eemalduv neutraal on, néiteks rasvhapete analiiis. [4]

Vorreldes kdiki mddtmisviise on téhtis arvestada analiiiitilise infohulgaga. Skaneeriv reziim
annab suurima hulga anallidtilist infot, saades ka signaali kdrvaliste ioonide kohta. SIM saab
salvestada infot ainult he m/z kohta ja MRM lisab veel fragmenteerimise sammu, seega
védheneb lisainfo veelgi, aga kasvab spetsiifilisus. Spektromeetri tundlikkus ehk signaali téus
analliudi hulga suurenemisega, kasvab jarjestuses skaneeriv, SIM ja MRM. Kuigi MRM korral
jouab vahem valitud ioone detektorisse, on huvipakkuvate ioonide signaali suhe mirasse

kdrgem. [4]

2.6. LC-MS andmed

LC-MS instrumentide lahutamatu osa on tarkvara, mis annab instrumendile ette

tooparameetrid, salvestab tulemusi ja voimaldab neid td6delda ning anallitsida.

LC-MS-i mddtmistulemused on vaadeldavad mitmel eri viisil. Peamised véaljendusviisid on
TICC ehk summaarse ioonvoolu kromatogramm ja EIC ehk valitud iooni kromatogramm.

TICC néitab detektori registreeritud kdikide ioonide summaarset signaali ajas. EIC nditab
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valitud m/z-iga ioonide signaali ajas, tavaliselt rakendatakse EIC-e andmeanalliisiks.

Fragmenteerivate md6tmistulemuste jaoks on analoogsed kromatogrammid. [6]

2.7. Maaramispiir (LoQ)

Madramispiir enk LoQ on madalaim analtudi hulk, mis vajaliku korratavuse ja tdesusega on
uuritava metoodikaga kvantitatiivselt madratav. Mé&aramispiir on téhtis osa iga meetodi
valideerimisest ja selle madramine ning vajalikud parameetrid on Kkirjeldatud
valideerimisjuhendites. Méaaramispiiri hindamiseks peab katse sisaldama uuritava metoodika

koiki etappe, et kirjeldada uuritavat metoodikat korrektselt. [7]

Selles t60s on kasutusel maaramispiiri maaramiseks mudelsusteem, kus MS-instrumendist
s6ltumatud etappide mdju on minimeeritud. Sellega eemaldatakse néiteks proovitdotlus, millel
on vadga suur moju metoodika maaramispiirile ja korratavusele [4]. Proovidena kasutatakse

puhaste ainete lahuseid eluendis.

Madramispiiri hindamine on keerukas, sest puudub thine lahenemine valideerimisjuhendite
vahel. Valideerimisjuhend valitakse vastavalt metoodika rakendusvaldkonnale ja tépsuse
vajadusele. Paljudes rakendustes on kindel juhend ndutud, aga tihti jadb valideerimismeetodi

tdpne arendamine analtitiku otsustada. [7]

Tihti kasutatakse LoQ madramiseks visuaalset vOi signaali-mira suhte (SNR) hindamist.
Tavaline SNR vaértus LoQ korral on vahemalt 10, kui meetodil esineb baasjoone mira. Leidub
mitmeid arvutuslike meetodeid, mis erinevad vastavalt juhendile. T66s kasutati ICH juhendi

arvutusmeetodit kalibreerimisgraafiku pdhjal. [7]

2.8. Tooreziimi moju midramispiirile eelnevates allikates

Tooreziimi moju LC-MS analliisimetoodika maaramispiirile ei ole slstemaatiliselt
kvantitatiivselt uuritud. Kvalitatiivsel tasemel tuuakse vélja, et skaneeriv reziim on kdrgema
madramispiiriga kui SIM, mis on omakorda kdrgema maaramispiiriga kui MRM. Tundlikkuse
erinevust skaneeriva ja SIM vahel on iseloomustatud tuhande-kordse kasvuga. Tundlikkus ei

ole vordvéaéarne maaramispiiriga. [4]

Gaasikromatograafia-massispektromeetria  korral on mones artiklis iseloomustatud

madramispiire erinevate mdotereziimide korral, aga ainult toetudes signaali-mira suhtele.
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To0s, kus kasutati toornafta lahjendusi keemilise mira modelleerimiseks, leiti skaneeriva
reziimi ja SIM vahel 5-10 kordse madramispiiri vahenemine ning SIM ja MRM vahel 10-40
kordse erinevus [8]. Sinteetiliste steroidide GC-MS méaaramisel leiti kuni 4 kordne
maaramispiiri langust skaneerivaga vorreldes mSIM meetodiga ja kuni 5 kordset skaneeriva
vOrdluses MRM meetodiga [9]. Tegu oli GC-MS meetodiga, mis kasutas derivatiseerimist ja
SNR vordlust. Viimane leitud sarnase vordlusega artikkel arendas meetodit, et mddrata
lisandeid ravimiproovides GC-MS meetodil lisandeid madrates tuvastati SIM ja MRM
reziimidel LoQ véartused vastavalt 0.03 ja 0.015 pg/mL [10]. Ehk siis, MRM vG@imaldas 2x

madalamat maaramispiiri.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. Kemikaalid

Eluentide ja lahustina kasutati Honeywell LCMS Chromasolv methanol (puhtus > 99,9%),
Honeywell Puris p.a. Formic acid ja vesi MilliQ Millipore Advantage A10 (TOC: 3-10 ppb,
eritakistus: 18,2 MQ-cm)

Analtitideks  olid  dimetutlmalonaat,  dimetullsuktsinaat,  dimetiiulglutaraat, 2-

metoksUparidiin, 2,6-dimetullpadridiin ja 3-kloropridiin (joonis 6).

Analiidid on varasemalt kasutatud doktoritdés [5]. Dimetulldiestrid olid ostetud tootjalt
Merck: dimetiulmalonaat (puhtus > 99%), dimetullsuktsinaat (puhtus > 98%) ja

dimettdlglutaraat (puhtus > 99%). Anallitide emalahused hoiustati mdotmiste vahel 4 °C

juures.
9 O i T H COY\)OJ\
3
M H4C CHj, OCH3
H3CO OCH3 \OMO/ 0
Dimettdlmalonaat Dimetudilglutaraat Dimettlsuktsinaat
N
e %
N OCH3 HyC N CH N
2-Metoksiipiiridiin 2,6-Dimetiitilpuridiin 3-Kloropdiridiin

Joonis 6. kasutatud analtitidid ja nende struktuurid.

3.2. Aparatuur

T60s kasutati kahte LC-MS massispektromeetrit: (ihekvadrupoolne Shimadzu LCMS-2020 ja
kolmekvadrupoolne Agilent 6495 Triple Quad LC/MS. HPLC instrumendid olid vastavalt
Shimadzu HPLC susteem ja Agilent 1290 infinty. loonallikas oli vastavalt ESI ja
kuumutamisega ESI (hESI). Shimadzu instrument oli vaheses kasutuses analliiiside perioodil,
Agilendi instrumenti kasutati intensiivselt. LC kolonniks oli Phenomenex Kinetex 2,6 um C18
100A 100 x 3,00 mm.

Ko6ik valmistatud lahused kaaluti valmistamisel, et mé&&rata tdpsemalt kontsentratsioone.
Kasutuses olid kaalud: Precisa XR 205SM-DR ja Radwag AS 210.X2 Plus.
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Kromatogrammide integreerimine viidi I&bi vastava instrumendi tarkvaras. Andmetdétlus viidi

l&bi tabelarvutusprogrammis.

3.3. Meetodi kirjeldus

LC meetodi eluendiks oli 20% MeOH ja 80% sipelghappe 0,1% lahuse segu, voolukiiruseks
0,4 ml/min, sisestatud proovi ruumala on 1 pl, médtmise kestuseks oli 15 minutit. Kolonniks
oli 2,6 um C18 100A 100 x 3,00 mm kolonn temperatuuril 30 °C.

loonallika parameetrid olid Agilendi instrumendil hESI: gaasi temperatuur 200 °C,
pihustusgaasi (nebulizer) voolukiirus 14 1/min, pihustusgaasi réhk 20 psi (137,9 kPa),
umbrisgaasi (sheathe gas) temperatuur 350 °C ja voolukiirus 11 I/min, kapilaari pinge 3000 V,
ndela (nozzle) pinge 0 V. ESI parameetrid Shimadzu instrumendil olid vastavad seadistuse
failile ja kasutusel oli kuivatusgaas (dry gas) voolukiirusega 20 I/min. K&ik jooksud viidi l&bi

positiivses ioonallika reziimis.

Tsukli kestus oli kdigil Ghekvadrupoolse instrumendi meetoditel 500 ms. kolmekvadrupoolsel
instrumendil oli skaneerivatel meetoditel tsiikli pikkuseks 500 ms ja Uhte m/z vGi tleminekut

jalgivatel meetoditel oli viibimisaeg 200 ms.

MdGtmisreziimide defineerivad parameetrid on toodud tabelis 1 ja tabelis 2. Skaneerivate

modtmisreziimide samm oli 0.1 m/z Uhikut.

Tabel 1. Uuritavatele analiiutidele vastavad SIM ja MRM parameetrid.

Analiiiit M | loglE [5] S'z\r"n /Sz')ht MR“’érﬂ'/‘;;ni”ek (g\'f)
2,6-dimettlpdridiin | 107 3,50 108 108 - 65 30
2-metokspiridiin | 109 0,99 110 110 > 78 20
3-kloropdridiin 113 1,00 114 114 > 78 30
Dimetldlglutaraat | 160 2,47 161, 183 161 > 59 30
Dimetutlmalonaat | 132 1,43 133, 155 133 > 59 30
Dimetilsuktsinaat | 146 2,12 147, 169 147 > 87 20

*) Shimadzu the kvadrupoolsel instrumendil detekteeriti ainult esimene m/z vaartus,
Agilent kolmekvadrupoolses lisandus teine m/z véartus.
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Tabel 2. Uuritavate analiiitide skaneerivate meetodite parameetrid.

Neutraali Neutraali i
« kao Eellasioon | produktioon | CE
ao . _
Analiiit vahemik | UlEMIneK | vahemik (m/2) (eV)
(m/z)
2,6-dimettdlpdridiin | 100-300 -[43] 10-310 65 30
2-metoksupuridiin | 100-300 -[32] 80-310 78 20
3-kloropdridiin 100-300 -[36] 80-310 78 30
Dimetudlglutaraat | 120-300 | -[102] 60-310 59 30
Dimetullmalonaat | 100-300 -[74] 60-310 59 30
Dimetidlsuktsinaat | 100-300 -[60] 90-310 87 20

3.4. Maaramispiiri hindamine

Madaramispiir hinnati vastavalt ICH Q2(R1) valideerimis juhendile toetudes [11]. Seda

l&henemist on soovitatud ka dppetoolis publitseeritud valideerimise ulevaate artiklis [7].

Madaramispiiri hindamiseks koostati kalibreerimisgraafik maaramispiiri piirkonnas. Méarati
graafiku tous ja jaakliikmete standardhdlve. Rakendatakse vorrand 1, kus o on jadkliikmete
standardhalve ja S on kalibreerimisgraafiku tous.

10 x o

LoO =
0@ 5

(1)

Iga tooreziimi LoQ hindamiseks mdddeti signaalid kuuel kontsentratsioonitasemel. Kaiki
kalibreerimisseeriaid hinnati ja jaeti valja liiga madala signaal-mira suhtega (alla LoQ)
tulemused ning selgelt halbivad tulemused. Igal graafikul oli véhemalt neli katsepunki.

3.5. lonisatsiooni erinevused ESI ja hESI allikates

Dimetuldiestrid olid vaga erinevate ionisatsioonimustritega ESI ja hESI ioonallikate korral.
Shimadzu ESI allikas tekkisid nii protoneeritud vorm ja naatrium liitioon. Agilendi hESI korral
oli protoneeritud vormi tekke palju vaiksem ja naatrium liitiooni teke oli peamine
ionisatsiooniprotsess. Sellega arvestades oli mddtmised Agilendi instrumendil keerulisemad ja
Shimadzu tulemustega vorreldamatu. Naatrium liitiooni tekkimist kasutatud dimetulestritel on
kirjeldatud kirjanduses [12].
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4. Tulemused ja arutelu

4.1. Metoodika arendus

Uuritavateks anallitideks valiti 3 dimetddldiestrit ja 3 paridiini. Valiti erinevate
molekulmasside ja ionisatsiooniefektiivsustega tihendeid. Mudelsiisteemi valmistamiseks tehti
puhastest analtltidest eraldi vesilahused, mida hiljem lahjendati 1-3 korda, et saavutada
analutsiks vajalikke madalaid kontsentratsioone.

Esimesena madrati sobiv eluendikoostis isokraatiliseks kromatograafiliseks lahutuseks. Eluendi
koostise optimeerimiseks tehti mitmeid analulse kasutades erinevaid sipelghappe 0,1%
vesilahuse ja metanooli vahekordasid. Optimaalseks loeti eluendi koostis, mille korral
kromatogrammil olid analtltide piigid Uksteisest eraldunud ja analtisi kogupikkus oli
vOimalikult lihike. Sobivaks eluendiks osutus 80% sipelghappe 0.1% vesilahuse ja 20%
metanooli segu. HPLC instrumentide ehituse erinevusest tingitud mdjude valtimiseks kasutati

edasistes katsetes eelnevalt kokku segatud eluenti.

Jargnevalt tehti ettevalmistavaid kromatograafilisi jookse, mille eesmérgiks oli vélja selgitada
nt kui laiu skaneerimisvahemikke on mdistlik kasutada, et uuritavad efektid ilmneksid ja oleks
sobivad ka analutide kontsentratsioonivahemikega. Uuriti ka signaali-mdiira suhet erinevatel
analliutide kontsentratsioonidel esmase LoQ hinnangu saamiseks. Kdigile kuuele analttdile
madrati kontsentratsioonivahemik, mis oleks LoQ umber. Fragmenteerivate meetodite jaoks
tehti produktiooni skaneerimisega jookse erinevatel pdrkeenergiatel ning valiti koige

intensiivsemad uleminekud protoneeritud ioonidele ja neile sobivad pdrkeenergiad.

Massispektromeetria meetodite Uldised parameetrid pidti valida v@imalikult tavalised,
enamasti LC-MS juhttarkvara soovituslikud vaikevéartused. Tépsed ioonallika ja instrumendi
seadistused on toodud peatiikis 3.3. Uhekvadrupoolsel instrumendil (Shimadzu) analGusiti:
skaneerimine tle vahemike laiusega 60 kuni 900 m/z Ghikut kuue eri meetodiga, SIM, mSIM
ja profile mode. Kolmekvadrupoolsel instrumendil (Agilent) anallisiti: skaneerimisi
vahemikes laiustega 300, 900 ja 190 Ghikut, SIM, mSIM, MRM, neutraali kao ning eellasiooni
skaneerimine. Meetoditele vastavad m/z vaartused ja fragmenteerimisel kasutatud pdrkeenergia
on toodud Vvélja thte iooni jalgivatele meetoditele (tabel 1) ja skaneerivatele meetoditele (tabel
2).

Mdoteseeriad viidi labi kuue tasemega, jérjest kdik vdi mitu meetodit, kdigile meetoditele kbik

kuus taset. Mdodteseeria 10pus oli esimese meetodi kordus. Shimadzu hekvadrupoolsel
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instrumendil viidi 1&bi kdik meetodid Uhes seerias, seeriat korrati neli korda erinevatel péevade
kolme kuu perioodil. Agilendi kolmekvadrupoolsel instrumendil viidi labi meetodid kahes

seerias, mida korrati neli ja viis korda 3 kuu perioodil.

4.2. Uhekvadrupoolne instrument: Shimadzu

Kokku méaérati thekvadrupoolsel instrumendil mé&aramispiiri vaartus kiimnel modterereziimil:
6 erineva vahemikuga skaneerivat reziimi, profile mode, SIM ja mSIM. K&ik maéaramispiirid
madrati analultide protoneeritud vormidele. lga mdGteseeriat korrati 4 korda erinevatel
paevadel. Skaneeriva modtereziimi madramispiiride keskmised véértused on esitatud tabelis 3.
SIM ja mSIM mddtereziimide méaramispiiride keskmised vadrtused on esitatud tabelis 4,
vOrdluseks on lisatud madalaim skaneeriva mootereziimi maaramispiiri vaartus igale analtddile
eelnevast tabelist. Suhtelised LoQ vaartused, kus SIM reziimi keskmine LoQ on 1, vaartused
on visualiseeritud joonisel 7 iga analtitidi korral.

Tabel 3. Madramispiiri vaartuste keskmised skaneerivate mdotereziimidel
uhekvadrupoolsel instrumendil (n = 4).

Keskmine madramispiir (ppm)

- profile
Analiiit Skaneerimine mode

105- 100- 100- 10- 100- | 100- | 100- 100-
165 200 | 200(2)* | 310 400 600 | 1000 300

2,6-dimetuulpdridiin | 0,26 0,15 0,32 0,24 | 047 | 031 | 0,31 0,27

2-metoksUpuridiin 36 24 31 38 16 27 31 37

3-kloropdridiin 41 40 66 49 37 70 82 79

dimetidlglutaraat 2,2 1,6 2,0 2,5 1,8 3,3 2,4 1,8

dimetttlmalonaat 2,1 2.8 4.4 49 6,0 3,6 4.6 50

dimetitlsuktsinaat 2.4 25 2.8 2,4 3,0 3,5 6,1 3,5

*) Skaneerimise modtereziimi vahemikus 100-200 viidi labi moGteseerias esimesena ja
viimasena. Need mddtmised on analtitisitud eraldati.

Erinevate skaneerimisvahemike puhul on néha erinevusi maaramispiiri véartustes. Profile mode
saavutab sarnased LoQ vadrtuseid kui tavalise skaneeriva reziimi puhul 100-300 Ghikulise
skaneerimisvahemikuga 5 analttdi korral ja 3-kloropuridiini korral saavutab 900 Ghikulise
skaneerimisvahemikuga l&hedase LoQ véaartuse. Seega profile mode ei ole mddtmisetele

toetudes tehniliselt suutlikum, kui tavaline skaneerimine.
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Skaneerimisvahemikke vorreldes on naha, et korgeim LoQ on 3-kloropdridiini ja
dimettiulsuktsinaadi puhul 100-1000 skaneerimisvahemikus, olles 2 ja 2,4 korda suurem Kui
kitsaima vahemiku, 105-165 (hikut, korral. Kolme analludi jaoks oli kdrgeim LoQ 300 thiku
laiuse skaneerimisvahemiku korral ja (ihe analttdi jaoks 500 thikulise skaneerimisvahemiku
korral. Kdige madalam LoQ saavutati kdige kitsamate skaneerimisvahemike, 100-200 ja 105-
165 korral.

Tabel 4. Maédramispiiri véartuste keskmised SIM ja mSIM modtereziimil

uhekvadrupoolsel instrumendil (n = 4), vordluseks skaneeriva reziimi madalaim
LoQ keskmine.

Keskmine madramispiir (ppm) Suhe
2,6-dimettulpdridiin 0,15 0,24 0,24 0,6 1,0
2-metoksupuridiin 16 14 18 1,2 1,3
3-kloropuridiin 37 18 26 2,0 1,4
dimetullglutaraat 1,6 1,4 2,0 1,1 1,4
dimettitilmalonaat 2,1 1,1 1,6 1,9 1,4
dimetiulsuktsinaat 2,4 1,3 2,7 1,8 2,1

Vaorreldes skaneerivas reziimis kdige madalama keskmise LoQ saavutanud reziimi ja valitud
iooni jdlgivaid reziime, on SIM madalama LoQ-ga 5 analtiidi korral ja 2,6-dimetudlpuaridiini
korral oli mSIM ning SIM vordvéérsete méaramispiiridega. SIM on 5 analiiudi korral 1.1 kuni

2 korda madalama LoQ véartusega kui skaneeriv mdotereziim.

SIM ja mSIM LoQ véartused on vordsed 2,6-dimetidlpuridiini korral, tlejadnud analltide
korral on mSIM kdrgema LoQ vadrtusega. See tulemus on ootuspdrane, sest mSIM korral
kasutab instrument ainult 1/6 tstkli ajast the analtiidi jaoks, samas kui SIM korral méddetake
uhte analtiditi kogu tsukli véltel. Erinevus SIM ja mSIM vahel on 1,3-1,4 korda nelja analttdi

korral ja 2,1 korda dimetutlsuktsinaadi korral.

Vaadates joonist 7 nédeme, et SIM on keskmiselt kdige madalama LoQ véartusega, olles
madalam mSIM ja skaneerimise 100-200 keskmistest. VVaadates 2,6-dimettulpuridiini suhtelisi
LoQ véartuseid on nadha, et skaneerivad meetodid saavutasid SIM mddtmisega sarnaseid
tulemusi ja kdrgeim LoQ vaartus (skaneerimisvahemik 100-400) uletab vahem kui 2 korda SIM

LoQ vaartust. Lihtsat selgitust 2,6-dimetttlpdridiini LoQ sellisele muutusele ei ole. 2,6-
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dimettdlpdridiin elueerus véga lahedal surnud ajale, kuid kas sellel on seos LoQ-ga, ja&b siiski
ebaselgeks.

Teiste analtltide korral on selge, et SIM saavutas madalaima maéaramispiiri. SIM on seega
kdige madalama maédramispiiriga meetod, mis on ootuspérane. Néiteks on 500-Uhikulise

skaneerimisvahemiku (100-600) korral LoQ keskmiselt 2,5 korda korgem kui SIM reziimis.

suhteliste maaramispiiri vaartuste vordlus, SIM = 1

NN ﬁ ﬂmﬁ]

ul [e)}

D

Suhteline maaramispiir
w

2
1
0
100-200 10-310 100-400 100-600 100-1000 105-165 mSIM  100-300 100-200
skaneerimisvahemik profile (2)
s 2 6-dimetUilpUridiin mmmmm 2-metokslpridiin 3-kloropiridiin
EN dimetlilglutaraat mE dimetttlmalonaat dimetlilsuktsinaat
—=@= keskmine

Joonis 7. Shimadzu tGhekvadrupoolse instrumendi suhtelised (SIM reziimi LoQ on
vOrdsustatud Gihega) LoQ vaartused koigile analultidele. Keskmine néitab, et SIM
reziim on labivalt madala LoQ vdartusega. Modtereziimid on graafikul toodud
modotmiste teostamise jarjekorras. Vearibad tahistavad standardhadlvet koigi
analiilitide keskmisele vastaval modtmisreziimil.

Vorreldes labiviimise jérjekorras esimest ja viimast mdGtemeetodit joonisel 7 selgub, et kdigi
analuttide korral oli hilisema modtmise LoQ kdrgem kui esimesel mddtmisel, kuigi
mootmisreziim on sama. See voib olla pohjustatud instrumendi elektroonika triivist voi
ioonoptika saastumisest mdotmiste seeria kéigus. Pikaajaline seos maaramispiiri muutuse ja aja

vahel ei selgu 3 kuu perioodi alusel (joonis 8).

Suhteliste mé&&ramispiiride standardhé&lbed ule erinevate analultide varieeruvad laiades piirides.
mSIM ja alla 100-0hikuliste vahemike skaneerimiste on standardhélbed vaiksemad. Suured
standardh&lbed naitavad, et mitte kGigi analliutide korral ei ole seos moodtereziimi ja LoQ vahel
sama. Teoreetiliselt peaksid kdik analutdid kaituma sarnaselt, sest koigi analitide korral
signaalide kogumisajad (t66tsuklid) samad.
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Dimetidllsuktsinaadi LoQ vaartused igal modtmisel

14
12
€ 10
=
= 8
a
E 6
o
g 4
S
ST N RR i | I||
- AL I 1 i I
100-200 10-310 100-400 100-600 100-1000 105-165 SIM mSIM  100-300 ' 100-200
skaneerimisvahemik profile (2)
B 1. md66tmine 10.12.2021 W 2. mdotmine 28.01.2022
3. mootmine 1.02.2022 B 4. m6otmine 4.02.2022

Joonis 8. LoQ vaartused erinevatel mddteseeriatel Gihe analtidi jaoks. Mddtmised
viidi l&bi erinevatel péaevadel tle mitme kuu. Seos maaramispiiri véaartuse ja aja
vahel puudub. Sama oli teiste anallititide korral.

Arvutatud madramispiiri vaartuste kdrvutamisel visuaalse hindamisega on ndaha, et signaali-
mira suhe annab maaramispiiri kohta uldist infot (joonis 9). Arvutusliku vaartuse ja signaali-
mira suhte jargi hinnatud LoQ erinesid tihti. Enamasti on arvutuslik LoQ véaartus kérgem kui
SNR > 10 alusel hinnatud LoQ. Né&ide on toodud joonisel 9, kus on ndidatud dimettitlmalonaadi
kromatograafilised piigid eri reziimide LoQ-lahedaste kontsentratsioonide korral. Laias ja
kitsas vahemikus skaneeriva mootereziimil saadud signaalid on sarnase SNR vidrtustega, kuigi
analtiidi kontsentratsioon on kitsama vahemiku korral 3,7 korda madalam. Vorreldes kitsa
vahemikuga modtmisega samal tasemel SIM mddtereziimis tehtud modtmisega, on mira
selgelt madalam. Téanu mSIM modtereziimi madalamale miiratasemele, on vdimalik tuvastada
ka madal lisandi piiki (retentsiooniajaga 2,46 min), mis teistel reziimidel on miira poolt

varjatud.
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Joonis 9. Dimetliulmalonaadi kromatogrammid kolme erineva modtereziimi korral.
Valja on toodud madramispiirile Idhimad tasemed, mSIM korral on madalaim tase
nahtavalt vaiksema miraga.

4.3. Kolmekvadrupoolne instrument: Agilent

Kokku madrati  kolmekvadrupoolsel instrumendil ~ maéaramispiir  (Uheteistkiimnel
modterereziimil. Ma&dramised tehti kahes seerias. Esimene méaras kolme erineva vahemikuga
skaneerivat, SIM ja mSIM modtereziime. Teine mééras ihe vahemikuga skaneerivat, neutraali
kao skaneerimise, eellasiooni skaneerimise, MRM ja SIM mdotereziimi. Korduseid tehti
vastavalt 4 ja 5. Maaramispiiride keskmised on esitatud tabelis 5 ja tabelis 6. Suhtelised LoQ
vaértused, kus SIM reziimi LoQ on 1, vadrtused on visualiseeritud esimese mdoteseeria jaoks

joonisel 10 ja teise modteseeria korral, MRM reziimi LoQ on 1, visualiseeritud joonisel 11.

Madalaima LoQ saavutas kolme analuldi korral mSIM ja ulejdanud kolme analiitdi korral
skaneerimine vahemikus 10-200. Seos skaneerimisvahemiku laiuse ja maaramispiiri vahel ei
ole selge. Kdige kérgem LoQ on nelja analtitudi korral esimene 10-310 vahemikus skaneeriv
reZiim ja kahe analiiiidi korral viimasena moddetud 10-310 vahemikus skaneeriv reziim. Seega,
vastupidiselt ootuspérasele, kdige laiema vahemikuga skaneeriv reziim ei olnud kdige kdrgema
méaéramispiiriga.

Erinevus skaneerivate mootereziimide ja SIM reziimide vahel on kdige suurem 3-kloro-

puridiinil, kus 10-310 vahemik korral oli 3 korda kdrgem mé&aramispiir vorreldes SIM ja mSIM
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reziimiga. Laiema ja kitsama vahemiku skaneerimise LoQ oli ainult 2 korda suurema

vaartusega kui SIM.

Tabel 5. Madramispiiri vaartuste keskmised skaneerival, SIM ja mSIM
mdotereziimidel kolmekvadrupoolsel instrumendil (n = 3-6).

Keskmine maaramispiir (ppm)
Analiiiit Skaneerimine i i
- m
10-200 | 10-310 1(()2;% 0 10-1000

2,6-dimetlulpdridiin 0,0047 | 0,0084 0,013 0,0099 | 0,0068 0,012
2-metoksupuridiin 65 67 59 57 31 17
3-kloropuridiin 36 52 52 30 16 16
Dimetudlglutaraat** 3,8 18 53 7,5 9,5 3,8
Dimetutlmalonaat** 130 150 90 110 93 51
Dimettdlsuktsinaat** 22 48 31 46 32 24

*) Skaneerimise modtereziimi vahemikus 10-310 viidi 14bi mddteseerias esimesena ja
viimasena. Need madtmised on analtitisitud eraldati.
**) Selles mGdteseerias jalgiti naatrium liit-iooni dimetddldiestrite korral.

Vorreldes SIM ja mSIM reziime on niha, et mSIM on keskmiselt madalama LoQ véértusega.
Nelja analtddi korral oli mSIM kuni 2 korda madalama maéaramispiiriga. See on erinev
Uhekvadrupoolse instrumendi tulemustest. P&hjuseks on véga tGendoliselt see, et
kolmekvadrupoolses instrumendis kasutatakse SIM ja mSIM korral sama viibimisaega (200
ms). Seega mSIM kasutas (iheks tstikliks 6-200 = 1200 ms ja see mojus signaalile marafiltrina.
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suhteliste maaramispiiri vaartuste vordlus: Kolmekvadrupoolne
instrument skaneeriv ja SIM
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Joonis 10. Agilent kolmekvadrupoolse instrumendi esimese mddteseeria suhtelised
LoQ vaartused vorreldes SIM modtereziimiga koigile analliutidele. mSIM on
madalaima keskmise LoQ véartusega. Vearibad téhistavad standardhélvet kdigi
analiilitide keskmisele vastaval modtmisreziimil.

Standardhélbed Ule erinevate anallittide suhteliste maaramispiiride on ebauhtlased. See néitab,
et analtldite suhteliste LoQ-de seosed mddtmisreziimidega ei ole tdpselt samasugused.

Teoreetiliselt peaksid kdik analtdid kdituma sarnaselt.

Tabel 6. M&aramispiiri vaartuste keskmised tavalisel, neutraali kao ja eelasiooni
skaneerimisel, MRM ning SIM mdoétereziimil. (n = 4-6)

Keskmine maaramispiir (ppm)
Analiiiit Skaneerimine
1(()3:)%,%0 Neili;?ali Eellasioon MRM | SIM
2,6-dimetudlpdridiin 0,011 0,0084 0,0073 0,0044 | 0,0066

2-metoksupuridiin 36 33 19 14 26
3-kloropuridiin 78 33 51 23 47
Dimetulglutaraat 17** 7,7 4,7 5,0 8,7
Dimetutlmalonaat 96** 79 110 40 49
Dimetliulsuktsinaat 38** 32 57 17 50

*) Skaneerimise modtereziimi vahemikus 10-310 3 mdoGteseeriad on analiisitud
eraldi teistest sama vahemikuga modteseeriatest.
**) Skaneeriva reziimi korral oli n = 1. Detekteeriti protoneeritud vormi.
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MRM on koige madalamate LoQ véartustega kdigile valja arvatud dimettdlglutaraadile.
Dimetliulglutaraadi puhul on madalaim LoQ eellasiooni skaneerimise korral, kuid erinevus
MRM-st on minimaalne (1.06 korda). SIM saavutas neutraali kao ja eellasiooni skaneerimisega
sarnaseid LoQ vaartuseid, aga madalamad LoQ vééartuseid vorreldes tavalise skaneeriva

reziimiga. MRM korral olid LoQ véartused 1 kuni 3 korda madalamad kui SIM korral.

suhteliste madramispiiri vaartuste vordlus: fragmenteerivad

reziimid
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Joonis 11. Agilent kolmekvadrupoolse instrumendi teise mddteseeria suhtelised
LoQ vadrtused vorreldes SIM reziimiga koigile analiutidele. MRM ja SIM on
keskmiselt madalaima LoQ véartustega. Vearibad téhistavad standardhalvet kdigi
analiiiitide keskmisele vastaval mootmisreziimil.

Suhtelistele LoQ vaartustele toetudes on néha, et skaneerivad reziimid olid keskmiselt 2 korda
kdrgemate LoQ vadrtustega kui MRM ja natuke kdrgemate keskmiste vaartustega kui SIM.
Saadud tulemused kinnitavad, et skaneerivate mdoteviiside lisamine tdstab (st halvendab)

metoodika maaramispiire.

Kolmanda modteseeria korral on suhteliste maaramispiiri standardhélbed Gle kbigi analttide
vaiksemad kui teisel kahel modteseerial. See nditab, et eri analliitide LoQ-de ja
mootmisreziimide vahel on tihedam seos. Mdjutada vdib ka lihem intervall mddtmiste vahel,

sest viidi 1abi 2 mddtmist jarjestikustel paevadel.

Joonis 12 néitab visuaalset mira erinevust skaneeriva, MRM, neutraali kao skaneeriva ja
eellasiooni skaneeriva modtereziimi vahel. MRM saavutab praktiliselt murata signaali.
Neutraali kao ja eellasiooni skaneerimie ndevad vaga sarnased vélja, piikide tippude sakilisus

néitab mira moju.
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Joonis 12. Dimetillglutaraadi kromatogrammid skaneerivas (a), MRM (b),
eellasiooni skaneerivas (c) ja neutraali kao skaneerivas (d) mootereziimis. Kdik on
mdddetud sama analtldi kontsentratsioonitasemega (¢ =3,9 ppm), samal péeval.
Kdik valja arvatud skaneeriva mddtereziimiga on LoQ lahedasel tasemel.

Vaadates saadud tulemusi on ndha kooskdla varasemalt 1&bi viidud uurimustes GC-MS
instrumendil (ptk. 2.8) . Sarnaselt on 2 kordne erinevus SIM ja MRM md&dtmisreziimide vahel
[10]. Autor [8] leidis, et MRM vdimaldab kuni 40 korda madalamat avastamispiiri kui SIM
mdGtmisreziim. See on oluliselt suurem LoQ paranemine kui kéesolevas t66s leitud 2-3 korda.

Erinevuse pdhjuseks on proovi maatriksi m6ju puudumine kaesolevas to6s.

4.4. Erinevused Uhe- ja kolmekordse kvadrupooliga instrumentide vahel

Instrumentide tulemused erinesid ménes vétmekohas. Shimadzu puhul oli selgelt néha SIM ja

mSIM maaramispiiri erinevust, Agilendi puhul oli m&dtmise ajaline seadistus erinev ja SIM oli
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kdrgema LoQ-ga kui mSIM. See tdi esile mdotmistsiikli aja seadistuse tahtsuse ja erinevad
l&henemised, mida instrumenditootjad kasutavad.

Shimadzu korral oli seos laiema skaneerimisvahemiku ja maaramispiiri vahel selge. Agilendi
instrumendil oli védhem skaneerivaid mddtmisi ja selget seost skaneerimisvahemiku ja

madramispiiri vahel ei saanud maarata.

Uks taispikkuses kromatograafiline jooks on naidatud joonisel 13. Retentsiooniajad analuiiitidel
varieerusid kahel instrumendil kuni 3%. Arvestades, et tegemist oli isokraatilise elueerimisega,

ei tohiks retentsiooniaegade erinevus mdjutada massispektromeetrilisi maaramise tulemusi.

Kromatograafiline jooks tihekvadrupoolsel instrumendil
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Joonis 13. Kromatograafilised jooksud mélemal instrumendil. Suurim erinevus on
dimettdlglutaraadi piigi (10 minuti juures) retentsiooniajas, mis oli Agilendi LC-
MS instrumendil 0,2 minutit lihem.
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5. Kokkuvote

T00 eesmargiks oli hinnata, kuidas erinevad massispektromeetria modtmisereziimid ja nende
parameetrid mdjutavad analliisimetoodi méaaramispiiri LC-MS instrumendil. Seni puudus
kvantitatiivne hinnang LC-MS mdotereziimide mjust analliiisi maaramispiirile. Maaramispiiri

maaramiseks kasutati ICH arvutuslikku meetodit.

Md6tmised viidi 1abi Ghekvadrupoolsel ja kolmekvadrupoolsel LC-MS instrumendil. Kokku
mdddeti 21 mddtereziimi, 10 ja 11 vastavalt kummalgi instrumendil. Kordusi viidi 1&bi 4-5 iga
modtereziimiga. Kasutati mudelproove kuue analliidiga ja ilma maatriksita, et minimeerida
mdjusid, mis pole pohjustatud MS tooreziimist. Kuue tasemega kalibreerimisgraafikute pdhjal

arvutatud méaaramispiiride keskmiseid vaartuseid vorreldi kolmes grupis.

Uhekvadrupoolse instrumendi korral ilmnes seos keskmiste maaramispiiri vaartuste ja
skaneeriva moOOtmisreziimi  skaneerimisvahemiku laiuse vahel. Mida laiem oli
skaneerimisvahemik, seda kdrgem oli keskmine ma&ramispiiri vaartus. Kdige laiema
skaneerimisvahemiku (900 m/z uhikut) korral oli mé&&aramispiir keskmiselt 1,7 korda kdrgem
kui kitsaima vahemiku (50 m/z Uhikut) korral. Vorreldes (hte iooni jalgivat (SIM)
modtmisreziimi skaneeriva modtmisreziimiga, on 3 analliidi korral SIM umbes 2 korda
madalama keskmise maaramispiiriga. Suhe mitme (hte iooni jalgiva (mSIM) mo&tmisreziimi

ja SIM vahel oli 4 analiiidiga 1,4 ja tihega 2,1. Esines erandeid (ihe analiitidiga.

Kolmekvadrupoolsel instrumendi korral seost madramispiiri vadrtuste ja skaneerimisvahemiku
laiuse vahel ei selgunud. SIM m&dtmisreziim saavutas keskmiselt 1,3 kuni 2 korda madalama
keskmise maaramispiiri kui skaneeriv meetod. mSIM puhul olid keskmised maéaramispiiri
véértused neljal analutdil kuni 2 korda madalamad, mis on ootamatu tulemus. Kolmandas
grupis vorreldud fragmenteerivad skaneerimisega modtmisreziimid olid keskmiselt vordsete
médramispiiri vadrtustega SIM mddtmisreziimiga ja skaneerivast modtmisreziimist keskmiselt
1,3 korda madalam. MRM olles kdige spetsiifilisem modtmisreziim saavutas 1,2 kuni 3 korda

ja keskmiselt 1,9 korda madalamaid maaramispiire kui SIM mootereziim.

T60 tulemusena selgus, mitu korda madalamaid voi kdrgemaid mé&&ramispiire vdimaldavad
saavutada erinevad LC-MS mod&tmisreziimid. See voimaldab LC-MS praktikutel hinnata kui
palju vdidetakse voi kaotatakse madramispiiris, kui liks mootmisreziim asendatakse teisega.

T60 eesmark taideti.
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