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Sa že tak

Ti je kom pos ljed njih go di na kom bi na ci ja te ku ćin ske kro ma tog ra fi  je vi so ke 
učin ko vi tos ti (en gl. hi gh per for man ce liquid chro ma tog rap hy, HPLC) i dvoj ne 
spek tro met ri je ma sa (en gl. tan dem ma ss spec tro met ry, MS/MS) (kom bi na ci-
ja ko ja je ta ko đer poz na ta kao HPLC-MS/MS), pos ta la je pouz da ni ana li tič ki 
pos tu pak. Nje na prim je na u te ra pij skom pra će nju kon cen tra ci je li je ka (en gl. 
the ra peu tic drug mo ni to ri ng, TDM) po ka za la se bo ljom od uo bi ča je no prim je-
nji va nih imu no ke mij skih ana li za. Ta je teh ni ka pos ta la ob vez nim po ma ga lom 
u mno gim kli nič kim la bo ra to ri ji ma, po se bi ce u kon tek stu pra će nja kon cen-
tra ci je imu no sup re sij skih li je ko va gdje se smat ra “zlat nim” stan dar dom. Me-
đu tim, pos tav lja nje ure đa ja za HPLC-MS/MS je zah tjev no u smis lu va li da ci je 
ana li za te ro bus nos ti mje re nja. U ovom se preg le du da je gru ba smjer ni ca kao 
po moć u pro ce su us pos ta ve tak vih ure đa ja u ru tin skim kli nič kim uv je ti ma.

Ključ ne ri je či: dvoj na spek tro met ri ja ma sa, ci lja na ana li za, te ra pij sko pra-
će nje kon cen tra ci je li je ka, ru tin ska ana li za, te ku ćin ska kro ma tog ra fi  ja vi so ke 
učin ko vi tos ti, HPLC-MS/MS

Ab stra ct

Du ri ng pa st yea rs, the com bi na tion of hi gh per for man ce liquid chro ma tog-
rap hy (HPLC) and tan dem ma ss spec tro met ry (MS/MS), al so known as HPLC-
MS/MS, ma tu red to re liab le ana lyti cal in stru men ta tion. Its ap pli ca tion in the-
ra peu tic drug mo ni to ri ng (TDM) has been shown to be su pe rior to nor mal ly 
ap plied im mu noas says. Es pe cial ly in the con text of im mu no sup pres sa nt me-
di ca tion le vel sur veil lan ce, this tec hnique has be co me an in dis pen sab le tool 
in ma ny cli ni cal la bo ra to ries and is con si de red the go ld stan da rd. Howe ver, 
set ti ng up a HPLC-MS/MS plat fo rm is de man di ng in ter ms of as say va li da tion 
and the ro bus tne ss of tes ti ng. This re view is to pro vi de a rou gh gui de li ne ai di-
ng the im ple men ta tion pro ce ss of su ch a plat fo rm in to a rou ti ne cli ni cal en vi-
ron me nt.

Key wor ds: tan dem ma ss spec tro met ry, tar ge ted ana lysis, the ra peu tic drug 
mo ni to ri ng, rou ti ne ana lysis, hi gh per for man ce liquid chro ma tog rap hy, HPLC-
MS/MS
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Uvod
Ti je kom pos ljed njih ne ko li ko go di na dvoj ni ma se ni spek-
tro met ri (en gl. tan dem ma ss spec tro me te rs, MS/MS, ta ko-
đer poz na ti kao “tros tru ki kvad ro pol ni” ma se ni spek tro-
met ri, pos ta li su zna čaj ni i pouz da ni ru tin ski ana li tič ki ure-
đa ji. Ti su ana li za to ri, oso bi to ako su po ve za ni teh ni ka ma 
prip re me uzor ka te me lje ne na te ku ćin skoj kro ma tog ra fi  ji 
vi so ke učin ko vi tos ti (HPLC), omo gu ći li pro ved bu kvan ti-
ta tiv ne i kva li ta tiv ne ana li ze ma lih or gan skih mo le ku la 
u fem to mol skom ras po nu, - i to ka ko kse no bio ti ka, ta ko 
i en do ge nih me ta bo li ta. Zbog to ga se nji ho va upo ra ba 
pro ši ri la u far ma ceut skoj in dus tri ji, is tra ži vač kim us ta no-

In tro duc tion
Wit hin the la st few yea rs tan dem ma ss spec tro me te rs 
(MS/MS), al so known as “trip le quad ru po le” ma ss spec tro-
me te rs, ma tu red sig ni fi  can tly to re liab le ana lyti cal rou ti ne 
in stru men ts. Wi th the se de tec to rs, es pe cial ly if coup led 
to hi gh per for man ce liquid chro ma tog rap hy- (HPLC) ba-
sed sam ple pre pa ra tion tec hniques (HPLC-MS/MS), quan-
ti ta ti ve and qua li ta ti ve ana lysis of sma ll or ga nic mo le cu-
les – xe no bio ti cs as we ll as en do ge nous me ta bo li tes – be-
ca me fea sib le in the fem to mo le ran ge. Hen ce they be ca-
me wi de ly ap plied in phar ma ceu ti cal in dus try, re sear ch- 
orien ta ted in sti tu tio ns, and – wit hin the la st de ca de – in 
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va ma, a ti je kom pos ljed njeg de set lje ća i u kli nič kim la bo-
ra to ri ji ma. Te ra pij sko pra će nje kon cen tra ci je li je ka (TDM) 
zas no va no na HPLC-MS/MS po ja vi lo se pri je ma nje od dva 
de set lje ća i tre nut no je ug lav nom us re do to če no na kon-
tro lu kon cen tra ci ja imu no sup re sij skih i an ti ret ro vi rus nih 
li je ko va te psi ho far ma ka. Op će ni to, toč no mje re nje ana-
li ta ko ji se pra te u TDM nu žan je pre duv jet za us pješ no 
li je če nje bo les ni ka. Ve ći na ana li za zas no va nih na reak ci ji 
an ti ti je lo-an ti gen (imu no ke mij ske ana li ze) ko je su da nas 
u ši ro koj upo ra bi us pješ no ne udo vo lja va ju tom mje ri lu 
zbog ne ko li ko raz lo ga. Križ na reak tiv no st ko mer ci ja li zi ra-
nih an ti ti je la s mo le ku la ma ko je su struk tur no slič ne en-
do ge nim me ta bo li ti ma li je ka ili li je ko vi ma iz is te sku pi ne 
ana li ta čes to do vo di do vi ših vri jed nos ti ci lja nog li je ka. U 
slu ča ju pra će nja kon cen tra ci je imu no sup re si va ta kav ne-
dos ta tak spe ci fi č nos ti ana li ze re zul ti ra od stu pa njem (raz-
li kom, en gl. bias) ko je u pros je ku dos ti že 20-40% (1-3). 
Na da lje, nep re ciz no st ana li ze i osjet lji vo st čes to jed va da 
is pu nja va ju kli nič ke pot re be, po se bi ce ako su te ra pij ski 
ras po ni sni že ni kod kom bi ni ra nih pris tu pa te ra pi ji. Iz van-
re dan prim jer u tom kon tek stu su ko mer ci jal no dos tup ni 
tes to vi za od re đi va nje kon cen tra ci je tak ro li mu sa ko ji su u 
međuv re menu pos ta li dob ro poz na ti po sla boj učin ko vi-
tos ti u bo les ni ka s 35% ni žom kon cen tra ci jom he ma tok-
ri ta zbog gru bog prec je nji va nja nis kih kon cen tra ci ja tak-
ro li mu sa. Tak ve pre vi so ke vri jed nos ti mo gu do ves ti i do 
laž no po zi tiv nih re zul ta ta ko ji mo gu do se ći kon cen tra ci je 
unu tar te ra pij skog ras po na (4-9). Sto ga je vr lo iz ne na đu-
ju će da se taj te st još uvi jek uve li ke ko ris ti u ru tin skim kli-
nič kim la bo ra to ri ji ma, što je vid lji vo iz naj no vi je sta tis ti ke 
prog ra ma kon tro le di jag nos tič ke učin ko vi tos ti (10). La ni 
je pros ječ no 54% svih la bo ra to ri ja (N = 353) ko ji su sud-
je lo va li u spo me nu tom bri tan skom prog ra mu kon tro le 
kva li te te pro vo di lo tu ana li zu. U us po red bi s ti me, sa mo 
16% la bo ra to ri ja je sud je lo va lo u sku pi ni mje re nja me to-
dom HPLC ko ja je uk lju či va la teh ni ke HPLC-UV, HPLC-MS 
i HPLC-MS/MS.
Sve to jas no od ra ža va tre nu ta čan po lo žaj HPLC-MS/MS u 
ru tin skom kli nič kom TDM. Ia ko je bo lja učin ko vi to st ana-
li za HPLC-MS/MS (po bolj ša na pre ciz no st i toč no st, bo lja 
spe ci fi č no st i po ve ća na os jet lji vo st ko je re zul ti ra ju ma-
njim pot reb nim ko li či na ma uzor ka te ni žim gra ni ca ma 
kvan ti fi  ka ci je) jas no do ka za na ti je kom pro tek lih go di na 
(ta se teh ni ka smat ra zlat nim stan dar dom za TDM imu no-
sup re si va), još uvi jek je prim je na te teh no lo gi je pri sut na 
u re la tiv no ma lo la bo ra to ri ja. Raz lo zi su sas vim jas ni: za 
spek tro met ri ju ma sa je poz na to da je zah tjev na u smis lu 
pot reb nih vješ ti na ope ra te ra, a tu je i fi  nan cij sko op te re-
će nje zbog kup nje sa mog ure đa ja. Osim to ga, ako se tak-
va teh ni ka uvo di od po čet ka, is tra ži va ča oče ku je pri lič no 
du ga ek spe ri men tal na fa za pri je mo gu će pro ved be te me-
lji te ko nač ne va li da ci je pret ra ge. Ko nač no, za vi so koau to-
ma ti zi ra ne imu no ke mij ske pret ra ge go vo ri se da ima ju 
kra ća vre me na ob ra de uzor ka od pret ra ga HPLC-MS/MS, 

cli ni cal la bo ra to ries. HPLC-MS/MS ba sed the ra peu tic drug 
mo ni to ri ng (TDM) emer ged less than two de ca des ago 
and is cur ren tly main ly fo cu sed on con trol li ng im mu no-
sup pres sa nt drug le ve ls, as we ll as an ti-ret ro vi ral me di ca-
tio ns and psycho-phar ma ceu ti cs. Ge ne ral ly, ac cu ra te mea-
su re me nt of ana lytes to be mo ni to red is in TDM a ne ces sa-
ry pre requi si te for suc ces sful pa tie nt ca re. At the pre se nt 
ti me, mo st of the wi de ly ap plied an ti bo dy-an ti ge n-ba sed 
as says (im mu noas says) do not sa tis fac to ri ly meet this cri-
te rion due to se ve ral rea so ns. Frequen tly, cro ss reac ti vi ty 
of com mer cia li zed an ti bo dies wi th mo le cu les struc tu ral ly 
si mi lar to en do ge nous drug me ta bo li tes or dru gs of the 
sa me ana lyte cla ss lea ds to an ove res ti ma tion of the tar-
ge ted drug. In the ca se of im mu no sup pres sa nt TDM, this 
la ck of as say spe ci fi  ci ty re sul ts in a de via tion (bias) ea si ly 
reac hi ng an ave ra ge of 20 to 40% (1-3). Fur ther mo re, as-
say im pre ci sion and sen si ti vi ty of ten har dly meet cli ni cal 
nee ds, es pe cial ly if the ra peu tic ran ges are lowe red in com-
bi ned the ra py ap proac hes. A re mar kab le exam ple in this 
con text is the one of com mer cial ly avai lab le tac ro li mus as-
says whi ch ha ve in the mea nwhi le be co me we ll known to 
per fo rm in suffi    cien tly in pa tien ts wi th a he ma toc rit le vel 
be low 35% by gros sly ove res ti ma ti ng low tac ro li mus le ve-
ls. This can even lead to fal se po si ti ve re sul ts that may rea-
ch con cen tra tio ns wit hin the the ra peu tic ran ge (4-9). It is 
hig hly sur pri si ng but this as say is sti ll wi de ly ap plied in 
rou ti ne cli ni cal la bo ra to ries, as evi de nt in the la te st pro fi -
cien cy sche me sta tis ti cs (10). Wit hin the la st year, an ave ra-
ge of 54% of all la bo ra to ries (N = 353) par ti ci pa ti ng in the 
men tio ned UK-ba sed tes ti ng sche me used this par ti cu lar 
as say. In com pa ri son, on ly 16% of la bo ra to ries took pa rt 
in the HPLC tes ti ng group that in clu ded HPLC-UV, HPLC-
MS and HPLC-MS/MS plat for ms.
This clear ly refl  ec ts the cur re nt po si tion of HPLC-MS/MS 
in rou ti ne cli ni cal TDM. Al thou gh the su pe rior per for man-
ce of HPLC-MS/MS as says (im pro ved pre ci sion and ac cu-
ra cy, hig her spe ci fi  ci ty and in crea sed sen si ti vi ty re sul ti ng 
in re du ced sam ple vo lu mes and lower li mi ts of quan ti fi  ca-
tion) has been clear ly de mon stra ted over the pa st yea rs 
(this tec hnique is con si de red the go ld stan da rd for im mu-
no sup pres sa nt TDM), sti ll not too ma ny la bo ra to ries ha ve 
swit ched to this tec hno lo gy. The rea so ns are qui te clear 
– ma ss spec tro met ry is said to be de man di ng in ter ms 
of ope ra tor skil ls nee ded and the fi  nan cial bur den of har-
dwa re pur cha se. In ad di tion, if im ple men ti ng su ch a tec-
hnique from the scrat ch, qui te a pro lon ged expe ri men tal 
sta ge awai ts the expe ri men ter be fo re the tho rou gh fi  nal 
as say va li da tion can be car ried out. Fi nal ly, hig hly au to ma-
ted im mu noas says are said to ha ve shor ter tur na rou nd ti-
mes than HPLC-MS/MS as says, whi ch does not ho ld true 
for the la te st ge ne ra tion of hi gh throug hput ap proac hes.
In the fol lowi ng chap te rs, the aut ho rs wi ll dis cu ss how 
the suc ces sful tran sfer of su ch ana lyti cal plat for ms can be 
pur sued to a rou ti ne cli ni cal la bo ra to ry en vi ron me nt cha-
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što zap ra vo ni je toč no za pos ljed nju gene ra ci ju s vi so kim 
pro to kom.
Au to ri u slje de ćim pog lav lji ma ras prav lja ju o na či nu ka ko 
us pješ no pro ves ti pri je nos tak vih ana li tič kih plat for mi u 
uv je te ru tin sko ga kli nič kog la bo ra to ri ja ko je ka rak te ri zi ra-
ju vi so koau to ma ti zi ra ni ana li za to ri. Preg led se us re do to-
ču je na pos tav lja nje ci lja ne ana li ze kak va se os tva ru je u 
TDM. Po seb na se po zor no st pos ve ću je TDM imu no sup re-
si va (11-14) jer je to no va te melj na struč na vješ ti na u la bo-
ra to ri ju au to ra. Gle de pris tu pa pro bi ra nju ko je se pro vo di 
u neo na tal noj di jag nos ti ci, tok si ko logi ji, sud skoj me di ci-
ni, pro teo mi ci i me ta bo lo mi ci, či ta te lji se upu ću ju na od-
go va ra ju ću li te ra tu ru (15-25).

Pot re be u kli nič kim uv je ti ma
Uv je ti u ru tin sko me kli nič kom la bo ra to ri ju raz li ku ju se od 
ve ći ne in dus trij skih ili is tra ži vač kih struk tu ra po: (i) mo gu-
ćim vi so kim ri zi ci ma za bo les ni ke po ve za ni ma s bi lo kak-
vom vr stom pog reš ne kva li ta tiv ne ili kvan ti ta tiv ne ana li-
ze; (ii) sus re tu s vi so ko slo že nim i nes tan dar di zi ra nim mat-
rik si ma uzo ra ka kao što su pu na krv, plaz ma i mok ra ća od 
obo lje lih oso ba; (iii) vi so kim zah tje vi ma za ro bus noš ću i 
pos to ja noš ću ana li za; (iv) pro ved bi ana li za od stra ne teh-
nič kog osob lja; (v) zah tje vu za krat kim vre me nom ob ra de 
(unu tar po la da na u slu ča ju TDM). Ti je kom pos ljed njeg de-
set lje ća za ko no dav stvo Eu rop ske za jed ni ce je po ku ša lo 
ri je ši ti tu iza zov nu si tua ci ju pro ved bom In vit ro di jag nos-
tič ke di rek ti ve (IVDD) 98/79/EG (26,27) ko ja je pos ljed njih 
go di na pre ne se na i u na cio nal ne za ko ne. Pos lje di ca te di-
rek ti ve je da me di cin ski ure đaj ko ji se ko ris ti za di jag nos ti-
ku in vit ro, uk lju ču ju ći bi lo kak vu apa ra tu ru, ana li zu ili sas-
tav ni cu ana li ze (npr. ka lib ra tor), mo ra bi ti podvr gnut stu-
di ji proc je ne učin ko vi tos ti ka ko bi se do ka za la prik lad no st 
za na ve de nu svr hu ure đa ja ili ana li ze. Cilj te va li da ci je je 
dek la ra ci ja o us kla đe nos ti (Do da tak 3 Di rek ti ve) od proiz-
vo đa ča u ko jem je ned vos mis le no naz na če no da “ure đa ji 
mo ra ju is pu nja va ti os nov ne zah tje ve pos tav lje ne u Do dat-
ku I ko ji se na njih od no si, uzi ma ju ći u ob zir pla ni ra nu svr-
hu ure đa ja ko ji su u pi ta nju” (čla nak 3 Di rek ti ve). Ako to 
vri je di kao toč no, svi “ure đa ji, osim ure đa ja za proc je nu 
učin ko vi tos ti, za ko je se smat ra da is pu nja va ju os nov ne 
zah tje ve naz na če ne u član ku 3, mo ra ju ima ti oz na ku CE o 
us kla đe nos ti ka da se stav lja ju na tr žiš te” (čla nak 16 Di rek-
ti ve). Oz na ka CE je ob ve za tan znak ko ji se ko ris ti u Eu rop-
skoj za jed ni ci ra di oz na ča va nja da je od re đe ni proiz vod ili 
sku pi na proiz vo da us kla đe na sa zdrav stve nim i si gur nos-
nim zah tje vi ma de fi  ni ra ni ma srod nim eu rop skim di rek ti-
va ma. Tu oz na ku ne tre ba za mi je ni ti za znan stve nu skra će-
ni cu ko ja se ko ris ti za ka pi lar nu elek tro fo re zu, tj. ta ko đer 
CE. U slu ča ju ana li tič kog is pi ti va nja, tj. ana li ze, proc je na 
učin ko vi tos ti tre ba uk lju či ti naj ma nje te me lji tu va li da ci ju 
ana li tič ke plat for me (npr. pre ma “Upu ta ma za in dus tri ju; 
va li da ci ja bioa na li tič ke me to de” (28) Ame rič ke up ra ve za 

rac te ri zed by hig hly au to ma ted ana lyze rs. This over view 
wi ll con cen tra te on tar ge ted ana lysis se tu ps as rea li zed in 
TDM. A spe cial em pha sis wi ll be gi ven to im mu no sup pres-
sa nt TDM (11-14), sin ce this is a no vel co re exper ti se of our 
la bo ra to ry. For scree ni ng ap proac hes as rea li zed in neo-
na tal diag nos ti cs, toxi co lo gy, fo ren si cs, pro teo mi cs, and 
me ta bo lo mi cs, the au dien ce is re fer red to the li te ra tu re 
(15-25).

Needs of the cli ni cal en vi ron me nt
A rou ti ne cli ni cal la bo ra to ry en vi ron me nt diff  e rs from mo-
st in dus trial or re sear ch orien ted se tu ps by (i) pos sib le hi-
gh ris ks for pa tien ts as so cia ted wi th any ki nd of qua li ta ti-
ve and quan ti ta ti ve ana lysis fai lu re, (ii) en coun te ri ng hig-
hly com plex and no n-stan dar di zed sam ple mat ri ces li ke 
who le blood, plas ma, and uri ne from no n-heal thy in di vi-
dua ls, (iii) hi gh de man ds to as say ro bus tne ss and sta bi li ty, 
(iv) as say exe cu tion by tec hni cal per son nel, (v) de ma nd 
for sho rt tu rn arou nd ti mes (wit hin ha lf a day in the ca se 
of TDM). Wit hin the la st de ca de, EU le gis la tion tried to 
meet this chal len gi ng si tua tion by im ple men ta tion of the 
In Vit ro Diag nos tic Di rec ti ve (IVDD) 98/79/EG (26,27) whi-
ch has been tran sfer red in to na tio nal le gis la tion wit hin 
the la st yea rs. As a con sequen ce, a me di ci nal de vi ce used 
for in vit ro diag nos ti cs in clu di ng any in stru men ta tion, as-
say or as say com po ne nt (i.e. a ca lib ra tor) has to un der go 
a per for man ce eva lua tion stu dy to pro ve the fi t ne ss for 
pur po se of the de vi ce or as say. This va li da tion ai ms towa-
rd a dec la ra tion of con for mi ty (an nex 3 of the di rec ti ve) 
by the ma nu fac tu rer in di ca ti ng unequi vo cal ly that the 
“de vi ces mu st meet the es sen tial requi re men ts set out in 
an nex I whi ch ap ply to them, ta ki ng ac cou nt of the in ten-
ded pur po se of the de vi ces con cer ne d“ (ar tic le 3 of the 
di rec ti ve). If this hol ds true, any “de vi ces, ot her than de vi-
ces for per for man ce eva lua tion, con si de red to meet the 
es sen tial requi re men ts re fer red to in ar tic le 3 mu st bear 
the CE mar ki ng of con for mi ty when they are pla ced on 
the mar ke t” (ar tic le 16 of the di rec ti ve). The CE mar ki ng 
is a man da to ry si gn used in the Eu ro pean Com mu ni ty to 
in di ca te that a cer tain pro du ct or pro du ct group has con-
for med to heal th and sa fe ty requi re men ts de fi  ned by the 
re la ted Eu ro pean di rec ti ves. It shou ld not be mis ta ken wi-
th the scien ti fi c ab bre via tion used for ca pil la ry elec trop-
ho re sis. In the ca se of an ana lyti cal as say, a per for man ce 
eva lua tion shou ld at lea st in clu de a tho rou gh va li da tion 
of the ana lyti cal plat fo rm (e.g. ac cor di ng to FDA „Gui-
dan ce for In dus try, Bioa na lyti cal Met hod Va li da tion” (28) 
and GHTF “ Qua li ty Ma na ge me nt Syste ms – Pro ce ss Va li-
da tion” (29) gui de li nes) and ri sk ana lysis (e.g. fai lu re mo-
des and eff  ec ts ana lysis as pub lis hed by the GHTF in the 
“Imple men ta tion of Ri sk Ma na ge me nt Prin cip les and Ac-
ti vi ties Wit hin a Qua li ty Ma na ge me nt System” gui de li ne 
(30)). In sum ma ry, the aim of per for man ce eva lua tion is to 
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hra nu i li je ko ve (en gl. Food and Drug Ad mi nis tra tion, FDA) 
te smjer ni ca ma GHTF (29) “Up rav lja nje sus ta vi ma kva li te-
te - va li da ci ja pro ce sa”) te ana li zu ri zi ka (npr. na či ni ra da 
kod za ta je nja te ana li za uči na ka, kao što je ob ja vi la GHTF 
u smjer ni ci (30) “Pro ved ba na če la up rav lja nja ri zi kom i ak-
tiv nos ti unu tar sus ta va up rav lja nja kva li te to m”). Uk rat ko, 
cilj proc je ne učin ko vi tos ti je do ka za ti da ure đaj os miš ljen 
za IVD (npr. ana li tič ka plat for ma HPLC-MS/MS) is pu nja va 
zah tje ve Do dat ka I Di rek ti ve ko ji je os no va za dek la ra ci ju 
o us kla đe nos ti. U član ku 1.5 Di rek ti ve spo mi nje se “pov las-
ti ca unu tar us ta no ve”: “ova se Di rek ti va ne prim je nju je na 
ure đa je ko ji su iz ra đe ni i ko ris te se is klju či vo unu tar is te 
zdrav stve ne us ta no ve te u pros to ri ja ma gdje su iz ra đe ne 
ili u ne pos red noj bli zi ni i ne pre no se se na dru gu prav nu 
oso bu. To ne ut je če na pra vo zem lje čla ni ce EZ da ak tiv-
nos ti podvr gne zah tje vu za od go vo ra ju ćom zaš ti tom”, 
i ona mo že vri je di ti za ana li tič ke plat for me sa sa mo jed-
nom je di ni com (npr. HPLC-MS/MS, ana li ze PCR...) na ko-
ji ma se ana li zi ra ju is klju či vo lo kal ni uzor ci (npr. unu tar 
jed nog me di cin skog cen tra). Me đu tim, tu ma če nje iz ra za 
“unu tar us ta no ve” raz li ku je se unu tar EZ zbog na cio nal-
nih za kon skih od red bi. Tre nu tač no se ci je lo to pi ta nje či ni 
ne ri je še no ta ko da se mo že mo na da ti da će bu du će ras-
pra ve do ves ti do raz jaš nje nih od red bi u ve zi s no vim prim-
je na ma.

Uvod u ure đa je za spek tro met ri ju ma sa

Io ni za ci ja ana li ta
Spek tro met ri ja ma sa se te me lji na stva ra nju, oda bi ru i 
pri je no su io na u va kuum ure đa ja za MS. Slje de ći od lom ci 
slu že kao kra tak preg led ko ji me se da je uvid u pos to je ća 
teh nič ka rje še nja za io ni za ci ju i oda bir ana li ta, kao i za po-
ve zi va nje MS na kro ma tog raf ske ure đa je.
Ti je kom pos ljed njih de set lje ća raz vi je ne su raz ličite me to-
do lo gi je za stva ra nje io na te ion ski oda bir ana li ta, kao i 
raz no li ke stra te gi je za kom bi ni ra nje teh ni ka raz dva ja nja 
ana li ta sa spek tro met ri jom ma sa (Sli ka 1.). Ka ko su io ni zi-
ra ni sa mo io ni, naj važ ni ja reak ci ja u MS mog la bi bi ti ona 
ko jom se ana li ti od in te re sa, a bez na bo ja, pret va ra ju u io-
ne plin ske fa ze. Naj sta ri ja, naj češ će ko riš te na i vje ro jat no 
naj ra zum lji vi ja io ni za cij ska teh ni ka je elek tron ska io ni za ci-
ja (EI) u ko joj je is pa re ni ana lit podvr gnut uda ru, tj. “bom-
bar di ra nju” ener gij skim elek tro ni ma (ti pič no 70 eV). Ka ko 
se ana li ti u EI tre ba ju po ja vi ti kao is pa re ni, to je sva ka ko 
io ni za ci ja iz bo ra za ana li zu GC-MS. Ti je kom pos ljed njih de-
set lje ća raz vi je no je ne ko li ko io ni za cij skih teh ni ka za ana-
li ze neh lap lji vih i ter mič ki ne pos to ja nih spo je va, uz io ni za-
ci ju elek tro ras pr še njem (en gl. elec tros pray io ni za tion, ESI) 
i io ni za ci ju pot po mog nu tu mat rik som uz de sor pci ju la ser-
skim zra če njem (en gl. mat rix-as sis ted la ser de sor ption io ni-
za tion, MALDI) kao pri mar nim me to da ma iz bo ra. Kod ESI, 
io ni se stva ra ju iz te ku ći ne pri at mos fer skom tla ku. Pos ta-

de mon stra te that the de sig ned IVD de vi ce (e.g. the HPLC-
MS/MS plat fo rm) mee ts the requi re men ts of An nex I of 
the Di rec ti ve whi ch is the ba sis for the dec la ra tion of con-
for mi ty. The “i n-hou se pri vi le ge” of the Di rec ti ve, whi ch is 
ad dres sed in ar tic le 1.5 by sta ti ng “this Di rec ti ve sha ll not 
ap ply to de vi ces ma nu fac tu red and used on ly wit hin the 
sa me heal th in sti tu tion and on the pre mi ses of their ma-
nu fac tu re, or used on pre mi ses in the im me dia te vi ci ni ty 
wit hout ha vi ng been tran sfer red to anot her le gal en ti ty. 
This does not aff  e ct the rig ht of a Mem ber Sta te to sub je-
ct ac ti vi ties to ap prop ria te pro tec tion requi re men t”, mig-
ht be ap pli cab le to sin gle-u nit ana lyti cal plat for ms (e.g. 
HPLC-MS/MS hyphe na tio ns, PCR as says …) whi ch ope ra te 
so le ly wi th lo cal (e.g. wit hin one me di cal cen ter) sam ples. 
Howe ver, due to na tio nal re gu la tion the in ter pre ta tion of 
the te rm “i n-hou se” diff  e rs wit hin the EU. Cur ren tly, the 
who le is sue see ms un re sol ved and fur ther dis cus sio ns wi-
ll ho pe ful ly lead to cla ri fi ed re gu la tio ns for no vel ap pli ca-
tio ns.

In tro duc tion to ma ss spec tro met ry
in stru men ta tion

Ana lyte Io ni za tion
Ma ss spec tro met ry is ba sed on the for ma tion, se lec tion 
and tran spo rt of io ns in the va cuum of a MS in stru me nt. 
The fol lowi ng pa rag rap hs sha ll ser ve as a sho rt over view 
to pro vi de an in sig ht in to cur re nt tec hni cal so lu tio ns of 
ana lyte io ni za tion and se lec tion, as we ll as of con nec ti ng 
a MS to chro ma tog rap hic de vi ces.
Du ri ng the pa st de ca des, diff  e re nt met ho do lo gies ha ve 
been de ve lo ped for ion for ma tion and ion se lec tion of 
ana lytes and a va rie ty of stra te gies ha ve evol ved to com-
bi ne ana lyte se pa ra tion tec hniques wi th ma ss spec tro-
met ry (Fi gu re 1). Sin ce on ly io ns are ana lyzed, the mo st 
im por ta nt reac tion in MS mig ht be the one that con ver ts 
un char ged ana lytes of in te re st in to gas–pha se io ns. The 
ol de st, mo st used and pro bab ly be st un der stood io ni za-
tion tec hnique is elec tron io ni za tion (EI) in whi ch ana lyte 
va pour is sub jec ted to a bom bar dme nt by ener ge tic elec-
tro ns (typi cal ly 70 eV). Sin ce ana lytes in EI ha ve to be pre-
sen ted as va pou rs, it is the io ni za tion of choi ce for GC–MS 
ana lysis. Over the pa st de ca des, a num ber of io ni za tion 
tec hniques ha ve been de ve lo ped for ana lyses of non vo-
la ti le and ther mal ly la bi le com poun ds, wi th elec tros pray 
io ni za tion (ESI) and mat rix-as sis ted la ser de sor ption io ni-
za tion (MALDI) emer gi ng as pri ma ry met ho ds of choi ce. 
In ESI, io ns are ge ne ra ted from a liquid at at mos phe ric 
pres su re. The elec tros pray se tup is tec hni cal ly sim ple – a 
hol low need le throu gh whi ch the elue nt fl ows (usual ly 
1–1000 µl/min) is char ged wi th a po ten tial. The high fi e-
ld at the tip of the need le pro du ces a co ne-sha ped liquid 
me nis cus from whi ch emer ges a spray of hig hly char ged 
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va io ni za ci je elek tro ras pr še njem je teh nič ki jed nos tav na: 
šup lja ig la kroz ko ju prot je če iz laz na te ku ći na (obič no 1-
1000 µL/min) je na bi je na elek trič nim po ten ci ja lom. Vi so-
ko po lje na vr hu ig le stva ra sto žas ti te ku ći “po lum je sec” iz 
ko je ga nas ta ju ras pr še ne, vi so ko na bi je ne kap lji ce. Dalj nje 
is pa ra va nje kap lji ca re zul ti ra stva ra njem io na. ESI ima ne-
ke vr lo doj mlji ve pred nos ti ko je joj omo gu ću ju prim je nu 
kod vr lo raz li či tih bio loš kih prob le ma. Stva ra nje vi šes tru-

drop le ts. Sub seque nt eva po ra tion of the drop le ts re sul ts 
in ion for ma tion. ESI has so me ve ry im pres si ve at tri bu tes 
that al low its ap pli ca tion to a wi de va rie ty of bio lo gi cal 
prob le ms. The pro duc tion of mul tip ly char ged spe cies 
exten ds the dyna mic ran ge of the ma ss spec tro me ter to 
the ran ge of 106 u al lowi ng ana lysis of mac ro mo le cu les. 
Fur ther mo re, it can be con si de red a ve ry “sof t” io ni za tion 
tec hnique whi ch does not des troy no n-co va len tly bou nd 

FI GU RE 1 Sche ma tic over view of io ni za tion tec hniques and ion se lec-
tion de vi ces used in bio-a na lyti cal ma ss spec tro met ry. Diff  e re nt in stru-
men tal con fi  gu ra tio ns (a-f) are shown wi th their typi cal io ni za tion sour-
ces (le ft co lu mn ESI, rig ht co lu mn MALDI). a, Refl  ec tor ti me of fl ig ht 
(TOF) in stru me nt used if hi gh ma ss ac cu ra cies are de si red. b, TOF-TOF 
in stru me nt al lowi ng ana lyte frag men ta tion be tween two ion se lec tion 
pro ces ses. c, As for the TOF-TOF MS a trip le quad ru po le (QqQ) in stru-
me nt com bi nes two ion se lec tion pro ces ses al lowi ng, amo ng ot he rs, 
se lec ted reac tion mo ni to ri ng (SRM) expe ri men ts. A li near ion trap (dot 
in Q3) can be used to col le ct and read out io ns ge ne ra ted in the col li-
sion ce ll. d, In a quad ru po le TOF (Q-TOF) instru me nt (hybrid ma ss spec-
tro me ter), the fro nt pa rt of a trip le quad rup le in stru me nt is com bi ned 
wi th a TOF as a rea dout ion se lec tor. e, In (three-di men sio nal) ion trap 
in stru men ts ion cap tu re, frag men ta tion and ion read out (usual ly by a 
scan) al lows to ge ne ra te MS/MSn spec tra. f, The FT-ICR-MS in stru me nt 
tra ps io ns by the aid of a stro ng mag ne tic fi e ld. It can be com bi ned 
wi th a li near ion trap (quad ru po le wi th dot) for effi    cie nt iso la tion, frag-
men ta tion and frag me nt se lec tion prior to the FT-MS sec tion. Rep rin-
ted by per mis sion from Mac mil lan Pub lis he rs Ltd: Na tu re (24), co pyrig-
ht (2003)

SLI KA 1. She mat ski pri kaz io ni za cij skih teh ni ka i ure đa ja za oda bir 
io na ko ji se ko ris te u bioa na li tič koj spek tro met ri ji ma sa. Pri ka za ne su 
raz ličite kon fi  gu ra ci je in stru me na ta (a-f) s ti pič nim io ni za cij skim iz vo-
ri ma (li je va ko lo na ESI, des na ko lo na MALDI). a, Ure đa j-refl  ek tor vre me-
na pro le ta (en gl. ti me of fl ig ht, TOF) ko ji se ko ris ti kad se tra že vi so ke 
toč nos ti ma se. b, In stru me nt TOF-TOF ko ji omogu ću je frag men ta ci ju 
ana li ta iz me đu dva ju pro ce sa oda bi ra io na. c, Gle de tros tru kog kvad-
ro po la TOF-TOF MS (QqQ), taj ure đaj kom bi ni ra dva pro ce sa oda bi ra 
io na i omo gu ću je, iz me đu os ta log, po ku se pra će nja odab ra nih reak ci-
ja. Li near na ion ska stu pi ca (toč ka u Q3) mo že se ko ris ti ti za pri kup lja-
nje i oči ta nje io na nas ta lih u su dar noj sta ni ci. d. U kvad ro pol nom ure-
đa ju TOF (Q-TOF) (kri ža ni ma se ni spek tro me tar), pred nji dio tros tru kog 
kvad ro pol nog ure đa ja je kom bi ni ran s TOF kao ion ski se lek tor za oči ta-
va nje. e, U (tro di men zij skim) ure đa ji ma s ion skom stu pi com, hva ta nje 
io na, frag men ta ci ja te oči ta va nje (obič no preg le dom) omo gu ća va nas-
ta nak spek ta ra MS/MS. f. Ure đaj FT-ICR-MS hva ta io ne po mo ću ja ko ga 
mag net skog po lja. Mo že se kom bi ni ra ti s li near nom ion skom stu pi com 
(kvad ro pol s toč kom) ra di dje lot vor nog iz dva ja nja, frag men ta ci je i oda-
bi ra frag men ta pri je od jelj ka FT-MS. Pre tis ka no uz doz vo lu Mac mil lan 
Pub lis he rs Ltd: Na tu re (24), au tor ska pra va 2003.
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ko na bi je nih čes ti ca pro ši ru je di na mič ki ras pon ma se nog 
spek tro met ra do 106 u i omo gu ću je ana li zu mak ro mo le-
ku la. Na da lje, ESI se mo že smat ra ti vr lo “bla gom” io ni za-
cij skom teh ni kom ko ja ne ra za ra čak ni ne ko va len tno ve-
za ne bio mo le ku lar ne kom plek se kao što su pro tei ni (31) i 
čak či ta vi vi ru si (32). To je naj vje ro jat ni je naj ko riš te ni ji io ni-
za cij ski iz vor ko ji se kom bi ni ra s raz li či tim sus ta vi ma ana-
li za to ra HPLC-MS i CE-MS (33,34). Pri li čan ne dos ta tak ESI, 
oso bi to kod po ku sa s iz rav nom in fu zi jom (en gl. di re ct in fu-
sion expe ri men ts, DIESI) je nje na os jet lji vo st na sup re sij ske 
učin ke mat rik sa i io na, npr. kod kon cen tra ci ja s mno go so-
li u bio loš kim uzor ci ma ili vi so ko kon cen tri ra nim ana li ti ma 
ko ji mo gu spri je či ti ili uk lo ni ti io ni za ci ju ana li ta (35-37). Al-
ter na ti va ESI, ko ja se čes to kom bi ni ra unu tar is tog iz vo ra, 
je ke mij ska io ni za ci ja uz at mos fer ski tlak (en gl. at mos phe-
ric pres su re che mi cal io ni za tion, APCI).
Io ni za ci ja za po či nje kruž nim praž nje njem iz ig le ko je stva-
ra fi  nu plaz mu rea gen cij skih io na ko je pot je ču iz hlap lji-
vih tva ri u iz vo ru (po moć ni pli no vi i is pa re na ota pa la). Slo-
že ni uzas top ni niz reak ci ja do vo di do naj dje lot vor ni je io ni-
za ci je ana li ta. APCI je poz nat po os jet lji vos ti, ro bus nos ti i 
pouz da nos ti, te mno go ni žoj sklo nos ti za ke mij ske in ter fe-
ren ci je ne go ESI (33).
Dalj nja no va al ter na ti va ESI je fo toio ni za ci ja uz at mos fer-
ski tlak (en gl. at mos phe ric pres su re pho to io ni za tion, APPI) 
ko ja se te me lji na ap sor pci ji vi so koe ner gij skog fo to na 
proiz ve de nog u svi jet le ćem ti je lu ko je ko ris ti elek trič ni 
luk (en gl. dis char ge la mp) (38, 39). Prem da sve io ni za cij ske 
teh ni ke s at mos fer skim tla kom, tj. ESI, APCI i APPI, ima ju 
zna čaj ne pred nos ti, tre ba uvi jek ima ti na umu da sve tri 
po ka zu ju os jet lji vos ti ko je su spe ci fi č ne za od re đe ne vr-
ste spo je va: vr lo ni zak broj do bi ve nih io na ne mo že se is-
klju či ti u po je di nim slu ča je vi ma.
Vid lji vo raz li čit na čin uvo đe nja ana li ta u ana li za tor ma sa 
či ni os no vu io ni za ci je MALDI (40). Ana lit se is to dob no kris-
ta li zi ra s mat rik som, a io ni se stva ra ju la ser skim zra če nji-
ma. Izu zet na oso bi na MALDI je pul sna pri ro da la se ra či je 
stva ra nje “pa ke ta” io na pred stav lja od vo je ne do ga đa je 
vi so ke os jet lji vos ti. Zbog krat kog tra ja nja tih pul se va broj 
is ko ris ti vih ma se nih ana li za to ra je og ra ni čen jer su pot-
reb ne vi so ke br zi ne preg le da. MALDI je me to da iz bo ra za 
ana li zu vi so kog pro to ka jer se mo gu ko ris ti ti ci lja ne plo če 
sa sto ti na ma uzo ra ka. Nje na re la tiv no vi so ka pod noš lji vo-
st so li i pu fe ra či ni je me to dom iz bo ra za ana li zu slo že nih 
bio ge nih mat rik sa. Glav ni ne dos ta tak MALDI na la zi se u 
pri ro di ko riš te nih mat rik sa, oso bi to ako se mo ra ju ana li-
zi ra ti spo je vi nis ke mo le ku lar ne te ži ne. Op će ni to, dok io-
ni za cij ske teh ni ke s at mos fer skim tla kom (API) kao što su 
ESI, APCI i APPI pri pa da ju u “bla ge” io ni za cij ske teh ni ke ko-
je ug lav nom stva ra ju spek tre sa sla bom frag men ta ci jom, 
vi še faz ni ion ski ana li za to ri kao što su QqQ, Qq-TOF ili ion-
ske stu pi ce (vid je ti nas ta vak tek sta) mo ra ju se ko ris ti ti da 
bi se do bi li frag men ti ra ni io ni ko ji omo gu ću ju iden ti fi  ka ci-
ju ana li ta us po red bom s re fe ren tnim ma te ri ja lom.

bio-mo le cu lar com plexes as pro tei ns (31) and even who-
le vi ru ses (32). ESI is pro bab ly the mo st uti li zed io ni za tion 
sour ce com bi ned wi th any so rt of ana lyzer for HPLC–MS 
and CE–MS ana lysis. (33,34). A con si de rab le shor tco mi ng 
of ESI, par ti cu lar ly in di re ct in fu sion expe ri men ts (DIESI), 
is its sus cep ti bi li ty to mat rix and ion sup pres sion eff  ec ts, 
e.g. by hi gh sa lt con cen tra tio ns in bio lo gi cal sam ples or 
by hi gh con cen tra ted ana lytes whi ch mig ht hin der or dep-
le te io ni za tion of ana lytes (35-37). An al ter na ti ve to ESI, of-
ten com bi ned wit hin one sour ce hou si ng, is at mos phe ric 
pres su re che mi cal io ni za tion (APCI). The io ni za tion is ini-
tia ted by a co ro na dis char ge from a need le, pro du ci ng a fi -
ne plas ma of rea ge nt io ns stem mi ng from vo la ti les in the 
sour ce (auxi lia ry ga ses and va po ri zed sol ven ts). A com-
plex reac tion cas ca de lea ds to a mo st effi    cie nt io ni za tion 
of ana lytes. APCI is known for its sen si ti vi ty, ro bus tne ss, 
rug ged ne ss and re lia bi li ty, and mu ch lower sus cep ti bi li ty 
to che mi cal in ter fe ren ces than ESI (33). A fur ther emer gi-
ng al ter na ti ve to ESI is at mos phe ric pres su re pho to io ni za-
tion (APPI), ba sed on ab sor ption of a hi gh ener gy pho ton 
whi ch is pro du ced in a dis char ge la mp (38,39). Al thou gh 
all at mos phe ric pres su re io ni za tion tec hniques, i.e. ESI, 
APCI, and APPI ha ve im pres si ve at tri bu tes, one has always 
to bear in mi nd that all the three of them show com pou-
nd cla ss spe ci fi c sen si ti vi ties – ve ry low ion yiel ds can not 
be exclu ded in cer tain ca ses.
A dis tin ctly diff  e re nt con ce pt of in tro du ci ng ana lytes in to 
a ma ss ana lyzer for ms the ba sis of MALDI (40). The ana-
lyte is co-crystal li zed wi th a mat rix and io ns are for med 
by la ser ir ra dia tio ns. An out stan di ng fea tu re of MALDI is 
the pul sed na tu re of the la ser whi ch pro du ces ion pac ka-
ges in dis cre te even ts of hi gh sen si ti vi ty. Due to the sho-
rt du ra tion of the se pul ses, the num ber of uti li zab le ma ss 
ana lyze rs is li mi ted as hi gh scan ni ng ra tes are requi red. 
MALDI is the met hod of choi ce for hi gh throug hout ana-
lysis sin ce tar get pla tes loa ded wi th hun dre ds of sam ples 
can be used. Its re la ti ve ly hi gh to le ran ce to sal ts and buf-
fe rs ma kes it the met hod of choi ce for ana lyzi ng com plex 
bio ge nic mat ri ces. The ma jor drawba ck of MALDI lies in 
the na tu re of uti li zed mat ri ces, es pe cial ly if low-mo le cu-
lar weig ht com poun ds ha ve to be ana lyzed. Ge ne ral ly, as 
at mos phe ric pres su re io ni za tion (API) tec hniques as ESI, 
APCI, and APPI are “sof t” io ni za tion tec hnique pro du ci ng 
main ly spec tra wi th har dly any frag men ta tion, mul tis ta ge 
ion ana lyze rs as QqQ, Qq–TOF or ion–tra ps (see be low) 
ha ve to be used to ob tain frag me nt io ns that aid ana lyte 
iden ti fi  ca tion by com pa ri son wi th re fe ren ce ma te rial.

Ion se lec tion
Transmission quad ru po les are used as ma ss fi l te rs by ap-
plyi ng pre ci se ly con trol led vol ta ges to op po si ng se ts of 
po les. By ram pi ng the vol ta ges on ea ch si de of the po les, 
a com ple te ran ge of mas ses can be pas sed to the de tec-
tor in a ti me de pen de nt man ner. Quad ru po les we re the 
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Oda bir io na
Pri je nosni kvad ro po lo vi ko ris te se kao ma se ni fi l tri prim-
je nom pre ciz no kon tro li ra nih na po na na sup rot nim se ri-
ja ma po lo va. Prom je na ma na po na na kra je vi ma po lo va 
omo gu ću je pro puš ta nje či ta vog ras po na ma sa na de tek-
tor u za da nom vre me nu. Ana li za to ri s kvad ro po lom su u 
proš los ti bi li naj češ će ko riš te ni, oso bi to u kom bi na ci ji s 
ion skim iz vo rom ko ji stva ra struk tur no zna čaj ne frag men-
te, kao npr. EI u plat for ma ma GC-MS. Ia ko kvad ro po lo vi 
mo gu mje ri ti ma se > 4000 u, zap ra vo su naj prik lad ni ji za 
prim je nu ma sa < 1000 u. Značajan ne dos ta tak kvad ro pol-
nih ma se nih ana li za to ra je re la tiv no ma la br zi na preg le da 
(< 4000 u/s). Zbog to ga se u na či nu ra da ko ji uk lju ču je pot-
pu ni preg led ko ris ti sa mo ma li udio ras po lo ži vih io na, što 
tak ve ana li za to re či ni ne po god ni ma za suv re me na vi so-
kobrzin ska iz dva ja nja s os jet no ni žim ši ri na ma vr šnih vri-
jed nos ti (en gl. peak wid ths). Oni se ta ko đer ne mo gu ko ris-
ti ti kao se lek to ri ja ko ve li kih ma sa u kom bi na ci ji s MALDI. 
Spo me nu ta se si tua ci ja, me đu tim, doi ma pot pu no dru ga-
či jom kad se tri kvad ro po la po re da ju ta ko da je sre diš nji 
ne raz dvo ji vi kvad ro pol ome đen dva ma pri je nos nim kvad-
ro po lo vi ma ko ji či ne dvoj ni spek tro me tar ma sa - ta ko đer 
poz nat kao tros tru ki kvad ro pol ni (QqQ) ma se ni spek tro-
me tar. Ta kav raz mješ taj omo gu ću je kon tro li ra nu frag men-
ta ci ju io na u dru gom kvad ro po lu ko ji se ko ris ti kao su dar-
na sta ni ca. Do bi ve na se kun dar na ras pod je la io na mo že 
pos lu ži ti kao skup struk tur nih pa ra me ta ra u iden ti fi  ka ci ji 
ana li ta. Na da lje, struk tu ra QqQ omo gu ću je kom bi ni ra nje 
oda bi ra io na, ion sku reak ci ju, te pro ce se preg le da io na 
u no vim po ku si ma, npr. vi so kos pe ci fi č ni ion ski pro du kt, 
pret hod nič ki ion, ili na čin pot pu nog sni ma nja bez gu bi ta-
ka (en gl. neut ral lo ss scan mo de). Pra će nje odab ra ne reak-
ci je (en gl. se lec ted reac tion mo ni to ri ng, SRM) kao ci lja nog 
ana li tič kog po ku sa naj vi še os jet lji vos ti i toč nos ti je me to-
do loš ka os no va prim je ne spek tro met ri je ma sa u sud skoj 
me di ci ni, far ma ceut skoj in dus tri ji i kli nič koj ke mi ji, o če-
mu će se ras prav lja ti u ovom preg le du (33,34,41).
Al ter na ti ve pri je nos nim kvad ro po lo vi ma su Pau lo ve ion-
ske stu pi ce ko je se teh nič ki mo gu smat ra ti va ri ja ci ja ma 
op ćeg di zaj na kvad ro pol no ga ma se nog fi l tra. Io ni se zat-
va ra ju (“hva ta ju u stu pi cu”) u tim ure đa ji ma elek tro di na-
mič nim fo ku si ra njem. Za raz li ku od kvad ro po la gdje io ni 
ima ju pos to ja nu pu ta nju do de tek to ra, uh va će ni io ni su 
pri si lje ni na pus ti ti stu pi cu pri je la zom u ne pos to ja ne or bi-
te po ve ća njem rf-na po na. Spo sob no st ion skih stu pi ca za 
pro ved bu po nov lje nih spek tro met rij skih preg le da (MSn 
s N teo rij ski do 10) zas no va nih na su da ru ana li ta unu tar 
sta ni ce, nji ho va la ga na upo ra ba te re la tiv no nis ka ci je na 
uči ni la ih je čvr stim rad nim po ma ga lom u mno gim la bo ra-
to ri ji ma. Iz nim no po ve ća na kvan ti ta tiv na učin ko vi to st i di-
na mič ni ras pon pos tig nu ti su raz vo jem li near nim ion skih 
stu pi ca - dvo di men zio nal nih Pau lo vih ion skih stu pi ca ko-
je zat va ra ju io ne u os nu di men zi ju po mo ću elek trič nog 
po lja na kra je vi ma stu pi ce. Kod tak vih su stu pi ca pred nos-

mo st com mon ana lyze rs in the pa st, par ti cu lar ly in com-
bi na tion wi th an ion sour ce whi ch pro du ces struc tu ral ly 
sig ni fi  ca nt frag men ts as EI in GC-MS plat for ms. Al thou gh 
quad ru po les can ope ra te up to mas ses > 4000 u, they are 
be st sui ted for ap pli ca tio ns < 1000 u. One no tab le di sad-
van ta ge of a quad ru po le ma ss ana lyzer is a re la ti ve ly slow 
scan ni ng ra te (< 4000 u/s). Thus, in fu ll scan mo de on ly a 
sma ll frac tion of avai lab le io ns is used, a fa ct whi ch ma-
kes them un sui tab le for mo de rn hi gh speed se pa ra tio ns 
wi th ap pre ciab ly smal ler peak wid ths. Al so, they can not 
be used as fi  nal ma ss se lec to rs in com bi na tion wi th MAL-
DI. Howe ver, the si tua tion ap pea rs to tal ly diff  e re nt when 
three quad ru po les are ar ran ged in su ch a way that a cen-
tral no n-re sol vi ng quad ru po le is fl an ked by two tran smis-
sion quad ru po les for mi ng a tan dem ma ss spec tro me ter – 
al so known as a trip le quad ru po le (QqQ) ma ss spec tro me-
ter. This se tup al lows con trol led ion frag men ta tion in the 
se co nd quad ru po le whi ch is used as a col li sion ce ll. The 
ob tai ned se con da ry ion dis tri bu tion mig ht ser ve as a set 
of struc tu ral pa ra me te rs in ana lyte iden ti fi  ca tion. Fur ther-
mo re, the QqQ se tup al lows com bi ni ng ion se lec tion, ion 
reac tion, and ion scan pro ces ses to no vel expe ri men ts, 
e.g. a hig hly spe ci fi c pro du ct ion, pre cur sor ion, or neut ral 
lo ss scan mo des. The se lec ted reac tion mo ni to ri ng (SRM), 
a tar ge ted ana lysis expe ri me nt of hig he st sen si ti vi ty and 
ac cu ra cy, is the met ho do lo gi cal bac kbo ne of the ap pli ca-
tion of ma ss spec tro met ry in fo ren si cs, phar ma ceu ti cal in-
dus try and cli ni cal che mis try, whi ch is to be dis cus sed in 
this over view (33,34,41).
Al ter na ti ves to tran smis sion quad ru po les are Paul ion tra-
ps whi ch can be tec hni cal ly con si de red as va ria tio ns of 
the ge ne ral quad ru po le ma ss fi l ter de si gn. Io ns are con fi -
ned (“trap pe d”) in the se de vi ces by elec tro dyna mic fo cu si-
ng. In con tra st to a quad ru po le, whe re io ns ha ve a stab le 
tra jec to ry on their way to the de tec tor, trap ped io ns are 
for ced to lea ve the trap by put ti ng them in un stab le or bi-
ts throu gh in crea si ng the rf–vol ta ge. The ca pa bi li ty of ion 
tra ps to per fo rm ana lyte col li sio n-ba sed re pea ted MS/MS 
expe ri men ts (MSn wi th n theo re ti cal ly up to 10) wit hin the 
ce ll, their ea se in use, and their re la ti ve ly low co st ha ve 
ma de them rug ged wor khor ses in ma ny la bo ra to ries. No-
tab ly in crea sed quan ti ta ti ve per for man ce and dyna mic 
ran ge ha ve been gai ned by the de ve lop me nt of li near ion 
tra ps – two-di men sio nal Paul ion tra ps con fi  ni ng io ns in 
axial di men sion by mea ns of an elec tric fi e ld at the en ds 
of the trap. Wi th su ch tra ps, be ne fi  ts are main ly as so cia ted 
wi th the op ti mi zed vo lu me of the ma ss ana lyzer (42). TOF 
ma ss ana lyze rs, in prin cip le so me of the sim ple st de vi ces 
in ma ss spec tro met ry, se pa ra te io ns ba sed on their ve lo ci-
ty whi ch is ma ss de pen de nt. All io ns are for med at on ce 
in the ion sour ce and sub sequen tly ac ce le ra ted throu gh 
a fi xed po ten tial. Hen ce, sma ll ma ss io ns ar ri ve in the de-
tec tor ear lier than lar ge ma ss io ns. A com mon va ria tion 
of TOF in cor po ra tes an elec tros ta tic mir ror, a refl  ec tron, 
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ti ug lav nom po ve za ne s op ti mi ra njem sad r ži ne u ma se-
nom ana li za to ru (42). TO F-ma se ni ana li za to ri, ko ji su u na-
če lu je dan od naj jed nos tav ni jih ure đa ja u spek tro met ri ji 
ma sa, od va ja ju io ne na te me lju nji ho ve br zi ne ko ja je ovis-
na o ma si. Svi se io ni od jed nom stva ra ju u ion skom iz vo ru 
i za tim se ub r za va ju kroz fi k sni po ten ci jal. Zbog to ga io ni 
ma le ma se pris ti žu u de tek tor pri je od io na ve li ke ma se. 
Uo bi ča je na va ri ja ci ja TOF uk lju ču je elek tros ta tič no og le-
da lo, tj. refl  ek tron, u pod ruč ju bez po lja ka ko bi se na dok-
na di li učin ci ras pod je le ki ne tič ke ener gi je po čet nih io na. 
Ana li za tor TOF je pos tao vr lo po pu la ran u ra nim da ni ma 
MS no zbog to ga što zah ti je va pu ls io na ni je bio spo jiv s 
io ni za cij skim me to da ma dos tup ni ma u to do ba. Raz voj 
no vih teh ni ka pul sne io ni za ci je kao što je MALDI do veo 
je do re ne san se TO F-de tek to ra ti je kom 1990-ih. Da nas se 
ug lav nom ko ris ti kao ma se ni ana li za tor za “oči ta va nje” te 
je kom bi ni ran s dru gim TOF, ion skom stu pi com, ili pak - 
naj češ će, - s jed nim ili dva kvad ro po la (Q-TOF ili Qq-TOF) 
is pred nje ga. Tak vi se kri ža ni ma se ni spek tro met ri is ti ču 
neog ra ni če nim ras po nom ma sa, izu zet no vi so kim br zi na-
ma preg le da (do 106 u/s), te vi so kom sna gom raz lu či vos-
ti ko ja re zul ti ra toč noš ću ma se u ras po nu ppm. Sto ga ti 
spek tro met ri pred stav lja ju teh ni ku iz bo ra kod prim je na 
ko je zah ti je va ju vi sok pro tok uz naj vi šu dje lot vor no st, kao 
što je slu čaj u pro teo mi ci i me ta bo lo mi ci (24,25,34,43-45).

Spa ja nje na sus ta ve kro ma tog raf skog raz dva ja nja
Spa ja nje HPLC i MS omo gu ću je ana li zu naj raz li či ti jih spo je-
va, uk lju ču ju ći ter mič ki ne pos to ja ne ana li te i ana li te s vi so-
kom mo le ku lar nom te ži nom gdje je ana li za po mo ću GC-
MS ne mo gu ća. Ko mer ci jal no je dos tu pan ši ro ki ras pon 
sta cio nar nih fa za HPLC-a ka ko u smis lu di men zi ja ko lo ne, 
ta ko i mo di fi  ka ci ja pov r ši ne, a to omo gu ću je op ti mi ra nje 
kro ma tog raf skog raz dva ja nja na me dij ko ji se is pi tu je. 
Naj no vi ji raz voj ovog pod ruč ja uk lju ču je ta ko đer ne dav-
no uvo đe nje stroj ne pod r ške “ul tra”-u čin ko vi tos ti ko je bi 
mog lo do ves ti do zna čaj nog sma nje nja vre me na ana li ze. 
Spa ja nje te ku ćin ske kro ma tog ra fi  je i spek tro met ri je ma sa 
og ra ni ča va ota pa la u HPLC-u na hlap lji ve pu fe re i or gan-
ske adi ti ve ra di iz bje ga va nja ta lo že nja so li u ma se nom 
spek tro met ru. Zbog to ga su nat ri je vi/kalijevi fos fat ni pu-
fe ri, ko ji su bi li čes to ko riš te ni kao ota pa la u HPLC-UV, mo-
ra li bi ti za mi je nje ni amo ni je vim for mi ja tom ili ace ta ti ma.

Pos tav lja nje ure đa ja HPLC-MS/MS
Ma se ni spek tro met ri su izuzet no slo že ni i sku pi ana li tič-
ki ure đa ji. Una toč to me, osi gu ra nje uv je ta za ana li tič ki 
spe ci fi č nu spek tro met ri ju ma sa pred stav lja sa mo ma nji 
dio us pješ ne us pos ta ve kvan ti ta tiv nog ru tin ske ana li tič-
ke prim je ne HPLC-MS/MS, s ti me da MS slu ži is klju či vo 
kao detek tor. Zbog svoj sta va te apa ra tu re, oso bi to os jet-
lji vos ti na kon ta mi na ci je i bi lo kak ve nes tal nos ti oko li ne, 
us pješ na prim je na uve li ke ovi si o pret hod noj ob ra di uzor-
ka i kon tro li ra nim uv je ti ma u oko li ni. Kli ma ti za ci ja je kod 

in to the fi e ld-free re gion to com pen sa te for eff  ec ts of ki-
ne tic ener gy dis tri bu tion of ini tial io ns. The TOF ana lyzer 
gai ned great po pu la ri ty in the ear ly days of MS, but, as it 
nee ds a pul se of io ns, was not com pa tib le wi th avai lab le 
io ni za tion met ho ds at that poi nt of ti me. The de ve lop me-
nt of new pul se d-io ni za tion tec hniques as MALDI led to 
a TOF de tec tor re nais san ce in the 1990s. Nowa days it is 
main ly used as “rea dou t” ma ss ana lyzer, com bi ned wi th 
eit her anot her TOF, an ion trap, or – mo st frequen tly – wi-
th one or two quad ru po les (Q–TOF or Qq–TOF) pre ce di ng 
it. The se hybrid ma ss spec tro me te rs sta nd out throu gh an 
un li mi ted ma ss ran ge, excep tio nal ly hi gh scan ra tes up to 
106 u/s, and hi gh re sol vi ng power re sul ti ng in ma ss ac cu-
ra cy in the ppm ran ge. The re fo re, they are the tec hnique 
of choi ce for ap pli ca tio ns de man di ng hi gh throug hput at 
ut mo st effi    cien cy, as it is the ca se in pro teo mi cs and me ta-
bo lo mi cs (24,25,34,43-45).

Hyphe na tion to chro ma tog rap hic se pa ra tion syste ms
The hyphe na tion of HPLC and MS al lows the ana lysis of a 
wi de va rie ty of com poun ds in clu di ng ther mo-la bi le and 
hi gh mo le cu lar weig ht ana lytes whi ch can not be ad dres-
sed by GC-MS. A broad ran ge of HPLC sta tio na ry pha ses, 
bo th in ter ms of co lu mn di men sio ns and sur fa ce mo di fi -
ca tio ns, are com mer cial ly avai lab le al lowi ng op ti mi za tion 
of chro ma tog rap hic se pa ra tion to the mat rix un der in ves-
ti ga tion. The la te st de ve lop men ts in this fi e ld al so in clu de 
the re ce nt in tro duc tion of “ul tra–per for man ce” har dwa-
re, whi ch may lead to a sig ni fi  ca nt re duc tion in ana lysis 
ti me. Coup li ng liquid chro ma tog rap hy to ma ss spec tro-
met ry li mi ts HPLC sol ven ts to vo la ti le buff  e rs and or ga nic 
ad di ti ves in or der to avoid sa lt pre ci pi ta tion in the ma ss 
spec tro me ter. Hen ce, so dium/potassium phos pha te buf-
fe rs, frequen tly used as eluen ts in HPLC-UV, had to be rep-
la ced by am mo nium for mia te or ace ta te syste ms.

HPLC-MS/MS In stru men ta tion se tup
Mass spec tro me te rs are im pres si ve ly com plex and expen-
si ve ana lyti cal de vi ces. Ne ver the le ss, set ti ng up ana lyte-
spe ci fi c ma ss spec tro met ry con di tio ns is on ly a mi nor pa-
rt of the suc ces sful es tab lis hme nt of a quan ti ta ti ve ana lyti-
cal rou ti ne HPLC-MS/MS as say wi th the MS ser vi ng so le ly 
as a de tec tor. Due to its na tu re, es pe cial ly its sen si bi li ty 
to con ta mi na tio ns and en vi ron men tal fl uc tua tio ns of any 
ki nd, a suc ces sful ap pli ca tion hig hly de pen ds on sam ple 
pre-treat me nt and con trol led en vi ron men tal con di tio ns. 
Ai r-con di tio ni ng of the ma ss spec tro met ry la bo ra to ry is 
man da to ry, es pe cial ly if a sma ll room is cho sen. Gas and 
pres su ri zed air sup plies ha ve to meet the requi re men ts 
of ma nu fac tu re rs, whi ch mig ht exceed the qua li ties com-
mon ly used in a rou ti ne la bo ra to ry en vi ron me nt. Com pli-
ca tio ns in the ana lysis of com plex “real wor ld” sam ples 
mig ht ari se from chro ma tog rap hic in ter fe ren ces, mat rix ef-
fec ts, ad du ct and clus ter for ma tio ns, and ion sup pres sion 
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spek tro met ri je ma sa ob ve zat na, po se bi ce ako je izab ra na 
ma la pros to ri ja. Do vo di pli na i zra ka pod pri tis kom mo ra-
ju udo vo lji ti zah tje vi ma proiz vo đa ča ko ji mo gu pre ma ši-
va ti kva li te te uo bi ča je ne u ru tin skoj la bo ra to rij skoj oko li-
ni. Kom pli ka ci je u ana li zi slo že nih uzo ra ka “iz stvar nog svi-
je ta” mo gu nas ta ti zbog kro ma tog raf skih in ter fe ren ci ja, 
uči na ka me di ja, tvor bi adu ka ta i na ku pi na, te po tis ki va nja 
io na zbog kon ku ren tnih me ta bo li ta ili dru gih sas to ja ka 
mat rik sa. Zbog to ga je te me lji to va li di ran pro to kol za prip-
re mu uzor ka, zas no van na uzor ku bo les ni ka, od izu zet ne 
važ nos ti za od r ža nje željene du got raj ne učin ko vi tos ti mje-
re nja.
Dos ta je čes to mo gu će op ti mi ra ti ek spe ri men tal ne pa ra-
met re na te me lju prih vat lji vih po laz nih uv je ta ko ji se na-
la ze u struč noj li te ra tu ri. Tu su uk lju če ni pa ra met ri HPLC 
kao što su svoj stva mo bil ne (ota pa la, adi ti vi za ota pa la, 
kon cen tra ci je pu fe ra, pH...) te sta cio nar ne fa ze, pos tav-
ke za ion ski iz vor ko ji ma se od re đu je ko ji ion izab ra ti kao 
ma tič ni ion, te ko ju ion sku reak ci ju pra ti ti (SRM). Nuž ni po-
ku si ruč nim prila go đa va njem da nas su obič no pod r ža ni i 
vo đe ni prog ram skom pod r škom ma se nog spek tro met ra. 
Us to, sva ki će od ve ćih do bav lja ča ma se nih spek tro me ta-
ra vr lo ra do po mo ći struč nim zna njem svo jih spe ci ja lis ta 
za prim je nu uko li ko je pot reb no raz vi ti no ve pret ra ge.
Os miš lje nje ana li tič ke plat for me, oso bi to oda bir sas tav ni-
ca stroj ne pod r ške, ima sna žan ut je caj na uku pan us pjeh 
uvo đe nja ana li ze. Rad ni tok od pri mar nog neob ra đe nog 
uzor ka do ko nač ne oto pi ne uzor ka u bo či ci za HPLC mo-
ra se pla ni ra ti is to to li ko paž lji vo kao i pos tav lja nje kro ma-
tog raf skih ure đa ja ko je pred stav lja ko nač ne ko ra ke pro čiš-
ći va nja uzor ka. Na te me lju os jet lji vos ti dos tup no ga ma se-
nog spek tro met ra, za tim odab ra nog po ku sa (npr. SRM), 
te poz na va nja cilj ne kon cen tra ci je ana li ta ko ja se pra ti u 
uzor ku pot reb no je pro ves ti ili pred kon cen tra ci ju uzor ka 
ili raz r je đe nje uzor ka kao pri mar ni ko rak u prip re mi uzor-
ka. Stu panj au to ma ti za ci je te ve li či na se ri je ko ju tre ba 
ob ra di ti ovi si ti će o pot re ba ma la bo ra to ri ja kao i ras po lo-
ži voj apa ra tu ri. Vi so ki pov rat ana li ta iz mat rik sa mo ra se 
pos ti ći ka ko bi se osi gu ra la ro bus no st i pre ciz no st ana li za. 
Upo ra ba in ter nih stan dar da s naj ve ćom mo gu ćom fi  zi kal-
no-ke mij skom slič noš ću ci lja nim me ta bo li ti ma je dalj nja 
ob ve za u raz vo ju ana li za HPLC-MS/MS. Ko nač no, nuž no 
je us pos ta vi ti ko mu ni ka ci ju iz me đu prog ram ske pod r ške 
ure đa ja i la bo ra to rij skog in for ma cij skog sus ta va, ako je to 
mo gu će. Di jag ram to ka u ko jem je sa žet či tav ana li tič ki 
pro ces od uzor ka bo les ni ka do kvan ti ta tiv nog re zul ta ta 
LC-MS/MS pri ka zan je na sli ci 2.

Prip re ma uzor ka
En do ge ni me ta bo li ti, kao i kse no bio ti ci, čes to se ili ve žu 
na pro tei ne u plaz mi ili se in teg ri ra ju u sta nič ne mem bra-
ne (npr. erit ro cit) . Sto ga je kvan ti ta tiv no ot puš ta nje ana li-
ta iz tih sas to ja ka mat rik sa pre duv jet za us pješ nu ana li zu. 
Ki da nje sta nič nih mem bra na mo že bi ti prouz ro če no bi lo 

by com pe ti ng me ta bo li tes or ot her mat rix con sti tuen ts. 
Hen ce, a tho roug hly va li da ted sam ple pre pa ra tion pro to-
col ba sed on pa tie nt spe ci men is of out mo st im por tan ce 
to main tain the de si red lo ng-te rm as say per for man ce.
Qui te of ten expe ri men tal pa ra me te rs can be op ti mi zed 
from rea so nab le good star ti ng con di tio ns fou nd in li te-
ra tu re. This in clu des HPLC pa ra me te rs as mo bi le pha se 
(sol ven ts, sol ve nt ad di ti ves, buff  er con cen tra tio ns, pH …) 
and sta tio na ry pha se (co lu mn pac ki ng ma te rial, co lu mn 
di men sio ns, se pa ra tion tem pe ra tu re …) pro per ties, ion 
sour ce set tin gs in clu di ng whi ch ion to choo se as a pa re nt 
ion, and whi ch ion reac tion to mo ni tor (se lec ted reac tion 
mo ni to ri ng – SRM). The ne ces sa ry ma nual tu ni ng expe ri-
men ts are nowa days usual ly sup por ted and gui ded by 
the ma ss spec tro me ter sof twa re. In ad di tion, any of the 
ma jor ma ss spec tro me ter pro vi de rs is ea ger to he lp wi th 
the expe rt knowled ge of their ap pli ca tion spe cia lis ts if no-
vel as says ha ve to be de ve lo ped.
The de si gn of the plat fo rm – es pe cial ly the se lec tion of 
har dwa re com po nen ts has a stro ng in fl uen ce on the ove-
ra ll suc ce ss of as say in tro duc tion. The wor kfl ow from the 
pri ma ry cru de sam ple to the fi  nal sam ple so lu tion in the 
HPLC vial has to be plan ned as ca re ful ly as the se tup of 
the chro ma tog rap hic de vi ces rep re sen ti ng the fi  nal sam-
ple pu ri fi  ca tion ste ps. Ba sed on the sen si ti vi ty of the avai-
lab le ma ss spec tro me ter, the cho sen expe ri me nt (e.g., a 
SRM), and the knowled ge of the ana lyte tar get con cen tra-
tion to be mo ni to red in the spe ci men, eit her sam ple pre-
con cen tra tion or sam ple di lu tion has to be per for med as 
a pri ma ry sam ple pre pa ra tion step. The deg ree of au to-
ma tion and the bat ch si ze to be pro ces sed wi ll de pe nd 
on the nee ds of the la bo ra to ry as we ll as on avai lab le in-
stru men ta tion. Hi gh ana lyte re co ve ries from mat rix ha ve 
to be ac hie ved to en su re assay ro bus tne ss and pre ci sion. 
The use of in ter nal stan dar ds wi th the hig he st pos sib le 
physi co-che mi cal si mi la ri ty to the tar ge ted me ta bo li tes is 
anot her mu st in HPLC-MS/MS as say de ve lop me nt. Fi nal ly, 
the com mu ni ca tion of in stru me nt sof twa re to the la bo ra-
to ry in for ma tion system (LIS) has to be es tab lis hed, if pos-
sib le. A fl owcha rt sum ma ri zi ng the com ple te ana lyti cal 
pro ce ss from the pa tie nt sam ple to the quan ti ta ti ve LC-
MS/MS re su lt is gi ven in Fi gu re 2.

Sam ple pre pa ra tion
En do ge nous me ta bo li tes, as we ll as xe no bio ti cs, are of ten 
eit her bou nd to plas ma pro tei ns or in cor po ra ted in to ce ll 
(i.e. erythro cyte) mem bra nes. Hen ce, quan ti ta ti ve re lea se 
of ana lytes from the se mat rix con sti tuen ts is a pre requi-
si te for suc ces sful ana lysis. Dis rup tion of ce ll mem bra nes 
can be sup por ted eit her by an os mo tic sho ck (ad di tion 
of dis til led wa ter) or by the ad di tion of di va le nt hea vy 
me tal ca tio ns li ke zi nc or cop per. Pro tein un fol di ng and 
sub seque nt pre ci pi ta tion is usual ly car ried out by the ad-
di tion of or ga nic sol ven ts and is ai ded by the abo ve men-
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os mot skim šo kom (do da tak des ti li ra ne vo de) ili do dat-
kom di va len tnih ka tio na teš kih me ta la kao što su ci nk ili 
ba kar. De na tu ra ci ja pro tei na i dalj nje ta lo že nje obič no se 
pro vo di do dat kom or gan skih ota pa la i pot po mog nu to 
je na ve de nim ka tio ni ma (46). U ve ći ni slu ča je va ko ris ti se 
ace to nit ril ili me ta nol u ko nač nim kon cen tra ci ja ma > 50% 
(v/v). Za uzor ke pu ne kr vi, ko ji se sus re ću u slu ča ju TDM 
imu no sup re si va (osim za mi ko fe nol nu ki se li nu) kom bi ni-
ra ju se oba pris tupa. Naj češ će se ko ris ti umje re no (obič no 
1 + 2) raz r je đe nje uzor ka (tj. ka lib ra tor, kon tro la te alik vo-
ti uzor ka bo les ni ka) sa smje som cin ko vog sul fa ta/meta-
nola (47-50). Al ter na tiv ni pro to kol u dvi je fa ze u ko jem 
se ko ris ti ace to nit ril u dru goj fa zi raz r je đe nja (ko nač no 
raz r je đe nje 1 + 14) us pješ no su pro ve li Kee vil i su rad ni ci 
(51,52) prim je nju ju ći 10 μL alik vo ta uzor ka i ko ris te ći mik-
ro ti tar sku plo ču. U me đuv re me nu se ta me to da pro ši ri la 
u stru ci te je us pješ no pri mi je nje na uz raz li či te mo di fi  ka ci-
je (53,54). Dru gi zna ča jan pro to kol su pred sta vi li An nes ley 
i Clayton ko ji su do da li alik vot vo de uzor ku pri je ta lo že nja 

tio ned ca tio ns (46). In mo st ca ses, ace to nit ri le or met ha-
nol in fi  nal con cen tra tio ns > 50% (v/v) is em ployed. For 
who le blood spe ci me ns, as en coun te red in the ca se of im-
mu no sup pres sa nt TDM (exce pt for mycop he no lic acid), 
bo th ap proac hes are com bi ned. A mo de ra te (usual ly 1 + 
2) di lu tion of the spe ci men (i.e. ca lib ra tor, con trol and pa-
tie nt sam ple aliquo ts) wi th a zi nc sul fa te/methanol mixtu-
re is mo st of ten em ployed (47-50). An al ter na ti ve two step 
pro to col usi ng ace to nit ri le in the se co nd di lu tion step 
(fi  nal di lu tion 1 + 14) was suc ces sful ly im ple men ted by 
Kee vil and cowor ke rs (51,52) by usi ng on ly a 10 μL sam-
ple aliquot and ope ra ti ng in a mic ro ti ter pla te. In the mea-
nwhi le, this met hod has spread in the com mu ni ty and 
has been suc ces sful ly ap plied in diff  e re nt mo di fi  ca tio ns 
(53,54). Anot her no tewor thy pro to col was pre sen ted by 
An nes ley and Clayton who ad ded an aliquot of wa ter to 
the sam ple prior to pro tein pre ci pi ta tion to pre ve nt sam-
ple ag glu ti na tion (55). Du ri ng wo rk wi th plas ma/serum 
spe ci me ns and or ga nic, sol ve nt-ba sed sam ples, pro tein 

FI GU RE 2 Pro ce ss sum ma ry of an ana lyti cal LC-MS/MS plat fo rm pro du-
ci ng quan ti ta ti ve as say re sul ts.

SLI KA 2. Sa že tak pro ce sa ana li tič ke plat for me LC-MS/MS ko jom se do-
bi va ju re zul ta ti kvan ti ta tiv ne ana li ze.

Homogenize and take 
analytical sample

Calibrators

Quality controls

Patient samples

Sample aliquot

Sample solution

Add sample preparation solution 
including internal standards 

Agitate, precipitate, separate

HPLC-MS/MS sample

Chromatographic separation

HPLC-effluent to MS/MS

Selected ion chromatograms

MS/MS experiment (MRM)

Quantitative result

Integration, quantification
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pro tei na ra di spr je ča va nja sljep lji va nja uzor ka (55). Ti je-
kom ra da s uzor ci ma plaz me/seruma i uzor ci ma s or gan-
skim ota pa lom, ut vr đe no je da su pro to ko li za ta lo že nje 
pro tei na do volj ni u ve ći ni slu ča je va. Op će ni to, pot reb no 
je pos ti ći da uzo rak pos ta ne pot pu no ho mo ge ni zi ran ti-
je kom fa ze ta lo že nja snaž nim prot re sa njem; bi lo kak vo 
stva ra nje gru di ca zna čaj no šte ti kva li te ti ana li za i tre ba ga 
iz bje ći. Ukla nja nje os ta ta ka sta ni ca i de na tu ri ra nih mak ro-
mo le ku la pro vo di se cen tri fu gi ra njem, a pos to jan i čvr st 
ta log je po želj ni ji ra di omo gu ća va nja jed nos tav nog od li je-
va nja su per na tan ta u bo či cu za HPLC ko ja slu ži kao kraj nji 
sprem nik za uzo rak. Oto pi na uzor ka mo ra bi ti jas na i bez 
vid lji vih kon ta mi na ci ja. Ka ko je pro tein ski ta log ob r nu to 
po ve zan s tem pe ra tu ra ma, upo ra ba cen tri fu ga s hla đe-
njem (tj. 4 oC) re zul ti ra po bolj ša nom kva li te tom uzor ka.
Jed na od na jiz ra zi ti jih raz li ka iz me đu ana li za zas no va nih 
na kro ma tog ra fi  ji i imu no ke mij skih ana li za je upo ra ba 
in ter nih stan dar da ko ji se mo ra ju do da ti u fa zi prip re me 
uzor ka. Ako se is prav no do da ju pre ci pi ta cij skom ota pa lu, 
ti stan dar di na dok na đu ju gu bit ke ko ji su ti je kom pos tup-
ka prip re me uzor ka prouz ro če ni is pa ra va njem or gan skog 
ota pa la, pog reš ka ma u ru ko va nju, ili opa da ju ćom kro ma-
tog raf skom učin ko vi toš ću ako su obuh va će ne i fa ze ek-
strak ci je. Us to, oni na dok na đu ju nep re ciz no st svoj stve nu 
sus ta vu uvo đe nja uzor ka, pro laz ne nes tal nos ti pro ce sa 
nas tan ka io na i - što je naj važ ni je, - dru gih uči na ka mat-
rik sa kao što je po tis ki va nje io na ako se is to dob no is pi ru s 
ana li ti ma. Vr šni om je ri ana li ta/internog stan dar da mo ra ju 
se dob ro urav no te ži ti ka ko bi se iz bjeg le bi lo kak ve raz li-
ke u ana li za ma zbog uči na ka po tis ki va nja io na uz ro ko va-
nih in ter nim stan dar dom. Ka ko bi se is pu ni li kri te ri ji što 
ve će ke mij ske slič nos ti ana li ti ma, ti su spo je vi ili pos to ja-
ni izo top no oz na če ni de ri va ti ili struk tur ni ho mo lo zi ana-
li ta. Oz na ča va nje pos to ja nih izo to pa pro vo di se nam jer-
nim ume ta njem izo to pa 2H ili 13C u mo le ku lar nu struk tu ru 
kvan ti ta tiv nom zam je nom od re đe nih ato ma 1H ili 12C (56). 
Na taj se na čin uvo di po mak mo le ku lar ne ma se i raz lu ču-
je in ter ni stan da rd od ana li ta u ma se nom spek tro met ru. 
Ako oz na ča va nje pos to ja nih izo to pa ni je odab ra ni pos-
tu pak zbog pri ro de ana li ta (tj. fun gal ni me ta bo lit nas tao 
fer men ta ci jom u slu ča ju ve ći ne imu no sup re si va i an ti bio-
ti ka), mo že se ko ris ti ti struk tur ni ho mo log. U slu ča ju TDM 
imu no sup re si va, as ko mi cin naj češ će slu ži kao in ter ni stan-
da rd za tak ro li mus, a cik los po rin D za cik los po rin A. U oba 
slu ča ja in ter ni stan dar di ima ju is tu ve li či nu i geo met ri ju 
pr ste nas tog sus ta va. Oni po ka zu ju sa mo fi  ne raz li ke u jed-
nom pos tra nom lan cu: me til noj sku pi ni u cik los po ri nu A/
D i me ti len skoj sku pi ni u slu ča ju tak ro li mu sa/askomicina.
Prip re ma uzor ka pro vo di se u se ri ja ma, s uzor ci ma za kon-
tro lu kva li te te u sva koj se ri ji. Ve li či na se ri je ovi si o dos tup-
nim ure đa ji ma; og ra ni če nje mo že, prim je ri ce, pred stav lja-
ti broj mjes ta za bo či ce u ro to ru cen tri fu ge. Ra di omo gu-
ća va nja ned vos mis le ne iden ti fi  ka ci je uzor ka kroz či ta vu 
pri jea na li tič ku fa zu, upo ra ba po je di nač nih reak cij skih 
po su di ca i bo či ca za HPLC mo že bi ti vr lo ko ris na. Ako se 

pre ci pi ta tion pro to co ls ha ve been fou nd to be suffi    cie nt 
in mo st ca ses. Ge ne ral ly, ca re mu st be ta ken that the sam-
ple be co mes com ple te ly ho mo ge ni zed du ri ng pre ci pi ta-
tion step by vi go rous agi ta tion; any for ma tion of clum ps 
im pai rs as say qua li ty sig ni fi  can tly and mu st be avoi ded. 
Re mo val of ce ll deb ris and de na tu ra ted mac ro mo le cu les 
is per for med by cen tri fu ga tion, a stab le and ha rd pre ci pi-
ta te is pre fer red to al low sim ple de can ti ng of su per na ta nt 
to the HPLC vial ser vi ng as a fi  nal sam ple con tai ner. The 
sam ple so lu tion has to be clear and wit hout vi sib le con ta-
mi na tio ns. As pro tein pre ci pi ta tion is in ver te ly cor re la ted 
wi th tem pe ra tu res, em ployi ng coo led cen tri fu ges (i.e. 4 
°C) yiel ds im pro ved sam ple qua li ty.
One of the mo st stri ki ng diff  e ren ces be tween chro ma-
tog rap hy- ba sed as says and im mu noas says is the use of 
in ter nal stan dar ds whi ch ha ve to be ad ded in the sam ple 
pre pa ra tion step. If ad ded cor rec tly wi th the pre ci pi ta tion 
sol ve nt, they com pen sa te for los ses du ri ng sam ple pre pa-
ra tion pro ce du re cau sed by eva po ra tion of or ga nic sol ve-
nt, han dli ng er ro rs, or dec li ni ng chro ma tog rap hic per for-
man ce if extrac tion ste ps are in vol ved. Ad di tio nal ly, they 
com pen sa te for the in he re nt im pre ci sion of the sam ple 
in tro duc tion system, tem po ra ry fl uc tua tio ns of the ion 
for ma tion pro ce ss and – mo st im por tan tly – ot her mat-
rix eff  ec ts as ion sup pres sion if co-e lu ti ng wi th ana lytes. 
Ana lyte/internal stan da rd peak ra tios ha ve to be we ll ba-
lan ced to avoid any as say bias due to ion sup pres sion 
eff  ec ts cau sed by in ter nal stan da rd. To meet the cri te ria 
of out mo st physi co-che mi cal li ke ne ss to ana lytes, the se 
com poun ds are eit her stab le iso to pe-la bel led de ri va ti ves 
or struc tu ral ho mo lo gues of ana lytes. Stab le iso to pe la-
bel li ng is per for med by de li be ra te ly in tro du ci ng 2H or 13C 
iso to pes in to mo le cu lar scaff  o ld by quan ti ta ti ve ly rep la ci-
ng cer tain 1H or 12C ato ms (56). By doi ng so, a shi ft of the 
mo le cu lar ma ss is in tro du ced, dis cri mi na ti ng the in ter nal 
stan da rd from the ana lyte in ma ss spec tro me ter. If stab le 
iso to pe la be li ng is not a choi ce due to the na tu re of the 
ana lyte (i.e. a fun gal me ta bo li te pro du ced by fer men ta-
tion as in the ca se of mo st im mu no sup pres san ts and an ti-
bio ti cs), a struc tu ral ho mo lo gue can be used. In the ca se 
of im mu no sup pres sa nt TDM, as co mycin mo st of ten ser-
ves as an in ter nal stan da rd for tac ro li mus, and cyclos po ri-
ne D for cyclos po ri ne A. In bo th ca ses, in ter nal stan dar ds 
ha ve an iden ti cal ri ng system si ze and geo met ry. They fea-
tu re on ly sub tle diff  e ren ces in one si de chain – a met hyl 
group in cyclos po ri ne A/D and a met hyle ne group in the 
tac ro li mus/ascomycin ca se.
Sam ple pre pa ra tion is per for med in bat ches wi th qua li ty 
con trol sam ples run ni ng in ea ch bat ch. Bat ch si ze de pen-
ds on avai lab le in stru men ta tion; a li mi ta tion, for exam ple, 
can be the num ber of vial pla ces in the cen tri fu ge ro tor. 
To al low unequi vo cal sam ple iden ti fi  ca tion throug hout 
the who le pre-a na lyti cal pha se, the use of in di vi dual reac-
tion cu ps and HPLC via ls can be be ne fi  cial. If sam ple mix-
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zam je na uzor ka mo že is klju či ti dru gim mje ra ma op re za 
(tj. dvo di men zij skim cr tič nim ko do vi ma), pos tup ci ob ra-
de mo gu se zna čaj no po jed nos ta vi ti upo ra bom mik ro ti-
tar skih plo či ca s 96 ja ži ca (51,52,57,58). Alik vo ti uzor ka mo-
gu se sta vi ti ili u ja ži ce ruč no ili po mo ću ro bo ta za uzor ke 
(59-61). Te me ljem nji ho ve ši ro ke upo ra be u far ma ceut-
skoj in dus tri ji, na ras po la ga nju su raz li či te vr ste plo či ca s 
ja ži ca ma i od go va ra ju ćih tre si li ca, nap ra va za zat va ra nje, 
te cen tri fu gal nih ro to ra za plo či ce s ja ži ca ma. Suv re me ni 
au to mat ski ure đa ji za uzor ko va nje omo gu ću ju uzi ma nje 
alik vo ta iz rav no s mik ro ti tar skih plo ča, čak i uz pri sut no st 
ta lo ga. Zbog to ga je mo gu će iz bje ći vre men ski zah tje van 
ruč ni pri je nos uzo ra ka iz pre ci pi ta cij ske ep ru ve te u bo či-
cu u HPLC.

Pročišćava nje uzor ka
Na kon ta lo že nja pro tei na i li ze sta ni ca mat ri ks za uzor ke 
os ta je to li ko ne či st da ga je ne mo gu će iz rav no umet nu ti 
u va kuum ma se nog spek tro met ra. Ona se sas to ji od sas-
to ja ka ka ko ma le, ta ko i ve li ke mo le ku lar ne te ži ne ko ji 
obuh va ća ju ši ro ki ras pon po la ri te ta: hid ro fi l ni (tj. ami no ki-
se li ne, or gan ske ki se li ne, pep ti di, de ri va ti še će ra...), am fo-
li tič ki (tj. fos fo li pi di...) i hid ro fob ni (ko les te rol, trig li ce ri di, 
li pi di...) me ta bo li ti su pri sut ni bi lo u oto pi ni, bi lo kao ve zi-
ku le. Sto ga se i za li po fi l ne (npr. li je ko vi, en do ge ni ste roid-
ni hor mo ni) i hid ro fi l ni je ana li te (npr. or gan ske ki se li ne, 
ka te ho la mi ni) najčeš će prim je nju je dvodijel ni pro to kol 
pro či šćavanja uzor ka u ko jem se kom bi ni ra ek strak ci ja na 
kru toj fa zi (SPE) i ana li tič ki RP-HPLC ka ko bi se osi gu ra li po-
nov lji vi od go vo ri de tek to ra.
Prim je na nein teg ri ra ne SPE za pro či šćava nje uzor ka ili 
uguš ći va nje ana li ta je dob ro uho da na teh ni ka ko ja se raz-
vi ja la ti je kom proš lih de set lje ća kao al ter na ti va pro to ko li-
ma ek strak ci je te ku ći na-te ku ći na. Da nas je dos tup no mno-
go raz li či tih ma te ri ja la za ko lo ne, od kla sič nih ma te ri ja la 
re ver zne fa ze (RP-18) i li po fi l nih po li me ra do fa za iz mje ne 
anio na (SAX) i ka tio na (SCX). Ta se teh ni ka prim je nju je u 
ve ći ni ana li tič kih la bo ra to ri ja i ko riš te na je za go to vo bi lo 
ko ji mat ri ks (62,63). U kli nič kom se la bo ra to ri ju čes to ko ris-
ti kao teh ni ka uguš ći va nja uzor ka u kon tek stu HPLC-a na li-
za s UV ili fl uo res cen tnom de tek ci jom. Mo že se ko ris ti ti u 
raz li či tim for ma ti ma, od jed nos tru kih ko lo na SPE do plo ča 
s 96 ja ži ca (64). Na kon pret hod nog kon di cio ni ra nja ma te-
ri ja la za SPE do da je se alik vot uzor ka. Dalj njim se fa za ma 
is pi ra nja uk la nja ju ne že lje ni sas toj ci mat rik sa. Na kra ju se 
ana lit od in te re sa is pi re iz ko lo ne ko ja se obič no od ba cu-
je na kon jed nok rat ne upo ra be. Pro tok ota pa la kroz sta cio-
nar nu fa zu SPE obič no je pot po mog nut prim je nom bla-
gog va kuu ma ili cen tri fu gal nim si la ma. Ra di se, me đu tim, 
o ruč noj me to di sa svim svo jim ne dos tat ci ma: tro ši pu no 
vre me na i zah tjev na je s ob zi rom na uk lju če no st osob lja. 
Uko li ko se tra ži ve ći pro tok uzo ra ka nein teg ri ra ni SPE tre-
ba za mi je ni ti in teg ri ra nim me to da ma. To zna či da me to-
da tre ba bi ti in teg ri ra na u pos ta vu HPLC pri je ana li tič ke 
ko lo ne ko riš te njem os miš lje ne iz mje ne ko lo na. Zbog 

up can be exclu ded by ot her pre cau tio ns (i.e. by two-di-
men sio nal bar co des), the use of 96-well mic ro ti ter pla tes 
sim pli fi es wor kup pro ce du res sig ni fi  can tly (51,52,57,58). 
Spe ci men aliquo ts can be eit her pla ced in to the wel ls by 
ha nd or by the aid of a sam ple ro bot (59-61). Due to their 
broad ap pli ca tion in phar ma ceu ti cal in dus try, diff  e re nt 
types of we ll pla tes, sea li ng de vi ces, we ll pla te sha ke rs, 
and we ll pla te cen tri fu ga tion ro to rs are avai lab le. Mo de-
rn au to sam ple rs al low drawi ng sam ple aliquo ts di rec tly 
from mic ro ti ter pla tes, even if a pre ci pi ta te is pre se nt. Hen-
ce, the ti me con su mi ng ma nual tran sfer of a sam ple from 
the pre ci pi ta tion tu be to the HPLC vial can be avoi ded.

Sam ple pu ri fi  ca tion
Pro tein pre ci pi ta tion and ce ll lysis lea ve a sam ple mat rix 
mu ch too dir ty to be di rec tly in tro du ced in to the va cuum 
of a ma ss spec tro me ter. It con sis ts of bo th low and hi gh 
mo le cu lar weig ht con sti tuen ts co ve ri ng a broad ran ge of 
po la ri ties; hypdrop hi lic (i.e. ami no aci ds, or ga nic aci ds, 
pep ti des, su gar de ri va ti ves …), am pho lytic (i.e phos pho li-
pi ds …), and hydrop ho bic (cho les te rol, trig lyce ri des, li pid 
raf ts ….) me ta bo li tes are pre se nt eit her in so lu tion or as 
ve sic les. Hen ce, bo th for li pop hi lic (e.g. dru gs, en do ge-
nous ste roi dal hor mo nes) and mo re hydrop hi lic ana lytes 
(e.g. orga nic aci ds, ca tec ho la mi nes), a two step sam ple pu-
ri fi  ca tion pro to col com bi ni ng so lid pha se extrac tion (SPE) 
and ana lyti cal RP-HPLC is mo st of ten ap plied to pro vi de 
rep ro du cib le de tec tor res pon ses.
The use of offl   i ne SPE for sam ple pu ri fi  ca tion or ana lyte 
en ric hme nt is a we ll es tab lis hed tec hnique evol vi ng over 
the pa st de ca des as al ter na ti ve to liqui d-liquid extrac tion 
pro to co ls. A lot of diff  e re nt co lu mn ma te ria ls are avai lab-
le, ran gi ng from clas si cal re ver sed pha se ma te ria ls (RP-18) 
and li pop hi lic polyme rs to anion (SAX) and ca tion exchan-
ge (SCX) pha ses. This tec hnique fou nd its ap pli ca tion in 
mo st ana lyti cal la bo ra to ries and has been ap plied for 
near ly any mat rix (62,63). In the cli ni cal la bo ra to ry, it is of-
ten used as sam ple en ric hme nt tec hnique in the con text 
of HPLC ana lyses wi th UV of fl uo res cen ce de tec tion. It can 
be ap plied in diff  e re nt for ma ts, ran gi ng from sin gle SPE 
co lum ns to 96 we ll pla tes (64). Af ter the pre con di tio ni ng 
of SPE ma te rial, a sam ple aliquot is ad ded. Sub seque nt 
was hi ng ste ps remo ve unwan ted mat rix con sti tuen ts. Fi-
nal ly, the ana lyte of in te re st is elu ted from the car trid ge, 
whi ch is usual ly dis char ged af ter sin gle use. Sol ve nt fl ow 
throu gh the SPE sta tio na ry pha se bed is usual ly sup por-
ted by ap plyi ng a gen tle va cuum or by the aid of cen tri-
fu gal for ces. Howe ver, it is a ma nual met hod wi th all its 
drawbac ks – it is ti me con su mi ng and de man di ng in ter-
ms of per son nel in vol ve me nt. If a hig her sam ple throug-
hput is de si red, offl   i ne SPE shou ld be rep la ced by on li ne 
met ho ds. This im plies that it has to be in teg ra ted in to the 
HPLC se tup prior to the ana lyti cal co lu mn by usi ng a co-
lu mn swit chi ng de si gn. As a con sequen ce, SPE co lum ns 
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to ga je, pak, ob vez no ko ris ti ti ko lo ne SPE ve će traj nos ti 
i tlač ne pos to ja nos ti, a pot reb na je i us pos ta va pro to ka 
ota pa la ko ja omo gu ću je kon tro li ra ni pri je nos svih ana li ta 
od prvo ga do dru gog ele men ta ko lo ne. Naj zna čaj ni ja kro-
ma tog raf ska raz li ka pre ma nein teg ri ra nom SPE je st da se, 
kod ra da na vi so kim br zi na ma pro to ka (< 4 mL/min), kod 
ne kih od ko mer ci jal no dos tup nih in teg ri ra nih ko lo na za 
SPE (npr. proiz vo di zas no va ni na ma terija lu s og ra ni če nim 
pris tu pom, en gl. res tric ted ac ce ss ma te rial, RAM) mo gu po-
ja vi ti ad sor pcij ski učin ci te učin ci is klju če nja pre ma ve li či-
ni (65,66). Sto ga se sas toj ci mak ro mo le ku lar nog mat rik sa 
la ga no uk la nja ju, čak i kad po ka zu ju afi  ni tet pre ma pov r-
ši ni mate ri ja la za SPE u kon ven cio nal noj pos ta vi SPE, kao 
što to či ne de na tu ri ra ni pro tei ni.
Prim je na in teg ri ra nih ko lo na za prip re mu u te ku ćin sku 
kro ma tog ra fi  ju uve de na je pri je vi še od 40 go di na (67). Ti-
je kom dva de set lje ća tak va je ko lo na naš la prim je nu od 
in dus tri je do kli nič ke ana li ze, i to po čev ši od TDM imu no-
sup re si va (68,69), osim os ta lih prim je na (70,71). Nje na ši-
ro ka upo ra ba u TDM imu no sup re si va ko je se te me lji na 
spek tro met ri ji ma sa za po če la je pri je ma nje od 10 go di-
na ka da je ne ko li ko sku pi na is tra ži va ča sko ro is to dob no 
pred sta vi lo svo je pr ve in teg ri ra ne ana li ze SPE-HPLC-MS 
i SPE-HPLC-MS/MS (48,50,72-74). Mo gu ći plan pos ta ve in-
teg ri ra ne SPE-HPLC-MS/MS, kao što je rea li zi ran u na šem 
la bo ra to ri ju, pri ka zan je na sli ci 3. Ob je sta cio nar ne fa ze, i 
in teg ri ra na SPE-ko lo na i ana li tič ka HPLC-ko lo na, pu ne se 
od vo je nom HPLC-si salj kom i ti me se omo gu ća va iz mje na 
me đu mo bil nim fa za ma ili stva ra nje gra di jen ta mo bil ne 
fa ze u ob je kro ma tog raf ske di men zi je. Pri je nos s jed ne na 
dru gu ko lo nu omo gu ćen je uk lju če njem šes tos mjer nog 
ven ti la. Ka ko se do vo đe nje i pro či šćava nje uzor ka na SPE 
obič no obav lja s is tom mo bil nom fa zom, dru gi ka nal za 
ota pa lo (ako se ko ris ti dvoj na si salj ka) HPLC-si salj ke ko ja 
op slu žu je ko lo nu za SPE mo že se ko ris ti ti za čiš će nje/ob-
novu sta cio nar ne fa ze SPE na kon sva ke ana li ze (tj. is pi ra-
njem s me ta no lom). Ana li ti zad r ža ni na SPE pre no se se u 
dru gu kro ma tog raf sku fa zu po mo ću ota pa la ko je ga pros-
lje đu je HPLC-si salj ka; ob r nu ti pro tok (re ver zno is pi ra nje, 
en gl. ba ck fl u sh mo de) do vo di do izoš tre nog profi  la is pi ra-
nja sa SPE. Zbog dos tup nos ti dva ju (dvoj na si salj ka) ili vi-
še ka na la za ota pa la na HPLC-si salj ci mo gu će je proiz ves ti 
bi lo ko ji že lje ni gra di je nt mo bil ne fa ze. To je od izu zet nog 
zna ča ja ako je pot reb no od vo ji ti ana li te pod is tim tla kom 
ili ako tre ba od vo ji ti me ta bo li te li je ka pod lož nog frag-
men ta ci ji ion skog iz vo ra od ma tič nog li je ka ko ji se is pi tu-
je (48,75-77). Vri je me cik lu sa tak ve pos ta ve ovi si o fa zi SPE 
(oko 1 mi nu te), vre me nu pot reb no me za te me lji to od va ja-
nje ana li ta u dru goj kro ma tog raf skoj di men zi ji ako je ono 
pot reb no (tj. ako tre ba od va ja ti ana li te pod is tim tla kom), 
te vre me nu za ob no vu sta cio nar nih fa za. U pos ta vi na šeg 
la bo ra to ri ja ko ja se ko ris ti za TDM imu no sup re si va pos tig-
nu to je ukup no vri je me kro ma tog ra fi  je od 2,6 mi nu ta, uz 
vr šno is pi ra nje ana li ta iz me đu 1,2 i 1,5 mi nu ta (Sli ka 4.).

of in crea sed du ra bi li ty and pres su re sta bi li ty ha ve to be 
used and a sol ve nt fl ow se tup al lowi ng the con trol led 
tran sfer of all ana lytes from the fi r st to the se co nd co lu-
mn ele me nt is nee ded. The mo st sig ni fi  ca nt chro ma tog-
rap hic diff  e ren ce to offl   i ne SPE is that, if ope ra ted at hi gh 
fl ow ra tes (< 4 ml/min), so me of the com mer cial ly avai lab-
le on li ne SPE co lum ns (e.g. the RAM – res tric ted ac ce ss ma-
te rial – ba sed pro duc ts) can show bo th si ze exclu sion and 
ad sor pti ve eff  ec ts (65,66). Hen ce, mac ro mo le cu lar mat rix 
con sti tuen ts are ea si ly re mo ved, even if they show an af-
fi  ni ty to the sur fa ce of the SPE ma te rial in a con ven tio nal 
SPE se tup, as de na tu ra ted pro tei ns can do.
On li ne co lu mn swit chi ng was in tro du ced to liquid chro-
ma tog rap hy mo re than for ty yea rs ago (67). Wit hin two 
de ca des it fou nd its way from in dus try to cli ni cal ana lysis 
star ti ng wi th im mu no sup pres sa nt TDM (68,69), be si des 
ot her ap pli ca tio ns (70,71). Its broad ap pli ca tion in ma ss 
spec tro met ry-ba sed TDM of im mu no sup pres san ts star-
ted le ss than ten yea rs ago, when se ve ral re sear ch grou-
ps pre sen ted mo re or le ss si mul ta neous ly their fi r st on-
li ne-SPE-HPLC-MS and onli ne-SPE-HPLC-MS/MS as says 
(48,50,72-74). A pos sib le layout of an on li ne SPE-HPLC-MS/
MS se tup – as rea li zed in our la bo ra to ry – is gi ven in Fi gu-
re 3. Bo th sta tio na ry pha ses, the on li ne SPE co lu mn and 
the ana lyti cal HPLC co lu mn, are fed by a se pa ra te HPLC 
pump, al lowi ng mo bi le pha se swit chi ng or mo bi le pha-
se gra die nt for ma tion in bo th chro ma tog rap hic di men-
sio ns. The tran sfer from one to the next co lu mn is ai ded 
by swit chi ng a six-way val ve. Sin ce sam ple in tro duc tion 
and sam ple pu ri fi  ca tion on the SPE is usual ly per for med 
wi th the sa me mo bi le pha se, the se co nd sol ve nt chan nel 
(if a bi na ry pu mp is used) of the HPLC pu mp ser vi ng the 
SPE co lu mn can be used to clean/regenerate the SPE sta-
tio na ry pha se af ter ea ch ana lysis (i.e. by fl us hi ng it wi th 
met ha nol). The ana lytes re tai ned on the SPE are tran sfer-
red to the se co nd chro ma tog rap hic step wi th the aid of 
the sol ve nt de li ve red by the HPLC pu mp; the re ver sion of 
fl ow di rec tion (“ba ck fl u sh mo de”) lea ds to a shar pe ned 
elu tion pro fi  le from the SPE. Due to the avai la bi li ty of two 
(bi na ry pu mp) or mo re sol ve nt chan ne ls on the HPLC pu-
mp, any de si red mo bi le pha se gra die nt can be for med. 
This is of spe cial im por tan ce if iso ba ric ana lytes ha ve to 
be se pa ra ted or if drug me ta bo li tes sus cep tib le for ion 
sour ce frag men ta tion have to be se pa ra ted from the pa-
re nt drug un der in ves ti ga tion (48,75-77). The cycle ti me 
of this se tup de pen ds on the SPE step (about 1 min), the 
ti me nee ded for pro per ana lyte se pa ra tion in the se co nd 
chro ma tog rap hic di men sion if nee ded (i.e. if iso ba ric ana-
lytes ha ve to be se pa ra ted), and the ti me to re ge ne ra te 
sta tio na ry pha ses. In our la bo ra to ry se tup used for im mu-
no sup pres sa nt TDM, a to tal chro ma tog rap hy ti me of 2.6 
min has been rea li zed, wi th the ana lyte pea ks elu ti ng be-
tween 1.2 and 1.5 min (Fi gu re 4).
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SLI KA 3. She mat ski pri kaz teh ni ke zam je ne uzo rka ko ja se čes to prim-
je nju je kod pos ta va HPLC-MS/MS. Naj pri je se inji ci ra ni alik vot uzor ka 
do vo di do ko lo ne za SPE po mo ću mo bil ne fa ze SPE-si salj ke. Ana li ti su 
zad r ža ni na ko lo ni za SPE dok se sas toj ci mat rik sa is pi ru kao ot pad. Ven-
til sa 6 ula za kao pre ki dač do vo di do pov rat nog is pi ra nja ana li ta iz ko-
lo ne za SPE na ana li tič ku ko lo nu za HPLC po mo ću smje se mo bil ne fa ze 
HPLC-si salj ke. Tu su ana li ti od vo je ni od glav nih iz vo ra po tis ki va nja io-
na; pred nji dio ota pa la i sas toj ci li po fi l nog mat rik sa is to dob no se ispiru 
iz ko lo ne za SPE.
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FI GU RE 3 Sche ma tic over view of the co lu mn swit chi ng tec hnique 
frequen tly ap plied in HPLC-MS/MS se tu ps. Fir st the injec ted sam ple al-
iquot is car ried to the SPE co lu mn by the aid of the SPE pu mp mo bi le 
pha se. Ana lytes are re tai ned on the SPE co lu mn whe reas mat rix con sti-
tuen ts are fl us hed in to was te. Swit chi ng the 6 po rt val ve lea ds to the 
ba ck fl u sh elu tion of the ana lytes from the SPE co lu mn on to the ana lyti-
cal HPLC co lu mn by the aid of the HPLC pu mp mo bi le pha se mixtu re. 
He re, ana lytes are se pa ra ted from the main sour ces of ion sup pres sion 
- the sol ve nt fro nt and li pop hi lic mat rix con sti tuen ts co-e lu ti ng from 
the SPE co lu mn.

SLI KA 4. Kro ma tog ram do bi ven po mo ću HPLC-MS/MS nis kos tu panj-
skog, vi še kom po nen tnog ka lib ra to ra TDM imu no sup re si va. I CV po nov-
lje nih mje re nja (N = 6) i bro je vi S/N po ka zu ju da je ova ra zi na ana li ta 
pri lič no iz nad gra ni ce kvan ti fi  ka ci je po je di nač ne ana li ze ko ja je us ta-
nov lje na u na šem la bo ra to ri ju.

FI GU RE 4 HPLC-MS/MS de ri ved chro ma tog ram of a low le vel mul ti-
com po ne nt im mu no sup pres sa nt TDM ca lib ra tor. Bo th the CV of re pea-
ted mea su re men ts (N = 6) and the S/N num be rs show that this ana lyte 
le vel is we ll abo ve the li mit of quan ti fi  ca tion of this par ti cu lar as say es-
tab lis hed at our la bo ra to ry.
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Al ter na tiv no tak voj dvo di men zij skoj pos ta vi HPLC, ko ja 
osi gu ra va mak si mal no pro či šćava nje uzor ka pri je ula za 
u ma se ni spek tro me tar, čes to se rea li zi ra i jed no di men zij-
ski HPLC. Tak va, pak, pos ta va omo gu ća va kra ća vre me na 
cik lu sa, uz čes ta iz vješ ća o vre me ni ma zad r ža va nja is pod 
jed ne mi nu te za TDM imu no sup re si va (51,52,54,60,61,78). 
Tak va vr sta pos ta ve HPLC je znat no jef ti ni ja i njo me se ru-
ku je lak še ne go ana li zom ko ja uk lju ču je teh no lo gi je za iz-
mje nu ko lo na. Sto ga i ni je iz ne na đu ju će da ona pred stav-
lja teh no loš ku os no vu tre nut no na tr žiš tu je di ne ana li ze 
za TDM ko ja se zas ni va na HPLC-MS/MS i ima ov je ru CE te 
fun kcio ni ra bez pret hod nog pro či šćava nja uzor ka na nein-
teg ri ra noj SPE. Ne dos tat ci tak ve pos ta ve mo gu se vid je ti 
u ne pot pu nom pro či šćava nju uzor ka ko je do vo di do ne-
že lje nih uči na ka po tis ki va nja io na i po ve ća nog za ga đe nja 
ma se nog spek tro met ra. Za iz bje ga va nje tak vih prob le ma 
ko ris no je pri mi je ni ti pro to ko le za pro či šćava nje uzor ka 
ute me lje ne na nein tegri ra nom SPE ili vi so ke om je re raz-
r je đe nja uzor ka u fa zi ta lo že nja pro tei na. Na da lje, zbog 
po ve ća ne kon ta mi na ci je ko lo ne za HPLC preos ta lim sas-
toj ci ma mat rik sa pos ti že se is klju či vo kra tak vi jek tra ja nja 
ko lo na - obič no is pod 1000 inji ci ra nja. Uz go re opi sa nu 
pos ta vu in teg ri ra ne SPE-HPLC-MS/MS os tva re nu u na šem 
la bo ra to ri ju, ko lo ne za SPE iz dr že 2000 inji ci ra nja mat rik-
sa, a ko lo ne za HPLC se mo gu ko ris ti ti za vi še od 6000 uzo-
ra ka. Ti me su troš ko vi za pot roš ni HPLC ma te ri jal (uk lju ču-
ju ći i bo či ce za HPLC) bli zu 0,5 EUR po uzor ku. To ujed no 
či ni spek tro met ri ju ma sa, una toč vi so kim troš ko vi ma ana-
li tič ke stroj ne pod r ške i la bo ra to rij skih pri la god bi, čak i u 
fi  nan cij skom smis lu ja kim kon ku ren tom ru tin skoj ana li ti ci 
zas no va noj na imu no ke mij skim ana li za ma, uz već dob ro 
poz na te kva li ta tiv ne pred nos ti kao što su po bolj ša na toč-
no st, sma nje na nep re ciz no st, te sma nje ni učin ci mat rik sa.
Da nas pred vid lji vo kre ta nje u op ti mi ra nju ana li tič kih plat-
for mi za HPLC-MS/MS pre ma sve ve ćem pro to ku uzo ra ka 
uk lju ču je upo ra bu ko lo na s ma njim unu tar njim prom je ri-
ma na pu nje nu ma te ri ja li ma sa sma nje nom ve li či nom čes-
ti ca (1,8 μm) na ko je se dje lu je većim br zi na ma pro to ka 
i vi šim tem pe ra tu ra ma. Me đu tim, zbog oče ki va nih vi ših 
pov rat nih tla ko va, nuž no je po bolj ša ti i stu panj stroj ne 
op re me ka ko bi is pu ni la te po ve ća ne zah tje ve. Dru gi tre-
nd uk lju ču je spa ja nje dvi ju (ili vi še ako je to prim jen lji vo) 
neo vis nih HPLC-je di ni ca u je dan ma se ni spek tro me tar, 
što se uo bi ča je no na zi va “um no gos tru če nje”. Pri to me se 
HPLC-je di ni ca spa ja na MS kroz ven til kao pre ki dač is klju-
či vo ti je kom vre me na is pi ra nja ana li ta iz ana li tič ke ko lo-
ne. Ti je kom uvo đe nja uzor ka kao fa ze in teg ri ra ne SPE te 
po nov lje nog urav no te že nja SPE, tak va se je di ni ca od va ja 
od MS omo gu ću ju ći pri pa ja nje dru gog HPLC na MS. Ra di 
to ga rad na prog ram ska pod r ška tre ba bi ti u sta nju pot-
pu no kon tro li ra ti is to dob no dva ili vi še sus ta va za HPLC 
(is tov jet ne prek la pa ju će me to de; si salj ke mo ra ju bi ti pod 
pu nim nad zo rom čak i ako ni su in teg ri ra ne u ma se ni spek-
tro me tar). Kon trol na prog ram ska pod r ška ma se nog spek-

Al ter na ti ve ly to this two-di men sio nal HPLC se tup, whi ch 
en su res maxi mum pu ri fi  ca tion of a sam ple prior to its 
en te ri ng the ma ss spec tro me ter, one di men sio nal HPLC 
se tup is of ten rea li zed. Su ch se tup ma kes pos sib le lower 
cycli ng ti mes, whi le re ten tion ti mes be low one mi nu te 
we re frequen tly re por ted for im mu no sup pres sa nt TDM 
(51,52,54,60,61,78). This type of HPLC se tup is sig ni fi  can-
tly chea per and ea sier to han dle than an as say in vol vi ng 
co lu mn swit chi ng tec hno lo gies. Hen ce it is not sur pri si-
ng that it is the tec hno lo gi cal bac kbo ne of the cur ren tly 
on ly CE cer ti fi ed HPLC-MS/MS-based TDM as say on the 
mar ket ope ra ti ng wit hout offl   i ne SPE sam ple pre-pu ri fi -
ca tion. Drawbac ks of this se tup can be seen in an in com-
ple te sam ple pu ri fi  ca tion lea di ng bo th to unwan ted ion 
sup pres sion eff  ec ts and an in crea sed pol lu tion of the ma-
ss spec tro me ter. To cir cum ve nt the se prob le ms, the ap pli-
ca tion of offl   i ne SPE-ba sed sam ple pu ri fi  ca tion pro to co ls 
or hi gh sam ple di lu tion ra tios in the pro tein pre ci pi ta tion 
step can be be ne fi  cial. Fur ther mo re, due to the in crea sed 
con ta mi na tion of the HPLC co lu mn by re si dual mat rix 
com po nen ts, on ly sho rt co lu mn li fe ti mes – usual ly be low 
1000 injec tio ns – are ac hie ved. Wi th the abo ve des cri bed 
on li ne-SPE-HPLC-MS/MS se tup rea li zed in our la bo ra to ry, 
SPE co lum ns la st about 2000 mat rix injec tio ns and HPLC 
co lum ns can be used for mo re than 6000 sam ples. This 
brin gs the HPLC con su mab le cos ts (in clu di ng HPLC via ls) 
clo se to 0.5 € per sam ple. This ma kes ma ss spec tro met ry, 
des pi te hi gh cos ts for ana lyti cal har dwa re and la bo ra to ry 
adap ta tio ns, even in fi  nan cial ter ms a stro ng com pe ti tor 
to im mu noas say-ba sed rou ti ne ana lyti cs, be si des the we-
ll known qua li ta ti ve ad van ta ges as im pro ved ac cu ra cy, re-
du ced im pre ci sion, and re du ced mat rix eff  ec ts.
A cur ren tly fo re seeab le tre nd in op ti mi zi ng HPLC-MS/MS 
plat for ms towa rd hig her throug hput is the use of a co lu-
mn of smal ler in ner dia me te rs pac ked wi th ma te ria ls of 
dec rea sed par tic le si ze (1.8 μm) to be ope ra ted at hig her 
fl ow ra tes and in crea sed tem pe ra tu res. Howe ver, due to 
expec tab le hig her bac kpres su res, the har dwa re equip-
me nt has to be up gra ded to meet the se requi re men ts. A 
se co nd tre nd in vol ves the coup li ng of two (or mo re if ap-
pli cable) in de pen de nt HPLC uni ts to one ma ss spec tro me-
ter, com mon ly known as “mul tip lexin g”. He rein, a HPLC 
unit is con nec ted to the MS throu gh a swit chi ng val ve 
on ly in the ti me win dow of ana lyte elu tion from the ana-
lyti cal co lu mn. Du ri ng sam ple injec tion, the onli ne SPE 
step, and the SPE re-equi lib ra tion, this unit is se pa ra ted 
from the MS al lowi ng the ot her HPLC to be con nec ted to 
the MS. Hen ce, the ope ra ti ng sof twa re has to be ab le to 
com ple te ly con trol two or mo re HPLC syste ms si mul ta-
neous ly (iden ti cal over lap pi ng met ho ds; the pum ps ha ve 
to be un der fu ll con trol even if bei ng offl   i ne from the MS 
de vi ce). The se requi re men ts are usual ly not ful fi l led by 
the con trol li ng sof twa re of the MS. Cur ren tly su ch a se tup 
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tro met ra obič no ne is pu nja va te zah tje ve. Tre nu tač no je 
tak vu pos ta vu os tva rio ba rem je dan neo vi san pro da vač 
op re me za HPLC.

De tek ci ja ana li ta
U ru tin skoj dvoj noj spek tro met ri ji ma sa, prim je na pra će-
nja odab ra ne reak ci je (SRM), ko je je ta ko đer poz na to kao 
pra će nje vi šes tru kih reak ci ja (MRM), je st naj češ će mje re-
nje kod MS/MS. Iz laz na te ku ći na iz HPLC ko ji se sas to ji od 
ana li ta, sas to ja ka mat rik sa i mo bil ne fa ze do vo di se do iz-
vo ra io na kroz če lič nu ka pi la ru ko ja slu ži kao elek tro da. 
Tu svi sas toj ci mat rik sa ko je je mo gu će io ni zi ra ti do bi va ju 
na boj, dok ve ći dio ota pa la os ta je bez na bo ja i tre ba se 
uk lo ni ti. Do dat ci mo bil noj fa zi, kao što su hlap lji ve or gan-
ske ki se li ne i so li (npr. trik lo roc te na ki se li na, mrav lja ki se-
li na, oc te na ki se li na i nji ho ve amo ni je ve so li) olak ša va ju 
pro ces io ni za ci je pri no som io na. Oda bir ana li ta za po či nje 
već u ion skom iz vo ru jer su pa ra met ri stroj ne pod r ške (tj. 
tem pe ra tu ra iz vo ra, po ten ci jal za raz dva ja nje) us kla đe ni 
ta ko da je mak si mal no po ve ća na re la tiv na ko li či na io na 
željenog ana li ta (tj. ion amo ni je ve sku pi ne u slu ča ju imu-
no sup re siv nih li je ko va). Na da lje se taj pri mar ni ion oda-
bi re unu tar pr vog kvad ro po la. Zbog pri ro de tog pro ce sa 
svi io ni zi ra ni sas toj ci me di ja pod is tim tla kom s om je rom 
ma se i na bo ja (m/z) ko ji je is tov je tan ana li tu ta ko đer se 
oda bi ru, dok su io ni s raz li či tim vri jed nos ti ma m/z iz ba-
če ni iz ion ske pu ta nje. Reak ci jom plin ske fa ze u su dar noj 
sta ni ci pri mar ni ion ana li ta se raz gra đu je u pos tup ni niz 
pro du ka ta reak ci je. Taj se pro ces mo že op ti mi ra ti ka ko bi 
se po ve ćao pri nos odab ra nog ion skog frag men ta ana li ta 
te se stro go kon tro li ra pos tav ka ma MS. Na da lje, oči ta va 
se om jer m/z sa mo se kun dar nog io na u tre ćem kvad ro-
po lu te se pre no si na plo ču de tek to ra. Tak va kom bi na ci ja 
tvor be pri mar nog io na (iz vo ra), oda bi ra io na (kvad ro pol 
1), tvor be ion skog frag men ta (su dar na sta ni ca) i oda bi ra 
ion skog frag men ta (kvad ro pol 2) či ni os no vu vi so ke se lek-
tiv nos ti dvoj ne spek tro met ri je ma sa. Tra di cio nal no se za 
ana lit bi lje že dva SRM; je dan slu ži kao kvan ti fi  ka tor, a dru-
gi (obič no onaj ma nje os jet lji vos ti) kao do dat na kon tro la 
kva li te te ko jom se do ka zu je iden ti tet ana li ta, pa se sto ga 
na zi va kva li fi  ka tor.
S ob zi rom da se u od re đe noj vre men skoj toč ci mo že za bi-
lje ži ti sa mo je dan SRM (ne pos to ji is to dob no mje re nje!), 
prog ram ska pod r ška ma se nog spek tro met ra mo ra kru ži-
ti kroz sve že lje ne reak ci je MS/MS u vre men skom ok vi ru 
jed ne mi li se kun de. Tra ja nje pri kup lja nja po da ta ka za sva-
ku odab ra nu ion sku reak ci ju, tj. pe riod pre ki da, je st va žan 
parame tar za op ti mi ra nje ana li ze ko ja mo ra pra ti ti niz ana-
li ta. S jed ne stra ne, os jet lji vo st ma se nog spek tro met ra 
opa da s kra ćim pe rio di ma pre ki da zbog re la tiv nog po ras-
ta bu ke. Pe rio di pre ki da is pod 50 ms čes to se ne mo gu pri-
mi je ni ti, prem da ih je mo gu će la ko os tva ri ti po mo ću suv-
re me nih ure đa ja. S dru ge stra ne, kro ma tog raf ske vr šne 

has been rea li zed by at lea st one in de pen de nt ven dor of 
HPLC equip me nt.

Ana lyte de tec tion
In rou ti ne tan dem ma ss spec tro met ry, the use of se lec ted 
reac tion mo ni to ri ng (SRM), al so known as mul tip le reac-
tion mo ni to ri ng (MRM), is the pre do mi na nt MS/MS expe-
ri me nt. The HPLC effl   ue nt con sis ti ng of ana lytes, mat rix 
con sti tuen ts, and mo bi le pha se is in tro du ced to the ion 
sour ce via a steel ca pil la ry ser vi ng as an elec tro de. Thus 
all io ni zab le mat rix con sti tuen ts be co me char ged whe-
reas the bu lk sol ve nt re mai ns un char ged and has to be re-
mo ved. Mo bi le pha se ad di ti ves, li ke vo la ti le or ga nic aci ds 
and sal ts (e.g. tric hlo roa ce tic acid, for mic acid, ace tic acid 
and their am mo nium sal ts) fa ci li ta te the io ni za tion pro ce-
ss by pro vi di ng io ns. Ana lyte se lec tion star ts al rea dy in 
the ion sour ce, sin ce har dwa re pa ra me te rs (i.e. the sour ce 
tem pe ra tu re, dec lus te ri ng po ten tial) are tu ned in su ch a 
way that the re la ti ve amou nt of the de si red ana lyte ion 
(i.e. the am mo nium clus ter ion in the ca se of im mu no sup-
pres sa nt dru gs) is maxi mi zed. Sub sequen tly, this pri ma ry 
ion is se lec ted wit hin the fi r st quad ru po le. Due to the na-
tu re of this pro ce ss, all io ni zed iso ba ric mat rix con sti tuen-
ts wi th the ma ss to char ge (m/z) ra tio iden ti cal to the ana-
lyte are al so se lec ted, whe reas io ns of diff  e re nt m/z va lues 
are ejec ted from the ion tra jec to ry. By gas pha se reac tion 
in the col li sion ce ll, the pri ma ry ana lyte ion is deg ra ded 
to a cas ca de of reac tion pro duc ts. This pro ce ss can be op-
ti mi zed to in crea se the yie ld of the cho sen frag me nt ion 
of the ana lyte and is tig htly con trol led by the MS set tin-
gs. Sub sequen tly, on ly the se con da ry ion m/z ra tio is read 
out by the thi rd quad ru po le and tran sfer red to a de tec tor 
pla te. This com bi na tion of pri ma ry ion for ma tion (sour ce) 
– ion se lec tion (quad ru po le 1) – frag me nt ion for ma tion 
(col li sion ce ll) and frag me nt ion se lec tion (quad ru po le 2) 
is the ba sis of the hi gh se lec ti vi ty of tan dem ma ss spec tro-
met ry. Tra di tio nal ly two SR Ms are re cor ded for an ana lyte, 
one ser vi ng as a quan ti fi er and the ot her (usual ly the le-
ss sen si ti ve one) bei ng used as the ad di tio nal qua li ty con-
trol pro vi ng the iden ti ty of the ana lyte and hen ce na med 
qua li fi er.
Gi ven that on ly one SRM can be re cor ded at a cer tain ti-
me poi nt (no si mul ta neous mea su re me nt!), the ma ss spec-
tro me ter sof twa re has to cycle throu gh all de si red MS/MS 
reac tio ns on a mil li se co nd ti mes ca le. The du ra tion of da ta 
col lec tion for ea ch se lec ted ion reac tion, the dwe ll ti me, 
is an im por ta nt pa ra me ter for op ti mi zi ng an as say whi ch 
has to mo ni tor a se ries of ana lytes. One the one ha nd, the 
sen si ti vi ty of a ma ss spec tro me ter decrea ses wi th shor ter 
dwe ll ti mes due to a re la ti ve in crea se in noi se. The dwe ll 
ti mes be low 50 ms are of ten not ap pli cab le al thou gh ea-
si ly rea li zab le wi th mo de r n-day in stru men ta tion. On the 
ot her ha nd, chro ma tog rap hic pea ks elu te wit hin se con ds  
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vri jed nos ti se is pi ru ti je kom se kun di u br zim ana li za ma 
i ši ri ne tih vri jed nos ti < 10 s su ve ći nom nor mal ne. Ka ko 
je u kro ma tog ra fi  ji dob ro poz na to da se vr šna vri jed no st 
ana li ta tre ba ka rak te ri zi ra ti s ba rem 10-15 to ča ka da bi se 
omo gu ći la pre ciz na in teg ra ci ja, po ve za na vre me na cik lu-
sa SRM tre ba la bi bi ti pri lič no is pod 1 s. Sto ga - kao prim-
jer iz ra ču na s pe rio di ma pre ki da od 50 ms kod svih pri je-
la za, - ni je mo gu će pra ti ti koe lui ra ju će vr šne vri jed nos ti 
kod vi še od de se tak SRM. To pak iz no si pet ana li ta i je dan 
in ter ni stan da rd, ako se pra te kvan ti fi  ka to ri i kva li fi  ka to ri.
Ka ko je pris tup sa SRM us re do to čen na po je di nač ne ana-
li te, ni je mo gu će pro mat ra ti is to dob no is pra ne sas toj ke 
mat rik sa kao što su en do ge ne kom po nen te (tj. fos fo li pid, 
ko les te rol itd.) ili kse no bio ti ci (tj. li je ko vi bi lo ko je vr ste) 
ko ji mo gu kva li ta tiv no i kvan ti ta tiv no va ri ra ti od bo les ni-
ka do bo les ni ka. Ka ko bi lo ko ji ele me nt mat rik sa mo že uz-
ro ko va ti ne že lje ne gubit ke sig na la zbog po tis ki va nja io na 
(35-37), tak va pi ta nja mo ra ju pod rob no ob ra di ti pro to ko li 
za va li da ci ju me to de HPLC-MS/MS. Kod uzo ra ka bo les ni-
ka sa svoj stvi ma za ko je je poz na to da po ka zu ju ana li tič-
ke in ter fe ren ci je u dru gim ru tin skim ana li za ma (po vi še ne 
kon cen tra ci je he mog lo bi na, bi li ru bi na, trig li ce ri da, ko les-
te ro la itd.) ob ve zat no tre ba prov je ri ti učin ke po tis ki va nja 
io na, kao i kod li je ko va ko ji se čes to ko ris te u bo les nič koj 
skr bi (tj. an ti vi rus ni ili an ti fun gal ni li je ko vi u slu ča ju tran-
splan ti ra nih bo les ni ka). Po ku si s do da va nji ma u ko ji ma se 
ko ris te prob le ma tič ni uzor ci bo les ni ka (tj. vi so ko ik te rič ni 
ili li pe mič ni uzor ci) po ja ča ni s poz na tim kon cen tra ci ja ma 
is pi ti va nih ana li ta omo gu ću ju mje re nje raz li ka u po nov-
nom do bi va nju sig na la ana li ta u us po red bi s uzor ci ma 
zdra vih is pi ta ni ka pod is tov jet nim tret ma nom, u što su uk-
lju če ni i učin ci po tis ki va nja io na te in ter fe ren ci je mat rik sa 
u fa zi ek strak ci je. Po ku si ko ji se te me lje na uštr cnoj cr pki, 
a u ko ji ma se uvo di pos to ja ni pro tok is pi ti va nih ana li ta u 
iz laz nu te ku ći nu u HPLC iz me đu ko lo ne za HPLC i ma se-
nog spek tro met ra ko riš te njem t-ko mad nog prik ljuč ka, 
pred stav lja ju dru gu dob ro pro ci je nje nu mo guć no st za 
is pi ti va nje uči na ka po tis ki va nja io na (37). Uzor ci ma zdra-
vih is pi ta ni ka, ko ji su bez ana li ta ko ji se is pi tu ju, do da ju 
se kse no bio ti ci u kli nič ki re le van tnoj kon cen tra ci ji. Prim je-
nju je se uo bi ča je na prip re ma uzor ka ko ja se ko ris ti za ru-
tin ske ana li tič ke uzor ke te se oto pi ne uzor ka uvo de u sus-
tav HPLC-MS/MS. Ka ko bi se nas ta li kro ma tog ra mi tre ba-
li po ja vi ti kao rav ne cr te zbog stal nog pro to ka ana li ta iz 
uštr cne cr pke, bi lo kak vo od stu pa nje od te ideal ne si tua ci-
je (ko ja se mo že opo na ša ti is pi ti va njem inji ci ra nja uzor ka 
ota pa la) is tov jet no je po re me ća ju sig na la zas no va nog na 
mat rik su. Do dat ne vr šne vri jed nos ti, ko je je mo gu će pro-
su di ti kao križ ne reak ci je, jed va da se za pa ža ju. Češ će se 
za pa ža iz ne na dan gu bi tak sig na la ana li ta - po tis ki va nje io-
na. Ako se to do ga đa sus tav no, tj. u bi lo ko jem uzor ku čak 
i bez do dat ka kse no bio ti ka, pot reb no je is tra ži ti al ter na-
tiv ne stra te gi je prip re me uzor ka. Učin ci po tis ki va nja io na 
u pri sut nos ti li je ka ko ji se čes to da je za jed no s is pi ti va nim 

in fa st as says, and peak wid ths of < 10 s are rat her nor mal. 
Sin ce it is we ll known in chro ma tog rap hy that an ana lyte 
peak has to be cha rac te ri zed by at lea st 10-15 da ta poin ts 
to al low pre ci se in teg ra tion, as so cia ted SRM cycle ti mes 
shou ld be we ll be low 1 s. Hen ce – as a cal cu la tion exam-
ple usi ng 50 ms dwe ll ti mes on all tran si tio ns – not mo re 
than about a do zen SR Ms can be mo ni to red for co-e lu ti-
ng pea ks. This tran sla tes to fi  ve ana lytes and one in ter nal 
stan da rd, if quan ti fi e rs and qua li fi e rs are mo ni to red.
Sin ce the SRM ap proa ch fo cu ses on sin gle ana lytes, co-
e lu ti ng mat rix con sti tuen ts as en do ge nous com po nen ts 
(i.e. phos pho li pi ds, cho les te rol, etc.) or xe no bio ti cs (i.e. 
dru gs of any ki nd), whi ch may va ry qua li ta ti ve ly and quan-
ti ta ti ve ly from pa tie nt to pa tie nt, cannot be ob ser ved. As 
any mat rix ele me nt can gi ve ri se to unwan ted sig nal los-
ses due to ion sup pres sion (35-37), HPLC-MS/MS met hod 
va li da tion pro to co ls mu st ad dre ss su ch is sues in de tail. Pa-
tie nt sam ples wi th the pro per ties known to show ana lyti-
cal in ter fe ren ces in ot her rou ti ne as says (in crea sed le ve ls 
of he mog lo bin, bi li ru bin, trig lyce ri des, cho les te rol, etc.) 
ha ve to be chec ked for ion sup pres si ve eff  ec ts, as we ll as 
me di ca tio ns com mon ly used for pa tie nt ca re (i.e. an ti vi-
ral or an ti fun gal dru gs in the ca se of tran spla nt pa tien ts). 
Spi ki ng expe ri men ts usi ng prob le ma tic pa tie nt sam ples 
(i.e. hig hly ic te ric or li pe mic spe ci me ns) en for ced wi th the 
known le ve ls of the ana lyte un der in ves ti ga tion al low the 
tes ti ng of diff  e ren ces in ana lyte sig nal re co ve ry com pa-
red to heal thy sub je ct sam ples trea ted iden ti cal ly, co ve ri-
ng bo th ion sup pres sion eff  ec ts and mat rix in ter fe ren ces 
in the extrac tion step. Syrin ge pu mp-ba sed expe ri men ts 
in tro du ci ng a stea dy fl ow of in ves ti ga ted ana lytes in to 
the HPCL effl   ue nt be tween the HPLC co lu mn and the ma-
ss spec tro me ter by usi ng a t-pie ce con nec tor are anot her 
we ll eva lua ted pos si bi li ty to in ves ti ga te ion sup pres sion 
eff  ec ts (37). Sam ples from heal thy sub jec ts whi ch are free 
from the ana lytes un der in ves ti ga tion are spi ked wi th xe-
no bio ti cs to a cli ni cal ly re le va nt con cen tra tion. Con ven-
tio nal sam ple pre pa ra tion, as used for rou ti ne ana lyti cal 
sam ples, is ap plied and sam ple so lu tio ns are in tro du ced 
to the HPLC-MS/MS system. Sin ce the re sul ti ng chro ma-
tog ra ms shou ld ap pear as fl at li nes due to con sta nt ana-
lyte fl ow from the syrin ge pu mp, any de via tion from this 
ideal si tua tion (whi ch can be mi mic ked by in ves ti ga ti ng 
the injec tion of a sol ve nt sam ple), equa ls a mat rix-ba sed 
sig nal dis tur ban ce. Ad di tio nal pea ks, whi ch can be jud-
ged as cro ss reac tio ns, are har dly ob ser ved. Mo re of ten a 
sud den lo ss of ana lyte sig nal – the ion sup pres sion – can 
be ob ser ved. If this ta kes pla ce syste ma ti cal ly, i.e. in any 
sam ple even if no xe no bio ti cs ha ve been ad ded, al ter na-
ti ve sam ple pre pa ra tion stra te gies shou ld be soug ht. Ion 
sup pres sion eff  ec ts in the pre sen ce of a drug frequen tly 
co-ad mi nis te red wi th the ana lyte un der in ves ti ga tion are 
mo re cri ti cal. If chro ma tog rap hi cal co-e lu tion wi th the 
ana lyte oc cu rs, ir rep ro du cib le quan ti ta ti ve re sul ts of the 
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ana li tom su po gi belj ni ji. Ako se kro ma tog raf sko is pi ra nje 
od vi ja za jed no s ana li tom, ne mo gu se is klju či ti ne po nov-
lji vi kvan ti ta tiv ni re zul ta ti ana li ze TDM. U tak vom slu ča ju 
tre ba pro ves ti do dat na mje re nja kao prov je ru bi lo prim je-
nom pro mi je nje nih uv je ta kro ma tog ra fi  je ili do dat nom 
pro ved bom SRM mo gu će in ter fe ri ra ju će tva ri u po ku su.

Ana li za po da ta ka
Ana li za baz nih po da ta ka kro ma tog ra ma ute me lje nih na 
HPLC-MS/MS obič no uk lju ču je fa zu “po rav na nja” po da-
ta ka pri je pot pu no au to ma ti zi ra ne iden ti fi  ka ci je vr šnih 
vri jed nos ti. In teg ra cij ski al go rit mi se dos tav lja ju uz sva ki 
ma se ni spek tro me tar i obič no se ci je le se ri je (npr. sve se-
ri je u is tom da nu) mo gu ob ra di ti unu tar ne ko li ko mi nu ta. 
Ipak, prov je ra cje lo vi tos ti vr šnih vri jed nos ti je nuž na kao 
dio pro ce sa teh nič ke va li da ci je jer se po gor ša nje pro ce sa 
stva ra nja io na, ko je je obič no re zul tat kon ta mi na ci je ion-
skog iz vo ra ili is tro še nih pri je nos nih ka pi la ra, br zo og le da 
u gu bit ku uzor ka vr šnih vri jed nos ti. Sve se vr šne vri jed-
nos ti ana li ta us po re đu ju s od go va ra ju ćim in ter nim stan-
dar dom, a om je ri pod ruč ja vr šnih vri jed nos ti či ne os no vu 
za kvan ti fi  ka ci ju ana li ta. Kad god je to mo gu će, tre ba ko ris-
ti ti ko mer ci jal no dos tup ne ka lib ra cij ske i kon trol ne ma te-
ri ja le s ov je rom CE; ka lib ra to ri s vi še ra zi na su ob ve zat ni 
kod va li da ci je ana li za (ba rem ako se prim je nju je smjer ni-
ca FDA (28) o va li da ci ji bioa na li tič kih me to da).

Kon tro la kva li te te i od r ža va nje
Osim prov je ra pre ciz nos ti i toč nos ti ana li ze pra će njem 
kon tro le kva li te te i po da ta ka ka lib ra to ra kroz od re đe ni 
pe riod (Sli ka 5.), pot reb no je pro vo di ti i niz prov je ra stroj-
ne pod r ške ka ko bi se osi gu ra la du got raj na pos to ja no st 
pos ta ve ure đa ja. Ob ve za tan je i nad zor tla ka u kro ma tog-
raf skom sus ta vu jer je po ra st pov rat nog tla ka obič no ra ni 
znak za čep lje nja ko lo na za HPLC zbog ta lo že nja me di ja. 
Ko lo ne za HPLC mo gu se blo ki ra ti na kon du lje upo ra be 
ta ko da pre ven tiv na zam je na mo že sma nji ti is klju če no st 
ure đa ja iz ra da. Ku ćiš te ion skog iz vo ra tre ba čes to prov je-
ra va ti ra di vid lji vih kon ta mi na ci ja, te re do vi to čis ti ti pok-
ret ne di je lo ve stroj ne pod r ške ko ji šti te MS ra di iz bje ga va-
nja kon ta mi na ci ja kvad ro po lo va. Kva li te ta va kuu ma ovi-
si o sus ta vu isi sa va nja; sto ga se sav je tu je čes ta prov je ra 
kva li te te ulja u pr vom stup nju si salj ke. Gle de pos to ja nos-
ti ma se nog spek tro met ra, dje lot vor no st pri je no sa io na i 
raz lu či vos ti ma se tre ba li bi bi ti stal ni kroz du ga raz dob lja 
u ru tin skim ana li tič kim uv je ti ma. Pre po ruč lji vo je, ipak, 
prov je ri ti učin ko vi to st MS/MS pro ved bom po ku sa us kla đi-
va nja pre ma upu ta ma pro da va ča. Zad nje, ali ne i naj ma-
nje važ no je st da se ob ve zat no tre ba pro ci je ni ti pos to ja-
no st sva ke mo bil ne fa ze i ma te ri ja la za prip re mu uzo ra ka, 
uk lju ču ju ći i ma tič ne oto pi ne in ter nog standar da, a pra vi-
la za poh ra nu uzo ra ka tre ba raz vi ti ili pri mi je ni ti iz li te ra-
tur nih po da ta ka. Stal na izob raz ba osob lja te dob ro na pi-
sa ni pro to ko li za rad upot pu nju ju skup mje ra za kon tro lu 

TDM as say can not be ru led out. In su ch ca se ad di tio nal ve-
ri fi  ca tion mea su re men ts shou ld be car ried out eit her by 
usi ng chan ged chro ma tog rap hic con di tio ns or by ad di ng 
a SRM of the pos sib ly in ter fe ri ng sub stan ce to the expe ri-
me nt.

Da ta ana lysis
Raw da ta ana lysis of HPLC-MS/MS-based chro ma tog ra ms 
usual ly in clu des a da ta smoot hi ng step prior to ful ly au to-
ma ted peak iden ti fi  ca tion. In teg ra tion al go rit hms are sup-
plied wi th any ma ss spec tro me te rs, usual ly who le bat ches 
(e.g. all ru ns of one day) can be pro ces sed wit hin mi nu tes. 
Ne ver the le ss, peak in teg ra tion shou ld be chec ked as pa-
rt of the tec hni cal va li da tion pro ce ss sin ce de te rio ra tion 
of ion for ma tion pro ce ss, usual ly due to ion sour ce con ta-
mi na tio ns or wo rn out tran sfer ca pil la ries, quic kly mir ro-
rs the lo ss of peak sha pes. All ana lyte pea ks are re fer red 
to the res pec ti ve in ter nal stan da rd, and peak area ra tios 
are the ba sis of ana lyte quan ti fi  ca tion. Whe ne ver pos sib-
le, com mer cial ly avai lab le CE cer ti fi ed ca lib ra tion and con-
trol ma te ria ls shou ld be used; mul ti le vel calib ra to rs are a 
mu st for as say va li da tion (at lea st if the FDA gui de li ne on 
bio-a na lyti cal met hod va li da tion (28) is ap plied).

Qua li ty Con trol and Main te nan ce
Be si des chec ki ng the pre ci sion and ac cu ra cy of an as say 
by mo ni to ri ng qua li ty con trol and ca lib ra tor da ta over ti-
me (Fi gu re 5), a se ries of har dwa re chec ks shou ld be per-
for med to en su re the lo ng te rm sta bi li ty of the se tup. 
Pres su re pro fi  les of chro ma tog rap hic ru ns ha ve to be sur-
veyed sin ce the bui ld up of ba ck-pres su re is usual ly an ear-
ly si gn of con ges tio ns of HPLC co lum ns due to the pre ci pi-
ta tion of sam ple mat rix. HPLC co lum ns mig ht blo ck af ter 
pro lon ged use, and a pre ven ti ve chan ge can re du ce the 
in stru me nt down ti me. The ion sour ce hou si ng has to be 
frequen tly chec ked for vi sib le con ta mi na tio ns, re mo vab-
le har dwa re pie ces shiel di ng the MS shou ld be clea ned 
on a re gu lar ba sis to avoid con ta mi na tio ns of quad ru po-
les. The qua li ty of the va cuum re lies on the pum pi ng sys-
tem; hen ce a freque nt che ck on the oil qua li ty of the fi r st 
sta ge pum ps is ad vi sab le. Re gar di ng the sta bi li ty of a ma-
ss spec tro me ter, ion tran sfer effi    cien cy and ma ss re so lu-
tion shou ld be stab le over qui te lo ng ti me spa ns un der 
rou ti ne ana lysis con di tio ns. Ne ver the le ss, it mig ht be ad-
vi sab le to che ck the MS/MS per for man ce by run ni ng tu ni-
ng expe ri men ts as sug ges ted by the ven dor’s gui de li nes. 
La st but not lea st, the sta bi li ty of any mo bi le pha ses and 
sam ple pre pa ra tion ma te ria ls in clu di ng the in ter nal stan-
da rd sto ck so lu tio ns has to be as ses sed, and the ru les for 
sam ple sto ra ge ha ve to be deve lo ped or de ri ved from li-
te ra tu re da ta. Re cur re nt per son nel trai ni ng ses sio ns and 
we ll writ ten ope ra tion pro to co ls com ple te the pac ka ge 
of qua li ty con trol mea su res towa rd a stab le and we ll wor-
ki ng HPLC-MS/MS plat fo rm.
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SLI KA 5. Du got raj na pos to ja no st ana li ze HPLC-MS/MS za TDM imu no-
sup re si va u Innsbruc ku. Stan dar di zi ra ni gra fo vi od stu pa nja ko mer ci jal-
nog, s CE ov je re nog vi šea na lit nog ka lib ra to ra i ma te ri ja la za kon tro lu 
kva li te te ko ji sad r ži cik los po rin A, tak ro li mus, si ro li mus i eve ro limus, u 
ko ji ma je sa žet trom je seč ni pe riod mje re nja. Po dat ci (64 vre men skih to-
ča ka s 24 po dat kov nih to ča ka za sva ku) o vi šes tu panj skom (N = 6) ka lib-
ra to ru pred stav lje ni su kao pos tot no od stu pa nje od do di je lje ne ci lja ne 
vri jed nos ti. Za us pješ nu ka lib ra ci ju, 4 od 6 po dat kov nih to ča ka mo ra-
ju bi ti unu tar gra ni ce od 15%. Vi šes tu panj ski (N = 4) po dat ci o kon tro li 
kva li te te (181 vre men ska toč ka unu tar 24 po dat kov ne toč ke za sva ku) 
pri ka za ni su kao od stu pa nje vri jed nos ti z (ko riš te ni su ras po ni 2S od re-
đe ni od proiz vo đa ča) od do di je lje ne ci lja ne vri jed nos ti.

kva li te te ko ji ma je cilj pos to ja no st i dob ro fun kcio ni ra nje 
ure đa ja za HPLC-MS/MS.

Us po re di vo st s imu no ke mij skim ana li za ma
Po seb ne raz li ke zbog me to de za pa že ne su iz me đu me-
to da HPLC-MS/MS i imu no ke mij skih ana li za iz me đu raz li-
či tih proiz vo đa ča za sva ki pra će ni imu no sup re sij ski li jek. 
Čak i raz li či te pro ved be imu no ke mij skih ana li za od stra ne 
is te tvr tke mo gu po ka za ti zna čaj ne raz li ke u kvan ti ta tiv-
nim re zul ta ti ma ako se me đu sob no us po re de (naj vje ro jat-
ni je zbog raz li či tih ko riš te nih an ti ti je la i raz li ka u me to da-
ma de tek ci je), te pre ma HPLC-MS/MS. Te raz li ke ne sa mo 
da su bi le opi sa ne u li te ra tu ri (47,48,49,52) ne go se og le da-
ju i u re zul ta ti ma prog ra ma tes ti ra nja di jag nos tič ke učin-
ko vi tos ti u Eu ro pi i Sje ver noj Ame ri ci.

Com pa ra bi li ty to im mu noas says
For any of the im mu no sup pres sa nt dru gs mo ni to red, a 
dis tin ct met hod bias has been ob ser ved be tween HPLC-
MS/MS met ho ds and im mu noas says of va rious pro du ce rs. 
Even diff  e re nt im mu noas say rea li za tio ns pro vi ded by the 
sa me com pa ny can show sig ni fi  ca nt diff  e ren ces in quan ti-
ta ti ve re sul ts if com pa red amo ng ea ch ot her (mo st li ke ly 
due to diff  e re nt an ti bo dies used and due to diff  e ren ces in 
de tec tion met ho ds) and to HPLC-MS/MS. The se diff  e ren-
ces we re not on ly des cri bed in the li te ra tu re (47,48,49, 52), 
but are al so mir ro red by pro fi  cien cy tes ti ng sche me re sul-
ts in Eu ro pe and Nor the rn Ame ri ca.
Sin ce as say de via tio ns to the HPLC-MS/MS are main ly ba-
sed on the cro ss-reac ti vi ty of im mu noas say an ti bo dies 
wi th drug me ta bo li tes (11,12,13,79,80), an ob ser ved bias 

Fi gu re 5 Lo ng-ti me sta bi li ty of the HPLC-MS/MS im mu no sup pres sa nt 
TDM as say at Innsbru ck. Stan dar di zed de via tion plo ts of com mer cial ly 
CE cer ti fi ed mul ti-a na lyte ca lib ra tor and qua li ty con trol ma te ria ls con-
tai ni ng cyclos po ri ne A, tac ro li mus, si ro li mus, and eve ro li mus sum ma ri-
zi ng a three-mon th mea su re me nt pe riod. The mul ti le vel (n = 6) ca lib-
ra tor da ta (64 ti me poin ts wi th 24 da ta poin ts at ea ch) is pre sen ted as 
per cen ta ge de via tion from the as sig ned tar get va lue. For suc ces sful ca-
lib ra tion, 4 out of 6 da ta poin ts ha ve to be wit hin the 15% mar gin. The 
mul ti le vel (N = 4) qua li ty con trol da ta (181 ti me poin ts wit hin 24 da ta 
poin ts at ea ch) is gi ven as z-va lue de via tion (2S ran ges as sig ned by the 
ma nu fac tu rer we re used) from the as sig ned tar get va lue.
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Ka ko se od stu pa nja pre ma HPLC-MS/MS ug lav nom te me-
lje na križ noj reak tiv nos ti an ti ti je la u imu no ke mij skoj ana-
li zi s me ta bo li ti ma li je ka (11,12,13,79,80), za pa že na raz li ka 
pred stav lja in di vi dua lan pa ra me tar ko ji snaž no ovi si o br-
zi ni me ta bo li zi ra nja os nov nog li je ka. Od stu pa nja od bo-
les ni ka do bo les ni ka mo ra ju se oče ki va ti, kao i nes tal no st 
raz li ka kod po je di nač nih bo les ni ka ako se pra te kroz vri-
je me zbog, prim je ri ce, prom jen lji vos ti op će ga zdrav stve-
nog sta nja ili prom je na u kok te lu is to dob no uze tih li je ko-
va. Kao pos lje di ca to ga sred nje vri jed nos ti raz li ke po ka zu-
ju vi so ki koe fi  ci je nt va ri ja ci je, ti pič no u ras po nu od 20 do 
30%. To či ni “raz li ku zbog me to de”, o ko joj je iz vješ ta va-
no u li te ra tu ri, ned je lot vor nom u vo đe nju kli ni ča ra kroz 
prom je nu me to de kad su u pi ta nju imu no ke mij ske ana li-
ze. Sto ga jed va da je ko ris no pro ci je ni ti ut je caj prom je ne 
ana li tič ke plat for me na ko riš te ne te ra pij ske ras po ne. Pre-
ma na šem osob nom uv je re nju i te me ljem na ših vlas ti tih 
za pa ža nja u la bo ra to ri ju, sa mo du lje us po red no mje re nje 
po da ta ka iz TDM (pot reb no je ne ko li ko ti su ća po dat kov-
nih to ča ka) na ob je ana li tič ke plat for me, tj. “no ve” i one 
ko ja se zam je nju je - uk lju ču ju ći i stva ra nje lon gi tu di nal-
nih pro fi  la bo les ni ka, - mo že uk lju če nim kli ni ča ri ma pru ži-
ti pouz da nje ko je je pot reb no za us pješ no uvo đe nje no ve 
ana li tič ke me to de kao što je HPLC-MS/MS za TDM imu no-
sup re si va.

Zak lju čak
Mase ni spek tro met ri su me đu naj skup ljim ana li tič kim 
ure đa ji ma prim je nji vi ma za ru tin sku ana li zu u kli nič kim 
la bo ra to ri ji ma. Ipak, oni su kon ku ren ci ja imu no ke mij skim 
ana li za ma ka ko s ob zi rom na kva li te tu ana li ze, ta ko i po 
troš ko vi ma po ana li zi. Ana li ze ko je se zas ni va ju na dvoj-
noj spek tro met ri ji ma sa vi so ko su se lek tiv ne i os jet lji ve; 
pre ciz no mje re nje ci lja nog ana li ta bez križ nih reak ci ja s 
bi lo ko jim dru gim struk tur no srod nim ili nes rod nim ana li-
ti ma je stan dar dno. Ru tin ska ana li za me to dom HPLC-MS/
MS u fem tomol skom ras po nu je pro ve di va i ti me či ni ana-
li ze zas no va ne na spek tro met ri ji ma sa čak i os jet lji vi ji ma 
od mno gih da nas dos tup nih imu no ke mij skih ana li za. U 
slu ča ju TDM imu no sup re si va gra ni ca kvan ti fi  ka ci je mo že 
se la ko sni zi ti za čim be nik 5-10 u us po red bi s bi lo ko jim 
dos tup nim imu no ke mij skim ana li za ma. Upo ra bom stra te-
gi je ob ra de uzor ka zas no va ne na in teg ri ra nim SPE-HPLC, 
troš ko vi po ana li zi mo gu se sma nji ti do is pod 1 EUR, a uz 
kra ći vi jek ko lo ne, kao što je to slu čaj u jed no di men zij-
skim pos ta va ma HPLC, mo gu će je dos ti ći prag od 2 EUR 
po uzor ku. To nas os tav lja s raz li kov nim čim be ni kom 5-10 
u od no su na ko mer ci jal ne imu no ke mij ske ana li ze či me 
je, ako je pro tok uzo ra ka do volj no ve lik, omo gu će na br-
za amor ti za ci ja po čet nih troš ko va za stroj nu pod r šku od 
250.000 - 300.000 EUR. Uzev ši sve to u ob zir, ci lja na ana li-
za zas no va na na HPLC-MS/MS za si gur no pred stav lja na du 
u bu duć no st ru tin skih kli nič kih ana li za ko ja se već da nas 

is an in di vi dual pa ra me ter, stron gly de pen di ng on the 
me ta bo li za tion ra te of the ad mi nis te red pa re nt drug. De-
via tio ns from a pa tie nt to pa tie nt ha ve to be expec ted, as 
we ll as bias fl uc tua tio ns of in di vi dual pa tien ts if mo ni to-
red over ti me due to, e.g., va ria tio ns of the ove ra ll heal th 
sta te or due to chan ges in the coc ktail of co-ad mi nis te red 
dru gs. As a con sequen ce, mean bias va lues show a hi gh 
coeffi    cie nt of va ria tion, typi cal ly in the ran ge of 20–30%. 
This ma kes “the met hod bia s” as re por ted in the li te ra tu re 
ineffi    cie nt to es co rt cli ni cia ns throu gh a met hod chan ge 
if im mu noas says are in vol ved. Con sequen tly, it is har dly 
use ful to eva lua te the im pa ct of an ana lyti cal plat fo rm 
chan ge on the used the ra peu tic ran ges. To our per so nal 
con vic tion and from our own ob ser va tio ns at our la bo ra-
to ry, on ly a pro lon ged pa ral lel mea su re me nt of TDM da ta 
(se ve ral thou sa nd da ta poin ts are nee ded) on bo th ana-
lyti cal plat for ms – the “new one” and the one to be rep-
la ced, in clu di ng the ge ne ra tion of lon gi tu di nal pa tie nt 
pro fi  les, can gi ve the in vol ved cli ni cia ns the con fi  den ce 
nee ded for suc ces sful in tro duc tion of a no vel ana lyti cal 
met hod li ke HPLC-MS/MS for im mu no sup pres sa nt TDM.

Con clu sion
Ma ss spec tro me te rs are amo ng the mo st expen si ve ana-
lyti cal de vi ces usab le for rou ti ne ana lysis in cli ni cal la bo-
ra to ries. Ne ver the le ss, they are com pe ti ti ve to im mu noas-
says bo th in ter ms of as say qua li ty and cos ts per ana lysis. 
Tan dem ma ss spec tro met ry-ba sed as says are hig hly se lec-
ti ve and sen si ti ve; the pre ci se mea su re me nt of a tar ge ted 
ana lyte wit hout cro ss-reac tio ns to any ot her struc tu ral ly 
re la ted or un re la ted ana lytes is stan da rd. Rou ti ne HPLC-
MS/MS ana lysis in the fem to mo le ran ge is fea sib le, ma ki-
ng ma ss spec tro met ry-ba sed as says even mo re sen si ti ve 
than ma ny cur ren tly avai lab le im mu noas says. In the ca se 
of im mu no sup pres sa nt TDM, the quan ti fi  ca tion li mit can 
be ea si ly lowe red by a fac tor of 5–10 com pa red to any 
avai lab le im mu noas says. Usi ng an on li ne-SPE-HPLC- ba-
sed sam ple wor kup stra te gy, cos ts per ana lysis can be cut 
be low 1 € and, wi th shor ter co lu mn li fe ti mes as in one-
di men sio nal HPLC se tu ps, a 2 € per sam ple thres ho ld can 
be reac hed. This lea ves sti ll a gap pi ng fac tor of 5-10 to 
com mer cial im mu noas says, al lowi ng a swi ft amor ti za tion 
of the ini tial har dwa re cos ts of about 250.000–300.000 
€ if the sam ple throug hput is hi gh enou gh. Ta ken to get-
her, HPLC-MS/MS-based tar get ana lysis is cer tain ly a pro-
mi se for the fu tu re of rou ti ne cli ni cal ana lyses cur ren tly 
star ti ng to be co me real. It can be expec ted that all ma jor 
ven do rs wi ll wit hin the for thco mi ng yea rs be co me mo re 
and mo re awa re of this mar ket. Hen ce the es sen tial im pro-
ve men ts in mac hi ne han dli ng and sof twa re wi ll be co me 
real and ma ss spec tro me ter pac ka ges wi ll de ve lop from 
re sear ch-o rien ted in stru men ts to rou ti ne equip me nt. It 
can be expec ted that soo ner or la ter se ve ral CE-cer ti fi ed 
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po či nje os tva ri va ti. Mo že se oče ki va ti da će svi glav ni pro-
da va či ti je kom na do la ze ćih go di na pos ta ja ti sve svjes ni ji 
tog tr žiš ta. Sto ga će os nov na po bolj ša nja u stroj nom ru ko-
va nju i prog ram skoj pod r šci pos ta ti stvar na i pa ke ti spek-
tro met ri je ma sa raz vi ti će se iz in stru me na ta us mje re nih 
na is tra ži va nja u ru tin sku op re mu. Pri je ili kas ni je mo že se 
oče ki va ti da će bi ti dos tup no ne ko li ko ana li za s ov je rom 
CE, kao što je da nas slu čaj za ana li ze zas no va ne na HPLC-
UV i HPLC-FLD, a mož da ih čak i za mi je ni ti. 

as says wi ll be avai lab le as they are nowa days for HPLC-
UV and HPLC-FLD-ba sed ana lyses, maybe even rep la ci ng 
them.
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