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In der ersten Folge dieser Reihe wurde die Notwendigkeit der
pH-Werteinstellung in Abhéngigkeit vom Analyten besprochen.
Zusatzlich werden haufig noch weitere Arten der
Probenvorbehandlung empfohlen, und zwar in Abhé&ngigkeit
vom Probentyp, also der Matrix. Heute steht die
matrixabhangige Probenvorbehandlung von biologischen
Flussigkeiten (Serum, Plasma, Blut, Urin) im Vordergrund, aus
denen anschlielend Analyten mittels SPE an C18 oder
Polymermaterial angereichert bzw. aufgereinigt werden sollen.
Die Charakteristika dieser Matrices (Quelle: Rémpp
Chemielexikon) sind fur die Vorgehensweise entscheidend.

urin

* Ausscheidungsprodukt der Nieren, wassrige Losung
zahlreicher organischer und anorganischer Stoffe

° pH-Wert5.0-6.4

* Inhaltsstoffe:

— hauptséachlich Harnstoff, Salze

—geringe Mengen von u.a. Aminosauren, Proteinen,
Zucker, organischen Sauren, Vitaminen, fliichtige
Verbindungen und Farbstoffe (sog. Urochrome)

* Problematik in der SPE:

—unproblematisch fiir unpolare SPE, Verdinnung
genugt, z.B. 1:1 mit Wasser oder Puffer*

— Problematisch aber fur lonenaustausch bzw. Mixed-
Mode SPE wegen des hohen Gehaltes an Salzen
(zu hohe lonenstérke)

» Abhilfe: stéarker verdinnen, evtl.
Mechanismus wahlen

« Problematisch in der LCMS, wenn polare Analyten ohne
Probenvorbereitung durch Verdinnung und direkte
Injektion bestimmt werden sollen (,dilute and shoot®)

— lonensuppression fur frih eluierende Analyten durch
die Salze, die u.U. mehrere Minuten lang am
Beginn des Chromatogramms eluieren

 Abhilfe: Entfernung der Salze durch ,Filtration®
uber  PL-Mixed MP  (Mischung von
polymerbasierendem starkem Kationen- und
Anionenaustauscher) (far nahere
Informationen  dazu  bitte  Email an
ute.beyer@varianinc.com)

* Besonderheit: manche Analyten liegen im Urin nicht frei
vor, sondern metabolisiert (z.B. in Form von
Glucuroniden)

— Erster Schritt der Probenvorbereitung: Freisetzen
der Analyten durch Hydrolyse, z.B. mit -
Glucuronidase oder einem R-Glucuronidase-
Arylsulfatase-Gemisch

— Beispiel: Steroidhormone in
(Varian Applikation M2708)

anderen

Urin

Blut
Undurchsichtige rote Korperflissigkeit der Wirbeltiere
Zusammensetzung
» Zellen (45%)
— hauptséachlich Erythrocyten (rote Blutkdrperchen)
—kleinere  Mengen an  Leukocyten  (weil3e
Blutkérperchen) und Thrombocyten (Blutplattchen)
* Plasma (55%)
—Serum
— Fibrinogen

Vorbehandlung von Blutproben fiir die unpolare SPE
 Einfachster Fall:  Verdinnung mit isotonischer
Kochsalzlésung,
mindestens 1:1
—Nachteil:  Die Kartusche kann durch die Zellen
verstopft werden
— Abhilfe:
caus dem Vollblut zunéachst Plasma oder
Serum erzeugen
(s.u., Weiterverarbeitung siehe S.2)
« oder fur besseren Durchfluss sorgen:
- kieselgelbasierendes SPE-Material mit
groberen Partikeln wahlen (z.B. Bond Elut
C18 HF (= High Flowy))
- oder Polymermaterialien mit
FluBwiderstand nehmen
(z.B. Bond Elut Plexa, Nexus)
» Nachteil der Verarbeitung als Plasma oder Serum
—manche Analyten (z.B. Immunsuppressiva) bleiben
an den Zellen (insbesondere den Erythrocyten)
héngen und werden so beim Zentrifugieren aus der
Lésung entfernt
— Abhilfe: hAmolysiertes EDTA-BIut einsetzen

geringem

Zentrifugation

Uberstand:
Plasma

Uberstand:
Serum

* ggf. pH-Wert einstellen


http://www.analytik-news.de
https://www.varianinc.com/media/sci/tech_scan/M2708.pdf
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Plasma
Klarer Uberstand nach Zentrifugation von stabilisiertem, nicht
geronnenem Blut (z.B. mit EDTA- oder Heparin-Zusatz)

Zusammensetzung: Walrige Lésung von nieder-
molekularen Substanzen und Proteinen
Plasmaproteine (7-8%) (hauptséchlich Glykoproteine)
Gemisch von dber 100 Proteinen, u.a. Albumine,
Transferrin, Globuline, Lipoproteine, Enzyme,
Blutgerinnungsproteine (Fibrinogen), Antikérper
Lipide  (Triglyceride, Cholesterin,  Phospholipide),
freie Fettsauren
Glucose (Blutzucker)
stickstoffhaltige Stoffwechselendprodukte wie Harn-stoff,
Kreatinin, Harnsdure und freie Aminosauren
anorganische Salze (hauptsachlich NaCl, aber auch
K-, Ca-, Mg-, HCO,- und Phosphationen)

zu beachten: Die Stabilisierung kann u.U. auch die Analyten
beeinflussen, in dem Fall dann besser Serum verwenden

Problematik bei der unpolaren SPE

Die stark polaren Bestandteile sind kein Problem, sie laufen
bei der Probenaufgabe tUberwiegend durch, nachwaschen mit
Wasser genugt

Proteine und Lipide werden aber grof3tenteils mit angereichert
Nachteile:

Die erhaltenen Extrakte sind nicht sauber genug,
Stérung der Chromatographie

Speziell bei der LCMS findet durch koeluierende
Proteine und Lipide lonensuppression statt

Abhilfe:

Bond Elut Plexa benutzen: durch die spezielle
Porenstruktur und Oberflache werden grof3e und
hydrophobe Proteine ausgeschlossen und laufen bei
der Probenaufgabe durch, der am Ende erhaltene
Extrakt ist reiner

Elutionsbedingungen und Waschschritte optimieren
auch hier ist Bond Elut Plexa zu empfehlen, da
aufgrund starker Wechselwirkungen effektive
Waschschritte méglich sind
Je unpolarer das Elutionsmittel ist, desto mehr
Lipide werden mit eluiert.

z.B. Hexan oder Hexan/Ethylacetat-
Mischungen eluieren die Lipide sehr gut, d.h.
als Elutionsmittel liefern sie eine schlechte
Extraktreinheit

Sofern die Analyten nicht in ganz unpolarem
Ldsemittel(gemisch) 16slich sind, kdnnte man
einen  Waschschritt mit Hexan oder
Hexan/Ethylacetat 11 durchfiihren
(anschlie3end trocknen, dann mit polarerem
Ldsemittel die Analyten eluieren.)

Mit Methanol und  Acetonitril als
Elutionsmittel bleibt ein groRer Teil der
Lipide auf dem unpolaren SPE-Material
zurlick

Nicht alle Analyten brauchen zur Elution
unbedingt 100% Acetonitril oder Methanol.
Ein Gemisch mit einem Anteil Wasser oder
Puffer (pH-Wert wichtig!) kann je nach
Polaritdt der Analyten auch zur Elution
ausreichend sein, aber Matrixbestandteile,
insbesondere Lipide und Proteine (zumindest
teilweise) auf dem Sorbens lassen (siehe
auch Folge 5, Aufnahme eines
Elutionsprofils).

Problematik Proteinbindung

Ein weiteres Problem ist die Bindung von Analyten an
Proteine, wodurch sie sich anders verhalten als der freie
Analyt und im schlimmsten Fall nicht mit erfal3t werden.

Abhilfe: Losen der Proteinbindung
Durch Zugabe von Saure (z.B. Phosphorséaure,
TFA, Endkonzentration 2%, Ameisensaure und
Essigsdure sind auch mdglich, aber weniger
effektiv)
Bei saurelabilen Analyten kann Ammoniak
verwendet werden (Endkonzentration 2%)
Auch organisches Losemittel (z.B. AcN) lést
Bindungen an Proteine. Grundsatzlich sollte
allerdings der AcN-Gehalt der Probe bei unpolarer
SPE maximal 5-10% betragen, um Durchbruch
der Analyten zu vermeiden.
Bei unpolaren Analyten kann der AcN-Gehalt auch
hoher sein. Man kann die tolerierbare Menge
anhand einer Durchbruchskurve individuell fir
jeden Analyten bestimmen (siehe Elutionsprofil,

Folge 5).


http://www.analytik-news.de
http://www.analytik-news.de/Fachartikel/Volltext/ABC_Probenvorbereitung_5.pdf
http://www.analytik-news.de/Fachartikel/Volltext/ABC_Probenvorbereitung_5.pdf
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Serum

« Klarer Uberstand nach Zentrifugation geronnenen, nicht
stabilisierten Blutes

* Zusammensetzung:

—wie Plasma, allerdings
Blutgerinnungsproteine (Fibrinogen)

e dem urspriinglichen Blut am &hnlichsten,
Zusatzstoffe

» Probenvorbehandlung analog Plasma

ohne die

da ohne

Proteinféllung

- Die Proteinféllung ist auch eine Option zur Entfernung
von Proteinen.

« Am haufigsten wird durch Zugabe von AcN oder
Methanol, z.B. im Verhéltnis Probe:Fallungsmittel = 1:1
(oder mehr) gefallt, anschlieBend zentrifugiert oder filtriert
(z.B. Gber Varian Captiva).

e Zur Weiterverarbeitung mit SPE muss das Eluat mit
Wasser bzw. Puffer* verdiinnt werden, um den Gehalt an
organischem Ldsemittel zu verringern (s.0.).

» Das Eluat bzw. Zentrifugat der Proteinfallung kann auch
direkt zur Messung eingesetzt werden. Die erhaltenen
Lésungen sind meist nicht so rein wie mit SPE, aber das
Verfahren stellt insbesondere fur die empfindliche LCMS
eine gute Alternative dar.

— Mit der neuen Filtrationsplatte
Varian Captiva NDYP9s |assen sich auRer den
Proteinen auch Phospholipide sehr effektiv entfernen

« Auch hier ggf. durch Ansauern der urspriinglichen Lésung
die Bindungen der Analyten an die Proteine oder Zellen
I6sen

Zusammenfassung Serum/Plasma

Probenvorbehandlung

» Verdinnen, mindestens 1:1

(u.a. zum Herabsetzen der Viskositat der Losung fir
einen homogenen Durchfluss)

— mit Wasser oder besser

— mit Puffer zur pH-Werteinstellung

(um maximale Wechselwirkungen zwischen Analyt
und Sorbens zu gewahrleisten, siehe Folge 1)

—ggf. mit Saure (oder Base oder AcN) zur Auflésung
von Proteinbindungen

Beispielapplikation:
» Extraktion von sauren Arzneistoffen aus Plasma mit
Bond Elut Plexa (10 mg 96 well plate,
Artikelnummer A4969010 (Varian Applikation SI1-0602)

Sample 100 pL human plasma
Pretreat Dilute w/ 300 pL 1% Formic Acid
4 Condition 1. 500 pL CH;0H
2. 500 pL H,0
Wash 500 ul 5% CH,0H in H,0
Elute 500 pL CH;OH 1

Verdinnung, pH-Wert-Einstellung und
Ldsen von Proteinbindungen

Entfernung von Matrixinterferenzen



http://www.analytik-news.de
http://www.analytik-news.de/Fachartikel/Volltext/ABC_Probenvorbereitung_1.pdf
https://www.varianinc.com/cgi-bin/nav?products/consum/samprep/filtration/captiva&cid=KLNIOMNIFM
http://www.varianinc.com/image/vimage/docs/products/consum/samprep/spe/plexa/shared/SI-0602.pdf
https://www.varianinc.com/cgi-bin/nav?products/consum/samprep/filtration/captiva&cid=KLNIOMNIFM

