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LC-MS methodeontwikkeling voor de bepaling van primaire en secundaire amino-metabolieten in biologische matrices,

gebruikmakend van de AccQ.Tag derivatiseringsmethode.
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Voorwoord

Anderhalf jaar geleden kwam ik als een groentje de afdeling Analytical Systems Biology (ASB) opwandelen. Nu, na het afronden van mijn verslag, ligt hier voor u een mooi stukje methodeontwikkeling voor de bepaling van amino componenten in plasma, wat naar mijn mening ruikt naar meer. ‘Meer’ in de zin van het uitbouwen van een dergelijke methode voor andere matrices dan alleen de plasmamatrix. 

Deze stage ging over bergen en door dalen. Vooral het opstellen van de targetlist was echt een monnikenwerk. Gelukkig heb ik met mijn collega’s veel plezier beleefd en hebben zij mij door deze eentonige periode heen gesleept. Raymond, Bart, Maarten, Elwin, Ivana, Greet, Cor, Kitty, Uwe en Richard, dank jullie wel voor de gezellige periode bij TNO en voor alle hulp die jullie mij geboden hebben. Elwin en Raymond bedankt voor jullie begeleiding en de mogelijkheid die ik heb gekregen om bij jullie op de afdeling mijn afstudeeropdracht uit te kunnen voeren.

Ook wil ik Hugo, Frans en Carina graag bedanken voor hun helpende hand bij het uitwerken van mijn validatiegegevens.
Rita, Jeroen, Etiënne en Folkert bedankt voor jullie steun in de laatste afstudeerperiode, jullie hebben mij enorm bemoedigd. Met name Etiënne en Folkert die in de laatste week nog aan mijn verslag hebben gezwoegd, ook omdat mijn arm het gewoon even niet meer deed. 
En tenslotte mag beslist niet ongenoemd blijven mijn lieve vriendin Meike die de afgelopen periode veel enthousiaste verhalen aan heeft moeten horen en ondanks dat altijd geduldig naar mij is blijven luisteren. 
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Samenvatting
Onderzoek in de systeembiologie richt zich op het ophelderen van de relaties tussen ziekte en omgevingsfactoren, zoals levensstijl, voeding en medicijnen. Biomarkers zijn biologische indicatoren die gebruikt kunnen worden om ziekte, kans op ziekte en effecten van de omgeving te meten en te bestuderen. Metabolieten zijn tussen- of eindproducten van biologische processen en spelen als zodanig een belangrijke rol als biomarkers. In deze studie is de werking en ontwikkeling van de AccQ.Tag methode beschreven, een methode die dient voor de bepaling van primaire en secundaire amino-metabolieten in biologische matrices. De doelstelling van dit onderzoek was het identificeren van zo veel mogelijk “potentiële” markermetabolieten in plasma-, urine- en levermatrix. Een specifieke doelstelling daarbij was de selectie van zevenendertig componenten uit de lijst van de op massa geïdentificeerde metabolieten, waaronder de twintig meest gangbare aminozuren (in proteïnen), voor kwantificering en validatie. 
Voor het identificatieonderzoek is gebruik gemaakt van LC-(FT-ICR) hoge resolutie MS, waarmee exacte massa’s zijn bepaald. Tweehonderdvijftien metabolieten zijn qua exacte massa “potentieel” aanwezig bevonden. Van deze metabolieten is een “potentiële” targetlist opgesteld. Validatie is verricht met een LC-MS (ion trap). Van zevenendertig met de AccQ.Tag methode onderzochte metabolieten afkomstig uit plasma is een selectie van tien metabolieten geschikt bevonden voor validatie. Deze selectie van tien metabolieten is via standaard additiemethode en met behulp van een Total-QC Excelsheet kwantitatief bepaald. De AccQ.Tag methode blijkt derhalve niet voor alle metabolieten geschikt te zijn. Veertien van de geselecteerde metabolieten zijn potentieel geschikt bevonden voor validatie en kwantificering. Dertien metabolieten zijn niet geschikt bevonden voor de AccQ.Tag methode zoals die in de beschreven proefopzet is uitgevoerd.
Summary

System biology aims at the elucidation of relationships between state of health and environmental factors, such as lifestyle, nutrition and pharmaceuticals. Biomarkers, biological indicators that can be used to measure and evaluate disease, disease risk and effects of exposure will facilitate biomedical research. Metabolites are intermediate or end products of biological processes and as such play an important role as biomarkers. This current study describes the development of the AccQ.Tag method, a method to determine primary and secondary amino-metabolites in biological matrices. The goal of the current study was to identify as many ‘potential’ marker metabolites in biological fluids and liver matrix as possible. A specific goal was to select thirty seven components from the list of mass identified metabolites for validation and quantification, among which twenty common amino acids (in proteins).
LC-(FT-ICR) high resolution MS is used for determine exact masses for identification of the metabolites. Twohundred and fifteen metabolites have been found to be “potentially” present, based on their exact mass. Validation has been performed with a LC-MS (ion trap). Ten out of thirtyseven plasma metabolites, as determined by the AccQ.Tag method, were selected for validation. This selection of metabolites has been quantitatively determined by a standard addition method and validated with a Total-QC Ecxel sheet. The AccQ.Tag method turns out to be suitable for a selection of metabolites but not for all. Fourteen of the selected metabolites were labelled ‘potentially suitable’ for validation and quantification. Thirteen metabolites were labelled ‘not suitable’ for the AccQ.Tag method as described in this thesis.
Verklarende woordenlijst
Genotype
Gezamenlijke erffactoren van een organisme voor één of meer eigenschappen.
Fenotype
Verzameling van alle (waarneembare) eigenschappen van een individu, tot stand gekomen door de gezamenlijke invloed van genen en milieufactoren.

Genoom
Het totaal aan genen dat in het DNA van een organisme aanwezig is. In lichaamscellen spreekt met van een diploïd (dubbel) genoom en in geslachtscellen van haploïd (enkelvoudig) genoom.
Coulombse kracht
Aantrekkings- of afstotingskracht veroorzaakt door elektrisch geladen deeltjes.
Repulsieve kracht
Afstotende kracht tussen deeltjes (moleculen) onderling.
Spiken
Het toevoegen van standaardoplossingen (m.b.v. een pipet) aan monstermateriaal.

Poolen 
Het mengen van monstermateriaal, bijvoorbeeld meerdere plasma- of urinemonsters om tot een homogeen mengsel (monster) te komen. 
Afkortingenlijst
AccQ.Tag
Naam van het drivatiseringsproduct, afgeleid van AQC (Amino Quinolyl-N-hydroxysuccinimidyl Carbamate).
TUI


TNO Uniek Identificatienummer
QC-monsters

Quality Control sample (Kwaliteits Controle monster)
FT-ICR

Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance 
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1.
Literatuurstudie en theorie

1.1
Inleiding

De kennis van biologische systemen heeft in de afgelopen jaren een enorme vogelvlucht genomen, zoals bijvoorbeeld blijkt uit de afronding van het Humaan Genoom Project. Het toegenomen inzicht in genoomgebaseerde informatie heeft uitgewezen dat effecten in het fenotype niet altijd zijn terug te leiden tot het genotype. Als gevolg is er meer interesse ontstaan voor het in kaart brengen van het proteoom en metaboloom. Dit is van groot belang voor de levenswetenschappen, met name in de farmaceutische industrie waarbij de nadruk wordt gelegd op onderzoek naar gezondheids- en ziektesystemen om een gedetailleerder beeld te krijgen van de oorzaak van ziekten [1]. 

Eén van de doelen is het vinden van nieuwe targetcomponenten en biomarkers, welke een hoop kunnen vertellen over de conditie van een individu en het stadium van een ziekte waarin deze zich kan bevinden. Biomarkers, bijvoorbeeld metabolieten, zijn biologische indicatoren die gebruikt kunnen worden om ziekte of kans op ziekte te meten en te bestuderen. Metabolieten zijn intermediairen of eindproducten van biologische processen. Daarom vervullen metabolieten een belangrijke rol als biomarkers. 
Metabolieten kunnen endogeen of exogeen, primair of secundair zijn. Endogene metabolieten worden geproduceerd in een biologisch systeem. Exogene metabolieten ontstaan vanuit externe factoren, zoals medicijnen of voedsel welke omgezet worden in het biologische systeem. Primaire metabolieten hebben een directe relatie tot exogene en endogene biologische processen. Secundaire metabolieten zijn indirect betrokken bij een biologisch proces [2]. Op vele manieren wordt onderzoek gedaan naar targetcomponenten en biomarker-metabolieten, maar de snelste en meest efficiënte manier bevindt zich op het vlak van de LC en GC technologie.
In deze studie is de werking en ontwikkeling van de AccQ.Tag methode beschreven. Deze methode dient voor de bepaling (identificatie) van “potentiële” markermetabolieten in plasma, urine en lever (weefselmatrix) om aan de vraag naar nieuwe biomarkers tegemoet te komen. Voor een aantal geïdentificeerde metabolieten is deze methode gevalideerd. 
AccQ.Tag is een derivatiseringsreagens van de firma Waters [3] en de originele toepassing is de bepaling van de aminozuursamenstelling in peptiden aan de hand van een HPLC-fluorescentiedetectie. Het AccQ.Tag reagens grijpt aan op primaire en secundaire aminogroepen en is daarom zeer geschikt voor de bepaling van aminogroepbevattende metabolieten zoals aminozuren, aminosuikers en nog vele andere aminometabolieten.
Op dit moment is bij TNO een zeer succesvolle “Global” methode voor de analyse van aminozuren en vele andere metabolieten in gebruik. De Global methode bestaat uit een butanolverestering van de carboxylgroep en is niet bruikbaar voor metabolieten welke geen carboxylgroep bevatten. Het is de bedoeling dat met de ontwikkeling van de AccQ.Tag methode het gat van de bij de analyse misgelopen metabolieten enigszins wordt gedicht. Een overlap zal aanwezig zijn bij de toepassing van deze twee methoden (componenten welke carboxyl-groepen en primaire/secundaire aminogroepen bevatten), maar er zullen ook vele componenten zijn die met AccQ.Tag methode wel, maar met de Global methode niet bepaald kunnen worden. 
Het is dus niet de bedoeling dat deze AccQ.Tag methode de in gebruik zijnde Global methode zal vervangen. De AccQ.Tag methode zal gebruikt gaan worden als een verlengstuk bij het bestaande Metabolomics analyseplatform (Bijlage 1). De voordelen van de AccQ.Tag methode, in vergelijking tot de Global methode, wordt in paragraaf “1.3 Derivatisering” verder uitgewerkt. 
De ontwikkeling van massaspectrometrie heeft meegeholpen in de ontwikkeling van het metabolomics platform dat tot doel heeft zo veel mogelijk van het diverse metabolomicsgebied te dekken. Voor de identificatieanalyses van metabolieten en “potentiële” biomarkers zal bij de AccQ.Tag studie gebruik gemaakt worden van de ThermoFinnigan LTQ-FT massa-spectrometer (Thermo Electron). Bij deze spectrometer wordt een lineaire ion trap gecombineerd met een Fourier-Transform Ion Cyclotron Resonance MS (FT-ICR), werkend met een 7 Tesla supergeleidende magneet. Enkele mogelijkheden van dit apparaat zijn LC- MS/MSn analyses en accurate massabepalingen, specificaties die zeker nodig zijn voor het proces van identificatie van metabolieten en biomarkermetabolieten.
1.2
Biomarkers

Biomarkers zijn markers die bepalend zijn voor de herkenning en erkenning van een ziekte, soms zelfs al voordat de symptomen van de ziekte zichtbaar zijn bij een patiënt. Als bij een klacht, ziekte of controle bij een patiënt bloed wordt geprikt, kan men aan de stoffen in het bloed (biomarkers) bepalen wat voor een ziekte de patiënt heeft. Op deze mannier kan een ziekte in een vroeg stadium getraceerd worden, iets wat bijvoorbeeld bij bepaalde vormen van kanker, belangrijk is.
Er zijn drie typen biomarkers: predispositionele, prognostieke en diagnostieke biomarkers. Een predispositionele biomarker geeft weer in hoeverre een persoon een aanleg heeft voor een bepaalde ziekte (bijv. genetisch), zoals borstkanker waarbij wordt gekeken naar de predispostie (afwijking) in genen voor deze aandoening. 

Een prognostieke biomarker heeft als mogelijkheid te voorspellen wanneer een persoon vatbaar is voor een bepaalde aandoening. Een goed voorbeeld is het meten van cholesterol in het bloed, om de kans op hart en vaatziekten vast te stellen. 

Het meten van een diagnostieke biomarker identificeert het voorkomen van de ziekte en geeft de toename van een ziekteproces weer. Hemoglobine A1c is een voorbeeld van een diagnostieke biomarker. Als bij een diabetespatiënt het glucoseniveau in het bloed toeneemt zal, met deze stijging, ook het niveau van hemoglobine A1c toenemen waarbij A1c een diagnostiek marker voor de toename van diabetes vormt. Een diagnostieke biomarker kan verdeeld worden in drie groepen: vroegtijdig, laat en surrogaat. De overeenkomst tussen deze groepen is dat het biomarkerindicatoren zijn voor ziekten en gebreken die al tot ontwikkeling zijn gekomen (Figuur 1).
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Figuur 1: Een biologisch systeem zal zijn interne condities, binnen tolerante limieten, op pijl moeten houden wil het gezond blijven functioneren. Dit verschijnsel wordt homeostase genoemd. Biomarkers geven een indicatie of het biologisch systeem wel of niet in balans is [2, 4].

Vroegtijdige biomarkers zijn indicatoren voor een ziekte in zijn beginstadium waarbij de symptomen van de ziekte nog niet zichtbaar zijn, maar waarbij het gemeten biomarkerprofiel wel duidelijk te kennen geeft dat een bepaalde ziekte in ontwikkeling is. Genezing is in dit stadium vaak nog goed mogelijk. 
Late en surrogaat biomarkers zijn biologische producten die gepaard gaan met de fysieke symptomen van dit ziektebeeld bij de patiënt. Bij late biomarkers is dit de definitieve bevestiging van het ziektebeeld, terwijl bij een surrogaat biomarker de symptomen van de patiënt al voldoende zijn om de aanwezige ziekte op zijn identiteit te bevestigen. In dit stadium wordt alleen nog maar aan medicinale verlichting en symptoombestrijding gedaan. Een surrogaat biomarker geeft een profiel van het klinische eindpunt van een ziekte en is een variabele, die een beeld geeft van hoe een patiënt zich voelt, functioneert of overleeft. 
Onderzoek naar de identificatie van biomarkers geeft antwoord op vragen binnen het systeembiologische onderzoeksgebied. De systeembiologie bekijkt alle elementen van een biologisch systeem (organisme) en ontsluiert de verbindingen (pathways) en onderlinge afhankelijkheid van biologische processen in een organisme, in relatie tot biologische of externe storingsfactoren. Dit leidt uiteindelijk tot het identificeren van nieuwe biomarkers, welke gerepresenteerd worden door de expressie van genen (genomics en transcriptomics), eiwitten (proteomics) of metabolieten (metabolomics) en soms een combinatie van deze drie. 
1.3
Derivatisering

Een belangrijke techniek in de chromatografie is derivatisering. Derivatiseren is feitelijk niets anders dan het in gunstige zin doen veranderen van de fysisch-chemische eigenschappen van een analiet, zodat deze met behulp van chromatografie uiteindelijk voldoende gevoelig en selectief kan worden bepaald. Er bestaan vele mogelijkheden om analieten te derivatiseren. De derivatisering wordt in de Engelstalige literatuur vaak omschreven als “labeling reaction” en is niets anders dan het analiet door middel van een covalente binding voorzien van een label (Tag) [5]. De vorming van een enkelvoudig derivaat is de meest ideale situatie. De praktijk is vaak anders, daar wordt naast de vorming van een enkelvoudig derivaat, ook vaak een ongewenst reactieproduct en/of nevenproduct gevormd. Andere storingen kunnen optreden vanwege matrixeffecten, thermische ontleding, verdamping van vluchtige componenten door indampstappen en verlies van componenten door extractiestappen [5]. Om deze reden zullen er altijd interne standaarden aan de monsters worden toegevoegd om voor deze fenomenen te corrigeren. 

Voor de derivatisering van de metabolieten in plasma, urine en lever, wordt gebruikgemaakt van een pre-kolomderivatisatie [6]. Enkele derivatiseringsreagentia voor plasma zijn: 9-fluoroenylmethyl-chloroformate (FMOC-CL), o-phthaldehyde (OPA) en phenylisothiocyanate (PITC), maar geen van deze reagentia werken perfect [7].

Het probleem waar men bij de FMOC-CL methode tegenaan loopt, is dat men de overmaat reagens zal moeten extraheren met pentaan om de vorming van gehydrolyseerde producten tegen te gaan. Deze stap is omslachtig en zal zeer precies moeten gebeuren, waarbij men een groot risico loopt dat aminozuren en andere metabolieten van interesse ook zullen worden geëxtraheerd.

Bij de OPA methode worden alleen de primaire aminogroepen gelabeld, daarnaast zijn de gevormde derivaten vaak instabiel. Vooral bij Glycine, Alanine, Lysine en Ornithine levert dit vaak problemen op.

Bij de Pico.Tag methode wordt gebruik gemaakt van phenylisothiocyanaat (PITC). Bij deze methode worden wel stabiele derivaten van de primaire en secundaire aminogroepen gevormd, maar deze methode is zeer tijdrovend vanwege de overmaat PITC die verwijderd zal moeten worden om piekinterferentie te voorkomen. Een ander probleem bij de PITC methode is de slechte stabiliteit van de mobiele fase, slechte resolutie van Arginine, Threonine, Alanine en Proline, alsmede baseline instabiliteit [7].

Bij de Global methode worden de metabolieten aan hun carbonzuur gederivatiseerd. Het carbonzuur wordt met behulp van een butanolverestering aan een butanolgroep gezet. Deze derivatisering vindt plaats in een zuur milieu dat gecreëerd wordt met behulp van zoutzuur. Aan zoutzuur wordt butanol toegevoegd en dit reactiemengsel laat men gedurende circa 1 ½ uur bij 65º C reageren. Vervolgens wordt de overmaat zoutzuur en butanol afgedampt waarna het residu verder kan worden opgewerkt voor injectie. 
De opwerking van de Global methode kost meer tijd dan de opwerking van de AccQ.Tag methode, twee dagen in vergelijking tot één dag, maar de Global methode is nog steeds zo functioneel dat deze naast de AccQ.Tag methode gebruikt zal blijven worden (Bijlage 1).

De AccQ.Tag methode zoals die ontwikkeld is door Cohen en Michaud heeft zichzelf bewezen als een zeer gevoelige, kwantitatieve, en reproduceerbare analysemethode voor de bepaling van primaire en secundaire aminogroepen. AccQ.Tag is in vergelijking met de genoemde technieken een stap vooruit op het gebied van aminozuur analyse. De 6-aminoquinolyl-N-succinimidyl carbamaat (AQC) reagens reageert in slechts enkele seconden met primaire en secundaire aminogroepen met als gevolg de vorming van zeer stabiele derivaten. Het derivatisatieproces is eenvoudig en de detectielimiet ligt onder de 1 pmol. Storende bijproducten worden beperkt, omdat de overmaat AQC binnen twee minuten wordt gehydrolyseerd tot 6-amino-quinoline (AMQ). Het gederivatiseerde monster behoeft verder geen zuiveringsstappen of indampstappen te ondergaan, maar kan rechtstreeks worden geïnjecteerd voor analyse. Hierdoor wordt de kans op het verlies van metabolieten aanzienlijk beperkt. 
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Figuur 2: Nucleofiele substitutie van AccQ.Tag label aan primair of secundair aminozuur door middel van een Sn2 reactie [8 ].
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Figuur 3: Hydrolyse van AQC (aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate) naar (aminoquinolyl) en NHS (N-hydroxysuccinimidyl).
1.4
Kolomkeuze en eluenssamenstelling

De kolomkeuze en keuze van eluens zijn gebaseerd op trial en error, oftewel door proefondervindelijk optimaliseren aan de hand van werkervaring en kennis die binnen TNO op de afdeling Analytical Sciences aanwezig is.


De eerste testen zijn conform het Waters protocol uitgevoerd op een LC Ion Trap MS (Bijlage 2). Dit protocol is in 2002 opgesteld om de functionaliteit van de AccQ.Tag methode te bekijken. De volgende combinaties van eluentia zijn getest op hun eluerend vermogen en op het effect van de ionisatiegevoeligheid tijdens de electrospray ionisatie (ESI), (Tabel 1).
Tabel 1: Tijdens de methodeontwikkeling geteste eluenssamenstellingen.
	nr.
	 
	Eluenssamenstelling:

	1.
	Eluens A:
	10 mM Ammoniumacetaat in Elgawater + 0,1% Azijnzuur

	
	Eluens B:
	10 mM Ammoniumacetaat in MeOH + 0,1% Azijnzuur

	2.
	Eluens A:
	10 mM Ammoniumformiaat in Elgawater + 0,1% Mierenzuur 

	
	Eluens B:
	10 mM Ammoniumformiaat in MeOH/water 99/1 + 0,1% Mierenzuur

	3.
	Eluens A:
	10 mM Ammoniumformiaat in Elgawater + 0,1% Mierenzuur 

	
	Eluens B:
	10 mM Ammoniumformiaat in AcN/water 90/10 + 0,1% Mierenzuur

	4.
	Eluens A:
	10 mM Ammoniumformiaat in Elgawater + 0,1% Mierenzuur 

	
	Eluens B:
	10 ml (1mol/l) Ammoniumformiaat in AcN/MeOH 50/50 990 ml + 0,1% Mierenzuur

	5.
	Eluens A:
	Elgawater + 0,1% Mierenzuur

	
	Eluens B:
	MeOH + 0,1% Mierenzuur

	6.
	Eluens A:
	MeOH/water 5/95 + 0,1% Mierenzuur

	
	Eluens B:
	MeOH/water 90/10 + 0,1% Mierenzuur

	7.
	Eluens A:
	Elgawater + 0,1% Mierenzuur

	
	Eluens B:
	MeOH + 0,1% Mierenzuur

	 
	Eluens C:
	Isopropanol + 0,1% Mierenzuur



Van de geteste eluentia is gebleken dat een gradiënt met een acetonnitrilmengsel, wel scherpere pieken oplevert, maar dat acetonnitril de ESI gevoeligheid nadelig beïnvloedt, wat uiteindelijk toch resulteert in een verlies van de detectiegevoeligheid. Uit deze testen is duidelijk naar voren gekomen dat gradiëntcombinaties van methanol met water de hoogste detectiegevoeligheid opleveren. 

Tijdens de eluensoptimalisatie zijn combinaties van ammoniumacetaat, azijnzuur, ammoniumformiaat en mierenzuur aan de eluentia toegevoegd, dit om de vorming van ionen [M + H]+ tijdens ESI te bevorderen. Bij deze testen gaf de toevoeging van mierenzuur de hoogste detectorrespons. 

De eerste analyses zijn uitgevoerd op een 3mm Chrompack Inertsil C18 [1] kolom conform protocol (Bijlage 2). Daarna is overgestapt op het gebruik van een 2.1mm Xterra kolom [5]. Deze Xterra kolom heeft een kleinere diameter, een beter scheidend vermogen en zorgt voor een veel hogere detectiegevoeligheid dan de Chrompack kolom. Het gebruik van een kolom met een kleinere diameter (2.1mm) heeft als gevolg dat er minder monstermateriaal en minder eluens nodig is om tot gelijke analyseresultaten te komen. Dit wordt ook wel miniaturisering van de methode genoemd. 


Een bijkomend voordeel van de Xterra kolom is dat deze eluentia met een hoge pH (> 10) beter kan verdragen. Een hoge pH zou tijdens de meting veroorzaakt kunnen worden door de boraatbuffer uit de AccQ.Tag kit, die voor de derivatisering van de monsters wordt toegevoegd. De bestendigheid tegen een hoge pH heeft de Xterra kolom te danken aan de silica kolompakking waarvan de hydroxylgroepen (Figuur 4) zijn vervangen voor methylgroepen, waardoor de silica minder snel zal afbrokkelen (Bleeding = verliezen van de stationaire fase) [12].
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Figuur 4. Silica, stationaire fase LC-kolom

Tijdens de testperiode is gebleken dat in eerste instantie eluentia nr.5 het beste uit de test kwam. Maar na verloop van tijd nam het scheidend vermogen van de Xterra kolom af. Het probleem is dat deze Xterra-kolom niet bestand is tegen 100% waterige oplossingen. De oorzaak hiervan ligt in het feit dat eluens A tijdens een analyse de eerste en laatste 10 minuten voor 100% over de Xterra kolom wordt gepompt (zie tabel in figuur 5). Deze actie heeft de Xterra kolom dermate beschadigd, waardoor besloten is om op een andere kolom over te stappen. De Xterra kolomlijn van de firma Waters, is vervangen en verbeterd voor een nieuwe serie, “de XBridge” genaamd. De Xterra kolom kan een eluenssamenstelling van 5/95% MeOH/water bevatten. Bij een Xbridge kolom kan de polariteit nog iets omhoog, 3/97% MeOH/water. Verder zijn de kolomeigenschappen vrijwel identiek gebleven.

De beschreven testen zijn in eerste instantie uitgevoerd op een “ouder” LCQ (LC ion trap MS/MS) systeem, daarna is de methode overgeplaatst op de LTQ (LC ion trap MS/MS Fourier Transform). Tijdens het meten op de LCQ traden, door het gebruiken van eluentia nr.5, de volgende complicaties op. 
Door het mengen van 100% water met 100% methanol (met een mengkamervolume van 1ml) worden er waterstofbruggen gevormd, met als gevolg dat het volume van de vloeistof in de mengkamer afneemt. Deze volumeafname resulteert in drukverlies binnen in het chromatografisch systeem. De mengkamer van de Surveyor MS pomp van de LTQ heeft een kleiner volume (80 µl) dan de Waters Alliance 2695 pomp van de LCQ (1000 µl) waardoor de nadelige volumeafname kleiner zal zijn. Bijkomend voordeel is dat, door de kleinere mengkamer, de delay-tijd (vertragingstijd) op de LTQ is afgenomen. De delay-tijd is de tijd dat de ingestelde mengverhouding tussen eluens A en B (Figuur 5) ook daadwerkelijk op de kolom zit (aankomsttijd – ingestelde tijd). De delay-tijd wordt veroorzaakt door het volume tussen de pompkoppen en de kolom. Hoe groter dit volume, des te groter de delay-tijd. Ook de ingestelde flow is bepalend voor de snelheid waarmee de gemengde eluenssamenstelling bij de kolom aankomt. Als gevolg van deze beschreven complicaties is, om kolombeschadiging uit te sluiten, besloten de eluenssamenstelling aan te passen, (zie tabel 2; eluentia nr.6).

Samengevat komt het erop neer dat de eerste experimenten onder de volgende condities zijn uitgevoerd op een Thermo Surveyor MS pomp welke gekoppeld is aan een LTQ ion trap MSn en een hoge resolutie FT-ICR systeem. De scheiding wordt verkregen op een XBridge C18 2.5µm 2.1x50mm kolom, bij 30 ºC. Een lineaire gradiënt wordt verkregen tussen eluens A (MeOH/water 5/95 + 0,1% Mierenzuur) en eluens B (MeOH/water 90/10 + 0,1% Mierenzuur) met een flow van 200 µl/min (Figuur 5).
	 
	 
	MS Pomp gradiënttabel:

	Nr.
	Tijd (min)
	A%
	B%
	µl/min

	0.
	0.00
	100.0
	0.0
	200.0

	1.
	15.00
	55.0
	45.0
	200.0

	2.
	16.00
	0.0
	100.0
	200.0

	3.
	30.00
	0.0
	100.0
	200.0

	4.
	30.10
	100.0
	0.0
	200.0

	5.
	40.00
	100.0
	0.0
	200.0
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Figuur 5: Gradiëntcondities van de AccQ.Tag methode tijdens metingen voor potentiële targetlist en DTT test.
De tot zover beschreven optimalisatieprocedure is toegepast voor de metingen van de “potentiële” target list en de DTT test. De gradiënt en apparatuurinstellingen worden verder in de werkwijze uitvoerig beschreven.
Voordat aan de meting van de validatie is begonnen is de methode nog enigszins aangepast. Door over te stappen op een andere “UPLC” Acquity kolom van Waters kon de analyse runtijd van 40 minuten, tot 25 minuten worden gereduceerd. Dit komt omdat een UPLC kolom bestand is tegen een hogere druk, waardoor de flow verhoogd kon worden naar 300µl/min. 

Door met een verhoogde flow te meten zullen de analieten sneller door de kolom diffunderen. Door het gebruik van pakkingsdeeltjes met een kleinere diameter wordt een groter schotelgetal bereikt (Illustratie 1). Hierdoor is het mogelijk om Leucine en Isoleucine van elkaar te scheiden. 
N = L / H waarbij H = 2 x dp 

N
= Schotelgetal

L
= Kolomlengte (m)
H
= Schotelhoogte

dp
= Diameter pakkingsdeeltjes (m)
Illustratie 1: Berekening van het schotelgetal.

Om de spoelstap aan het einde van de run te verkorten wordt gebruik gemaakt van Isopropanol. Het gebruik van Isopropanol is nodig om de kolom weer goed schoon te krijgen voor de volgende run. Met name plasma en lever bevatten vele lipiden welke moeilijk van een C18 kolom zijn te krijgen. Isopropanol is zeer apolair en goed in staat om deze storende apolaire lipiden van de kolom te spoelen. Om de druk in de kolom enigszins te reduceren en de chemische reacties in de kolom te versnellen is de kolomtemperatuur naar 50° C verhoogd. In tegenstelling tot de eerder beschreven complicaties door het gebruik van 100% waterige oplossingen is toch besloten 100% water eluens A te gebruiken. Dit is noodzakelijk gebleken om voor alle relatief polaire aminozuren genoeg retentie op de kolom te verkrijgen. Voorwaarde is wel dat stilstand van 100% waterige oplossingen in de kolom zeer slecht is en ten alle tijden voorkomen dient te worden (zie tabel 2; eluentia nr.7).


Samengevat geldt dat de voordelen van de Acquity kolom zijn: een verbeterde scheiding van de componenten, scherpere pieken en een snellere runtijd. De validatieanalyse van de AccQ.Tag methode wordt uitgevoerd op een Thermo Surveyor MS pomp, welke gekoppeld is aan een LTQ ion trap MSn systeem. De scheiding wordt verkregen op een Acquity C18 2.5µm 2.1x50mm kolom, bij 50 ºC. Een lineaire gradiënt wordt verkregen tussen eluens A (Elgawater + 0,1% Mierenzuur), eluens B (Methanol + 0,1% Mierenzuur) en eluens C (Isopropanol + 0,1% Mierenzuur) met een flow van 300 µl/min. De gradiënt en apparatuurinstellingen voor de validatie zijn verder in de werkwijze uitvoerig beschreven.
1.5
Instrumentatie 

Na de derivatisering worden de monsters op het Surveyor systeem geïnjecteerd en vindt de scheiding plaats op de kolom. Na scheiding op de kolom wordt het eluens naar de ESI-bron geleid. 
In de bron wordt tijdens Electrospray ionisatie (ESI) het eluens waarin de analieten zijn opgelost door een naald geleid (Figuur 6). Op deze naald wordt een hoge spanning aangebracht (+ 4 kilovolt) waardoor de vloeistof verneveld wordt. De positieve lading in de vorm van protonen, positief geladen waterstof atomen, zal zich aan de buitenkant van de druppel rangschikken. Doordat de oplosmiddeldruppels verdampen, zullen de positieve ladingen dichterbij elkaar komen te zitten. Ze gaan elkaar steeds meer voelen en de afstotende Coulombse kracht zal toenemen naarmate de druppel kleiner wordt. Op een zeker moment zal de repulsieve kracht tussen de oppervlakte ladingen groter worden dan de oppervlakte spanning (de kracht die de druppel bij elkaar houdt) en de druppel zal exploderen. Dit noemt men een Coulombse explosie. Dit proces zal zich een aantal malen herhalen totdat al het oplosmiddel verdampt is en alleen de moleculen en de ladingsdragers (de protonen) overblijven. De protonen “plakken” als het ware aan de te analyseren moleculen en het moleculaire ion [M + 1]+ is ontstaan. Het grote voordeel van deze methode is dat tijdens het verdampen van het oplosmiddel ook interne energie (warmte) aan het molecuul onttrokken wordt. Het molecuul wordt dus gekoeld waardoor het minder de neiging heeft om in stukken uiteen te vallen (fragmenteren) waardoor deze als “intact ion” gemeten kan worden (zachte methode) [9].
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Figuur 6. Electrospray ionisatie (ESI) en het ontstaan van analietionen [M + H]+.

De [M + H]+ ionen die in de ESI-kamer gevormd zijn worden door de “heated transfertube” de LTQ (lineaire ion trap) ingeleid (Figuur 7). Via de tubelens, skimmer, quadrupole en octapole komen de [M + H]+ ionen de ion trap binnen. De quadrupole en octapole worden gebruikt voor de focussering van de ionen. Eenmaal in de ion trap aangekomen worden de ionen afgeremd door heliumgas en het elektrische veld van de “Back Lens” elektrode waardoor de ionen, door de aanwezigheid van een elektrisch veld in de trap, vastgehouden worden en in een cirkelbaan gaan bewegen. Het variëren van de potentiaal tussen de ion trapring- en “front/back lens” elektroden zorgen voor een quadrupolair veld. Afhankelijk van de RF voltage, kan de ion trap ionen vasthouden van een bepaald massagebied. Wordt de amplitude van het RF potentiaal (ejection voltage) verhoogd, dan krijgen de ionen meer energie. Hierdoor zullen ze harder bewegen en op een gegeven moment uit hun cirkelbaan raken. De ionen verlaten de ion trap (intact). De ionen met de laagste m/z-ratio zullen als eerste de ion trap verlaten. De detector genereert vervolgens op basis van m/z-ratio het spectrum. 
Fragmentatie metingen, MS/MS en MSn, behoren bij de LTQ ook tot de mogelijkheden. Ionen van interesse kunnen worden geselecteerd en gefragmenteerd, door de ionen in botsing te laten komen met het heliumgas, waardoor er “in de trap” fragmentatie optreedt. 
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Figuur 7: Lineaire MS (ion trap) met ESI-bron. 
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Figuur 8: ESI-bron met lineaire LTQ (ion trap) gekoppeld aan een FT-ICR cel. 


De FT-ICR kan dienst doen als een hoge resolutie (accurate massa) detector. In dit geval worden de ionen in de ion trap gedoseerd en in kleine pakketjes doorgestuurd naar de FT-ICR cel (Figuur 8). In de ICR cel worden de ionen door een potentiaalverschil tussen twee trapelektroden gevangen gehouden. De ICR cel is in staat de ionen, afhankelijk van hun massa, in een bepaalde cirkelfrequentie te laten roteren. Als de rondcirkelende ionen de detectorplaat passeren, genereren ze een stroompje gevolgd door een bijpassende amplitude. De frequentie is bepalend voor de massa van het ion. Een pakketje ionen, afkomstig van de LTQ, levert altijd een transiënt (complex) frequentiesignaal op (Figuur 9). Via FT (Fourier Transform) wiskunde is het mogelijk om dit complexe “transiënt” signaal te ontrafelen tot enkelvoudige frequentiesignalen waardoor de m/z-ratio’s van de ionen afzonderlijk van elkaar kunnen worden bepaald. Deze m/z massabepaling is zeer accuraat, voor de LTQ-FT bij TNO is deze massanauwkeurigheid vaak beter dan 1 ppm.
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Figuur 9: Transiënt frequentiesignaal, m.b.v. FT wiskunde, ontrafeld in enkelvoudig frequentiesignaal.
1.5
Peak-picking en integratie

Bij een analyse wordt veel data gegenereerd. Deze data wordt door middel van dataprocessing omgezet in zogenaamde schone data, gefilterd van ruis en stoorpieken. De focus ligt op kwantitatieve targetcompoundanalyse van het metaboloom in plasma, urine en lever. Anders gezegd, zo veel mogelijk pieken worden geïdentificeerd om te kijken welke metabolismeproducten in de matrix worden teruggevonden.

Alle gebruikte datasoftware heeft hetzelfde doel, namelijk het destilleren van bruikbare informatie uit ruwe data en het verwijderen van non-informatie zoals achtergrond(stoor)pieken, ruis, etc. Met deze kennis is het vanzelfsprekend dat het processen van LC-MS data niets anders is dan het selecteren van de piek en deze te karakteriseren met de juiste parameters. Het software pakket IMPRESSTM is ontwikkeld om dit te kunnen realiseren. De pieken worden getraceerd door alle m/z waarden op positie (retentietijd) en oppervlakte (area) te bepalen. De opbrengst is een eenvoudige lijst van de belangrijkste technische gegevens voor alle pieken die gevonden zijn in de LC-MS metabolomics datafiles (Figuur 10). Aantrekkelijke kenmerken van het IMPRESS algoritme (rekenschema) zijn stabiliteit en het gebruiksgemak tijdens de peak-picking en de integratie [1]. 
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Figuur 10: Resultaat van IMPRESSTMdata na peak-picking van geanalyseerde plasma, urine en levermonsters. 

Ook de 2D-map plot van het programma Xcalibur, met op de x-as de retentietijden en op de y-as de m/z waarden en donker gecodeerde signaalintensiteit, is een ideale manier om ruwe data te presenteren. Figuur 11 laat een 2D-map van humaan plasma zien. Deze is geanalyseerd op de LC-MS en bevat een schat van informatie. De 2D-map plot is een makkelijke en snelle mannier om te bekijken waar clusters van pieken zich bevinden.
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Figuur 11: De 2D-map plot van humaan plasma 1µl absoluut, scangebied van de AccQ.Tag methode (+ 2-20 min) en m/z oplopende lipidepatronen (14-19 min). 

Het gebruik van hoge resolutie accurate massaspectrometrie-instrumenten heeft een grote impact op dataprocessing. Door het verhogen van de resolutie gaat de selectiviteit van de teruggevonden m/z waarden omhoog. Het is net als het scherpstellen van een lens, hoe scherper, des te beter (specifieker) kan het bekeken voorwerp worden geïdentificeerd. Hierdoor zijn peak-picking en integratie een stuk eenvoudiger geworden. De hoge resolutie ionchromatogrammen zullen zo goed als vrij zijn van achtergrondruis en stoorpieken. Dit wordt gedemonstreerd in figuur 12, die een resultaat laat zien van een analyse met 1µl humaan plasma na derivatisering met het AccQ.Tag derivaat, gebruik makende van de ThermoFinnigan LTQ-FT. Het bovenste paneel laat een basepeak chromatogram zien. Op het middelste paneel is een chromatogram met een massa van (m/z) 302 + 0,5 unit (4 mmu = milli mass unit) met drie hits te zien, waaronder de [M + H]+ piek van met AQC gederivatiseerde Leucine met een retentietijd van 14.84 en nog twee andere pieken bij 19.94 en 20.82 minuten. Het onderste paneel laat een hoge resolutie chromatogram zien van m/z 302.1497 welke correspondeert met de elementsamenstelling van het met AQC gederivatiseerde Leucine met een window van
+ 0.002 mass units (2 mmu). De enige piek die nu te zien is, is die van Leucine, de andere twee (stoor)pieken zijn niet langer zichtbaar [1]. Enkele nadelen van hoge resolutie-metingen zijn de lange scantijd en een afname van het aantal datapunten over de gemeten piek. Deze nadelen hebben met name consequenties voor metingen welke onder UPLC omstandigheden worden verricht. Bij UPLC worden de pieken smaller (scherper), waardoor er een tekort aan datapunten over de gemeten piek kan ontstaan. 
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Figuur 12: Chromatogrammen van humaan plasma (1µl absoluut), na derivatisering met AccQ.Tag, met op het bovenste window een basepiekchromatogram, het middelste window een lage resolutie en onderste window een hoge resolutiepiek van Leucine. 

Om goed gebruik te kunnen maken van peak-picking en integratiemethoden is het belangrijk dat de achtergrondruis zo veel mogelijk geminimaliseerd wordt. Het processen van een chromatogram is dan makkelijker dan wanneer er nog veel ruis en achtergrond aanwezig zou zijn. De voordelen van hoge resolutie en accurate massa zijn dat het processen van de data een stuk eenvoudiger is en dat het de kwaliteit en de betrouwbaarheid van schone gegenereerde data enorm verbeterd heeft [1].

Accurate massadata kan ook verkregen worden met (Q)-ToF instrumenten, maar dit systeem heeft een beperkt dynamisch bereik. De gemeten accurate massa kan gemakkelijk 40 of meer mmu verschuiven bij een intens signaal (overbelading).

Zowel de Orbitrap als de FT-ICR kunnen meten vanaf 50 amu (atomaire massa units). Het belangrijkste verschil tussen deze twee massaspectrometers is de afstand tussen de lineaire trap en de FT-detector. Bij de FT-ICR moeten de ionen een lange weg afleggen tussen de trap en de detector waardoor er een soort time-of-flight effect optreedt. Dit houdt in dat een bepaalde uitdoving (verlies) van lage m/z-ionen optreedt. Omdat een minimale hoeveelheid ionen nodig is voor een betrouwbare meting zal het langer duren voordat deze hoeveelheid bereikt is bij de lage transmissie. Dit resulteert in een langere scantijd. Bij de Orbitrap gaan de ionen vanaf de lineaire trap via een C-trap (tussenliggende ion-trap) naar de Orbitrap. Deze weg is veel korter dan bij FT-ICR waardoor ook in het lage m/z-gebied hoge scansnelheden kunnen worden gehaald, terwijl de massa-nauwkeurigheid gewaarborgd blijft. De verhoogde scansnelheid maakt het mogelijk om ook onder UPLC condities data te kunnen genereren. 
Het kan voorkomen dat er interessante metabolieten over het hoofd worden gezien als gevolg van adductvorming op het FT-ICR systeem (Figuur 13): [M + H]+, [M + Na]+, [M + NH4]+ , etc. Deze adductvorming vindt vooral in het hogere retentiegebied plaats, met name bij lipiden. Vanwege de beperkte tijd, tijdens het afstuderen, wordt de focus op adductvorming bij deze studie verder buiten beschouwing gelaten. Maar voor eventuele vervolgstudies kan het goed zijn om deze analyses te vergelijken met metingen op andere systemen zoals de Q-ToF en de TSQ Quantum [1]. 
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Figuur 13: IMPRESSTM data van plasma-analyse 1µl on column, adductvorming bij een lipide en met AQC gelabelde Leucine. 
1.6
Identificatie

De data (“metaboliet profielen”) worden verder geanalyseerd met multivariate, statistische technieken, speurend naar variatie van het detectorsignaal in de profielen van verschillende sets complexe massadata. Deze verschillen in intensiteit worden veroorzaakt door afwisselende concentraties van één of meer individuele metabolieten. Deze in concentratie variërende metabolieten kunnen gerelateerd zijn aan een bepaalde genexpressie, een ziekteverschijnsel, of aan het gebruik van bepaalde medicijnen. De vraag is nu welke componenten verantwoordelijk zijn voor veranderingen in deze dataset-patronen (fingerprints) en wat de identiteit van deze (biomarker) componenten is. 
De identiteit van een de “potentiële” biomarker (metaboliet) is verkregen als deze biomarker zich chemisch en fysisch identiek gedraagt als de “authentieke” biomarker. De combinatie van accurate massa en MS/MS is een zeer krachtig hulpmiddel, maar het is niet voldoende voor deze identificatie. Ook al wordt slechts één kandidaat metaboliet gevonden, zal aanvullend bewijs geleverd moeten worden om dit bewijs te kunnen ondersteunen. Allereerst dient dan een authentiek monster (een standaard) te worden gemeten, waarna (of tegelijkertijd) het metaboliet onder gelijke omstandigheden met deze standaard dient te worden vergeleken aan de hand van de retentietijd, accurate massa en het MS/MS spectrum.
Essentiële referentiespectra (bibliotheken) en authentieke monsters zijn (commercieel) aanwezig. De Kyoto Encyclopedie van Genen en Genomics (KEGG [10]) LIGAND database bevat meer dan 10.000 moleculaire structuren, waaronder ongeveer 4000 metabolieten. Daarnaast worden exacte massa’s van potentiële metabolieten ook vergeleken met de massa’s van metabolieten welke aanwezig zijn op de website van Redpoll Pharmacy (Human Metabolite Library [11]), deze websites leveren samen de informatie voor het samenstellen van een potentiële targetlist van mogelijk aanwezige metabolieten in plasma, urine en lever. Verdere identificatie (m.b.v. standaarden) en validatie zullen de doorslag geven voor het werkelijk aanwezig zijn van deze metabolieten. 
2.
Inleiding experimenten

2.1
Potentiële targetlist

Voor het opstellen van een potentiële targetlist zijn plasma, urine en levermonsters met de AccQ.Tag derivatiseringsmethode opgewerkt en vervolgens met LC-MS geanalyseerd. De accurate massa’s van de gemeten componenten zijn met FT-ICR bepaald. Met behulp van het softwarepakket IMPRESSTM zijn de pieken getraceerd door alle m/z waarden op hun positie (retentietijd) en oppervlakte (area) te bepalen. Uiteindelijk heeft dit een Excelsheet met circa 25.000 exacte massa’s opgeleverd. Deze massa’s zijn vergeleken met de accurate massa’s van “bekende” metabolieten op de websites KEGG [10] en Redpoll Pharmacy [11]. 


Van de op deze websites overeenkomende massa’s zijn de aan deze massa gerelateerde metabolieten overgenomen en is een “potentiële” targetlist van circa 350 componenten samengesteld (Bijlage 3).
2.2
DTT-test

Sommige metabolieten zoals Cysteine bevatten een sulfhydrylgroep (-SH) en zijn hierdoor instaat om met soortgelijke componenten een disulfidebinding (-S-S-) te vormen [14]. Deze vorm van matrixinterferentie is voor de bepaling van Cysteine en soortgelijke metabolieten niet echt wenselijk. Matrixinterferentie resulteert namelijk in een detectieverlies van het te bepalen analiet. 


Om de vorming van disulfidebindingen (zwavelbruggen) te voorkomen, is aan een aantal monsters Dithiothreïtol (DTT) toegevoegd. DTT verbreekt de gevormde zwavelbruggen en zal op deze manier de matrixinterferentie ten gevolge van zwavelbrugvorming voorkomen.
2.3
Validatie


Voor de validatie van de AccQ.Tag methode zijn 37 componenten uit de potentiële targetlist geselecteerd. Deze 37 componenten bevatten allen aminozuren en nog een aantal andere metabolieten (Bijlage 4). In verband met een tekort aan tijd is de validatie alleen voor de bepaling van plasmamatrix uitgevoerd.


Het is vaak moeilijk, zo niet onmogelijk, om bij de bereiding van externe standaarden de monstermatrix na te maken. Vooral biologisch materiaal zoals plasma, urine en lever (matrix) variëren meestal sterk in samenstelling. Er is voor een albumineoplossing gekozen om de complexiteit van plasmamatrix enigszins te benaderen. Meten in “blanco”plasma is niet wenselijk, omdat plasma in principe alle te valideren componenten bevat. 

Voor de validatie zijn vijf series gemeten, twee stabiliteitsmetingen en drie validatieseries. Elke validatieserie bestaat uit vier kalibratielijnen. Een kalibratielijn bestaat uit één blancomonster en acht standaarden. Twee kalibratielijnen zijn gemaakt in “blanco”plasmamatrix en twee in een albumineoplossing. Tussen de twee kalibratielijnen door zijn QC monsters gemeten (Illustratie 2). Alle monsters zijn conform de, in paragraaf 3.11 beschreven, werkwijze opgewerkt. Voor de gehele validatie is exact hetzelfde plasma (poolmonster) gebruikt. De voor de validatie bepaalde prestatiekenmerken worden in paragraaf “Prestatiekenmerken 3.14” verder uitgewerkt. 

Albuminestandaarden
- Blanco albumine

- Std.1 t/m std.8

Plasmastandaarden

- Blanco plasma

- Std.1 t/m std.8

QC blanco plasma 6x

QC plasma std.4
 6x

QC plasma std.6
 6x

Albuminestandaarden

- Blanco albumine

- Std.1 t/m std.8

Plasmastandaarden

- Blanco plasma

- Std.1 t/m std.8
Illustratie 2: Opbouw validatieserie

2.4
Stabiliteit

Ondanks het feit dat de stabiliteit niet onder de prestatiekenmerken valt [13] is het toch een gewenst onderdeel van de validatie. Er dient rekening te worden gehouden met mogelijke degradatie van de gevormde derivaten, bijvoorbeeld door hydrolyse of verhoogde temperatuur. Door middel van een stabiliteitsmeting wordt bepaald hoelang de componenten, onder verschillende omstandigheden, stabiel blijven in de monstermatrix. Voor de bepaling van de stabiliteit zijn twee series gemeten.


Bij serie 1, genaamd “Stabiliteit 1” zijn zeven monsters conform de validatie-werkwijze “plasma, gespiked met standaard 4” opgewerkt. Deze monsters zijn gepoold en vervolgens over een aantal vialtjes verdeeld. Daarna zijn deze monsters direct in de autosampler (10° C) geplaatst en gemeten. 

Het doel van deze meting is de degradatie van de componenten in een autosampler tijdens een meetserie te bepalen en vervolgens te kijken of er een afname is waar te nemen van de detectorgevoeligheid. De vials zijn over de volgende tijdstippen gemeten: tijdstip 0 (t0), (t1), (t2), (t4), (t6), (t8) en tijdstip 10 uur (t10​) (Bijlage 8 en 9).

Bij serie 2, genaamd “Stabiliteit 2” zijn vijf monsters in duplo onder drie verschillende temperatuurscondities, voor verschillende tijden weggezet en na afloop gemeten. 
De proefopzet is als volgt:


Alle monsters zijn conform werkwijze “Stabiliteit 2” opgewerkt en over dertig vialtjes verdeeld. Zes monsters zijn op tijdstip 0 (t0) in de (-80°) vriezer weggezet, er van uitgaande dat onder deze temperatuur geen degradatie plaatsvindt. De resterende vierentwintig vialtjes zijn in drie groepen verdeeld en vervolgens bij -20° , 4° en 20° C weggezet. Na 1, 2, 5, en 9 dagen zijn er per aangegeven dag, bij elke temperatuur, twee vialtjes weggenomen en in de (-80°) vriezer geplaatst. Om te corrigeren voor afwijkingen van de detectorrespons, door eventuele degradatie van de monsters tijdens het draaien van de meetserie, zijn de gemeten vials gescrambled gemeten (Bijlage 8 en 9).
3. 
Materiaal en methoden
3.1
Bepaling van componenten in biologische matrices
Voor de bepaling van componenten in biologische matrices is gebruik gemaakt van de LC-MS methode zoals in dit hoofdstuk beschreven. 
Componenten welke gemeten worden met deze methode omvatten metabolieten zoals aminozuren, aminosuikers en vele anderen. Een voorwaarde is dat deze metabolieten een primaire of secundaire aminogroep bevatten.

De metabolieten worden, met behulp van methanol, geëxtraheerd vanuit plasma, urine en lever (weefselmatrix). De derivatisering wordt uitgevoerd met behulp van de AccQ.Tag reagenskit. De AQC-derivaten worden gescheiden op een reversed phase C-18 kolom gevolgd door on-line MS detectie. AQC bindt aan primaire en secundaire amines en fungeert als een fluorescerend label (Tag), daarnaast geeft AQC het te bepalen analiet meer retentie op de kolom. 

Een aantal gedeutereerde aminozuren worden als interne standaard aan het monster toegevoegd. Gedeutereerde aminozuren worden gebruikt omdat ze geen interferentie met de te bepalen aminozuren aangaan. De interne standaarden worden gebruikt om te controleren op retentie, gevoeligheid bij lange sequenties en het toepassen van kwantitatieve correcties. 
3.2
Instrumenten

3.2.1
Capsulefuge (bijv. Tomy Tech U.S.A. PMC-060)

(TUI 50060343)

3.2.2
Tafelcentrifuge (bijv. Hettich Zentrifuge D-78532) 

(TUI 50061697)

3.2.3
Centrifuge(bijv. Mistral 3000i)
3.2.4
Indampblok (bijv. Grant BT3)




(TUI 75940759)

3.2.5
Vriesdroger (bijv. Thermo, MODULYOD Freeze Dryer) 
(TUI 50060075)

3.2.6
Vortex (geen specifieke eisen)
3.2.7
Analytische balans (bijv. Sartorius) 



(TUI 75930027)

3.2.8
Water purifier (bijv. ELGA Option 4;) 



(TUI 75940948) 

3.2.9
Autosampler (bijv. Thermo Surveyor LTQ FTFINNIGAN)

(TUI 50050471)

3.2.10
HPLC (bijv. Waters Alliance 2690)



(TUI 50001671)

3.2.11
HPLC ion trap (bijv. Thermo Quest, Finnigan LCQDECA)

(TUI 50001322)

3.2.12
HPLC ion trap (bijv. Thermo, LTQ3)
3.2.13
HPLC ion trap FT-ICR (bijv. Thermo, LTQ2)
3.3 
Chemicaliën

De kwaliteit van de chemicaliën is pro analyse (pa), tenzij anders vermeld.
3.3.1 Elgawater, (3.2.10)
3.3.2 Methanol, LC-MS (Riedel-de Haan; Lot No. 6347M/6317M) 
3.3.3
Mierenzuur 98-100% (Merk; Lot No. 1.00264.1000)
3.3.4
Isopropanol (J.T. Bakker; 8060 Lot No. 0611118007)
3.3.5
AccQ-FluorTM Reagent kit (Waters; Catalog No. WAT052880)
3.3.6
DL-Dithiothreïtol (DTT) (Sigma; Batch No. 095 K0736)
3.3.7
Standaardstoffen voor validatie (Tabel, bijlage 4)
3.3.8
Interne standaardoplossing, Glutamate_d3, 40 µmol/l; Alanine_d3, 200 µmol/l; Tyrosine_d7, 40 µmol/l; Methionine_d4, 10 µmol/l; Leucine_d3, 80 µmol/l.
3.3.9 Controlevloeistof, Phenylalanine_d5 0.01 µg/ml

3.4
Materialen

3.4.1
Chrompack (cat. no. 28208, Inertsil C18, 5 ODS-3, 421528 100*3 MM, Reg. 101) 
3.4.2
Xterra® (MS C18 2.5µm 2.1x50mm Column, Part No. 186000594, Lot. No. 0173352441)
3.4.3
XBridgeTM (C18 2.5µm 2.1x50mm Column, Part No. 186003085, Lot. No. 0102360681)
3.4.4
Acquity kolom (C18 1.7µm 2.1x50mm Column, Part No. 186002350, Lot. No. 01383626535102)
3.4.5
Voorkolom (Phenomenex, C18; 4 x 20 mm., Part No. AJO-4286)
3.4.6
Autosamplervials (250 µl. glazen inserts)
3.4.7
Pipetten (Eppendorf)
3.4.8
Multipipet (Eppendorf)
3.5
Teststoffen (opslag < -18 °C)
3.5.1
Blanco plasma: humaan plasma met heparine (antistollingsmiddel)

Voor de gehele validatie is exact hetzelfde (pool)monster gebruikt. 
3.5.2
Albumine 98% (from bovine serum), inweeg: 30 mg/ml Elga, 



leverancier: Sigma, Batch No.: 036K0722, TNO Nr.: CA 00289
3.5.3
Urine: humaan, willekeurig monster 
3.5.4
Lever: muis, willekeurig monster
3.6
Stockoplossingen
Van de te bepalen componenten (Bijlage 4; Tabel 1) zijn de volgende stock-oplossingen gemaakt TNO (SBS) nr. 143 t/m 180 in een concentratie van 1 mg/ml. De stoffen zijn ingewogen op analytische balans (3.2.7) en vervolgens in elgawater opgelost (labjournaal nr.010245 p.22).

3.7
Mengstandaarden
Van de stockoplossingen zijn de volgende mengstandaarden in duplo bereid (standaard A en B) en de concentraties zijn berekend in µmol/l. Bij volgorde van bereiding is begonnen met standaard nr.8. In standaard nr.7 en 8 waren niet alle componenten aanwezig. De stockoplossingen zijn in elgawater doorverdund conform Bijlage 4; Tabel 2, zodat mengstandaard nr. 8 (std.8) ontstaat. Std.8 is vervolgens doorverdund naar std.7 en std.6. Tijdens de bereiding van std.6 zijn eerst nog de ontbrekende componenten (Tabel, bijlage 5) toegevoegd, daarna is ook deze standaard verder met elgawater doorverdund naar std.5 t/m std.1 (labjournaal nr.010245 p.24).
3.8
Werkwijze plasma en urine (targetlist 23-08-06)
1. Pipetteer 10µl plasma (urine) in een Eppendorfvial en voeg 10µl interne standaard-oplossing (3.3.8) toe. 
2. Vortex de gesloten Eppendorfvial, gebruik vervolgens een capsulefuge (3.2.1) om het mengsel weer onderin de vial te krijgen en laat het mengsel minimaal dertig minuten incuberen. 
3. Voor eiwitpresipitatie, voeg 200µl methanol aan het mengsel toe en vortex de gesloten Eppendorfvial. Centrifugeer de Eppendorfvial voor vijf minuten bij 14000 rpm (3.2.2). Pipetteer 200µl van het supernatant in een ongebruikte Eppendorfvial en damp, onder stikstof bij 40º C (3.2.4), het supernatant geheel droog. 
4. Voeg 40µl boraatbuffer en 10µl AQC reagens (3.3.5) aan de Eppendorfvial toe. Vortex de gesloten Eppendorfvial, gebruik vervolgens een capsulefuge (3.2.1) om het mengsel weer onderin de vial te krijgen en laat het mengsel, bij 55º C (3.2.4) twintig minuten derivatiseren. 
5. Laat na derivatiseren het reactiemengsel tien minuten afkoelen en voeg tot slot 50µl elgawater toe.

3.9
Werkwijze lever (targetlist 23-08-06)
1. Neem een Eppendorfvial en weeg deze op een analytische balans (3.2.7). Noteer gewicht (mg). Schep een stukje muizenlever (nat) in de gewogen Eppendorfvial en weeg opnieuw. Noteer het totaalgewicht (mg). 
2. Prik (met bijv. een injectienaald) twee gaatjes in het deksel van de Eppendorfvial en plaats deze voor een nacht in de vriesdroger (3.2.5). Weeg de volgende dag de Eppendorfvial opnieuw en bereken het drooggewicht van de lever. 
3. Verpulver de droge lever tot poeder en weeg 5 mg lever af in een Eppendorfvial. Voeg vervolgens 10µl interne standaardoplossing toe. 
4. Vervolg, zie punt twee van werkwijze plasma (3.8).
3.10 Werkwijze plasma DTT (test 22-02-07)
1. Pipetteer 10µl plasma in een Eppendorfvial en voeg hier 10µl interne standaardoplossing, 10µl mengstandaard (Std.4) en 10µl DTT-oplossing (300mg/ml) aan toe. 
2. Vervolg, zie punt twee van werkwijze plasma (3.8).
3.11
Werkwijze plasma en albumine (validatie 23-04-07)

1. Pipetteer 10µl plasma in een Eppendorfvial en voeg 10µl interne standaardoplossing (3.3.8) en 10µl mengstandaardoplossing (3.7) toe (Bij een blanco is geen mengstandaard toegevoegd).

2. Vortex de gesloten Eppendorfvial, gebruik vervolgens een capsulefuge (3.2.1) om het mengsel weer onderin de vial te krijgen en laat het mengsel minimaal dertig minuten incuberen. 
3. Voor eiwitpresipitatie, voeg 200µl methanol aan het mengsel toe en vortex de gesloten Eppendorfvial. Centrifugeer de Eppendorfvial voor vijf minuten bij 14000 rpm (3.2.2). Pipetteer 200µl van het supernatant in een ongebruikte Eppendorfvial en damp, onder stikstof bij 40º C (3.2.4), het supernatant geheel droog. 
4. Voeg 40µl boraatbuffer en 10µl AQC reagens (3.3.5) aan de Eppendorfvial toe. Vortex de gesloten Eppendorfvial, gebruik vervolgens een capsulefuge (3.2.1) om het mengsel weer onderin de vial te krijgen en laat het mengsel, bij 55º C (3.2.4) twintig minuten derivatiseren.
5. Laat na derivatiseren het reactiemengsel tien minuten afkoelen en voeg tot slot 50µl elgawater en 100µl controlevloeistof (3.3.9) toe.

3.12
Werkwijze plasma (stabiliteit 2 23-04-07)
1. Pipetteer 300µl plasma in een centrifugebuis en voeg 300µl interne standaardoplossing (3.3.8) en 300µl mengstandaardoplossing (Std.4) (3.7) toe.
2. Vortex de gesloten centrifugebuis, gebruik vervolgens een centrifuge (3.2.3) om het mengsel weer onderin de buis te krijgen en laat het mengsel minimaal dertig minuten incuberen. 
3. Voor eiwitpresipitatie, voeg 6 ml methanol aan het mengsel toe en vortex de gesloten centrifugebuis. Centrifugeer de centrifugebuis voor vijf minuten bij 14000 rpm (3.2.3). Pipetteer het supernatant over in een ongebruikte centrifugebuis en damp, onder stikstof bij 40º C (3.2.4), het supernatant geheel droog. 
4. Voeg 1,2 ml boraatbuffer en 300µl AQC reagens (3.3.5) aan de centrifugebuis toe. Vortex de gesloten centrifugebuis, gebruik vervolgens een centrifuge (3.2.3) om het mengsel weer onderin de centrifugebuis te krijgen en laat het mengsel, bij 55º C (3.2.4) twintig minuten derivatiseren.
5. Laat na derivatiseren het reactiemengsel tien minuten afkoelen en verdeel het mengsel over dertig Eppendofvialtjes (50µl per vial) en voeg 50µl elgawater aan de vialtjes toe.
6. Verdeel de vialtjes in drie groepen en plaats deze bij de volgende temperaturen 20º, 4º en -20º C. Zet drie vialtjes direct weg bij -80º C. De andere vierentwintig vialtjes worden op tijdstippen van één, twee, vijf en negen dagen “per tweetal” in de -80º C geplaatst.
7. Op de dag van analyse: Ontdooi de monsters en voeg 100µl controlevloeistof (3.3.9) toe, vortex de Eppendorfvialtjes en pipetteer 100µl in een autosamplervial (3.4.6).
3.13
Analyseparameters
Targetlist en DTT test
Kolom:

XBridgeTM, C18 2.5µm 2.1x50mm

Voorkolom: 

Phenomenex, C18 4 x 20 mm
Mobiele fase A:
Methanol/water 5/95 + 0,1% mierenzuur
Mobiele fase B: 
Methanol/water 90/10 + 0,1% mierenzuur
Gradient: 

	Tijd (min)
	Flow (ml/min)
	A (%)
	B (%)

	0.00
	0.2
	0
	0

	15.00
	0.2
	55
	45

	16.00
	0.2
	0
	100

	30.00
	0.2
	0
	100

	30.10
	0.2
	100
	0

	40.00
	0.2
	100
	0


Kolomoven-temperatuur:
30 °C 

Autosampler-temperatuur:
10 (C

Injectievolume:

10(l 

Splitratio:


1/3

ESI spray voltage:

4 kV

Heated capillary: 

275 (C

Sheath gas:


30
Aux gas


5 

Polariteit:


positief
Scan range:


125-1250

Aantal microscans:

5-6

Max. injectietijd:

200 ms

Bron CID:


0-5 V

Bronafstand:


positie C

Validatie
Kolom:

Acquity, C18 1.7µm 2.1x50mm

Voorkolom: 

Phenomenex, C18 4 x 20 mm.

Mobiele fase A:
Elgawater + 0,1% mierenzuur
Mobiele fase B: 
Methanol + 0,1% mierenzuur

Mobiele fase C:
Isopropanol + 0,1% mierenzuur
Gradient: 

	Tijd (min)
	Flow (ml/min)
	A (%)
	B (%)
	C
(%)

	0.00
	0.3
	100
	0
	0

	1.00
	0.3
	100
	0
	0

	2.00
	0.3
	80
	20
	0

	11.00
	0.3
	75
	25
	0

	11.10
	0.3
	0
	35
	65

	15.00
	0.3
	0
	35
	65

	15.10
	0.3
	100
	0
	0

	25.00
	0.3
	100
	0
	0


Kolomoven-temperatuur:
50 °C 

Autosampler-temperatuur:
10 (C

Injectievolume:

20(l 

Splitratio:


1/2

ESI spray voltage:

4 kV

Heated capillary: 

275 (C

Sheath gas:


30
Aux gas


5 

Polariteit:


positief
Scan range:


125-1250

Aantal microscans:

5-6

Max. injectietijd:

200 ms

Bron CID:


0-5 V

Bronafstand:


positie C

Figuur 14: Plasma 1µl on column (Targetlist en DTT test) base peak chromatogram.
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Figuur 15: Plasma 1µl on column (Validatie) base peak chromatogram.
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3.14
Prestatiekenmerken

Standaard additiemethode


Met behulp van de standaard additiemethode is de oorspronkelijke concentratie van de componenten in plasmamatrix bepaald. Voor de berekening van de concentratie is de kalibratielijn in plasmamatrix gebruikt. De onbekende concentratie is bepaald uit de asafsnede van de x-as [13]. De concentratie (analiet) in plasma inclusief betrouwbaarheid is als volgt berekend:


BI = b0 / b1 + (t·sr) / b1 · √ (1 / n) + ygem2 / (b12 ∙ xgem2)

n
= aantal standaarden

b0
= asafsnede
b1
= helling (area ratio*)
s(b0)
= standaarddeviatie asafsnede 
t
= t (0,05 ; n-2) tabelwaarde
sr
= standaard fout (area ratio)
ygem
= y gemiddeld (area ratio)
xgem
= x gemiddeld (µmol/l)
* area ratio (area analiet/area interne standaard)
De resultaten van de standaard additiemethode zijn terug te vinden in bijlage 6. 

Detectiegrens

De detectiegrens is de laagste concentratie die met zekerheid kan worden bepaald. De detectiegrens wordt vaak gedefinieerd als de concentratie welke gelijk is aan driemaal het ruisniveau. Hoe kleiner die concentratie, des te groter de gevoeligheid van de gebruikte methode. De detectiegrens wordt niet alleen bepaald door de gevoeligheid van het gebruikte instrument, maar wordt ook beïnvloed door de gehele voorbehandelings-procedure van het monster [5]. De detectiegrens is berekend aan de hand van een kalibratielijn gemeten in een albumineoplossing [13]. De detectiegrens is als volgt berekend:

Ld = b0 + b1·xd = b0 + 2t·sb0

xd = (Ld – b0) / b1
Ld
= detectiegrens (area ratio)
xd
= detectiegrens (µmol/l)
b0
= asafsnede
b1
= helling (µmol/l)

s(b0)
= standaarddeviatie asafsnede 
t
= t (0,05 ; n-2) tabelwaarde (eenzijdig)
De resultaten van de detectiegrens zijn terug te vinden in bijlage 6. 
Beslissingsgrens

Voor de beslissingsgrens Lc geldt dat wanneer het signaal hoger is dan deze grens, dat het signaal dan afkomstig is van het te bepalen component. 
Signalen groter dan de beslissingsgrens worden geïnterpreteerd als “component aanwezig”. De beslissingsgrens is berekend aan de hand van een kalibratielijn gemeten in een albumineoplossing [13]. De beslissingsgrens is als volgt berekend:

Lc = b0 + b1·xc = b0 + t·sb0

xc = (Lc – b0) / b1
Lc
= beslissingsgrens (area ratio)
xc
= beslissingsgrens (µmol/l)
b0
= asafsnede
b1
= helling (µmol/l)

s(b0)
= standaarddeviatie asafsnede 
t
= t (0,05 ; n-2) tabelwaarde (eenzijdig)
De resultaten van de beslissingsgrens zijn terug te vinden in bijlage 6. 

Standaarddeviatie 

De standaarddeviatie is een maat voor de strooiing van de numerieke waarde rond de gemiddelde meetwaarde. Hoe groter de standaarddeviatie des te groter de afwijking van de gemiddelde meetwaarde. De relatieve standaarddeviatie (RSD) geeft deze afwijking in een percentage weer. De RSD is bij alle meetseries voor zes QC-monsters in blanco plasma, plasma gespiked met standaard 4 en plasma gespiked met standaard 6 bepaalt. Deze resultaten zijn te vinden in bijlage 6. 

Onjuistheid


De (on)juistheid is de mate van overeenstemming tussen de gemiddelde waarde welke verkregen is uit een reeks analyses en de theoretische (ware) waarde. Een goede bepaling van de onjuistheid vereist dus een groot aantal metingen.

De onjuistheid van een methode wordt door meerdere factoren beïnvloed, bijvoorbeeld door interferentie van het analiet met de plasmamatrix, de manier van monstername en door eventuele voorbehandelingsstappen zoals derivatiseren en indampenen. De gehele methode moet daarom betrokken worden bij de bepaling van de onjuistheid. Als controle voor de juistheid wordt de concentratie welke is berekend met de standaard additiemethode, vergeleken met de concentratie welke is berekend met behulp van een bij TNO gevalideerde Excel rekensheet genaamd “Total-QC”. 

De gevonden concentraties van de ijklijn in albumine worden samen met de concentraties van de QC monsters in de Total-QC sheet gevoerd, in deze sheet wordt vervolgens de gemiddelde concentratie van plasma berekent (Bijlage 9).

Herhaalbaarheid


De herhaalbaarheid van de methode wordt bepaald door herhaalde uitvoeringen van de analyse met eenzelfde monster onder zo gelijk mogelijke omstandigheden zoals dezelfde laboratoriummedewerker, reagentia en apparatuur op bij elkaar gelegen tijdstippen. De herhaalbaarheid is berekend aan de hand van de QC monsters binnen één validatieserie. De standaarddeviatie (µmol/l) en de relatieve standaarddeviatie (%) zijn met behulp van Total-QC berekent (Bijlage 9).

Binnenlaboratorium reproduceerbaarheid


De reproduceerbaarheid wordt over het algemeen bepaald door herhaalde uitvoering van de analyse met soortgelijk materiaal onder verschillende omstandigheden zoals verschillende laboratoria, verschillende reagentia en apparatuur, en op verschillende tijdstippen. Bij deze validatie is gekozen om de reproduceerbaarheid te bepalen onder de condities van de herhaalbaarheid en alleen te kijken naar de variatie van de drie, op verschillende dagen, gemeten validatieseries. De standaarddeviatie (µmol/l) en de relatieve standaarddeviatie (%) zijn met behulp van Total-QC berekent (Bijlage 9).
4.
Resultaten en discussie
In dit hoofdstuk worden de verkregen resultaten besproken. De resultaten worden in de onderstaande paragrafen weergegeven. 
4.1 Validatiecriteria
Voordat een component voor alle beschreven prestatiekenmerken “parragraaf 3.14” wordt gevalideerd, moet deze cumulatief aan de volgende gestelde criteria voldoen: de component valt binnen het lineair dynamisch bereik, rekening houdende met de foutmarge én deze foutmarge is niet groter dan < 30% (Bijlage 6). 

[concentratie - fout > detectiegrens] en [concentratie + fout < hoogste standaard]

De componenten die aan deze criteria voldoen zijn weergegeven in Tabel 2.


Tabel 2: Gevalideerde componenten.
	 
	 
	Retentietijd
	 
	Concentratie in plasma (µmol/l)

	nr.
	Component
	(min.)
	m/z 
	Meetwaarde 
	Ref. waarde1
	Diabetes2

	7
	Asparagine
	1,49
	303,1081
	28,2
	39,9
	 g.d.

	10
	Glutamine
	1,97
	317,1238
	307
	586
	390

	12
	Ethanolamine
	2,42
	232,1073
	5,13
	 g.d.
	 g.d.

	16
	Citrulline
	3,69
	346,1505
	37,6
	38,0
	 g.d.

	18
	Threonine
	4,09
	290,1128
	183
	140
	90,0

	29
	Methionine
	6,37
	320,1057
	15,7
	25,0
	 g.d.

	30
	Tyrosine
	6,16
	352,1288
	50,0
	59,0
	60,0

	31
	Valine
	7,09
	288,1336
	268
	233
	460

	33
	Isoleucine
	10,70
	302,1493
	81,8
	62,0
	130

	35
	Phenylalanine
	11,45
	336,1338
	60,2
	0,018
	 g.d.


g.d. = geen data. 

1 Redpoll Pharmacy [11].
2 idem.
Van de componenten die aan deze criteria voldoen, is met behulp van “Total-QC” de juistheid, herhaalbaarheid en reproduceerbaarheid bepaald. Ook is voor deze componenten de stabiliteit verder uitgewerkt en in staafdiagrammen weergegeven (Bijlage 9). Meetwaarden van de concentraties van de gevalideerde componenten in plasma varieerden tussen 5.13 en 307 µmol/l. Vergeleken met de referentiewaarden viel daarbij op dat met name de component Glutamine sterk afwijkt van de referentie. In Tabel 2 zijn tevens referentiewaarden voor diabetespatiënten vermeld van componenten die als markermetabolieten voor diabetes fungeren. Dit is interessant omdat de studies die op de research afdeling (ASB) van TNO verricht worden, vaak betrekking hebben op diabetesonderzoek [2]. Opvallend is dat de gemeten waarde voor Glutamine boven de diabeteswaarde lag. Dit kan een indicatie zijn dat het plasma in dit geval van een diabetespatiënt afkomstig was.
Het is frappant om te zien dat bij de ijklijnen van alle componenten de berekende concentratie (µmol/l) aan het einde van de serie lager ligt dan de concentratie aan het begin van de serie (Bijlage 10, illustratie Methionine). Voor de gemeten componenten is bij elke meetserie duidelijke een aflopende tendens van de arearespons waar te nemen, met als gevolg een afname van de berekende concentratie. De afname van de arearespons wordt vermoedelijk veroorzaakt door vervuiling van de ion sweep cone (Figuur 7) tijdens het meten van een validatieserie. Door deze vervuiling kunnnen er minder ionen, via de ion transfer capillary, het meetsysteem (MS) in. Uit de illustratie van Methionine blijkt duidelijk het belang van het gebruik van een juiste interne standaard (Bijlage 10). Methionine d4 corrigeert beter voor de zojuist beschreven artefact dan Leucine d3. Het beste zou zijn dat elk gemeten metaboliet zijn eigen gedeutereerde versie als interne standaard zou hebben. Helaas is er niet voor alle metabolieten een gedeutereerde interne standaard beschikbaar en is besloten om alle componenten met Leucine d3 te corrigeren. 
4.2
Criterium potentieel valideerbare componenten
Voordat een component als “potentieel” valideerbaar kan worden aangemerkt moet deze aan het volgend gestelde criterium voldoen. De component valt binnen het lineair dynamisch bereik zonder rekening te houden met de berekende foutmarge (Bijlage 6).


[concentratie > detectiegrens] en [concentratie < hoogste standaard]

De componenten die aan dit criterium voldoen zijn weergegeven in Tabel 3.


Tabel 3: Potentieel valideerbare componenten.
	 
	 
	Retentietijd
	 
	Concentratie in plasma (µmol/l)

	nr.
	Component
	(min.)
	m/z 
	Meetwaarde 
	Ref. waarde 1

	2
	Histidine
	1,38
	326,1241
	76,2
	82

	5
	Hydroxyproline
	1,39
	302,1128
	13,8
	13

	8
	Arginine
	1,67
	345,1665
	116
	80

	9
	Taurine
	1,80
	296,0693
	38,5
	55

	11
	Serine
	2,03
	276,0972
	177
	114

	14
	Glycine
	2,29
	246,0866
	395
	280

	15
	Asparginezuur
	3,14
	304,0922
	23,3
	41

	20
	Alanine
	4,33
	260,1023
	225
	333

	22
	Aminoadipaatzuur
	4,56
	332,1236
	0,82
	g.d.

	23
	Cysteine (nr.1)​​ 2
	5,81
	581,1282
	120
	52

	23
	Cysteine (nr.2)​​ 2
	5,81
	292,0749
	135
	52

	24
	Ornithine
	5,16
	473,1934
	129
	55

	25
	Homocysteine
	4,85
	306,0901
	31,9
	0,00282

	26
	Lysine
	5,76
	487,2091
	277
	188

	36
	Tryptophane
	11,61
	375,1449
	51,1
	44


g.d. = geen data.
1 ​​Redpoll Pharmacy [11].

2 ​​Cysteine, zonder (m/z 292,10) en met (m/z 581,13) een disulfidebinding.
De reden waarom de foutmarge niet voldoet aan het criterium < 30% is dat veel standaarden in de ijklijnen aanzienlijk fluctueren. De oorzaak hiervoor is niet éénduidig te geven. Duidelijk is dat het niet aan de mengstandaarden ligt: in dat geval zou hetzelfde patroon namelijk ook teruggevonden zijn bij de gevalideerde componenten. 

Tevens is aandacht besteed aan de polariteit van de componenten door de retentietijden met elkaar te vergelijken. Verschillen in polariteit lijken echter geen verklaring te geven voor het onderscheid tussen de componenten met kleine versus ruime foutmarge. Vervolgonderzoek naar de oorzaak van de grote foutmarge van bovengenoemde componenten wordt aanbevolen. 
Componenten die aan deze criteria voldoen zijn eventueel ook geschikt voor de bepalingen van de juistheid, herhaalbaarheid en reproduceerbaarheid, maar vanwege de beperkte beschikbare tijd is hier vanaf gezien. Componenten die niet voldoen aan één of meerdere criteria (Tabel 4) zijn afzonderlijk geëvalueerd.


Tabel 4: Componenten die buiten gestelde criteria vallen.
	 
	 
	Retentietijd
	 
	Concentratie in plasma (µmol/l)

	nr.
	Component
	(min.)
	m/z 
	Meetwaarde 
	Ref. waarde 1

	1
	Glucosamine
	0,77
	350,1342
	3,07
	g.d.

	3
	Methylhistidine
	1,38
	340,1399
	2,93
	19,5

	6
	Histamine
	1,61
	282,1342
	2,58
	0,00067

	13
	Hypotaurine
	2,18
	280,0744
	0,83
	g.d.

	17
	Glutaminezuur
	3,80
	318,1078
	343
	g.d.

	19
	Glutathion
	6,95
	478,1393
	17,8
	3,21

	21
	Proline
	7,50
	286,1180
	435
	168

	27
	Putrescine
	4,85
	429,2032
	0,8
	g.d.

	28
	Serotonine
	5,94
	347,1498
	g.d.
	0,00528

	32
	3-Nitrotyrosine
	9,64
	397,1140
	g.d.
	g.d.

	34
	Leucine
	11,30
	302,1493
	162
	123

	37
	Tryptamine
	13,01
	331,1548
	g.d.
	g.d.


g.d. = geen data.
1 ​​Redpoll Pharmacy [11].

Glucosamine is een zeer polair aminosuiker. Om deze reden komt Glucosamine relatief snel van de kolom (Tabel 4). Het metaboliet ondervindt vermoedelijk enige storing van de boraatzouten, welke afkomstig zijn uit de buffer van de AccQ.Tag reagenskit. Hoogstwaarschijnlijk ligt om deze reden de bepaalde concentratie van Glucosamine onder de “gestelde” detectiegrens. 

1- en 3-Methylhistidine zijn met behulp van FT-ICR in plasmamatrix aangetoond, tijdens de methodeoptimalisatie is het zelfs gelukt om deze twee isomeren van elkaar te scheiden (Figuur 16). Helaas was dit alleen bij de eerste run het geval, na het conditioneren van de kolom vielen deze pieken toch weer over elkaar. 
De bij de validatie berekende concentratie van de Methylhistidines viel onder de detectiegrens. Vermoedelijk wordt het signaal van Methylhistidine onderdrukt door de restproducten van het derivatiseringsreagens (AMQ). AMQ komt op ongeveer dezelfde tijd van de kolom als Methylhistidine en onderdrukt (door overbelading van de detector) vermoedelijk de arearespons (Figuur 16). 
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Figuur 16: Linksboven, 1- en 3- Methylhistidine overlapt door matrix en het AMQ restproduct. Links-onder, scheiding van 1- en 3-Methylhistidine. Rechts, m/z waarden van Methylhistidine.
Histamine (Figuur 17) heeft een primaire en secundaire aminogroep en zou daarom tweevoudig gelabeld kunnen zijn. De gevonden pieken, bij een enkelvoudig gelabeld derivaat, zijn zo klein dat het kwalitatief gezien geen piek genoemd mag worden. Om deze reden is het niet mogelijk geweest een beslissingsgrens en detectiegrens te bepalen. Een dubbelgelabeld derivaat van Histamine is niet gevonden. Hoogstwaarschijnlijk komt dit door de laag geconcentreerde aanwezigheid van Histamine in plasma (Zie referentiewaarde, tabel 4).



Figuur 17: Histamine
Serotonine, 3-Nitrotyrosine en Tryptamine zijn met behulp van de standaard additiemethode (Bijlage 6) niet aangetoond in plasmamatrix. Referentiewaarden van deze componenten zijn niet voorhanden (3-Nitrotyrosine en Tryptamine) of bijzonder laag (Serotonine). Deze componenten zijn ofwel in zeer lage concentraties aanwezig, of niet aanwezig.
Putrescine en Hypotaurine zijn zeer laag in plasma aanwezig. De geïntegreerde pieken zijn klein en liggen tussen de “matrix” ruis. Om deze redenen vallen Putrescine en Hypotaurine onder de detectiegrens, maar nog wel boven de beslissingsgrens (Bijlage 6).

Glutaminezuur, Glutathion, Proline en Leucine liggen qua gevonden concentratie boven de hoogst toegevoegde standaard en daarmee buiten het lineair dynamisch bereik van deze meetmethode. Deze metabolieten zijn echter wel overduidelijk aanwezig in plasmamatrix. Proline ligt qua concentratie ver boven de literatuurwaarde (Tabel 4). Vooral bij de meetresultaten van de eerste validatieserie wordt met de gebruikte standaard additiemethode een relatief grote hoeveelheid Proline terug gevonden. Stoorcomponenten in de matrix met eenzelfde massa/lading (m/z) zouden hiervoor een verklaring kunnen zijn. Met behulp van vervolgonderzoek en het gebruik van hoger geconcentreerde standaardoplossingen is het goed mogelijk om deze vier componenten te bepalen.
4.3 Stabiliteitsmetingen
Van alle in deze proefopzet gemeten componenten is de stabiliteit weergegeven als spreiding van het gemiddelde (RSD) (Bijlage 8). Voor de componenten welke voldeden aan de gestelde criteria van 4.1, zijn de resultaten in staafdiagrammen weergegeven (Bijlage 9). 

De stabiliteit is voor de gevalideerde derivaten over een periode van tien uur in de autosampler stabiel (Bijlage 9). Spreiding in de meetwaarden, met name zichtbaar bij de eerste injectie, zijn niet aan de degradatie van de derivaten te danken, maar eerder aan onregelmatigheden van het meetsysteem. Vermoedelijk was de kolom nog niet lang genoeg geconditioneerd. Als de spreiding te wijten was aan degradatie van de componenten, dan was er in het staafdiagram een aflopende tendens van de arearespons waar te nemen, dit is echter niet het geval.

Bij de temperatuurmetingen over een aantal dagen is wel een aflopend patroon waar te nemen. Het valt op dat derivaten die bij min twintig graden Celsius zijn weggezet in eenzelfde mate afnemen als de monsters bij twintig graden Celsius. Per vergissing zijn de monsters van dag nul (dag van opwerking) niet gemeten.

4.4 Resultaten DTT-test
Uit de voorbewerking van de monsters met Dithiothreïtol (DTT) kan worden geconcludeerd dat DTT inderdaad een geschikt middel is om disulfidebindingen te voorkomen. De piekintensiteit (area) was voor Cysteine met DTT hoger dan eenzelfde monster, voorbewerkt zonder DTT. Voor de andere metabolieten had het toevoegen van DTT echter een nadelig effect. Pieken van deze metabolieten werden niet meer terug gevonden of waren niet meer te integreren. 
4.5
Targetlist

Als resultaat van het onderzoek naar “potentiële” (marker-) metabolieten in plasma-, urine- en levermatrix, is een lijst van tweehonderdvijftien targetcompounds samengesteld (Bijlage 3). Vervolgonderzoek van deze gevonden targets is nodig om de gevonden metabolieten op hun ware identiteit te bevestigen. Voor zevenenderig metabolieten is dit, zoals blijkt uit de zojuist beschreven resultaten, reeds gedaan.



Hoge resolutie massaspectrometrie vergroot de selectiviteit van de gevonden m/z-waarde van het metaboliet, maar geeft geen doorslaggevend bewijs van de aanwezigheid van het metaboliet. Vervolgonderzoek naar de “werkelijke” aanwezigheid van de overige gevonden targets, is dus noodzakelijk.
5.
Eindconclusie
Als resultaat van het identificatieonderzoek van “potentiële” (marker-) metabolieten in plasma-, urine-, en levermatrix is een “potentiële” targetlist van tweehonderdvijftien componenten samengesteld. Van deze tweehonderdvijftien targets is voor zevenendertig metabolieten “in plasmamatrix” een validatieprocedure gestart. 
Van de zevenendertig met de AccQ.Tag methode onderzochte metabolieten afkomstig uit plasma is een selectie geschikt bevonden voor validatie. Deze selectie van tien metabolieten is via standaard additiemethode en met behulp van de Total-QC Excelsheet kwantitatief bepaald. De AccQ.Tag methode, zoals nu gevalideerd, blijkt derhalve niet voor alle metabolieten geschikt te zijn. Veertien van de geselecteerde metabolieten zijn potentieel geschikt bevonden voor validatie en kwantificering. Dertien metabolieten zijn niet geschikt bevonden voor de AccQ.Tag methode zoals die in de beschreven proefopzet is uitgevoerd.
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Research Proposal – TNO/BG

LC-MS analysis of metabolites containing primary and secondary amine groups using AccQTag derivatisation 

Project code: TNO-AccQTag

Date: August 2002

Version 1.0

Author: Elwin Verheij 

Objective

To develop a method for the analysis metabolites containing primary and secondary amine groups, e.g. amino acids, aminosugars an many, many more compounds, in plasma and urine samples. This method will be global in nature. 

At this moment a very successful method (AA+ method) for the analysis of amino acids and many other metabolites is in use. The new method is not intended to replace this method, and should be regarded as an extension of the current metabolomics analysis platform.

Method details

The AccQTag method is a commercial product of Waters, and the original application is the determination of amino acid composition of peptides/proteins. It is well established and reliable as it has been in use for at least 10 years

The AccQTag method:

· Derivatisation with AccQFluorTM reagent (6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate, or AQC) 

· RP HPLC separation of the derivatives

· Fluorescence detection

The method is easy to use, offers sub-picomole sensitivity and is highly accurate. 

Bionalytical applications are rare (as far as I know) most likely because of interferences from a vast number of amine containing compounds in biological matrices. Micromass has a strong focus on LC-MS screening of inborn metabolic disorders and they succesfully applied the AccQTag method in combination with LC-MS/MS (notice the MS/MS) for the analysis of plasma amino acids.

The advantages of the AccQTag method over the currently used AA+ method (butylation of -COOH) are:

· derivatisation in an aqueous buffer at 55 °C for 10 min (butylation is done in butanol, 4M HCl at 60 °C for a couple of hours)

· no hydrolysis of Asn to Asp and Gln to Glu (and other metabolites)
· easier and faster (no evaporation steps etc)

· resolution of Leu and Ile, Ala and B-Ala

· excellent ionisation properties of the derivatives 
There will be some overlap between the 2 methods (compounds containing –COOH and primary/secondary amine groups), but then there will be many other compounds showing up in one method and not in the other. 
Personnel and Timeline

We have bought a complete Waters AccQTag kit (reagents, standards, HPLC column, consumables, and instruction book). We will start with a pilot which will consist of implementation of AccQTag method using HPLC-flurorescence detection according to the instruction manual (almost an SOP). This will take 1 week (technician – Gerwin Spijksma). Once we get the same results as shown in the manual we will run plasma (protein preciptation and/or ultrafiltration) and urine (freeze-drying). Let’s assume this can be done 1 week as well. This will result in very complex chromatograms with fluroresecence detection, at least that is what we hope. The next step is to transfer the method to LC-MS (ESI and APCI, posittive ion mode) and analyse the amino acid references, plasma and urine. Again, this will take 1 week of work. 

A decision will be made (based upon the LC-MS results) if we will continue with this method or not. The most important criterion is the number of peaks observed. Details on the next development phase cannot be given right now as we first need to have results to make further plans (optimisation, testing, validation).

Experimental design

· test method by following instruction manual
· run plasma and urine sample(s)
· transfer method to LCQ
· test ESI and APCI
· run plasma and urine sample(s)
· go/no-go decision
Required instrumentation
· LC-system with fluorescence detector 

· AccQTag chemistry kit

· LC-MS (LCQ)

Reporting

· on weekly basis (progress update, Friday meeting)

· SOP when final method is avialable 

Anticipated output 

A sensitive global method for profiling primary and secondary amine containing metabolites in plasma and urine (and in principle other body fluids and tissues).

Literature

1. MicroMass Application Brief AB25: http://www.micromass.co.uk/litpdf/AB25.pdf 

2. Many documents on www.waters.com 

Bijlage 2
Protocol Waters AccQ.Tag Method

Column; 
Chrompack Inertsil 5μm ODS-3 100*3mm

Guard column; 
Chrompack Inertsil 5μm ODS-3

- 
Eluens A; 
10mM Amoniumacetate in Elga water + 0,1% Acetic Acid

- 
Eluens B;
10mM Amoniumacetate in MeOH + 0,1% Acetic Acid

- 
Column Temp;
35(C

- 
Reagens;
Waters AccQ.Fluor Reagent 



(6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate, or AQC, WAT052880)

-
Buffer
Borate Buffer from AccQ Reagent kit (WAT052880)

Plasma Sample Preparation;

Add 200µl MeOH to 50µl plasma and vortex well

Centrifuge samples for 10 min. at 3500 rpm (Room temperature)

Dry samples in Turbovap at 40°C for 60 min

Dissolve samples in 200ul Borate buffer

Add 50ul AQC reagens vortex well and derivate at 55°C for 10 min.

Inject 125µl (25µl plasma absolute)

Urine Sample Preparation;

If samples are not clean first centrifuge 5min at 3500 rpm

Add 200ul Borate buffer and 50ul AQC reagens to 50ul Urine and vortex well

Derivate at 55°C for 10 min.

Inject 150µl (25µl urine absolute)

Gradient;
	Time
	%A
	%B

	0.00
	100
	0

	2.50
	80
	20

	15.00
	40
	60

	20.00
	0
	100

	25.00
	0
	100

	25.50
	100
	0

	30.00
	100
	0


Flow; 0,4 ml/min
Bijlage 3
Tabel, bijlage 3: Resultaten “potentiële” targetlist.

	 
	 
	Samenstelling
	Massa (u)
	 + Proton
	 + AQC
	Aanwezig in:

	nr. 
	Component
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	Glycine
	C2H3NO
	75,0320
	76,0393
	246,0872
	Plasma, Urine, Lever

	2
	Alanine
	C3H7NO2
	89,0477
	90,0550
	260,1028
	Plasma, Urine, Lever

	3
	Serine
	C3H7NO3
	105,0426
	106,0499
	276,0977
	Plasma, Urine, Lever

	4
	Proline
	C5H9NO2
	115,0633
	116,0706
	286,1185
	Plasma, Urine, Lever

	5
	Valine
	C5H11NO2
	117,0790
	118,0863
	288,1341
	Plasma, Urine, Lever

	6
	Threonine
	C4H9NO3
	119,0582
	120,0655
	290,1134
	Plasma, Urine, Lever

	7
	Cysteine
	C3H7NO2S
	121,0198
	122,0270
	292,0749
	 -

	8
	Hydroxyproline
	C5H9NO3
	131,0582
	132,0655
	302,1134
	Urine, Lever

	9
	Isoleucine
	C6H11NO
	131,0946
	132,1019
	302,1498
	i.p.v. Leucine 

	10
	Leucine
	C6H11NO
	131,0946
	132,1019
	302,1498
	Plasma, Urine, Lever

	11
	Asparagine
	C4H8N2O3
	132,0535
	133,0608
	303,1086
	Plasma, Urine, Lever

	12
	Aspartic Acid
	C4H7NO4
	133,0375
	134,0448
	304,0926
	Urine, Lever

	13
	Glutamine
	C5H10N2O3
	146,0691
	147,0764
	317,1243
	Plasma, Urine, Lever

	14
	Lysine
	C6H14N2O2
	146,1055
	147,1128
	317,1607
	Plasma, Lever

	15
	Glutamic acid
	C5H9NO4
	147,0532
	148,0604
	318,1083
	Plasma, Urine, Lever

	16
	Methionine
	C5H11NO2S
	149,0511
	150,0583
	320,1062
	Plasma, Urine, Lever

	17
	Histidine
	C6H9N3O2
	155,0695
	156,0767
	326,1246
	Urine 

	18
	Phenylalanine
	C9H11NO2
	165,0790
	166,0863
	336,1341
	Plasma, Urine, Lever

	19
	Arginine
	C6H14N4O2
	174,1117
	175,1190
	345,1668
	Plasma, Urine, Lever

	20
	Tyrosine
	C9H11NO3
	181,0739
	182,0812
	352,1290
	Plasma, Urine, Lever

	21
	Tryptophan
	C11H12N2O2
	204,0899
	205,0971
	375,1450
	Plasma, Urine, Lever

	22
	Cystine
	C6H12N2O4S2
	240,0239
	241,0311
	411,0790
	Urine, Lever

	23
	Ammonia
	NH3
	17,02655
	18,0338
	188,0817
	Lever

	24
	Dimethylamine
	C2H7N
	45,0579
	46,0651
	216,1130
	Urine

	25
	Ethanolamine
	C2H7NO
	61,0528
	62,0600
	232,1079
	Urine, Lever

	26
	Aminoacetone
	C3H7NO
	73,0528
	74,0600
	244,1079
	Lever

	27
	Trimethylamine oxide
	C3H9NO
	75,0684
	76,0757
	246,1235
	Lever

	28
	b-Alanine
	C3H7NO2
	89,0477
	90,0550
	260,1028
	i.p.v. Alanine 

	29
	Sarosine
	C3H7NO2
	89,0477
	90,0550
	260,1028
	i.p.v. Alanine 

	30
	1-Aminocyclopropane-1-

carboxylic acid
	C4H7NO2
	101,0477
	102,0550
	272,1028
	Lever

	31
	3-Aminoisobutanoic acid
	C4H9NO2
	103,0630
	104,0703
	274,1181
	Urine, Lever

	32
	g-Aminobutyric acid
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	33
	2-Aminoisobutyric acid
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	34
	b-Aminoisobutyric acid
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	35
	Dimethylglycine
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	36
	a-Aminoisobutyric acid
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	37
	R-b-Aminoisobutyric acid
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	38
	D-2-Aminobutyric acid
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	39
	Butyrine
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	40
	S-b-aminoisobutyric acid
	C4H9NO2
	103,0633
	104,0706
	274,1185
	Urine, Lever

	41
	Diethanolamine
	C4H11NO2
	105,079
	106,0863
	276,1341
	Lever

	42
	Hypotaurine
	C2H7NO2S
	109,01975
	110,0270
	280,0749
	Lever


Vervolg, tabel bijlage 3: Resultaten “potentiële” targetlist.

	 
	 
	Samenstelling
	Massa (u)
	 + Proton
	 + AQC
	Aanwezig in:

	nr. 
	Component
	 
	 
	 
	 
	 

	43
	3-Amino-2-piperidone
	C5H10N2O
	114,07931
	115,0866
	285,1344
	Urine

	44
	Betaine
	C5H11NO2
	117,0790
	118,0863
	288,1341
	i.p.v. Valine 

	45
	N-Methyl-a-aminoisobutyric acid
	C5H11NO3
	117,0790
	118,0863
	288,1341
	i.p.v. Valine 

	46
	Nitrine
	C5H11NO4
	117,0790
	118,0863
	288,1341
	i.p.v. Valine 

	47
	L-Homoserine
	C4H9NO3
	119,0582
	120,0655
	290,1134
	i.p.v. Threonine 

	48
	L-Allothreonine
	C4H9NO3
	119,0582
	120,0655
	290,1134
	i.p.v. Threonine 

	49
	Taurine
	C2H7NO3S
	125,0147
	126,0219
	296,0698
	Plasma, Urine, Lever

	50
	D-1-Piperideine-2-carboxylic acid
	C6H9NO2
	127,0633
	128,0706
	298,1185
	Urine

	51
	Dihydrothymine
	C5H8N2O2
	128,0586
	129,0659
	299,1137
	Lever

	52
	Pyroglutamic acid
	C5H7NO3
	129,0426
	130,0499
	300,0977
	Urine, Lever

	53
	Pyrrolidonecarboxylic acid
	C5H7NO3
	129,0426
	130,0499
	300,0977
	Urine, Lever

	54
	Pyrroline hydroxycarboxylic acid
	C5H7NO3
	129,0426
	130,0499
	300,0977
	Urine, Lever

	55
	N-Acryloylglycine
	C5H7NO3
	129,0426
	130,0499
	300,0977
	Urine, Lever

	56
	1-Pyrroline-4-hydroxy-2-carboxylate
	C5H7NO3
	129,0426
	130,0499
	300,0977
	Urine, Lever

	57
	4-Oxoproline
	C5H7NO3
	129,0430
	130,0503
	300,0981
	Urine

	58
	Ketoleucine
	C6H10O3
	130,0630
	131,0703
	 -
	Plasma

	59
	3-Methyl-2-oxovaleric acid
	C6H10O3
	130,0630
	131,0703
	 -
	Plasma

	60
	2-Ketohexanoic acid
	C6H10O3
	130,0630
	131,0703
	 -
	Plasma

	61
	2-Methyl-3-ketovaleric acid
	C6H10O3
	130,0630
	131,0703
	 -
	Plasma

	62
	2-Keto-3-Methylvaleric acid
	C6H10O3
	130,0630
	131,0703
	 -
	Plasma

	63
	4,5-dihydroxyhexanoic acid lactone
	C6H10O3
	130,0630
	131,0703
	 -
	Plasma

	64
	N-Acetylputrescine
	C6H14N2O
	130,1106
	131,1179
	301,1657
	Urine

	65
	Agmatine
	C5H14N4
	130,1219
	131,1291
	301,1770
	Lever

	66
	N-Acetyl-L-alanine
	C5H9NO3
	131,0582
	132,0655
	302,1134
	i.p.v. Hydroxyproline 

	67
	5-Aminolevulinic acid
	C5H9NO3
	131,0582
	132,0655
	302,1134
	i.p.v. Hydroxyproline 

	68
	L-Norleucine
	C6H13NO2
	131,0946
	132,1019
	302,1498
	i.p.v. Leucine 

	69
	Alloisoleucine
	C6H13NO2
	131,0946
	132,1019
	302,1498
	i.p.v. Leucine 

	70
	N-Carbamoylputrescine
	C5H13NO2
	131,1059
	132,1131
	302,1610
	Lever

	71
	Ureidopropionic acid
	C4H8N2O3
	132,0535
	133,0608
	303,1086
	 -

	72
	Ornithine
	C5H12N2O2
	132,0899
	133,0971
	303,1450
	Lever

	73
	D-Ornithine
	C5H12N2O2
	132,0899
	133,0971
	303,1450
	Lever

	74
	Indoxyl
	C8H7NO
	133,0528
	134,0600
	304,1079
	Urine

	75
	Homocysteine
	C4H9NO2S
	135,0354
	136,0427
	306,0905
	Lever

	76
	Methylcysteine
	C4H9NO2S
	135,0354
	136,0427
	306,0905
	Lever

	77
	L-Homocysteine
	C4H9NO2S
	135,0354
	136,0427
	306,0905
	Lever

	78
	Proline Betaine
	C7H13NO2
	143,0946
	144,1019
	314,1498
	Urine

	79
	Triparanol
	C7H13NO2
	143,0946
	144,1019
	314,1498
	Urine

	81
	Allysine
	C6H11NO3
	145,0739
	146,0812
	316,1290
	Urine

	82
	Propionylglycine methyl ester
	C6H11NO3
	145,0739
	146,0812
	316,1290
	Urine

	83
	N-Butyrylglycine
	C6H11NO3
	145,0739
	146,0812
	316,1290
	Urine

	84
	Ureidoisobutyrate
	C5H10N2O3
	146,0691
	147,0764
	317,1243
	i.p.v. Glutamine 

	85
	D-Glutamate
	C5H9NO4
	147,0532
	148,0604
	318,1083
	i.p.v. Glutamic acid 


Vervolg, tabel bijlage 3: Resultaten “potentiële” targetlist.

	 
	 
	Samenstelling
	Massa (u)
	 + Proton
	 + AQC
	Aanwezig in:

	nr. 
	Component
	 
	 
	 
	 
	 

	86
	N-Methyl-D-aspartic acid
	C6H11NO4
	148,0447
	149,0519
	319,0998
	i.p.v. Glutamic acid 

	87
	2-Keto-6-aminocaproic acid
	C5H10N2O4
	149,0343
	150,0416
	320,0894
	Lever

	88
	Hydrocinnamic acid
	C9H10O2
	150,0681
	151,0754
	 -
	Lever

	89
	3,4-Dimethylbenzoic acid
	C9H10O2
	150,0681
	151,0754
	 -
	Lever

	90
	4-Ethylbenzoic acid
	C9H10O2
	150,0681
	151,0754
	 -
	Lever

	91
	3-Methylphenylacetic acid
	C9H10O2
	150,0681
	151,0754
	 -
	Lever

	92
	4-Methylphenylacetic acid
	C9H10O2
	150,0681
	151,0754
	 -
	Lever

	93
	Xanthine
	C5H4N4O2
	152,0334
	153,0407
	323,0886
	Urine

	94
	Oxypurinol
	C5H4N4O2
	152,0334
	153,0407
	323,0886
	Urine

	95
	Allantoin
	C4H6N4O3
	158,0440
	159,0513
	329,0991
	Urine

	96
	D-Alanyl--D-alanine
	C6H12N2O3
	160,0848
	161,0921
	331,1399
	Urine, Lever

	97
	Anatabine
	C10H12N2
	160,1000
	161,1073
	331,1551
	Lever

	98
	Tryptamine
	C10H12N2
	160,1001
	161,1073
	331,1552
	Lever

	99
	Aminoadipic acid
	C6H11NO4
	161,0688
	162,0761
	332,1240
	Urine, Lever

	100
	5-Hydroxylysine
	C6H14N2O3
	162,1004
	163,1077
	333,1556
	Urine

	101
	4-(3-Pyridyl)-3-butenoic acid
	C9H9NO2
	163,0633
	164,0706
	334,1185
	Urine

	102
	Methionine sulfoxide
	C5H11NO3S
	165,0460
	166,0532
	336,1011
	Lever

	103
	4-(3-Pyridyl)-butanoic acid
	C9H11NO2
	165,0790
	166,0863
	336,1341
	i.p.v. Phenylalanine

	104
	Benzocaine
	C9H11NO2
	165,0790
	166,0863
	336,1341
	i.p.v. Phenylalanine

	105
	1-Methylhistidine
	C7H11N3O2
	169,0739
	170,0812
	340,1290
	Urine

	106
	3-Methylhistidine
	C7H11N3O2
	169,0739
	170,0812
	340,1290
	Urine

	107
	(3-Methylcrotonyl) glycine 

methyl ester
	C8H13NO3
	171,0895
	172,0968
	342,1447
	Urine

	108
	Glycyl-L-Proline
	C7H12N2O3
	172,0848
	173,0921
	343,1399
	Urine. Lever

	110
	Ethyladipic acid
	C8H14O4
	174,0899
	175,0972
	 -
	Plasma

	111
	N-Methyltryptamine
	C11H14N2
	174,1157
	175,1230
	345,1708
	Urine

	112
	N-Acetylaspartic acid
	C6H9NO5
	175,0481
	176,0553
	346,1032
	Lever

	113
	Citrulline
	C6H13N3O3
	175,0957
	176,1030
	346,1508
	Plasma, Urine, Lever

	114
	Serotonin
	C10H12N2O
	176,0950
	177,1022
	347,1501
	Plasma, Urine

	115
	Cotinine
	C10H12N2O
	176,0950
	177,1022
	347,1501
	Plasma, Urine

	116
	Glucosamine
	C6H13NO5
	179,0794
	180,0867
	350,1345
	Lever

	117
	Aspirin
	C9H8O4
	180,0420
	181,0493
	 -
	Lever

	118
	Hydroxyphenylpyruvic acid
	C9H8O4
	180,0423
	181,0495
	 -
	Lever

	119
	Caffeic acid
	C9H8O4
	180,0423
	181,0495
	 -
	Lever

	120
	Nonanedioic acid
	C9H16O4
	188,1049
	189,1121
	 -
	Lever

	121
	N6-Acetyl-L-lysine
	C8H16N2O3
	188,1161
	189,1234
	359,1712
	Urine, Lever

	122
	Glycyl-l-leucine
	C8H16N2O3
	188,1161
	189,1234
	359,1712
	Urine, Lever

	123
	N-alpha-Acetyllysine
	C8H16N2O3
	188,1161
	189,1234
	359,1712
	Urine, Lever

	124
	Homocitruline
	C7H15N3O3
	189,1113
	190,1186
	360,1665
	Urine

	125
	Diaminopimelic acid
	C7H14N2O4
	190,0954
	191,1026
	361,15
	Urine, Lever

	126
	Oxoamide
	C10H12N2O2
	192,0899
	193,0971
	363,15
	Plasma

	127
	Hydroxycotinine
	C10H12N2O2
	192,0899
	193,0971
	363,15
	Plasma

	128
	Cotinine N-oxide
	C10H12N2O2
	192,0899
	193,0971
	363,15
	Plasma

	129
	5'-Hydroxycotinine
	C10H12N2O2
	192,0899
	193,0971
	363,15
	Plasma


Vervolg, tabel bijlage 3: Resultaten “potentiële” targetlist.

	 
	 
	Samenstelling
	Massa (u)
	 + Proton
	 + AQC
	Aanwezig in:

	nr. 
	Component
	 
	 
	 
	 
	 

	130
	N'-Hydroxymethylnorcotinine
	C10H12N2O2
	192,0899
	193,0971
	363,15
	Plasma

	131
	L-Methanephirine
	C10H15NO3
	197,1052
	198,1125
	368,16
	Lever

	132
	Kynurenine
	C10H12N2O3
	208,0848
	209,0921
	379,14
	Plasma

	133
	Glycerylphosphorylethanolamine
	C5H14NO6P
	215,0559
	216,0631
	386,11
	Lever

	134
	Undecanedioic acid
	C11H20O4
	216,1362
	217,1434
	 -
	Lever

	135
	Cystathionine
	C7H14N2O4S
	222,0674
	223,0747
	393,1226
	Lever

	136
	Carnosine
	C9H14N4O3
	226,1066
	227,1139
	397,1617
	Lever

	137
	Traumatic acid
	C12H20O4
	228,1362
	229,1434
	 -
	Urine

	138
	N2-Succinyl-L-ornithie
	C9H16N2O5
	232,1059
	233,1132
	403,1611
	Lever

	139
	N'-Formylkynurenine
	C11H12N2O4
	236,0797
	237,0870
	407,13
	Urine, Lever

	140
	Tetrahydrobiopterin
	C9H15N5O3
	241,1175
	242,1248
	412,17
	Urine

	141
	N1-Acetylspermine
	C12H28N4O
	244,2263
	245,2336
	415,28
	Urine

	142
	Isovalerylcarnitine
	C12H23NO4
	245,1627
	246,1700
	416,22
	Urine

	143
	Tetradecanedioic acid
	C14H26O4
	258,1831
	259,1904
	 -
	Urine

	144
	Adenosine
	C10H13N5O4
	267,0967
	268,1040
	438,15
	Lever

	145
	5C-aglycone
	C16H16O4
	272,1049
	273,1121
	 -
	Urine

	146
	Nandrolone
	C18H26O2
	274,1933
	275,2005
	 -
	Lever

	147
	19-Norepiandrosterone
	C18H28O2
	276,2089
	277,2162
	 -
	Lever

	148
	Venlafaxine
	C17H27NO2
	277,2040
	278,2113
	448,2591
	Plasma

	149
	alpha-CEHC
	C16H22O4
	278,1520
	279,1593
	 -
	Plasma, Urine, Lever

	150
	a-Linolenic acid
	C18H30O2
	278,2246
	279,2319
	 -
	Lever

	151
	gamma-Linolenic acid
	C18H30O2
	278,2246
	279,2319
	 -
	Lever

	152
	L-Aspartyl-L-phenylalanine
	C13H16N2O5
	280,1059
	281,1132
	 -
	Urine

	153
	Linoleic acid
	C18H32O2
	280,2402
	281,2475
	 -
	Lever

	154
	Conjugated cis-9,trans-11-

linoleic acid
	C18H32O2
	280,2402
	281,2475
	 -
	Lever

	155
	1-Methyladenosine
	C11H15N5O4
	281,1124
	282,1197
	452,1675
	Urine

	156
	1-Methylinosine
	C11H14N4O5
	282,0964
	283,1037
	453,1515
	Urine

	157
	Xanthosine
	C10H12N4O6
	284,0757
	285,0830
	455,1308
	Lever

	158
	Retinal
	C20H28O
	284,2140
	285,2213
	 -
	Lever

	159
	11-cis-Retinaldehyde
	C20H28O
	284,2140
	285,2213
	 -
	Lever

	160
	Stearic acid
	C18H36O2
	284,2715
	285,2788
	 -
	Lever

	161
	Hexadecanedioic acid
	C16H30O4
	286,2144
	287,2217
	 -
	Urine

	162
	Vitamin A
	C20H30O
	286,2297
	287,2370
	 -
	Lever

	163
	Aspartame
	C14H18N2O5
	294,1216
	295,1289
	465,1767
	Lever

	164
	7C-aglycone
	C18H18O4
	298,1205
	299,1278
	 -
	Urine

	165
	Sphingosine
	C18H37NO2
	299,2824
	300,2897
	470,3376
	 -

	166
	3-Dehydrosphinganine
	C18H37NO2
	299,2824
	300,2897
	470,3376
	 -

	167
	Histamine
	C5H9N3
	111,0797
	112,0869
	282,1348
	Lever

	168
	Putrescine
	C4H12N2
	88,1001
	89,1073
	259,1552
	Urine

	169
	Histamine
	C5H9N3
	111,0797
	112,0869
	282,1348
	Lever

	170
	Creatinine
	C4H7N3O
	113,0589
	114,0662
	284,1140
	 -

	171
	5-Methylcytosine
	C5H7N3O
	125,0589
	126,0662
	296,1140
	 -

	172
	Creatine
	C4H9N3O2
	131,0695
	132,0767
	302,1246
	Urine


Vervolg, tabel bijlage 3: Resultaten “potentiële” targetlist.

	 
	 
	Samenstelling
	Massa (u)
	 + Proton
	 + AQC
	Aanwezig in:

	nr. 
	Component
	 
	 
	 
	 
	 

	173
	Hypoxanthine
	C5H4N4O
	136,0385
	137,0458
	307,0936
	Lever

	174
	Spermidine
	C7H19N3
	145,1579
	146,1652
	316,2130
	Lever

	175
	1-Methyladenine
	C6H7N5
	149,0701
	150,0774
	320,1252
	Lever

	176
	N-Methyladenine
	C6H7N5
	149,0701
	150,0774
	320,1252
	Lever

	177
	Dopamine
	C8H11NO2
	153,0790
	154,0863
	324,1341
	Plasma, Urine, Lever

	178
	Carnitine
	C7H15NO3
	161,1052
	162,1125
	332,1603
	 -

	179
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Nicotin
	C10H14N2
	162,1157
	163,1230
	333,1708
	Lever

	180
	N-acetylcysteine
	C5H9NO3S
	163,0303
	164,0376
	334,0854
	 -

	181
	7-Methylguanine
	C6H7N5O
	165,0651
	166,0723
	336,1202
	Lever

	182
	UricAcid
	C5H4N4O3
	168,0283
	169,0356
	339,0834
	 -

	183
	Norepinephrine
	C8H11NO3
	169,0739
	170,0812
	340,1290
	Plasma, Urine

	184
	Adrenaline
	C9H13NO3
	183,0895
	184,0968
	354,1447
	Urine, Lever

	185
	Epinephrine
	C9H13NO3
	183,0895
	184,0968
	354,1447
	Urine, Lever

	186
	3-phosphoserine
	C3H8NO6P
	185,0089
	186,0162
	356,0641
	 -

	187
	phosphoserine
	C3H8NO6P
	185,0089
	186,0162
	356,0641
	 -

	188
	N-Acetylspermidine
	C9H21N3O
	187,1685
	188,1757
	358,2236
	Lever

	189
	Spermidine,N1-acetylated
	C9H21N3O
	187,1685
	188,1757
	358,2236
	Lever

	190
	VanillylmandelicAcid
	C9H10O5
	198,0529
	199,0602
	369,1080
	 -

	191
	Dimethyl-L-arginine
	C8H18N4O2
	202,1430
	203,1502
	373,1981
	Urine

	192
	Spermine
	C10H26N4
	202,2157
	203,2230
	373,2709
	Lever

	193
	Chlorotyrosine
	C9H10CLNO3
	215,0349
	216,0422
	386,0901
	 -

	194
	N-carboxyethyllysine
	C9H18N2O4
	218,1267
	219,1340
	389,1818
	Urine, Lever

	195
	N-Ac-Mannosamine
	C8H15NO6
	221,0899
	222,0972
	392,1451
	Urine, Lever

	196
	UDP-N-Ac-Galactosamine
	C8H15NO6
	221,0899
	222,0972
	392,1451
	Urine, Lever

	197
	UDP-N-Ac-Glucosamine
	C8H15NO6
	221,0899
	222,0972
	392,1451
	Urine, Lever

	198
	3-nitrotyrosine
	C9H10N2O5
	226,0590
	227,0663
	397,1141
	Lever

	199
	Nitrotyrosine
	C9H10N2O5
	226,0590
	227,0663
	397,1141
	Lever

	200
	Cytidine
	C9H13N3O5
	243,0855
	244,0928
	414,1407
	Urine 

	201
	Pseudouridine
	C9H12N2O6
	244,0695
	245,0768
	415,1247
	Urine, Lever

	202
	Uridine
	C9H12N2O6
	244,0695
	245,0768
	415,1247
	Urine, Lever

	203
	Biotin
	C10H16N2O3S
	244,0882
	245,0954
	415,1433
	Urine

	204
	PyridoxalPhosphate
	C8H10NO6P
	247,0246
	248,0318
	418,0797
	 -

	205
	5-Methylcytidine
	C10H15N3O5
	257,1012
	258,1084
	428,1563
	Lever

	206
	Glucosamine-6-P
	C6H14NO8P
	259,0457
	260,0530
	430,1008
	Lever

	207
	Guanosine
	C10H13N5O5
	283,0917
	284,0989
	454,1468
	 -

	208
	UDP-N-Ac-Muramate
	C11H19NO8
	293,1111
	294,1184
	464,1662
	 -

	209
	1-Methylguanosine
	C11H15N5O5
	297,1073
	298,1146
	468,1625
	 -

	210
	2-Methylguanosine
	C11H15N5O5
	297,1073
	298,1146
	468,1625
	 -

	211
	7-Methylguanosine
	C11H16N5O5
	298,1151
	299,1224
	469,1703
	 -

	212
	N-Ac-Glucosamine-1-P
	C8H16NO9P
	301,0563
	302,0635
	472,1114
	 -

	213
	N-Ac-Glucosamine-6-P
	C8H16NO9P
	301,0563
	302,0635
	472,1114
	 -

	214
	N-Ac-Mannosamine-6-P
	C8H16NO9P
	301,0563
	302,0635
	472,1114
	 -

	215
	Glutathione
	C10H17N3O6S
	307,0838
	308,0911
	478,1389
	 -


Bijlage 4
Tabel, bijlage 4: Gebruikte chemicaliën (Materiaal en methode 3.3.7).
	nr.
	Component
	Zuiverheid
	TNO nr.
	CAS nr.
	Kamer nr.
	Plaats

	1
	Glucosamine hydrochloride
	99%
	 -
	66-84-2
	10.1.03 
	CK 

	2
	Histidine monohydrochloride
	99%
	 M(C)2099
	5934-29-2
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	3
	1-Methyl-l-histidine
	 -
	 AZ252
	368-16-1
	3.2.07 
	AK 

	4
	3-Methyl-l-histidine
	98%
	 AZ215
	15507-76-3
	3.2.07 
	AK 

	5
	Hydroxyproline
	99%
	 M(C)2100
	51-35-4
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	6
	Histamine
	97%
	 CB00740
	51-45-6
	4.1.11 
	DV04 

	7
	Asparagine anhydrous
	99%
	 M(C)2092
	70-47-3
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	8
	Arginine monohydrochloride
	99%
	 M(C)2091
	1119-34-2
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	9
	Taurine
	99%
	 CB00763
	107-35-7
	4.1.11 
	KK04 

	10
	Glutamine
	99%
	 M(C)2096
	56-85-9
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	11
	Serine
	99%
	 M(C)2107
	56-45-1
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	12
	Ethanolamine
	98%
	 E50
	141-43-5
	10.0.1B 
	GK 

	13
	Hypotaurine
	98%
	CB 00768
	300-84-5
	4.1.11 
	KK04 

	14
	Glycine
	99%
	 M(C)2098
	56-40-6
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	15
	Asparginezuur
	99%
	 M(C)2093
	56-84-8
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	16
	Citrulline
	99%
	 AZ211
	372-75-8
	3.2.07 
	AK 

	17
	Glutaminezuur
	99%
	 M(C)2097
	56-86-0
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	18
	Threonine
	99%
	 M(C)2108
	72-19-5
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	19
	Glutathion
	98%
	 M(K)1027
	27025-41-8
	3.0.09 
	KOELKAST 

	20
	Alanine
	99%
	 M(C)2090
	56-41-7
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	21
	Proline
	99%
	 M(C)2106
	147-85-3
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	22
	Aminoadipaatzuur
	99%
	 CB00659
	542-32-5
	4.1.11 
	KK04 

	23
	Cysteine
	99%
	 M(C)2094
	52-90-4
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	24
	Ornithine monohydrochloride
	99%
	 AZ236
	3184-13-2
	3.2.07 
	AK 

	25
	DL-Homocysteine
	95%
	CB 00769
	454-29-5
	4.1.11 
	KK04 

	26
	Lysine monohydrochloride
	99%
	 M(C)2103
	657-27-2
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	27
	Putrescine dihydrochloride
	98%
	 AZ233
	333-93-7
	3.2.07 
	AK 

	28
	Serotonine hydrochloride
	 -
	 CB00738
	153-98-0
	4.1.11 
	KK04 

	29
	Methionine
	99%
	 M(C)2104
	63-68-3
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	30
	Tyrosine
	99%
	 M(C)2110
	60-18-4
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	31
	Valine
	99%
	 M(C)2111
	72-18-4
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	32
	3-Nitrotyrosine
	 -
	CB 00771
	621-44-3
	4.1.11 
	KK04 

	33
	Isoleucine
	99%
	 M(C)2101
	73-32-5
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	34
	Leucine
	99%
	 M(C)2102
	61-90-5
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	35
	Phenylalanine
	99%
	 M(C)2105
	63-91-2
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	36
	Tryptofaan
	99%
	 M(C)2109
	73-22-3
	3.0.09 
	CHEM.KAST 

	37
	Tryptamine
	98%
	CB 00770
	61-54-1
	4.1.11 
	KK04 


Bijlage 5
	 
	 
	Std.1
	Std.2
	Std.3
	Std.4
	Std.5
	Std.6
	Std.7
	Std.8

	
	
	A/B
	A/B
	A/B
	A/B
	A/B
	A/B
	A/B
	A/B

	nr.
	Component
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(µmol/l)

	1
	Glucosamine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	2
	Histidine
	8
	20
	40
	80
	120
	160
	-
	-

	3
	1-Methylhistidine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	4
	3-Methylhistidine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	5
	Hydroxyproline
	2
	5
	10
	20
	30
	40
	80
	160

	6
	Histamine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	7
	Asparagine
	2
	5
	10
	20
	30
	40
	80
	160

	8
	Arginine
	10
	25
	50
	100
	150
	200
	-
	-

	9
	Taurine
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	10
	Glutamine
	20
	50
	100
	200
	300
	400
	-
	-

	11
	Serine
	20
	50
	100
	200
	300
	400
	-
	-

	12
	Ethanolamine
	1
	2,5
	5
	10
	15
	20
	40
	80

	13
	Hypotaurine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	14
	Glycine
	20
	50
	100
	200
	300
	400
	-
	-

	15
	Asparginezuur
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	16
	Citrulline
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	17
	Glutaminezuur
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	18
	Threonine
	14
	35
	70
	140
	210
	280
	-
	-

	19
	Glutathion
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	20
	Alanine
	20
	50
	100
	200
	300
	400
	-
	-

	21
	Proline
	14
	35
	70
	140
	210
	280
	-
	-

	22
	Aminoadipaatzuur
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	23
	Cysteine
	1
	2,5
	5
	10
	15
	20
	40
	80

	24
	Ornithine
	14
	35
	70
	140
	210
	280
	-
	-

	25
	Homocysteine
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	26
	Lysine
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	27
	Putrescine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	28
	Serotonine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	29
	Methionine
	1
	2,5
	5
	10
	15
	20
	40
	80

	30
	Tyrosine
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	31
	Valine
	20
	50
	100
	200
	300
	400
	-
	-

	32
	3-Nitrotyrosine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8

	33
	Isoleucine
	8
	20
	40
	80
	120
	160
	-
	-

	34
	Leucine
	8
	20
	40
	80
	120
	160
	-
	-

	35
	Phenylalanine
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	36
	Tryptofaan
	4
	10
	20
	40
	60
	80
	160
	320

	37
	Tryptamine
	0,1
	0,25
	0,5
	1
	1,5
	2
	4
	8


Tabel, bijlage 5: Mengstandaarden (Materiaal en methode 3.7).
Bijlage 6
Tabel, bijlage 6: Resultaten standaard additiemethode (Materiaal en methoden 3.14).

	 
	 
	Beslissingsgrens
	Detectiegrens 
	Concentratie 
	Fout
	Fout

	nr.
	Component
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(µmol/l)
	(%)

	1
	Glucosamine
	2,89
	5,77
	3,07
	1,71
	56%

	2
	Histidine
	16,6
	33,1
	76,2
	30,4
	40%

	3 & 4
	Methylhistidine
	3,23
	6,47
	2,93
	0,63
	22%

	5
	Hydroxyproline
	4,13
	8,26
	13,8
	4,62
	33%

	6
	Histamine
	 -
	 -
	2,58
	1,83
	71%

	7
	Asparagine
	5,59
	11,2
	28,2
	7,14
	25%

	8
	Arginine
	40,9
	81,7
	116
	34,9
	30%

	9
	Taurine
	9,30
	18,6
	38,5
	10,8
	28%

	10
	Glutamine
	44,1
	88,1
	304
	87,1
	29%

	11
	Serine
	42,3
	84,5
	177
	65,5
	37%

	12
	Ethanolamine
	1,40
	2,79
	9,92
	3,54
	36%

	13
	Hypotaurine
	0,48
	1,56
	0,83
	0,70
	84%

	14
	Glycine
	117
	235
	395
	95,7
	24%

	15
	Asparginezuur
	10,1
	20,2
	23,3
	15,1
	64%

	16
	Citrulline
	6,08
	12,2
	35,3
	9,86
	28%

	17
	Glutaminezuur
	9,21
	18,4
	343
	67,7
	20%

	18
	Threonine
	28,9
	57,8
	196
	56,8
	29%

	19
	Glutathion
	2,45
	4,91
	17,8
	25,9
	146%

	20
	Alanine
	43,1
	86,2
	225
	84,0
	37%

	21
	Proline
	47,7
	95,3
	435
	200
	46%

	22
	Aminoadipaatzuur
	0,24
	0,49
	0,82
	0,35
	43%

	23
	Cysteine (nr.1)
	7,84
	15,7
	120
	47,5
	40%

	23
	Cysteine (nr.2)
	6,89
	13,8
	135
	88,3
	65%

	24
	Ornithine
	43,6
	87,1
	129
	102
	79%

	25
	Homocysteine
	9,70
	19,4
	31,9
	55,0
	172%

	26
	Lysine
	16,1
	32,2
	277
	120
	43%

	27
	Putrescine
	0,62
	1,25
	0,80
	1,41
	177%

	28
	Serotonine
	0,34
	0,68
	0,00
	0,00
	 -

	29
	Methionine
	1,47
	2,93
	13,1
	2,71
	21%

	30
	Tyrosine
	7,78
	15,6
	46,7
	11,5
	25%

	31
	Valine
	38,4
	76,9
	283
	81,2
	29%

	32
	3-Nitrotyrosine
	0,31
	0,62
	0,00
	0,00
	 -

	33
	Isoleucine
	15,2
	30,4
	82,9
	25,19
	30%

	34
	Leucine
	15,5
	31,0
	162
	44,5
	27%

	35
	Phenylalanine
	11,7
	23,5
	54,1
	12,5
	23%

	36
	Tryptophane
	11,2
	22,5
	51,1
	16,5
	32%

	37
	Tryptamine
	0,38
	0,75
	0,00
	0,00
	 -


Bijlage 7
Tabel 1, bijlage 7: Relatieve standaarddeviatie blanco QC-monsters (Materiaal en methoden 3.14).
	 
	 
	RSD blanco
	RSD blanco
	RSD blanco
	RSD blanco

	nr.
	Component
	Serie 1
	Serie 2
	Serie 3
	Gemiddeld

	1
	Glucosamine
	30%
	13%
	15%
	19%

	2
	Histidine
	5%
	9%
	7%
	7%

	3 & 4
	Methylhistidine
	8%
	11%
	14%
	11%

	5
	Hydroxyproline
	12%
	12%
	9%
	11%

	6
	Histamine
	62%
	28%
	27%
	39%

	7
	Asparagine
	5%
	6%
	10%
	7%

	8
	Arginine
	4%
	8%
	7%
	6%

	9
	Taurine
	8%
	10%
	8%
	9%

	10
	Glutamine
	4%
	5%
	8%
	6%

	11
	Serine
	3%
	5%
	8%
	5%

	12
	Ethanolamine
	7%
	8%
	14%
	10%

	13
	Hypotaurine
	26%
	35%
	37%
	33%

	14
	Glycine
	3%
	5%
	6%
	5%

	15
	Asparginezuur
	12%
	9%
	11%
	11%

	16
	Citrulline
	4%
	5%
	10%
	6%

	17
	Glutaminezuur
	6%
	7%
	9%
	7%

	18
	Threonine
	4%
	5%
	8%
	6%

	19
	Glutathion
	17%
	23%
	9%
	16%

	20
	Alanine
	5%
	6%
	9%
	6%

	21
	Proline
	7%
	4%
	7%
	6%

	22
	Aminoadipaatzuur
	5%
	5%
	9%
	6%

	23
	Cysteine (nr.1)
	5%
	9%
	15%
	10%

	23
	Cysteine (nr.2)
	4%
	8%
	14%
	9%

	24
	Ornithine
	17%
	15%
	12%
	15%

	25
	Homocysteine
	17%
	29%
	10%
	19%

	26
	Lysine
	12%
	14%
	12%
	13%

	27
	Putrescine
	18%
	24%
	14%
	19%

	28
	Serotonine
	 -
	 -
	 -
	 -

	29
	Methionine
	3%
	5%
	9%
	6%

	30
	Tyrosine
	8%
	13%
	6%
	9%

	31
	Valine
	3%
	2%
	9%
	5%

	32
	3-Nitrotyrosine
	 -
	 -
	 -
	 -

	33
	Isoleucine
	2%
	3%
	6%
	4%

	34
	Leucine
	4%
	2%
	6%
	4%

	35
	Phenylalanine
	8%
	13%
	5%
	9%

	36
	Tryptophane
	12%
	17%
	5%
	11%

	37
	Tryptamine
	 -
	 -
	 -
	 -


Tabel 2, bijlage 7: Relatieve standaarddeviatie QC-monsters met toevoeging van standaard 4 (Materiaal en methoden 3.14).
	 
	 
	RSD Std.4
	RSD Std.4
	RSD Std.4
	RSD Std.4

	nr.
	Component
	Serie 1
	Serie 2
	Serie 3
	Gemiddeld

	1
	Glucosamine
	17%
	8%
	14%
	13%

	2
	Histidine
	6%
	5%
	3%
	5%

	3 & 4
	Methylhistidine
	8%
	6%
	10%
	8%

	5
	Hydroxyproline
	10%
	3%
	5%
	6%

	6
	Histamine
	17%
	37%
	18%
	24%

	7
	Asparagine
	6%
	4%
	5%
	5%

	8
	Arginine
	5%
	4%
	3%
	4%

	9
	Taurine
	11%
	4%
	5%
	6%

	10
	Glutamine
	5%
	3%
	3%
	4%

	11
	Serine
	3%
	4%
	3%
	3%

	12
	Ethanolamine
	5%
	14%
	13%
	11%

	13
	Hypotaurine
	20%
	37%
	21%
	26%

	14
	Glycine
	6%
	3%
	3%
	4%

	15
	Asparginezuur
	9%
	9%
	8%
	9%

	16
	Citrulline
	2%
	4%
	5%
	4%

	17
	Glutaminezuur
	4%
	8%
	4%
	5%

	18
	Threonine
	3%
	4%
	3%
	4%

	19
	Glutathion
	16%
	37%
	27%
	27%

	20
	Alanine
	6%
	6%
	2%
	5%

	21
	Proline
	5%
	6%
	4%
	5%

	22
	Aminoadipaatzuur
	5%
	7%
	3%
	5%

	23
	Cysteine (nr.1)
	8%
	14%
	13%
	12%

	23
	Cysteine (nr.2)
	6%
	13%
	14%
	11%

	24
	Ornithine
	14%
	11%
	12%
	12%

	25
	Homocysteine
	15%
	34%
	27%
	26%

	26
	Lysine
	15%
	14%
	12%
	14%

	27
	Putrescine
	15%
	36%
	30%
	27%

	28
	Serotonine
	15%
	9%
	10%
	12%

	29
	Methionine
	4%
	5%
	3%
	4%

	30
	Tyrosine
	8%
	5%
	7%
	7%

	31
	Valine
	3%
	4%
	2%
	3%

	32
	3-Nitrotyrosine
	7%
	5%
	7%
	6%

	33
	Isoleucine
	2%
	5%
	2%
	3%

	34
	Leucine
	2%
	5%
	3%
	3%

	35
	Phenylalanine
	8%
	4%
	7%
	6%

	36
	Tryptophane
	10%
	10%
	12%
	11%

	37
	Tryptamine
	8%
	5%
	14%
	9%


Tabel 3, bijlage 7: Relatieve standaarddeviatie QC-monsters met toevoeging van standaard 6 (Materiaal en methoden 3.14).
	 
	 
	RSD Std.6
	RSD Std.6
	RSD Std.6
	RSD Std.6

	nr.
	Component
	Serie 1
	Serie 2
	Serie 3
	Gemiddeld

	1
	Glucosamine
	4%
	6%
	6%
	5%

	2
	Histidine
	5%
	5%
	8%
	6%

	3 & 4
	Methylhistidine
	1%
	1%
	2%
	2%

	5
	Hydroxyproline
	8%
	8%
	9%
	8%

	6
	Histamine
	2%
	1%
	1%
	1%

	7
	Asparagine
	13%
	13%
	20%
	15%

	8
	Arginine
	5%
	5%
	8%
	6%

	9
	Taurine
	2%
	2%
	2%
	2%

	10
	Glutamine
	5%
	3%
	10%
	6%

	11
	Serine
	6%
	4%
	17%
	9%

	12
	Ethanolamine
	3%
	1%
	7%
	4%

	13
	Hypotaurine
	0%
	0%
	0%
	0%

	14
	Glycine
	10%
	9%
	14%
	11%

	15
	Asparginezuur
	3%
	4%
	4%
	4%

	16
	Citrulline
	2%
	1%
	5%
	3%

	17
	Glutaminezuur
	1%
	2%
	4%
	2%

	18
	Threonine
	2%
	3%
	8%
	4%

	19
	Glutathion
	0%
	0%
	0%
	0%

	20
	Alanine
	3%
	5%
	12%
	7%

	21
	Proline
	7%
	6%
	8%
	7%

	22
	Aminoadipaatzuur
	0%
	0%
	0%
	0%

	23
	Cysteine (nr.1)
	8%
	3%
	14%
	8%

	23
	Cysteine (nr.2)
	19%
	8%
	23%
	17%

	24
	Ornithine
	19%
	17%
	5%
	14%

	25
	Homocysteine
	31%
	33%
	22%
	29%

	26
	Lysine
	26%
	26%
	12%
	21%

	27
	Putrescine
	3%
	2%
	1%
	2%

	28
	Serotonine
	0%
	0%
	0%
	0%

	29
	Methionine
	9%
	7%
	23%
	13%

	30
	Tyrosine
	19%
	24%
	18%
	20%

	31
	Valine
	4%
	6%
	13%
	8%

	32
	3-Nitrotyrosine
	0%
	0%
	0%
	0%

	33
	Isoleucine
	2%
	1%
	6%
	3%

	34
	Leucine
	4%
	3%
	11%
	6%

	35
	Phenylalanine
	11%
	14%
	12%
	12%

	36
	Tryptophane
	33%
	41%
	24%
	32%

	37
	Tryptamine
	7%
	10%
	21%
	13%


Bijlage 8
Tabel, bijlage 8: Resultaten stabiliteitsmetingen (Inleiding experimenten 2.4).
	 
	 
	RSD Stabiliteit 1
	RSD Stabiliteit 1
	RSD Stabiliteit 2
	RSD Stabiliteit 2
	RSD Stabiliteit 2

	nr.
	Component
	10º C Area
	10º C Area Ratio
	 -20º C Area Ratio
	4º C Area Ratio
	20º C Area Ratio

	1
	Glucosamine
	15%
	17%
	17%
	7%
	10%

	2
	Histidine
	12%
	5%
	13%
	12%
	13%

	3 & 4
	Methylhistidine
	9%
	10%
	13%
	11%
	11%

	5
	Hydroxyproline
	13%
	7%
	9%
	10%
	8%

	6
	Histamine
	36%
	33%
	11%
	15%
	22%

	7
	Asparagine
	9%
	4%
	10%
	9%
	8%

	8
	Arginine
	13%
	6%
	11%
	9%
	9%

	9
	Taurine
	10%
	4%
	10%
	9%
	8%

	10
	Glutamine
	9%
	2%
	10%
	9%
	8%

	11
	Serine
	9%
	2%
	10%
	8%
	8%

	12
	Ethanolamine
	9%
	3%
	12%
	11%
	4%

	13
	Hypotaurine
	13%
	10%
	 -
	 -
	 -

	14
	Glycine
	10%
	3%
	10%
	9%
	8%

	15
	Asparginezuur
	10%
	3%
	10%
	10%
	8%

	16
	Citrulline
	10%
	3%
	11%
	9%
	8%

	17
	Glutaminezuur
	9%
	2%
	10%
	9%
	8%

	18
	Threonine
	9%
	1%
	11%
	9%
	9%

	19
	Glutathion
	16%
	26%
	20%
	17%
	20%

	20
	Alanine
	9%
	2%
	11%
	9%
	9%

	21
	Proline
	10%
	3%
	13%
	13%
	11%

	22
	Aminoadipaatzuur
	8%
	1%
	10%
	10%
	8%

	23
	Cysteine (nr.1)
	17%
	11%
	13%
	11%
	11%

	23
	Cysteine (nr.2)
	12%
	7%
	15%
	14%
	12%

	24
	Ornithine
	14%
	7%
	11%
	9%
	9%

	25
	Homocysteine
	12%
	6%
	17%
	15%
	16%

	26
	Lysine
	13%
	6%
	12%
	9%
	9%

	27
	Putrescine
	8%
	16%
	17%
	16%
	17%

	28
	Serotonine
	13%
	7%
	13%
	10%
	25%

	29
	Methionine
	12%
	6%
	10%
	9%
	11%

	30
	Tyrosine
	9%
	3%
	10%
	8%
	8%

	31
	Valine
	9%
	1%
	11%
	9%
	8%

	32
	3-Nitrotyrosine
	8%
	2%
	11%
	8%
	9%

	33
	Isoleucine
	8%
	1%
	9%
	8%
	8%

	34
	Leucine
	8%
	2%
	10%
	8%
	8%

	35
	Phenylalanine
	9%
	2%
	10%
	8%
	9%

	36
	Tryptophane
	10%
	2%
	10%
	8%
	9%

	37
	Tryptamine
	10%
	4%
	16%
	15%
	14%


Bijlage 9: Resultaten validatie
Diagram 1, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 9% en RSDArea Ratio = 4% 
[image: image20.emf]Asparagine
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Diagram 2, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image21.emf]Asparagine
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	Resultaat: Asparagine
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	20,0
	40,0

	  Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	28,2
	64,4
	98,5

	  Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	28,2
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	2,77
	3,63
	8,86

	 
	RSD (%)
	10
	6
	9

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	2,77
	7,90
	12,71

	 
	RSD (%)
	10
	12
	13


Diagram 3, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 9% en RSDArea Ratio = 2% 
[image: image22.emf]Glutamine

0

20

40

60

80

100

120

0 1 2 4 6 8 10

Tijd (uren)

Area %


Diagram 4, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image23.emf]Glutamine
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	Resultaat: Glutamine
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	200
	400

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	307
	550
	766

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	304
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	19,7
	20,2
	50,8

	 
	RSD (%)
	6
	4
	7

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	39,1
	73,4
	110

	 
	RSD (%)
	13
	13
	14


Diagram 5, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 9% en RSDArea Ratio = 3% 
[image: image24.emf]Ethanolamine
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Diagram 6, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image25.emf]Ethanolamine



0,0

0,1

0,1

0,2

0,2

0,3

0,3

0,4

0,4

1 2 5 9

Tijd (dagen)

Area Ratio

20 graden

4 graden

-20 graden


	Resultaat: Ethanolamine
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	10,0
	20,0

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	5,13
	12,0
	18,0

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	9,92
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	0,633
	1,59
	2,27

	 
	RSD (%)
	12
	13
	13

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	1,98
	3,48
	3,33

	 
	RSD (%)
	39
	29
	19


Diagram 7, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 10% en RSDArea Ratio = 3% 
[image: image26.emf]Citrulline
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Diagram 8, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image27.emf]Citrulline
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	Resultaat: Citrulline
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	40,0
	80,0

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	37,6
	86,5
	132

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	35,3
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	2,40
	3,56
	6,81

	 
	RSD (%)
	6
	4
	5

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	2,41
	4,34
	8,55

	 
	RSD (%)
	6
	5
	6


Diagram 9, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 9% en RSDArea Ratio = 1% 
[image: image28.emf]Threonine
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Diagram 10, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image29.emf]Threonine
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	Resultaat: Threonine
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	140
	280

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	183
	348
	492

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	196
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	12,6
	12,4
	28,2

	 
	RSD (%)
	7
	4
	6

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	21,3
	38,6
	66,4

	 
	RSD (%)
	12
	11
	13


Diagram 11, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 12% en RSDArea Ratio = 6% 
[image: image30.emf]Methionine
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Diagram 12, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image31.emf]Methionine
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	Resultaat: Methionine
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	10,0
	20,0

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	15,7
	29,0
	41,2

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	13,1
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	1,03
	1,26
	3,30

	 
	RSD (%)
	7
	4
	8

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	1,16
	2,41
	3,65

	 
	RSD (%)
	7
	8
	9


Diagram 13, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 9% en RSDArea Ratio = 3% 
[image: image32.emf]Tyrosine
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Diagram 14, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image33.emf]Tyrosine
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	Resultaat: Tyrosine
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	40,0
	80,0

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	50,0
	114
	148

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	46,7
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	5,95
	8,10
	15,8

	 
	RSD (%)
	12
	7
	11

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	8,78
	11,9
	27,0

	 
	RSD (%)
	18
	10
	18


Diagram 15, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 9% en RSDArea Ratio = 1% 
[image: image34.emf]Valine
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Diagram 16, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image35.emf]Valine
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	Resultaat: Valine
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	200
	400

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	268
	505
	712

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	283
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	16,4
	15,3
	34,2

	 
	RSD (%)
	6
	3
	5

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	23,2
	46,5
	80,4

	 
	RSD (%)
	9
	9
	11


Diagram 17, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 8% en RSDArea Ratio = 1% 
[image: image36.emf]Isoleucine
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Diagram 18, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image37.emf]Isoleucine
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	Resultaat: Isoleucine
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	80,0
	160

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	81,8
	178
	263

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	82,9
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	3,79
	5,99
	12,8

	 
	RSD (%)
	5
	3
	5

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	4,82
	9,85
	15,8

	 
	RSD (%)
	6
	6
	6


Diagram 19, bijlage 9: Stabiliteit 1, autosampler temp. 10º C, RSDArea = 9% en RSDArea Ratio = 2% 
[image: image38.emf]Phenylalanine
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Diagram 20, bijlage 9: Stabiliteit 2, autosampler temp. 10º C en interne standaard = Fenylalanine d5
[image: image39.emf]Phenylalanine
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	Resultaat: Phenylalanine
	
	
	
	

	 
	 
	QC 1
	QC 2
	QC 3

	Juistheid
	Spike conc. (µmol/l)
	0,00
	40,0
	80,0

	    Total-QC
	Gevonden conc. (µmol/l)
	60,2
	124
	180

	    Interne standaardmeth.
	Gevonden conc. (µmol/l)
	54,05
	 
	 

	Herhaalbaarheid
	s (µmol/l)
	6,14
	8,29
	22,1

	 
	RSD (%)
	10
	7
	12

	Reproduceerbaarheid
	s (µmol/l)
	8,99
	8,72
	24,3

	 
	RSD (%)
	15
	7
	13


Bijlage 10
Grafiek 1, bijlage 10: IJklijn Methionine in plasmamatrix (begin en einde van meetserie) met Leucine d3 als interne standaard.
[image: image40.emf]Plasma Methionine
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Grafiek 2, bijlage 10: IJklijn Methionine in plasmamatrix (begin en einde van meetserie) met Methionine d4 als interne standaard.
[image: image41.emf]Plasma Methionine 
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