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Opinnaytetydn tavoitteena oli optimoida ja testata menetelmé Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS -
laitteistolle aminohappojen ja asyylikarnitiinien sisaisten standardien (AA ja AC IS) pitoisuuksien
maarittamiseksi.

Sisdisten standardien pitoisuusmaaritykset tehdaan talla hetkella Sciex APl 2000 LC-ESI-
MSMS -laitteistolla. Laitteisto on jo suhteellisen vanha ja sen suorituskyky on laskussa.
Ongelmia on erityisesti asyylikarnitinim&arityksessd, jossa hajonta ei ole aina
hyvaksymisrajoissa. Taman takia menetelma optimoitiin Sciex APl 5000 LC-ESI-MSMS -
laitteistolle. Tuotannollisena riskind on myds, ettd vanha laitteisto hajoaa ja sitd ei saada
korjattua, koska laitteeseen ei enéé ole saatavilla varaosia.

Menetelméaparametrit optimoitin  Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS -laitteistolle, kayttaen
Wallacissa valmistettuja laadunvalvontatesteissd hyvéaksyttyja komponentteja. Valmistetut
naytteet maaritettiin rinnakkain Sciex API 2000 ja Sciex APl 5000 LC-ESI-MSMS -laitteistoilla.
Saatu data kasiteltiin ja siirrettiin validoituihin tulospohjiin, jonka jalkeen maaritysten tuloksia
analysoitiin ja verrattiin keskenaan.

Kaikki laadunvalvonnan hyvaksymiskriteerit tayttyivat molemmilla laitteistoilla. Laitteistoilla
saadut pitoisuudet erosivat toisistaan hyvin vahan. Yhteenvetona voitiin todeta, ettd uusi

optimoitu menetelma oli vastaava kuin vanha menetelma Sciex APl 2000 LC-ESI-MSMS -
laitteistolla.

ASIASANAT:

Massaspektrometria, optimointi



BACHELOR’S THESIS | ABSTRACT
TURKU UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES

Biotechnology and Food Technology | Laboratory Technology
May 2015| 25 pages

Instructors

Taina Hovinen, Senior Lecturer

Marko Ahlas, R&D Chemist

Kirsi Rosberg

OPTIMIZATION OF INTERNAL STANDARD
CONCENTRATION ASSAY FOR LC-ESI-MSMS
EQUIPMENT

The aim of this Bachelor’s thesis was to optimize and test a method for Sciex APl 5000 LC-ESI-
MSMS equipment to determine the concentrations of amino acid and acylcarnitine internal
standards (AA and AC IS).

At the moment IS concentrations are determined by means of a Sciex APl 2000 LC-ESI-MSMS
system. The equipment is already relatively old, and its performance is declining. The problem
is particularly in the acylcarnitine assay, where within one run the deviation of internal standard
is not always within the acceptance limits. This is the reason why this assay was optimized for
the Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS system. A risk from the production point of view is also that
the old system may break down and can not be repaired because there are no spare parts
available any longer.

The method parameters were optimized for Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS using approved
components manufactured by Wallac Oy. Samples were analysed with both Sciex API 2000 LC-
ESI-MSMS and Sciex APl 5000 LC-ESI-MSMS. The data of both systems were processed and
transferred to validated result tables, after which the test results were analyzed and compared.

All quality control acceptance criteria were met with both systems. The results from the assays
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KAYTETYT LYHENTEET

AC
CAD

cps
CUR
DP

EP

ESI
GS1
GS2
HPLC

MRM
MSMS

TEM

aminohappo; amino acid
asyylikarnitiini; acylcarnitine

térmayskaasun painetta saateleva parametri. Collision
Activated Dissociation

counts per second
verhokaasua saateleva parametri. Curtain Gas

suutinaukon ja kartiolevyn valista jannite-eroa saateleva
parametri. Declustering Potential

parametri, joka kontrolloi jannitettd, joka ohjaa ionit QO:n lapi.
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massan ja varauksen suhde; mass-to-charge ratio
useiden reaktioiden seuranta; Multiple reaction monitoring
tandemmassaspektrometria; tandem mass spectrometry

ionisaation lampdtilaa sdateleva parametri. Temperature



1 JOHDANTO

Opinnaytetyon tavoitteena oli optimoida ja testata menetelmé& Sciex API 5000
LC-ESI-MSMS —laitteistolle aminohappo- ja asyylikarnitiinisisaisten standardien
(AA ja AC 1IS) pitoisuuksien méaarittamista varten. Tarkoitus oli tehda alustava
testaus laitteiston soveltuvuudesta tahan kayttoon. Mikadli menetelma
todettaisiin tarkoitukseen sopivaksi, se voitaisiin tulevaisuudessa verifioida ja

ottaa tuotantokayttoon.

Sisaisten standardien pitoisuusmaaritykset tehdaan talla hetkella Sciex API
2000 LC-ESI-MSMS -laitteistolla. Laitteisto on jo suhteellisen vanha ja sen
suorituskyky on laskussa. Ongelmia on erityisesti asyylikarnitinimaarityksessa,
jossa menetelman toistettavuus ei ole aina hyvaksymisrajoissa. Tuotannollisena
riskind on myd@s, etta vanha laitteisto hajoaa ja sita ei saada korjattua, koska

laitteistoon ei enaé ole saatavilla varaosia.

AA ja AC -sisdisia standardeja kaytetddn yhdessd ihmisen kokoveresta
valmistettujen  kontrollien kanssa aminohappojen ja asyylikarnitiinien
pitoisuuksien  maarittamiseen vastasyntyneiden kantapddsta otetusta
verinaytteesta. Kantapaaverinayte otetaan 3-5 paivan ikaisesta lapsesta. Naista
kantapaaverinaytteista voidaan maarittdd useita erilaisia rasvahappo- ja
aminohappoaineenvaihduntahéairioitd. Aineenvaihduntahairiot ovat yleensa
helposti hoidettavissa, mikali ne havaitaan riittdvan aikaisessa vaiheessa.

Opinnaytetydssa valmistettiin naytteet kullekin aminohapolle ja asyylikarnitiinille
sekd optimoitiin niille parhaat mahdolliset ajo-olosuhteet. Kun parametrit oli
optimoitu, ajettiin molemmilla laitteistoilla samat naytteet ja verrattiin tuloksia
keskenaan. Nain varmistettiin luodun menetelman toimivuus Sciex APl 5000
LC-ESI-MSMS -laitteistolla.

Opinnaytetyd tehtiin Wallac Oy:ssa, joka on o0sa maailmanlaajuista
PerkinElmer-konsernia. PerkinElmer-konsernilla on toimipisteita yli 150 maassa.
Wallac Oy kehittdd, tuottaa ja markkinoi mittalaitteita, reagensseja ja

ohjelmistoja ladkeainekehitykseen ja tutkimukseen sekd& diagnostisia



testausjarjestelmia kliiniseen diagnostiikkaan ja joukkoseulontaan. Wallac Oy
on perustettu vuonna 1950 ja tyollistaa tallla hetkella noin 530 henkea.

Kymmenen vuotta sitten siirrettiin ensimmaiset vastasyntyneiden seulontaan
tarkoitetut MSMS-teknologiaan perustuvat reagenssikitit Yhdysvalloista Turkuun
tuotettaviksi. Kymmenessa vuodessa MSMS-tuotelinja on kasvanut lahes 20%
vuositasolla ja on tana paivana yksi PerkinElmer-konsernin merkittavimpia
tuotelinjoja. MSMS-tuotannossa tyoskentelee talla hetkella linjavastaava ja nelja
tuotantolaboranttia.



2 MASSASPEKTROMETRIA

Massaspektrometria on menetelma, jossa tutkittavat molekyylit ionisoidaan ja
nain muodostuneet ionit erotellaan ja detektoidaan niiden massal/varaus-
suhteen (m/z) mukaisesti. lonien pitoisuudet lasketaan analyysin tuloksena
saatavasta massaspektristd. Massaspektrometrin toiminta voidaan jakaa
neljadn osaan. Nestefaasissa olevat molekyylit saatetaan kaasufaasiin ja ne
ionisoidaan. Muodostuneet ionit erotellaan niiden massa/varaus-suhteen

perusteella ja viimeiseksi ionit detektoidaan. (Riekkola & Hy6tylainen 2002)

Massaspektrometrialaitteisto muodostuu naytteensyottosysteemista,
ionisaatiokammiosta, analysaattorista ja detektorista. Naytteensyottosysteemi
koostuu ilmanpoistajasta, HPLC-pumpusta (High Performance Liquid
Chromatography, korkean suorituskyvyn nestekromatografia) ja
naytteensyottajasta, kuva 1 (Kottonen 2005). HPLC-pumppu kuljettaa ajoliuosta
ja naytettd massa-analysaattoriin. Ajoliuos kulkee ilmanpoistajan kautta, jotta
liuoksesta saadaan pois mahdollisimman paljon ilmaa. Mé&éritettavat naytteet
ovat 96-kuoppalevyilld, joista automaattinen naytteensyéttdja annostelee
naytteet analysaattoriin yhdessa ajoliuoksen kanssa. Nayteliuos kuljetetaan
ionilahteeseen, jossa molekyylit saatetaan kaasufaasiin ja ionisoidaan. lonit
ohjataan analysaattoriin. Analysaattori on aina alipaineessa, jotta analyyttien ja
iimamolekyylien véliset tormaykset voidaan minimoida. Naytteet myds
hoyrystyvat ja poistuvat laitteistosta paremmin alhaisessa paineessa. (Riekkola
& Hyotylainen 2002)



Massa-analysaattori
ja detektori -

.........

Typpikehitin

Automaattinen HPLC-pumppu limanpoistaja

néytteensyoittéjé
Ajolitios

Kuva 1. Massaspektrometrialaitteisto.

Massaspektrometrian tarkeimmat sovellusalueet ovat yhdisteiden identifiointi,
rakennema&aritys ja kvantitativinen orgaaninen analytiikka. (Riekkola &
Hyotylainen 2002)

2.1 Tandemmassaspektrometria

Tandemmassaspektrometri on kahden massa-analysaattorin  yhdistelma
(MSMS). Tandemmassaspektrometrin toimintaperiaate on esitetty kuvassa 2
(Joutsamo 2005). Kahden massa-analysaattorin yhdistelma tekee laitteesta
pelkkaa massaspektrometria herkemmén ja tarkemman. MSMS-yhdistelman
avulla valitaan laht6ioni, joka tormaytetddn reagoimattomaan kaasuun ja nain

muodostuvat tuoteionit analysoidaan. (Riekkola & Hy6tylainen 2002)
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Q1: Lahtoionin valinta  Q2: Lahtéioni Q3: Tuoteioni valitaan
tunnetun massan tormaytetaan tunnetun massan
perusteella. kaasuun, jolloin perusteella.
se pilkkoutuu.

Kuva 2. Tandemmassaspektrometrin toimintaperiaate.

API 5000 -kolmoiskvadropolimassaspetrometrissa on kaksi samanlaista
massasuodatin kvadrupolia (Q1 ja Q3), joiden vélissd on tdrmayskammio (Q2),
kuva 3 (Kottonen 2005). Kvadrupoli muodostuu neljastd samansuuntaisesta
metallisauvasta. Vastakkaiset sauvat on kytketty toisiinsa sahkoisesti. Toiseen
sauvapariin on kytketty positiivinen jannite ja toiseen pariin negatiivinen jannite.
Sauvastossa on tasajdnnite sekd radiotaajuudella muuttuva vaihtojannite.
Sauvojen keskelle muodostuu sahkokenttd, joka ohjaa ionien kulkeutumista
eteenpain. Radiotaajuinen vaihtojannite  aiheuttaa ionien varahtelyn
poikkisuuntaisesti kvadrupoliin ndhden. Sopivilla tasa- ja vaihtojannitteilla tietyn
massa/varaus —suhteen omaavat ionit lentdvat sauvaston Il&pi ja muut
torméavat sauvoihin. Massaspektrin  mittauksen aikana muutetaan seka
tasajannitettd ettd vaihtojannitetta. Pienilla jannitteilla kevyet ionit lentavat
analysaattorin lapi ja suurilla jannitteilla raskaat ionit. Laitteen sisalla on
alipaine, jonka avulla voidaan varmistaa, ettei hallitsemattomia ionien
térmayksia tapahdu. CAD-parametri (Collision Activated Dissociation) saatelee
tormayskaasun painetta toérmayskammiossa. (Jaarinen & Niiranen 2000;
Riekkola & Hyotylainen 2002; Downard 2004; API 5000 Tuning, Calibration, and
Optimization Guide 2005)
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MS1 (Q1) Tormayskammio (Q2) MS2 (Q3)

Kuva 3. Kolmoiskvadrupoli.

Naytteen ionisointi tapahtuu normaalissa ilmanpaineessa, suihkuttamalla
ionisaattoriin  syotettyd  naytettd typpikaasulla. Typpikaasu yhdessa
ionisaatiojannitteen kanssa sopivassa lampdtilassa saa aikaan nhaytteen
lonisoitumisen ja kaasuuntumisen, jolloin nayte pilkkoutuu osittain. (Ketola ym.
2010)

lonisoinnin jalkeen nayte ohjataan ensimmaiselle massa-analysaattorille el
kvadrupolille, jossa tapahtuu haluttujen l&ht6ionien valinta. Laht6ioni valitaan
massa-varaussuhteen perusteella, muut ionit térméaéavat kvadrupolin sauvoihin
eivatka siis paadse jatkamaan seuraavalle kvadrupolille. Tormayskammiossa
l[&htbionit térmaytetaan argon- tai typpikaasun kanssa, jolloin ne pilkkoutuvat.
Nain saadaan aikaan lukuisia erilaisia tuoteioneja. Tormayskammiosta
tuoteionit jatkavat kolmanteen kvadrupoliin, jonka séhkdkenttd muuttaa ionien
kulkurataa niin, ettd tietyilla jannitearvoilla vain halutun massa/varaus-suhteen
omaavat ionit paasevat hallitusti detektorille ja niiden massoista saadaan

mitattua massaspektri. (Ketola ym. 2010)

2.1.1 Naytteen ionisointi

Naytteen ionisaatio tehdddn normaalissa ilmanpaineessa (ionisaatio
iimanpaineessa, atmospheric pressure ionisation, API). Tarkoituksena on
ionisoida tutkittava yhdiste mahdollisimman tehokkaasti, poistaa ilman ja
liuottimen sisaltamat molekyylit seka siirtdéa muodostuneet ionit ilmanpaineesta

vakuumiin ja massa-analyysiin. Tutkittava nayte tuodaan eluentin mukana
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ionilAhteeseen, jossa ne ionisoidaan ja saatetaan kaasufaasiin ilmanpaineessa.
N&ain muodostuneet kaasufaasi-ionit ovat viela usein liuotinmolekyylien
ymparoimia. Naitd molekyyleja kutsutaan ryvasioneiksi (cluster ions). (Riekkola
& Hyotylainen 2002; APl 5000 Tuning, Calibration, and Optimization Guide
2005; Ketola ym. 2010)

Sahkdsumutusionisaatiossa (ESI) nayte on eluenttiliuoksessa, jota pumpataan
ionilahteen kautta jatkuvana pienend sumuna. Naytevirtaus kulkee ohuen
terasputken lavitse. Putki ja sita ympardiva elektrodi on kytketty eri jannitteisiin.
GAS1l-parametri (GS1) saatelee sumutuskaasua, joka virtaa putken ja
elektrodin valissa. Kapillaariin kytketty sahkovirta saa néayteliuoksen ionit
jakautumaan varauksensa mukaan. Kapillaarin jannitteella voidaan valita
tutkitaanko positiivisia vai negatiivisia ioneja. lonSpray Voltage -parametri (IS)
saatelee ionisaationeulan jannitettd. Aerosolisumu muodostuu, kun varautunut
kapillaari tyontdd saman merkkisesti varautunutta liuosta poispéin itsestaan.
N&in muodostuu pienid varautuneita pisaroita. Pisaroista haihtuu neutraaleja
liuotinmolekyyleja ja pisaran koko pienenee ja varaustiheys kasvaa. Lopulta
varaustiheys kay liian tiheaksi, jolloin varautuneet ionit alkavat hylkia toisiaan ja
pisara hajoaa. Muodostuneet ionit kerataan kerayslevyn (curtain plate) ja
suutinaukon (orifice) avulla ionilahteen sisdan. Kerdyslevyn ja suutinlevyn
valistd syotetddn verhokaasua, eli typped. loneiden tormatessa
typpimolekyyleihin liuotinmolekyylit irtoavat ja analyyttimolekyyli jatkaa matkaa
massa-analysaattoriin. Curtain Gas -parametri (CUR) saételee verhokaasua.
(Riekkola & Hyotylainen 2002; API 5000 Tuning, Calibration, and Optimization
Guide 2005)

2.1.2 lonien detektointi

Detektorina kaytetaan elektronimonistinta, jossa ionivirta muutetaan sdhkdiseksi
vasteeksi, joka mitataan. Elektronimonistimen sisépintaan toérmaavat ionit
irrottavat elektroneja, jotka lentdvat elektronimonistimen peraa kohti ja

térmé&avat pian uudelleen seindmaan. Uudessa tormayksessa vapautuu lisaa
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elektroneja. Tama signaali vahvistetaan ja se on verrannollinen alalysaattorin

lapi tulevien ionien maaraan. (Jaarinen & Niiranen 2000)

2.1.3 Massaspektri ja tietojen analysointi

Massaspektrometrisen analyysin tuloksena syntyy massaspektri.
Massaspektrissa kunkin ionin suhteellinen osuus esiteaan massal/varaus-
suhteen funktiona. Spektri yleensa normitetaan, eli runsaimmin esiintyvan ionin
intensiteetiksi asetaan arvo 100 ja muiden yhdisteiden intensiteetti suhteutetaan
siihen. Kukin molekyyli pilkkoutuu sille ominaisella tavalla samoissa
olosuhteissa, joten massaspektria voidaan kayttaa yhdisteen identifiointiin.
(Riekkola & Hyotylainen 2002)

3 MAARITYKSEN TAUSTAA

Sisdinen standardi tarkoittaa reagenssia, jota lisdtdan analyysissa sama maara
kaikkiin naytteisiin, seka kalibrointinaytteisiin etta tuntemattomiin naytteisiin.
Sisdisen standardin tulisi olla mahdollisimman paljon analyytin kaltainen.
(Ketola ym. 2010). AA ja AC IS:it ovat stabiileilla isotoopeilla (hiili-13 tai
deuterium) leimattuja analyytteja. Kaytannossa Wallac Oy:ssa valmistetut AC ja
AA IS:t ovat pienessa lasipullossa, joka sisdltaa joko 12 erilaista
isotooppileimattua asyylikarnitiinia seka vapaan isotooppileimatun karnitiinin tai
12 erilaista isotooppileimattua aminohappoa. Sisdisia standardeja kaytetddn
yhdessa ihmisen kokoveresta valmistettujen kontrollien kanssa aminohappojen
ja asyylikarnitiinien pitoisuuksien maarittdmiseen vastasyntyneiden kantapaasta
otetusta verindytteesta. Naista naytteistd maaritetaan erilaisia rasvahappo- ja

aminohappoaineenvaihduntahairioita.

Maaritys tehdaan uuttamalla imupaperille kuivattua vastasyntyneen verinaytetta
uuttoliuoksessa, johon on lisatty stabiileja leimattuja analyytteja.
Tuntemattoman naytteen pitoisuus maaritetddn vertaamalla sisdisen standardin
vastetta ndytteen vasteeseen tai vertaamalla standardin ja analyytin piikkien

korkeutta. Menetelm&n satunnaiset ja systemaattiset virheet voidaan korjata
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kayttamalla sisaistd standardia, koska nama virheet vaikuttavat samalla tavalla
seka sisaiseen standardiin etta tutkittavaan analyyttiin. (Ketola ym. 2010)

Naytteet maaritetddn MRM-pyyhkaisyna (useiden reaktioiden seuranta, Multiple
reaction monitoring). Tassa menetelmassa molemmat massa-analysaattorit on
tarkennettu valituille massoille. Ensimmaisesta analysaattorista valitut lahtdionit
havaintaan vain mikali ne tuottavat tietyn valitun tuoteionin. MRM-mittaus

pienentaa taustasta johtuvaa héairiota. (Ketola ym. 2010)

Kuvassa 4 on esimerkki MRM-spektrista Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS -
laitteistolta.
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Kuva 4. MRM-spektri.

Saadusta spektrista lasketaan naytteen pitoisuus kayttaen kaavaa 1 (Kottonen
2005).
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Analyytin intensiteetti (cps) Uuttotilavuus (ul) * IS pitoisuus (uM)
*

- = Analyytin pitoi M
IS intensiteetti (cps) Naytteen tilavuus (pl) nalyytin pitoisuus (uM)

Kaava 1. Naytteen pitoisuuden laskeminen.

MRM-spektristd saadaan analyytin ja sisédisen standardin intensiteetit cps-
yksikkdina (counts per second). Naytteessa oleva sisaisen standardin pitoisuus
tiedetddn. Kaytannossa tama laskenta tapahtuu laitteistossa olevalla

ohjelmistolla.

4 MENETELMAN OPTIMOINTI

MSMS-laitteiston optimointi tarkoittaa ionisaatioparametrien ja
analyyttispesifisten parametrien saatamista niin, ettd instrumentti antaa
naytteelle suurimman mahdollisen vasteen. (APl 5000 Tuning, Calibration, and
Optimization Guide 2005) Tassa opinnaytetydssa pyrittin  luomaan ja
testaamaan kvantitativinen menetelm&, jolla tutkittavat analyytit voidaan
maarittdéd Sciex APl 5000 LC-ESI-MSMS -laitteistolla. Menetelmén testaus
sisélsi massaspektrometrin asetusten optimoinnin ja alustavien testausajojen

tekemisen.

Sisaisten standardien pitoisuusmaaritykset tehdaan talla hetkella Sciex API
2000 LC-ESI-MSMS -laitteistolla. Laitteisto on jo suhteellisen vanha ja sen
suorituskyky on laskussa. Tama nakyy muun muassa ongelmina maaritysten
toistettavuudessa, varsinkin  asyylikarnitiinimaarityksessa. Liséaksi kaikki
tuotannolliset maaritykset pitaisi olla tehtavissa vahintdan kahdella laitteistolla,

jotta tuotanto ei hairiinny, mikali yksi laite on pois kaytosta.

4.1 Kaytetyt laitteet

Kaytetyt MSMS-laitteistot koostuvat automaattisesta naytteensyottajasta,

pumpusta, ilmanpoistajasta, typpikehittimesta ja massa-analysaattorista.
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MSMS-laitteistot

Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS —laitteisto (Kuva 5) sisaltaa seuravat osat:

- Massa-analysaattori: Sciex API5000 Tandem Mass Spectrometry

- Pumppu: Shimadzu LC-20AD pump

- limanpoistaja: Shimadzu DGU-20A5 Vacuum Degasser

- Automaattinen naytteensyottaja: Shimadzu SIL-20AC Autosampler seka
Shimadzu Rack changer

- Kolonniuuni: Shimadzu CTO-20AC Column oven

- Typpikehitin: Parker Balston N2-22 Nitrogen Generator

Kuva 5. Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS -laitteisto.

Sciex APl 2000 LC-ESI-MSMS-laitteisto (Kuva 6) siséltdd seuraavat osat:

- Massa-analysaattori: Wallac MS2 1445-001 Tandem Mass Spectrometer

- Pumppu: PerkinElmer Series 200 LC Pump
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- llmanpoistaja: PerkinElmer Series 200 Vacuum Degasser
- Automaattinen naytteensyo6ttaja: Gilson Autosampler 215

- Typpigeneraattori: Peak Scientific Gas Generator API Systems

Kuva 6. Sciex API 2000 LC-ESI-MSMS -laitteisto.

Muut tyossa kaytetyt laitteet:

Ruiskupumppu: Harvard Apparatus 11plus

Inkubaattori: Thermo Electron Corporation NCS Incubator

Levyhaihdutin: Apricot Designs Evaporex EVX-192

Kuumasaumaaja: Abgene Combi Thermo-sealer

Pipetit: Thermo Electron Corporation 1-5 ml, 200-1000 pl, 20-200 pl.

Labsystems 50-300 pl. Eppendorf Multipette® Xstream

4.2 Tybn suoritus

Tyo aloitettiin valmistamalla nayteliuokset optimointiliuoksista, joissa on seka
leimattuja ettd leimaamattomia aminohappoja ja asyylikarnitiineja. Liuokset
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valmistettiin liuottamalla kuivatut naytteet orgaanista liuotinta siséltavaan
liuokseen. Naytteet kasiteltin ohjeituksen mukaan, jonka jalkeen niita voitiin
kayttaa menetelman optimointiin. Sciex APl 5000 LC-ESI-MSMS -laitteiston
HPLC-pumppuun tehtiin tarvittavat kytkennat, jotta néyte voitiin syottda suoraan
massaspektrometriin.  Muissa talla laitteistolla tehtavissd maarityksissa
kaytetadn kolonnia, jota tdssd maarityksessa ei tarvita. Naytteet syotettiin
massaspektrometriin kayttden HPLC-pumppua ajoliuoksen virtauksen saatéon

ja ruiskupumppua nayteliuoksen syoéttamiseen.

Optimointi  tehtiin  kullekin analyytille erikseen. Analyyttien ensimmaisen
kvadrupolin ja kolmannen kvadrupolin massat olivat tiedossa. Optimointi tehtiin
syottdmalla nayteliuosta ensin  Ql-pyyhkaisynd. Q1l1-pyyhkaisylla voidaan
varmistaa, ettd kaikki tutkittavat analyytit ovat nayteliuoksessa. Taman jalkeen
aloitettiin varsinainen menetelman optimointi. (Analyst Software 1.1, Operator’s
Manual 2000)

4.2.1 Optimointi

Menetelman optimointi aloitettiin ionisaatioparametreista. lonisaatioparametrit
ovat kaikille menetelmassa oleville analyyteille yhteiset ja niitd on yhteensa
kuusi. lonisaatioparametrit seka niiden vaihteluvalit ja tyypilliset arvot on esitetty
taulukossa 1. Gas 1 —parametri (GS1) saéatelee sumutuskaasua. Sumutuskaasu
auttaa muodostamaan naytevirtauksesta pienid pisaroita ja vaikuttaa
naytesuihkun stabilisuuteen. Gas 2 —parametri (GS2) saatelee apukaasua.
Apukaasu auttaa haihduttamaan néaytesuihkupisaroita ja estdd liuottimen
paasyn instrumenttiin. GS2-parametri toimii yhdessa suorasyoéttokarjen (probe)
lampdotilaa saatelevan TEM-parametrin kanssa. Paras herkkyys saavutetaan,
kun GS2 ja lampdtila aiheuttavat liuottimen lahes taydellisen haihtumisen.
Suorasyottojarjen  l[ammitys haihduttaa liuotinta, jotta nayte saadaan
kaasufaasiin. Curtain Gas—parametri (CUR) séatelee verhokaasua, joka virtaa
kerdyslevyn ja suutinaukon valissé. Verhokaasu estaa liuotinpisaroiden paasyn
ionioptiikkaan. Liuotinpisaroiden paasy optiikkaan pitdd estad, koska ne voivat
kontaminoida ionioptiikan. lonSpay Voltage —parametri (IS) saatelee
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ionisaationeulan jannitetta. 1S-parametrin arvo riippuu polaarisuudesta,
negatiivisella puolella arvo on negatiivinen ja positiivisella puolella positiivinen.
Interfase Heater -parametri (ihe) kaynnistdd ja sammuttaa liitososan
lammityksen. Liitososan lammitys auttaa maksimoimaan ionisignaalin ja estda
ionioptiikan kontaminaatiota. (APl 5000 Tuning, Calibration, and Optimization
Guide 2005)

Taulukko 1. lonisaatioparametrit ja niiden vaihteluvalit seka tyypilliset arvot.

Parametri Vaihteluvali Tyypilinen arvo

GS1 (Gas 1) 0-90 20-60

GS2 (Gas 2) 0-91 30-70
TEM (Temperature) 0-750 600
CUR (Curtain Gas) 10-50 20

-4000 negatiivisella puolella
IS (lonSray Voltage) -4500 - 5500 5000 positiivisella
Ihe (Interfase Heater) 0 (|c10|s_plga}_lta) / 1
(paalla)

Seuraavaksi optimoitiin analyyttispesifiset parametrit, jotka voivat vaihdella
analyytista toiseen. Optimoitavia analyyttispesifisia arvoja on Vviisi.
Analyyttispesifiset parametrit sekd niiden vaihteluvalit ja tyypilliset arvot on
lueteltu taulukossa 2. Collisionally Activated Dissociation —parametri (CAD)
saatelee tormayskaasun painetta tormayskammiossa MSMS-pyyhkaisyjen
aikana. Térmayskaasun tehtava on pilkkoa lahtdionit. Declustering Potential —
parametri (DP) kontrolloi jannite-eroa suutinaukon ja maadoitetun kartiolevyn
valilla. Mitd suurempi DP-arvo, sitd enemmé&n energiaa siirretddn ioneihin
hajottamaan liuotin- ja vesimolekyylisidoksia, eli hajotetaan ryvasioneja.
Riittdvan korkea jannite-ero voi hajottaa kovalenttisia sidoksia ja muodostaa
pilkkoutuneita ioneita ennen kuin ionit paasevat ensimmaiseen massa-
analysaattoriin. Entrance Potential —parametri (EP) kontrolloi jannitettéd, joka
ohjaa ionit QO:n, eli ionilahteen lapi. Collision Cell Exit Potential —parametri
(CXP) Kkontrolloi térmayskammiosta poistumisen jannitettd. Tama jannite
keskittaa ja kiihdyttaa ionit pois tormayskammiosta. Collision Energy —parametri
(CE) kontrolloi QO:n ja Q2:n valista jannite-eroa. CE-parametri saatelee siis
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energiaa, jonka lahtdionit saavat, kun ne kiihdytetddn tormayskammioon. (API
5000 Tuning, Calibration, and Optimization Guide 2005)

Taulukko 2. Analyyttispesifiset parametrit ja niiden vaihteluvalit seka tyypilliset
arvot.

Parametri Vaihteluvali Tyypilinen arvo
CAD (Collisionally
Activated Dissociation 0-12 6
Gas)
. positiivisella puolella
DP (Declu§terlng 0-400 20
Potential)

negatiivisella -20
EP (Entrance 215 10 positiivisille ioneille
Potential) -10 negatiivisille
CXP (Collision Cell 0-55 positiivisille ioneille 15
Exit Potential) negatiivisille -15
CE (Caollision Energy) 0-200 20-50

Menetelman optimoinnin tuloksena saatin kullekin analyytille parhaat
mahdolliset arvot ionisaatioparametreille seka analyyttispesifisille parametreille.
Kaikki arvot sijoittuivat kunkin arvon vaihteluvalille. Menetelman optimointi

saatiin siis suoritettua onnistuneesti.

4.2.2 Optimoidun menetelman testaus

Optimoidun menetelman testaus tehtiin kayttden komponentteja, jotka olivat
lapaisseet laadunvalvontatestauksen. Naytteenkasittely tehtiin AA ja AC IS —
laadunvalvontaohjeen mukaisesti. Naytteet liuotettin  ensin orgaanisen
liuottimen ja veden seokseen, jonka jalkeen valmistettiin seokset, joissa oli
leimattuja ja leimaamattomia analyytteja. Nayteliuokset pipetoitin  96-
kuoppalevyille, joista liuotin haihdutettin pois levyhaihduttimella. 96-
kuoppalevylle jaéneiden naytteiden p&aalle pipetoitiin derivatisointiliuosta ja
inkuboitiin vakioitu aika vakiolampdtilassa, jonka jalkeen naytteet jalleen
kuivattiin. Kuivattu derivatisoitu nayte liuotettiin uudelleen orgaanisen liuottimen

ja veden seokseen. Valmistetut ndytteet maaritettiin rinnakkain Sciex APl 2000
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ja Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS -laitteistoilla. Saatu data kasiteltiin ja siirrettiin
validoituihin tulospohjiin, jonka jalkeen tuloksia verrattiin keskenaan.

4.3 Tulokset

Kaikki maaritetyt pitoisuudet olivat molemmilla laitteilla hyvaksyntarajoissa. Eri
laitteistoilla saadut pitoisuudet erosivat toisistaan hyvin vahan. Suurin ero
nahtiin aminohapolla AA-8, jolla laitteistoilla saatujen pitoisuuksien valinen ero
oli 6 %. Muilla analyyteilla pitoisuudet olivat £ 2 % laitteiden valilla (kuvat 7 ja 8).

Hyvaksymisraja laitteistojen valiselle pitoisuuserolle oli £ 10 %.

10%

5%

O%._._.W.V‘.\‘\;/.

-5%

-10%

AC-1 AC-2 AC-3 AC4 AC5 AC6 AC-7 AC-8 AC9 AC-10 AC-11 AC-12 AC-13

Kuva 7. Menetelmien AC IS —pitoisuusero (%) laitteiden valilla.

10%
5%
0% s : : : : . . .
TN
-10%
AA-l AA-2 AA3 AA4 AA5 AA-6 AA7T AA8 AAO AA-10 AA-11 AA-12

Kuva 8. Menetelmien AA IS —pitoisuusero (%) laitteiden valilla.
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Maarityksen toistettavuus yhden levyn sisélla oli my6s molemmilla laitteistoilla
hyvaksymisrajoissa. Kuvasta 9 nahdaan, etta asyylikarnitiineilla 96-kuoppalevyn
sisdinen toistettavuus on Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS -laitteistoilla
paremmalla tasolla kuin Sciex APl 2000 LC-ESI-MSMS -laitteistolla.
Aminohappomaarityksessa ei nékynyt yhtd selkeda eroa laitteistojen valilla
(Kuva 10). Hyvaksymisraja levynsiséiselle toistettavuudelle < 8.0 %. Kaikki

tulokset olivat selkedasti alle tamén rajan.

8.0

7.0

6.0
@ API 2000
B API 5000

AC-1 AC-2 AC-3 AC-4 AC-5 AC-6 AC-7 AC-8 AC-9 AC-10AC-11AC-12AC-13

Kuva 9. AC IS -naytteiden pitoisuusmaarityksen toistettavuus yhden levyn
sisalla.

8.00
7.00

6.00

5.00
4.00 B API1 2000

3.00 B AP1 5000

2.00

1.00 -

0.00 -
AA-1 AA-2 AA-3 AA-4 AA-5 AA-6 AA-7 AA-8 AA-9 AA-10 AA-11 AA-12

Kuva 10. AA IS -naytteiden pitoisuusmaarityksen toistettavuus yhden levyn
sisalla.
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Rinnakkaisten IS-naytteiden valisen toistettavuuden hyvaksymisraja on 7.6 %.
Tassa testissa tulokseksi saatiin AA IS —maarityksessa Sciex APl 2000 LC-ESI-
MSMS —laitteistolla 0.3 — 1.0 % ja Sciex APl 5000 LC-ESI-MSMS -—laitteistolla
0.1 — 0.9 %. AC IS —maarityksessa vastaavasti 0.4 — 1.7 % ja 0.4 — 1.1 %.
Kaikki tulokset olivat selvasti hyvaksymisrajoissa. Myds ajokontrollin levyjen

valinen toistettavuus oli kaikilla analyyteilla hyvaksymisrajoissa.
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5 YHTEENVETO JA PAATELMAT

Opinnaytetyon tavoitteena oli optimoida ja testata menetelma Sciex APl 5000
LC-ESI-MSMS -laitteistolle aminohappojen ja asyylikarnitiinien sisaisten
standardien pitoisuuksien maarittamiseksi. Laitteistolle oli tarvetta luoda uusi
menetelma, koska talla hetkella sisdisten standardien maaritysmenetelma on
vain yhdella laitteistolla. Tama laitteisto on jo vanha ja sen suorituskyky on

laskussa.

Optimointi suoritettiin  kullekin analyytille erikseen. Menetelman optimointi
aloitettiin ionisaatioparametreista, joita on kuusi (GS1, GS2, TEM, CUR, IS ja
ihe). Namé& parametrit ovat jokaiselle analyytille samat menetelman sisalla.
Toisena optimoitiin analyyttispesifiset parametrit, joita on viisi (DP, EP, CAD,
CE ja EXP). Nama parametrit voivat vaihdella analyyttien valilla. Optimoinnin
tuloksena saatiin Sciex API 5000 LC-ESI-MSMS -laitteistolle kullekin analyytille
parhaat mahdolliset maaritysparametrit.

Menetelman optimointi Sciex APl 5000 LC-ESI-MSMS -—laitteistolle sujui
odotusten mukaan eikd tybn suorituksessa tullut eteen ongelmia. Luotu
menetelma testattin kéaytossé olevan I[S-laadunvalvontaohjeen mukaisesti.
Myds tama  testausvaihe  sujui  hyvin. Kaikki  laadunvalvonnan
hyvaksymiskriteerit tayttyivat molemmilla laitteistoilla. Eri laitteistoilla saadut
pitoisuudet erosivat toisistaan hyvin vahan. Suurin ero nahtiin aminohapolla AA-
8, jolla laitteistoilla saatujen pitoisuuksien valinen ero oli 6 %. Muilla analyyteilla
pitoisuudet olivat + 2 % laitteiden valilla. Hyvaksymisraja laitteistojen valiselle

pitoisuuserolle on + 10 %.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd uusi optimoitu menetelméa Sciex APl 5000
LC-ESI-MSMS —laitteistolla on vastaava kuin vanha menetelmé Sciex API 2000
LC-ESI-MSMS -laitteistolla.

Jatkotoimenpiteena talle tydlle menetelmélle voidaan tehda verifiointi.
Menetelm&aa ei tarvitse validoida, koska Sciex APl 2000 LC-ESI-MSMS -
laitteistolle validoituun testimenetelm&an ja naytteen kasittelyyn ei tehda

muutoksia.
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