% UMC Utrecht

Matrix effecten: de achilleshiel van
kwantitatieve LC-MS?

Ing. Klaas Stienstra* en Dr. Erik van Maarseveen*

Apotheek Laboratorium, Universitair Medisch Centrum
Utrecht

n belangenverstrengeling te melden.




PUOZ Labdag. 7nnecting U

% UMC Utrecht


https://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiSxNDikbDQAhVLCBoKHSP5BfoQjRwIBw&url=https://nl.linkedin.com/in/liesbeth-de-wolf-33398367&psig=AFQjCNFUfCT_fg7eqM2X6dPoQ4VH05C4MA&ust=1479484063736903
https://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiSxNDikbDQAhVLCBoKHSP5BfoQjRwIBw&url=https://nl.linkedin.com/in/liesbeth-de-wolf-33398367&psig=AFQjCNFUfCT_fg7eqM2X6dPoQ4VH05C4MA&ust=1479484063736903
https://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjWu9mXkrDQAhXIDxoKHZYzDQoQjRwIBw&url=https://www.researchgate.net/profile/Mirte_Malingre&bvm=bv.139138859,bs.1,d.ZGg&psig=AFQjCNHyfJFWE-fNgUSwC6bwNq5BqfnLtA&ust=1479484174738405
https://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjWu9mXkrDQAhXIDxoKHZYzDQoQjRwIBw&url=https://www.researchgate.net/profile/Mirte_Malingre&bvm=bv.139138859,bs.1,d.ZGg&psig=AFQjCNHyfJFWE-fNgUSwC6bwNq5BqfnLtA&ust=1479484174738405
http://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi7mZ-jlrDQAhUH6xoKHW14C0YQjRwIBw&url=http://www.tenstickers.nl/stickers/sticker-laptop-duim-omhoog-5119&bvm=bv.139138859,bs.1,d.ZGg&psig=AFQjCNHcldz8Uc6fCDzZD3Pt_zipgkvWYA&ust=1479485268227106
http://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi7mZ-jlrDQAhUH6xoKHW14C0YQjRwIBw&url=http://www.tenstickers.nl/stickers/sticker-laptop-duim-omhoog-5119&bvm=bv.139138859,bs.1,d.ZGg&psig=AFQjCNHcldz8Uc6fCDzZD3Pt_zipgkvWYA&ust=1479485268227106

LCMS voor de (ziekenhuis)apothekers (?)
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Matrix Effect in LC-ESI-MS

Matrix effects are the result of competition between nonvolatile matrix components and
analyte ions for access to the droplet surface for transfer to the gas phase.
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Depending on the environment in which the ionization and ion evaporation
processes take place, this competition may effectively decrease (ion
suppression) or increase (ion enhancement) the efficiency of formation of the
desired analyte ions.
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Matrix effects: the Achilles heel of quantitative high-performance liquid chromatography—electrospray—
tandem mass spectrometry
Clinical Biochemistry, Volume 38, Issue 4, 2005, 328—-334
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Comparison of (A) mobile phase, (B) whole blood sample prepared by

protein precipitation, and (C) a whole sample prepared by solid phase
extraction [33] by the postcolumn infusion method.

Paul J. Taylor, Clinical Biochemistry, Volume 38, Issue 4, 2005, 328—334
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Process efficiency Is key!

Table 2.
Validation data of an HPLC-ESI-MS/MS method, for the measurement of cyclosporin, using the pre- and

postextraction technique

Cyclosporin concentration (pgiL)

Parameter + standard deviation 30 400 1500 Internal standard (300 pg/L)
Matrix effect (%) -f5+36 -76+b61 -36+41 7375

Absolute recovery (%) B7+33 622+46 837250 79367

Process efficiency (%) B98+51 7he+28 B807+56 736193

Intersubject vanability® (%) 2.4 2.3 1.0 "

Cyclosponn parameters are calculated on five measurements and internal standard parameters on 15
measurements. Methodology reported in Taylor et al. [40].

a Expressed as coefficient of vanation (n=5).

b Notapplicable.
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Matrix problemen: een voorbeeld

Casus: combi-run anti-epileptica in
plasma m.b.v. LC-MS/MS

COMBI
RUN
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Methode 1

=17 anti-epileptica in plasma
*Opwerking: eiwit precipitatie

' C-MS Ultimate 3000 UHPLC met TSQ Acces MAX
Triple quadrupole MS (Thermo Scientific)
*"lon source ESI in pos/neg mode

=Kolom Acquity UPLC BEH C18 (50x2.1 mm; 1.7 um)
*Column temp 50°C
=Eluens A: Water + 0.1% ammoniumacetaat

B: Methanol

"Analysetijd 9 min
=3 isotoop gelabelde interne standaarden
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Validatie volgens FDA guidelines

Felbamaat Fenobarbital Fenytoine
Lineariteit 14,3-130 mg/L : 7,38 -60,1 mg/L | 3,49 — 23,3 mg/L
Nauwkeurigheid LLQ WR: 2,2 % WR: 4,5 % WR: 2,4%

BR: 9,0 % BR: 0,0 % BR: 3,3 %
Nauwkeurigheid MED WR: 2,8% WR: 2,1 % WR: 1,9 %

BR: 4,9 % BR: 0,0 % BR: 2,5 %
Vries/ dooi effect WR: 2,8% WR: 2,1 % WR: 1,9 %

BR: 4,9 % BR: 0,0 % BR: 2,5 %
Autosamplerstabiliteit, t = 20 uur 20 uur 20 uur
Matrix effect 8,0 % 4.5 % 0,7 %
Specificiteit Acc

Alle componenten voldoen aan de vooraf
gestelde validatie eisen

Methode gevalideerd gﬁ% UMC Utrecht



Problemen

Na verloop van tijd ontstonden er problemen
*\Verhoging van druk
=Slechte piekvorm

sAfwijking van de QC'’s
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Oorzaken en Oplossingen

Mogelijke oorzaken van de problemen

= Verstopping van de kolom
= Kolom degradatie
= Schimmelgroei in leidingen UHPLC systeem en de

kolom

Oplossingen van de problemen

Vervangen kolom

Gebruik maken van een voorkolom

Monsters opwerken met protein precipitation plate
Spoelen systeem volgens procedure leverancier
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Optimalisatie methode 2

= QOverstap naar andere kolom leverancier (Kinetex
XB-C18 75x2,1 mm; 2,6 um)

ACQLU{ED/ ® KINETEX
-

= Gradient aanpassen
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Optimalisatie methode 2

= |[sotoop gelabelde interne standaard voor alle
componenten

Cl
Cl

15
| NISN

3
HoN™ 15N qsNH2

Lamotrigine-13C,15N4 Fenytoine-d10
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Resultaten hervalidatie

Felbamaat Fenobarbital Fenytoine

POS NEG NEG
Lineariteit 14,0 — 129 mg/L 6,91 — 58,4 mg/L 3,47 — 24,4 mg/L
Nauwkeurigheid LLQ WR: 10,3 % WR: 7,5 % WR: 9,0%

BR: 3,8 % BR: 8,3 % BR: 12,1 %
Nauwkeurigheid MED = WR: 4,9% WR: 3,9 % WR: 4,0 %

BR: 11,3 % BR: 0,6 % BR: 4,2 %
Matrix effect % 0,4 % -3,5% -2,8 %
Recovery % 97 % 100 % 100 %
Specificiteit Akk Akk AKk

Alle componenten voldoen aan de vooraf
gestelde validatie eisen

Methode gevalideerd
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Methode 1 vs Methode 2

Analyseren patient plasma met methode 1 en
methode 2 maar met isotoop gelabelde ISTD

10-OH-Carbamazepine
Gabapentine
Lamotrigine
Levetiracetam
Topiramaat
Lacosamide
Ethosuximide
Fenobarbital
Fenytoine
Valproinezuur
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Samenvaitting

* Tijdens validatie verschillende matrices getest zoals
Kalfsserum, KKGT serum, Biorad plasma en
Patienten plasma. Hierbij geen matrix effect
aangetoond!

= Leerpunt 1: Stabiele isotoop gelabelde interne
standaard bood goede correctie voor hele proces

= Leerpunt 2: Gebruik van
representatief patientenmateriaal
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