TOXIKOLOGIE

TOXSPEC ANALYZATOR

Uvod

Screening drog a toxickych latek se rychle
stavd rutinni praxi zavddénou v mnoha
toxikologickych a klinickych laboratofich.
Hlavnim dkolem téchto pracovist je v co
nejrychlej§im Case ziskat pfesné vysledky
navzdory velkému poctu potencionélnich
analytd, které jsou ve vétSiné ptipadd moni-
tovany ve slozitych biologickych matricich.
Béznou praci téchto laboratofi je pouZzi-
vani automatizovanych imunochemickych
metod, plynovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni detekci a kapalinou chroma-
tografii ve spojeni s konvekénim detektorem
(UV, DAD) pro screening analytt. Zadna
z téchto metod ovSem neni schopna analy-
zovat v§echny drogy a toxické latky, které
jsou potencionalné pfitomné ve vzorcich.
Jako vhodné feSeni pro odstranéni téchto
nedostatkd pfedchozich metod je spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekei (LC-MS), které poskytuje specifické
a prikazné analyzy drog a toxickych latek.

ToxSpec analyzator

Thermo Fisher Scientific (< LABOREXPO
2009 vystavovatel) vyvinul pro klinické
a toxikologické studie ToxSpec Analyzer.
Tento systém obsahuje hardware: LXQ
linedrni (2D) iontovou past, CTC PAL
autosampler a Accela 1000 UHPLC pum-
pu. Tento hardware je vybaven softwarem
a optimalizovan tak, aby umoznil snadné
a co nejrychlejsi nasazeni v rutinni laborato-
fi. Pouzity hmotnostni detektor zaroven zvy-
Suje jistotu identifikace a kvantifikace latek
v klinické toxikologii a forenzni analyze.

ToxSpec Analyzer primarné identifikuje
latku na zdkladé MS2 spekter a reten¢nich
¢ast pomoci hledani v knihovné, kterd je
jeho soucésti. Zaroven je vhodnym feSenim
i pro uzivatele, ktefi nemaji hlubsi znalost
a zkuSenosti v LC-MS oblasti.

Komplexni softwarova a spotfebni sada
obsahuje: metody pro pfipravu vzorkd,
metody sbéru dat, metody k pfipravé vzor-
k@, knihovnu MS2 spekter, ToxID 2.1.0
automatizovany toxikologicky screeningovy
software, Xcalibur® 2.0.7 Data System,
vykonny a uzivatelsky jednoduchy software
pro pfipravu reportl a seznam reak¢nich
latek a spotfebniho materialu.

Unikatni funkce LXQ iontové pasti jako
normalizovana kolizni energie (NCE)
a reverzni zména energie (RER) umoziuji
ziskavat reprodukovatelna MS/MS spektra
s bohatou fragmentaci vhodna pro identi-
fikaci a tvorbu knihoven. Rychlé skenovani
zajistuje efektivni screening zatimco koe-
lujici latky jsou identifikovany prepindnim
pozitivni a negativni ionizace v rdmci jedné
analyzy. S vyuZzitim pfipravenych metod
dochdzi k eliminaci zdlouhavé ptfipravy
vzorkd a tim se dosahuje ispor nakladi na
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analyzu. Néklady sniZuji i ¢inidla pouZivana
v zadanych metodikach, ktera jsou levnéjsi
nez obvykle pouzivana ¢inidla.

Déle uvadime typicky pracovni postup
pro kompletni toxikologicky screening drog
a toxickych latek v moci a plazmé pomoci
LC-MS/MS s pouzitim ToxSpec analyzatoru
(A Complete Toxicology Screening Procedure
for Drugs and Toxic Compounds in Urine and
Plasma Using LC-MS/MS: Marta Kozak,
Taha Rezai, Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA).

Experimentalni podminky

Byla vytvofena knihovna spekter MS/MS
275 drog a toxickych latek. Vzorky spiko-
vané moci a plazmy bylu pfeci§tény na SPE
kolonkach pro neutralni a kyselé slouceniny.
Pro chromatografickou separaci byla pouZi-
ta perfluorfenylové kolona a HPLC separa-
ce trvala 13 minut. Vzorky byly analyzovany
pomoci hmotnostniho detektoru (linedrni
2D iontové pasti s elektrosprejovou ioni-
zaci) s pfepindnim polarity zavislym na
MS/MS experimentech (Data Dependent
Scan, viz Obr. 1) a s ¢asovymi reten¢nimi
okny specifickymi pro kazdou rodic¢ovskou
hmotu z daného seznamu latek. Obrazek 2
ukazuje cely pouzity aplika¢ni postup.

Obr. 1 — Data Dependent Scan
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Obr. 2 — Pouzity aplikaéni postup

Step 1: Extract analytes from urine
or plasma with SPE procedure

Step 2: Analyze the samples
with LC-MS/MS method

[ Step 3: Automated library search and ] ?

reporting with software

Priprava vzorki

Vzorky (1 ml moci a 0,5 ml plazmy) byly spi-
kovany 0,1 ml roztokem vnitiniho standardu
o koncentraci 1 pug/ml (chlorpromazin-D3,
haloperidol-D4 a prazepam-D5) a zfedény
2 ml 0,1 M fosfatového pufru s pH 6,0.
Vyslednd smés byla extrahovdna pomoci

SPE extrakce (Thermo Scientific Hypersep
VerifyCX 200 mg mixed mode certridges)
pfed nastfikem na LC-MS.

Chromatografické podminky

HPLC separace byla provedena na Thermo
Scientific Accela UHPLC pumpé¢ a koloné
Thermo Scientific Hypersil GOLD PFP (50
x 2,1 mm, 5 um velikost ¢astic). Pritok byl
nastaven na 200 uL/min. Gradient je shrnut
v tabulce 1 (rozpoustédlo A: voda/0,1 %
kyselina mravenci/10 nM mraven¢an amon-
ny, rozpoustédlo B: acteonitrile/0,1% kyseli-
na mravendi). Nasttikovy objem byl 10 uL.

Tab. 1 — Gradient pouzity pro LC seperaci

Cas (min.) %A %B

0 95 5

0,5 95 5
55 5 95
8,5 5 95
8,6 5 95

13 95 5

Tab. 2 — MS podminky

LXQ ion trap mass

Instrument
spectrometer
o ESI, Thermo Scien-
lonization -
tific lon Max source
Capillary 275 °C
temperature
Spray voltage 5,0 kv
Sheath gas 30
Aux gas 8

Polarity switching

Data acquisition scan dependent

mode .

experiment
Microscans 1
WideBand On
Activation

Stepped Normalized

0, 0,
Collision Energy 35% £ 10%

Zavér

ToxSpec Analyzer je vhodnd nahrada za
systém REMEDi HS v laboratorich toxiko-
logie a klinické biochemie. Nabizi vSak navic
zvysenou citlivost, vétsi jistotu identifikace
jednoduchy software, hardware a pfipra-
vené metody potfebné k toxikologickému
screeningu v klinické toxikologii a forenzni
analyze. Uzivatelé ToxSpec systému mohou
priddvat nové latky k aplikacim podle
pozadavkd laboratote. Tato schopnost umoz-
fiuje dynamickou expanzi do oblasti novych
latek, které mohou byt identifikovany.
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