Kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci

Teoreticky Uvod

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci se tadi
mezi nejcitlivéjsi separacni metody urcené ke kvantitativni analyze a v souCasnosti je stale
vice v praxi pouzivana. Spojeni vysokou¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni,
popiipadé tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS) se stava v komerénich firmach
standardni analytickou separa¢ni technikou a u zadateli o praci je velice Casto pozadovéna i
prakticka zkusenost s touto metodou.

V této laboratorni Uloze bude analyzovan estriol metodou HPLC-MS/MS. Estriol se fadi
mezi estrogenni latky, coZ jsou Zenské pohlavni hormony. V disledku nejrazngjsich lidskych
aktivit dochazi ke kontinualnimu zvySovani znecisSténi zivotniho prostfedi polutanty a toto
zneCisténi se stava stale komplexnéjsi. Relativné novou skupinou polutantii jsou latky,
ovlivityjici endokrinni systémy Sirokého spektra organizmi. Mezi tyto latky, tzv. endokrinni
disruptory (ED), se tadi i estriol.

Vzhledem k nizkym koncentracim estrogennich polutantl (desetiny az stovky ng/L) ve
vodnych vzorcich Zivotniho prostfedi (fi€ni voda, splaskova voda aj.) vyzaduje jejich analyza
vysoce citlive metody. Mezi nejvyznamnéj$i metody analyzy estrogennich polutantt v
Zivotnim prostiedi patii vysokoudinna kapalinova chromatografie. Jako stacionarni faze pro
analyzu estrogenti jsou obvykle pouzivany rizné modifikace silikagelu s navazanym
alkylovym fetézcem (nejCastéji oktadecyl nebo oktyl) a jako mobilni faze smési
acetonitril/'voda nebo methanol/voda s riznym obsahem organické slozky. Vzhledem k
nutnosti stanovovat nizké koncentrace estrogennich polutantli, nema fada detektort
pouzivanych v kombinaci s HPLC dostateCnou citlivost. Proto existuje pouze malo studii
zabyvajicich se stanovenim estrogent pomoci HPLC s jinou nez hmotnostni detekci.

Hmotnostni detektor se skldd& z nékolika hlavnich ¢asti zahrnujicich iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator, detektor iontd a zdroj vakua. lontovy zdroj slouzi k zplynéni mobilni
faze a k tvorb¢ ionth analyti. V naSem piipadé¢ budeme pouzivat ionizaci elektrosprejem
(ESI). Jedna se o mékkou ioniza¢ni techniku, kterd pracuje za atmosférického tlaku. Jako
hmotnostni analyzator je vyuzivan kvadrupdl. Kvadrupdl je tvofen 4 paralelnimi tyCemi
kruhového nebo hyperbolického prifezu, na néz je vkladano napéti. Vstupujici ionty za¢nou

oscilovat. Oscilace jsou stabilni pouze pro ionty s uréitym pomérem m/z a jen tyto ionty
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kvadrupolem projdou. Ostatni ionty jsou zachyceny na tyCich. Trojity kvadrupdl je tvoren
tfemi kvadrupdly zapojenymi sériové za sebou, prvni a tieti kvadrupdl slouzi jako filtry hmot
a druhy kvadrupol (v nasem ptipadé hexapodl) slouzi jako kolizni cela. Detektorem iontti miize
byt elektronasobic, poptipadé fotonasobic.

Principem trojité¢ho kvadrupoélu je sledovani specifického pirechodu mezi prekursorovym
a produktovym iontem daného analytu. Po separaci analytii na LC a jejich pfevedeni na ionty,
(pomoci iontového zdroje) jsou tyto ionty vedeny iontovou optikou (soucésti je i iontova
kapilara, na jejimz konci je vlozeno napéti tzv. fragmentor, tato hodnota ovliviluje intenzitu a
vznik prekurzorovych iontll) do prvniho kvadrupolu, ten propusti pouze ndmi zvolenou
hmotu m/z (tato hmota se nazyva prekurzorovy iont). Tato hmota je vedena do kolizni cely,
kde dochazi (na zakladé zvolené kolizni energie) kjeji fragmentaci. Takto vznikaji
produktové ionty, které jsou vedeny do tietiho kvadrupolu, kterym projde pouze nami
specifikovany produktovy iont o dané hmot¢. Tento produktovy iont je detekovéan detektorem
iontl. Cilem této ulohy je nalezeni optimélnich parametrd hmotnostniho spektrometru

nutnych k méfeni v jeho nejcitlivéjsim modu tzv. MRM modu.

V této uloze budou pouzity ¢tyii druhy skenti:

SCAN - systém pracuje v rezimu jednoduchého kvadrupolu. Kvadrupdl propusti na detektor
vSechny ionty, tim se ziska celkové hmotnostni spektrum.

SIM (selected ion monitoring) - systém pracuje vreZzimu jednoduchého kvadrupdlu.
Kvadrupdl propusti na detektor pouze nami zvolenou m/z.

Product lon - systém pracuje v rezimu trojitého kvadrupo6lu. Prvnim kvadrupdélem projde
definovana m/z, ta je rozstépena v kolizni cele, vzniklé ionty projdou tietim kvadrupdlem a
jsou detekovany.

MRM (multiple reaction monitoring) - systém pracuje v rezimu trojitého kvadrupo6lu. Prvnim
kvadrupélem projde definovand m/z (prekurzorovy iont), ta je rozstépena Vv kolizni cele,
tretim kvadrupolem projde definovana m/z (produktovy iont) a ta je detekovana.

Piistroje, pomiicky a chemikalie

e Kapalinovy chromatograf Agilent serie 1290 (Agilent Technologies, Waldbronn,

Némecko)



Waldbronn, Némecko)

Trojity kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr Agilent 6460 (Agilent Technologies,

HPLC kolona SunFire C18, 4,6 x 150 mm, 5 um (Waters, Milford, USA)
Mobilni faze H,O with 0,1% HCOOH; ACN with 0,1% HCOOH

4 sklenéné vialky s roztokem estriolu oznacené Cisly 1-4 (c; = 800 pg/ml; ¢, = 80pg/ml; c3

= 8 ug/ml; ¢4 = X ug/ml); 1 vialka se smési estrogennich latek

Mass Hunter workstation software

Pracovni postup

1. Vytvoite slozku, kde se budou ukladat vami zméfena data: Na ploSe dvakrat

poklepejte na ikonku Computer-Shortcut, oteviete adresai Windows (C:), poté slozku

PRAKTIKA LC-MS a zde vytvoite slozku s ndzvem vasi skupiny, tak aby bylo

poznat, kdo namétil dana data (nejlépe vase piijmeni).

2. Rozkliknéte zalozku Agilent MassHunter Workstation Data Aquisition, kterd se

nachazi na listé. Zobrazi se vam software, ktery ovlada cely LC-MS instrument.

Systém je v rezimu on (nemusi se nic zapinat).

3. Vlozte do karuselu vialky. Do pozice 1 vialku s ozna¢enim 1, do pozice 2 vialku

s oznacenim 2 a do pozice 3 vialku s oznacenim 3 atd.

A. Vytvoreni metody

1. V levé dolni ¢asti programu jsou zalozky, které ovladaji jednotlivé ¢asti instrumentu:
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Kliknéte na zalozku Sample Run (oznaceno ¢ervené), zadejte cestu, kam se budou
ukladat namétena data (pomoci zakrouzkované ikonky se proklikejte do vami

vytvofené slozky).
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V Sample do policka s nazvem Position vyplite: Vial 1 do poli¢ka Injection Volume

vypliite 1.

Piekliknéte na Method Editor. V zaloZce Quat Pump nastavte Stop Time na 3 minuty.

Zkontrolujte, zda prutok mobilni faze je nastaven na 0,8 ml/min a slozeni solventt

odpovida 55/45 H,0 with 0,1% HCOOH/ACN with 0,1% HCOOH.



5. V zaloZce Column Comp. nastavne teplotu vyhiivani kolony na 30 °C (jak u Left tak i
u Right).

6. Metodu uloZte kliknutim na oznac¢enou ikonu ve formatu: Praktika_Jméno (Misto

jména napiste nazev, jak jste si pojmenovali vasi sloZzku, kam se ukladaji data).
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B, Proméreni full scan spektra

1. V zéaloZzce QQQ a podzalozce Acquisition nastavte tyto hodnoty: Start Mass — 100;
End Mass — 300; Scan Time 500; Fragmentor — 100 V; Polarity — Positive.

2. 'V zaloZce QQQ a podzaloZce Source nastavte tyto hodnoty: Gas Temp — 350 °C; Gas
Flow — 10 I/min; Nebulizer — 55 psi; Capillary (Positive) — 4000 V.

3. V zaloZce Sample Run do poli¢ka Name (pro Data File), napiste: Estriol Scan 01.d

4. Pro potvrzeni vami nastavanych parametrii kliknéte na ikonku Apply v Method
Editoru.
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5. Spust'te analyzu pomoci ikonky Start Sample Run v horni ¢ésti programu.
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6. Po dob¢hnuti analyzy minimalizujte program Agilent MassHunter Workstation Data
Aquisition na litu a oteviete program k vyhodnoceni dat Qualitative Analysis, ktery

se nachazi na ploSe.

7. Oteviete vami zméfeny soubor Estriol Scan 01.

8. Kliknéte na ikonku Manual Integration a zintegrujte peak estriolu. Poté kliknéte

na ikonku Peak Select ¢imz se oznaci zintegrovany peak. Kliknéte pravym

i,

tlacitkem mysi na peak a vyberte Extract Peak Spectrum. Timto ziskdme hmotnostni
spektrum estriolu. Nejintenzivngj$i hmota odpovida prekursorovému iontu (tuto hmotu
si poznamenejte).

9. Kliknéte na File/Save results, poté na File/Close Data File.

10. Minimalizujte program Qualitative Analysis na liStu a otevicte program Agilent

MassHunter Workstation Data Aquisition (na liste).

C. Nalezeni optimalniho napé€ti na kapilare

1. V zéloZce Sample Run do policka Name (Data File) napiste: Estriol SIM100V 01.d do
policka Position vypliite: Vial 2

2. 'V z&loZce QQQ zménte Scan Type na MS2SIM. V podzalozce Acquisition nastavte
(popiipadé zkontrolujte) tyto hodnoty: Mass — zde zadejte hmotu prekurzoroveho
iontu, kterou jste si poznamenali; MS2 Res — Unit; Dwell — 200; Fragmentor — 100V;
Polarity — Positive. Kliknéte na ikonku Apply. Spust’te analyzu.

3. 'V zaloZce Sample Run do poli¢ka Name (Data File) napiste: Estriol SIM120V 01.d

4. V zélozce QQQ a podzalozce Acquisition zméfite parametr Fragmentor na 120V,

Kliknéte na ikonku Apply. Spust'te analyzu.



5. Analogicky (zména v zalozce Sample Run do policka Name (Data File) a zména
v zaloZce QQQ a podzalozce Acquisition parametr Fragmentor) zméfte hodnoty
parametru Fragmentor: 150, 50, 20 V. Nezapominejte pred spusténim kazdé analyzy
potvrdit nastaveni ikonkou Apply.

6. Oteviete program Qualitative Analysis (na 1isté). Oteviete (File/Open Data File)
vSechny soubory, které maji v nazvu SIM.

7. Kliknéte na ikonku Overlaid mode [ | (dojde k piekryti jednotlivych peaku).
Optimalni napéti na kapilafe bude odpovidat napéti fragmentoru pii kterém je peak
estriolu nejvyssi. Peak, ktery odpovida danému napéti, zjistite vyklikdvanim nazva

jednotlivych soubori.
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8. Optimalni napéti Fragmentoru si poznamenejte. Vysledky uloZte (File/Save results) a

soubory zavtete (File/Close Data File).

9. Minimalizujte program Qualitative Analysis na liStu a oteviete program Agilent

MassHunter Workstation Data Aquisition (na listg).

D, Nalezeni produktového iontu a optiméalni hodnoty kolizni energie

1. V zéloZce Sample Run do poli¢ka Name (Data File) napiste: Estriol PROD15V 01.d
2. 'V zaloZce QQQ zméite Scan Type na Product Ion. V podzaloZce Acquisition nastavte
(popiipadé zkontrolujte) tyto hodnoty: Precursor lon — zde zadejte hmotu

prekurzorového iontu, kterou jste si poznamenali; MS2 From — 100; MS2 To - 300;



Scan Time — 500; Fragmentor — zadejte optimalni hodnotu, kterou jste si poznamenali;

Collision Energy — 15V Polarity — Positive. Spust'te analyzu.

.V zaloZce Sample Run do poli¢ka Name (Data File) napiste: Estriol PROD30V 01.d

V zéloZce QQQ a podzalozce Acquisition zménite parametr Collision Energy na 30V.

Spust’te analyzu.

Analogicky (zména v zalozce Sample Run do policka Name (Data File) a zména
v z&loZce QQQ a podzalozce Acquisition parametr Collision Energy) zméfte hodnoty

parametru Collision Energy: 20, 25 V.

Oteviete program Qualitative Analysis (na list¢). Oteviete (File/Open Data File)
vSechny soubory, které maji v nazvu PROD.

Kliknéte na chromatogram pravym tlacitkem mysi a zvolte Integrate and Extract Peak
Spectra. Zaviete Chromatogram Results kiizkem. Zustanou vam zobrazena pouze MS
Spectrum Results. Pokud nejsou MS spektra ptekryta, prekryjte je ikonkou Overlaid

mode.

Zjistéte produktovy ion (hmota, ktera ma nejvétsi intenzitu) a hodnotu kolizni energie,
pfi které je hmota produktového iontu nejintenzivnéjsi stejnym zptisobem jako pfi
zjisStovani optimalni hodnoty Fragmentoru (viz. C, 6,). Hodnotu produktového iontu a

kolizni energie si poznamenejte. Soubory ulozte a zaviete.

Minimalizujte program Qualitative Analysis na liStu a oteviete program Agilent

MassHunter Workstation Data Aquisition (na liSt¢).



E, Méfeni estriolu pomoci MRM modu

1. V zéaloZce Sample Run do policka Name (Data File) napiste: Estriol MRM 01.d do
policka Position vypliite: Vial 3

2. 'V zaloZzce QQQ zméite Scan Type na MRM. V podzalozce Acquisition nastavte
(popiipadé zkontrolujte) tyto hodnoty: Precursor ion — zde zadejte hmotu
prekurzorového iontu, kterou jste si poznamenali; MS1 Res — Unit; Product ion -
zadejte hmotu produktového iontu, kterou jste si poznamenali; MS2 Res — Unit; Dwell
— 200; Fragmentor — hodnota, kterou jste si poznamenali; Collision Energy — hodnota,

kterou jste si poznamenali; Polarity — Positive. Spust’te analyzu.

3. Oteviete program Qualitative Analysis (na listé). Oteviete (File/Open Data File)
vSechny soubory, které maji v nazvu MRM. Kliknéte pravym tla¢itkem mysi na
chromatogram a vyberte Extract Chromatograms/Type — MRM a potvrd'te OK.

V Data Navigatoru (viz. obr. C, 6.) vykliknéte TIC MRM a ponechte zaskrtnuto pouze
MRM (dané piechody).

4. Kliknéte pravym tlacitkem mysi na chromatogram a zvolte Integrate Chromatogram.
Poté kliknéte opét pravym tlacitkem mysi na chromatogram a zvolte Peak List (pokud

jiZ neni zobrazen).

5. Zaznamenejte si reten¢ni ¢as (RT), plochu (Area), vySku (Height). Soubor uloZte a

kiizkem zaviete program Qualitative analysis.

F, Stanoveni neznamé koncentrace estriolu ve vzorku X

1. Vlozte vialku s neznamou koncentraci estriolu do autosampleru (pozice 4).

2. Zmgite tento vzorek pomoci MRM modu (viz. bod E); proved’te celkem 3 analyzy.

3. Na zékladé€ zjisténé odezvy (plocha) pro danou koncentraci estriolu v bod¢ E,
vypocitejte koncentraci estriolu ve vialce 4 (vysledek uved'te jako primér spolu

s relativni smérodatnou odchylkou).



G, Identifikace estrogentu pomoci MS spekter

1. Vlozte vialku ¢islo 5 do autosampleru (pozice 5).

2. 'V zaloZce Quat Pump nastavte Stop Time na 14 minut.

3. V zaloZce QQQ zménte Scan Type na MS2 Scan.

4. V zélozce QQQ a podzaloZce Acquisition nastavte tyto hodnoty: Start Mass — 150;
End Mass — 300; Scan Time 500; Fragmentor — 100 V; Polarity — Positive.

5. Metodu ulozte.

Method E ditor
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6. Zméite vzorek Cislo 5, ktery obsahuje nasledujici estrogeny:

Estron 17pB-estradiol (BE2)

7. Na zakladé¢ hmotnostnich spekter, ktera si vyhodnotite v Qualitative Analysis,
rozhodnéte, které piky odpovidaji jednotlivym estrogeniim (uvédomte se, Ze ne
viechny analyty musi mit nejintenzivnéjsi hmotu [M+H]").

PROTOKOLY: jeden protokol za skupinu (dvojice poptipad¢ trojice); neuvadét teoreticky
princip ani postup prace; protokol bude obsahovat stru¢né, co bylo méfeno (i v jakém
rozsahu) + vysledek, MS spektrum scanu estriolu a MS spektrum produktového iontu estriolu
pii optimalni hodnoté kolizni energie (export dat bude ukazén pti tloze). Protokoly budou
hotovy do 5 dni od absolvovani tlohy a zaslany na email: kozlik@natur.cuni.cz
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