Endogén szteroidprofil vizsgalata folyadékkromatografiaval és
tandem tomegspektrométerrel
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Miért hasznos a vegyuletprofilok vizsgalata?

* 1 mintabadl, kis mintatérfogatbdl, gyorsan nyerhetd klinikai informacié
* vegyuletek hianya a betegmintaban azonnal és egyértelmien észlelhet6

* mennyiségi aranyok gyorsan meghatarozhatok



Sciex 5500QTRAP MS

Flexar FX-10 UHPLC



tomegspektrografia - ez az ,,6s”.

tdmegspektroszkdpia - elavult kifejezés

320. mass spectrometry

Obsolete: mass spectroscopy
Study of matter through the formation of gas-phase ions that are characterized using mass spec-
trometers by their mass, charge, structure, and/or physico-chemical properties.

Note I: The term is a misnomer because it is m/z rather than mass that is the independent vari-
able in a mass spectrum.

Nore 2: Mass spectroscopy is an obsolete synonym for mass spectrometry that should not be
used to avoid confusion with spectroscopies in which the measured quantity is the

absorption or emission of electromagnetic radiation.
From [5,6].
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A tomegspektrometria alapjelenségei

* A tomegspektrometria az anyag tanulmanyozasara alkalmas technoldgia, amely
gaz halmazallapotu ionok kepzédeésén alapul, és ezek tomeg es tdltes szerinti

szétvalasztasat, detektélésé’f/é's jellemzéseét teszi lehetQéL.
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A tandem tdmegspektrometria elve
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Az LC-MS/MS vizsgalat folyamata

a minta komponenseit folyadékkromatografiaval elvalasztjuk

a komponenseket ionizaljuk: a molekulaion jellemz6 a szerkezetre

a molekulaiont fragmentaljuk: kivalaszthatéak a szerkezetre
nagymertékben vagy egészében specifikus ionok

elvégezzik a mennyiségi analizist



Az LC-MS/MS technika hasznalatanak elGnyei

e kiemelked6 érzékenyseg, szelektivitas, reprodukalhatosag és kimutatasi
specifikussag

* gyors mérések = nagy ateresztGképesség

e rugalmas vizsgalati spektrum: bovithetd, atalakithato a klinikusi igényekhez
igazodva



Tomegspektrometria vs immunoassay

______ szempont | _tdmegspektrometria

érzékenység <1 nmol/I <1 nmol/I

specifikussag kontrollalhato nem kontrollalhaté
modszer testreszabasa lehetséges nem lehetséges

gyari reagenskészlet nem jellemzé jellemzé
matrix valtozatos nem kontrollalhaté
megbizhatdsag megfeleld, kontrollalhato nem kontrollalhaté

Uzemben tartasi koltség magas kbzepes

egy paraméterre esO koltség 0,5-50 USD széles tartomanyban valtozo

a vizsgalatok elvégzése

. igen nem
szakembert igényel &

bekerulési koltség magas alacsony vagy nincs



A szteroid profil felvételének jelent8sége

Szlreés, diagnozis és az allapot, illetve a terapia nyomon kdvetése:

kongenitalis adrenalis hiperplazia

policisztas ovarium szindroma

Cushing-kor
Addison-kor

az HPA tengely és a gonadok egyéb funkcidzavarai

e gyogyszeres kezelések mellékhatasai



Cholestoro) A laboratériumunkban vizsgalt paraméterek

StAR Mineralocorticoids Glucocorticoids Sex hormones
protein % g Dehydroepiandrosterone sulfate
Adrenal
17a-hydroxylase 17,20 Lyase Dehydroepi- 17(-HSD
ACTH ] P .
Pregnenolone —w~=17-0H pregnenoclone androstarone Androstenediol
-H -H -H -H
Soragai ersﬁ SD \Trsrz‘. SD vlva 3p-HSD Vr’El-ﬁ sSD
LH/FSH 17a-hydroxylase 17,20 Lyase 17[-HSD

Progesterone —¥w==17-OH progesterone Androstenedione Testosterone

| | ' !
fozi-hydrnxylase \%’21 -hydroxylase Aromatase : Aromatase
. _ ' 173-HSD U
Deoxycorticosterone 11-deoxycortisol Estrone = Estradiol
Wi'f 11p-hydroxylase WV 11p-hydroxylase
Corticosterone Cortisol
I l 18-hydroxylase
. /+ cortisone )
18-0H corticosterone .
+ 21-deoxycortisol Present in adrenal &

l 18-0OH dehydrogenase + dihydrotestosterone gonadal tissue

Aldosterone + estriol

Pang S. Trends Endocrinol Metab 1998;9:82-6. A 4
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LO2AB-1 - ALDO-2 (Unknown) 252.100/188.000 Da - sample 10 of 58 from 201508032 wiff
Area: 1.41e+004 counts Height: 2.81e+002 cps RT: 1.12 min
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LO2A5-1 - AD (Unknown) 287.300/97.000 Da - sample 10 of 56 from 20150803.wiff
Area: 3.830+005 counts Hoight: 6.39e+004 cps RT: 229 min
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LO2A5-1 - PROG {Unknown) 215.200/87.100 Da - sample 10 of 58 from 20150803, wiff
Area: 1.82e+008 counts Height: 2.08e+005 cps RT: 4.07 min
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LO2A5-1 - cortisone {Unknown) 405.200/328. 800 Da - sample 10 of 58 from 20150803, wiff
Area: 1.08e+007 counts Height: 1.98e+008 cps RT: 1.22 min
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LO2A5-1 - DOC (Unknown) 331.100/72.000 Da - sample 10 of 58 from 20150803, wiff
Area: 2.98e+005 counts Height: 8. 70e+004 cps RT: 2.58 min
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LO2A5-1 - OHP {(Unknown) 337.700/97.700 Da - sample 10 of 56 from 20750803.wiff
Area: 5.352+005 counts Height: 9.37e+004 cps RT: 2.98 min
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LO2A5-1 - OHD-2 {Unknown) 413.200/395.200 Ds - sample 10 of 58 from 20150803, wiff
Ares: 1.93e+005 counts Height: 4.10e+004 cps RT: 7.29 min
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LO2A5-1 - cortisol-2 (Unknown) 407.200/252.000 Da - sample 10 of 56 from 20750803, wiff
Area: 4.20e+006 counts Height: 7.892+005 cps RT: 1.38 min
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LO2AS-1 - T {Unknown) 289.200/97.100 Da - sample 10 of 58 from 20150803 wiff
Area: 1.39e+008 counts Height: 2.40e+005 cps RT: 2.74 min
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LO2A5-1 - OHD-3 {Unknown) 401.300/365. 700 Da - sample 10 of 56 from 207150803, wiff
Arear 2.23e+005 counts Height: 4.6Te+004 cps RT: 7.27 min
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Vizsgalati stratégia

3 mintabodl 4 mérést végziink (6sszesen kb. 30 min)
a 4 panel kiilon-kulon vizsgdlhaté/kérhet6, méréstechnikailag nincs 6sszefliggés
vizsgalati minta: nativ szérum, legalabb 1,2 ml (részleges profilnal legaldbb 0,6 ml)

ahol létezik olyan, fuggetlen kalibratorokat és kontrollokat hasznalunk



Vizsgalati stratégia

1. mérés (1. minta): 4,0 min
 aldoszteron, androsztendion, dehidroepiandroszteron, dezoxikortikoszteron, dihidroteszto-

szteron, 25-hidroxiergokalciferol, 25-hidroxikolekalciferol, 17-hidroxiprogeszteron, progesz-
teron, tesztoszteron

2. mérés (1. minta): 10 min
» kortikoszteron, 11-deoxikortizol, 21-deoxikortizol

3. mérés (2. minta): 3,5 min
* dehidroepiandroszteron-szulfat, kortizol, kortizon

4. mérés (3. minta): 11 min
e Osztron, Osztradiol, Osztriol
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LC-MSIMS (ng/ml)

androsztendion
—| Passing Bablok RegressionFit (n=50) r,x’f @
o — 0.15 + 0.73 * Method1 e =
™ -~ identity =
— -
o ] 2
10,
) =
I.I:_II u— - 1 . U
Pearson'sr= 0958 —
(o QS -
| [ [ [
0 10 20 30
Immunoassay (ng/mil)
androsztendion
, 150%
©  125% . B
>
S 100% 2
£ 5% [*, @
SCos0% el .. s :
(] ° L4 Q
g 25% o
< "ﬁ"‘o °
ool 0% ® * ¢ :,:J
Y o 0 ot® o © o
Lo 2% 0 10 20 30 g
=S -50% =
o 75% =
s -100% ¢ 2
° -125% eredmények atlaga (ng/ml) 3

400

200

MS eredmények

17-hidroxiprogeszteron

_| Passing Bablok RegressionFit (n=71) f,f”r “
= -0.03 + 0.66 * Method1 r,f”
— -~~~ identity

Immunoassay (ng/ml)

17-hidroxiprogeszteron
200%

150%
125%
100%
75%
50%
25%

£25%

(@)
X
® o e ©
o ° .o%
()
()
op
()
()

e
U o
XX

-100%

_ o)
125% eredmények atlaga (ng/ml)



LC-MSIMS (pgiml)
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Kongenitalis adrenalis hiperplazia (21a-hidroxilaz hiany), 12 éves lany
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5-dihidrotesztoszteron: progeszteron:
7,43 ng/ml (<0,3 ng/ml) 1,57 ng/ml (5-20 ng/ml)

tesztoszteron:
0,742 ng/ml (<7-75 ng/ml)
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Gyodgyszeres kezeléssel kontrollalt kongenitalis adrenalis hiperplazia
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tesztoszteron:
<0,05 ng/ml (<0,2 ng/ml)

17a-hidroxiprogeszteron:
<0,1 ng/ml (<1,1 ng/ml)
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5-dihidrotesztoszteron:
nincs csucs (<0,05 ng/ml)

(21a-hidroxilaz hiany), 2 éves fil
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progeszteron:
<0,15 ng/ml (<0,15 ng/ml)
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