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Tabulka 1
Typy analytickych zadani a vhodna
MS instrumentace

Latky znamé i neznamé:
Cileny screening a necilena analyza
pomoci LC/MS Q-TOF

Hmotnostni spektrometry s vysokym roz-
liSenim a presnou hmotou (high-resolution,
accurate mass, HRAM) umozZznuji zazname-
nat obrovské mnoZstvi informaci; nékolikrat
za vterinu zméri s vysokou citlivosti hmot-
nostni spektrum pres Siroky rozsah m/z (i né-
kolik tisic amu). Ziskdme tak zaznam o vSech
ionizovatelnych latkach, které jsou ve vzorku
pritomny. Toho Ize vyuzit pfi tzv. screeningu,
tedy hledani velkého mnoZstvi neocekéava-
nych nebo dokonce nezndmych latek. Jak
ale v tak komplikovanych datech, jaké HRAM

spektrometry generuji, najit latky, které nas
zajimaji? V lepSim pripadé mame k dispo-
zici seznam latek (Casto dany legislativou)
a takové analyze se fika cileny screening.
V tom horSim prfipadé (minimalné mnohem
o necilenou analyzu. V takovych pripadech
je vzdy nutné mit referen¢ni vzorek a po-
rovnat profil latek ve vzorku vySetfovaném
a referencnim. Tabulka 1 shrnuje typy LC/MS
analyz, jaké informace jsou typicky k dispozi-
ci a jaky typ instrumentace je vhodné pouzit.

Cilena analyza

Cileny screening

Necilena analyza

Co je znamo ?

v/ Struktura v/ Struktura
v/ Retenéni as

v/ Molekulovy iont (m/z)
v/ Produktové ionty (m/z)

v/ Dostupny standard

X Retencni as
X Molekulovy iont (m/z)
? Produktové ionty (m/z)

% Dostupny standard

X Struktura

X Retencni €as

X Molekulovy iont (m/z)
X Produktové ionty (m/z)

% Dostupny standard

Co je cilem?

Rychlé zpracovani dat
dle seznamu

Konfirmace a pfesna kvantifi-
kace analytl

Nalezeni podezrelych latek po-

Identifikace nalezl

Porovnani profilu latek pode-
zfelého a ,,standardniho* vzor-
ku (t-test, PCA)

Identifikace latek, které jsou
unikatni pro vySetfovany vzo-
rek

Jakou instrumentaci?

QQQ (MS/MS)

QTOF (HRAM)

Q-TOF (HRAM)

Q-TOF (HRAM)

Cileny screening

PFi cileném screeningu mame k dispozici
seznam latek, které ve vzorcich hledame.
ProtoZe se tedy nejednd o latky neznamé,
mame alespon néjakou informaci o analytu
(struktura, hmotnost nebo i produktové spek-
trum), avSak obvykle neni k dispozici analy-
ticky standard ani informace o retenc¢nich ¢a-
sech slouc¢enin (pokud bychom je méli, bude
se jednat spiSe o cilenou analyzu). Informace
o analytech jsou Casto dostupné ve formé
databazi nebo knihoven.

Qabéze a knihovny \

Agilent Technologies pro screening a identifikaci
latek nabizi specializované databaze a knihovny:

* Forenzni toxikologie
cca 9000 léku, drog, jedl, spektra pro 3400 latek

* Pesticidy
1700 latek, spektra pro 770 latek

* Mykotoxiny a bakterialni toxiny
450 latek, spektra pro 300 latek

» Veterinarni léciva

2100 latek, spektra pro 1400 latek

* Databaze Metlin

@00 latek, spektra pro 9400 latek

>




Pod pojmem databaze rozumime soubor in-
formaci o dané slouceniné jako je nazev latky
(bé&zny i IUPAC), CAS #, sumarni i strukturni
vzorec. Knihovna kromé té&chto informaci ob-
sahuje i namérena produktova spektra ziskana
pri nékolika koliznich energiich (korigované na
presnou teoretickou hmotu) a nese zaroven
informaci o polarité a m/z prekurzoru.

Pro cileny screening se vyuZivaji dvé stra-
tegie, které se li§i zpGsobem akvizice dat
a identifikaci latek (viz Obrazek 1).

Strategie Auto MS/MS

Prvni strategie vyuziva pro screening akvizi¢ni
rezim Auto MS/MS. V rezimu Auto MS/MS
je nejprve béhem nékolika desitek milisekund
zméreno plné MS spektrum bez fragmentace,
ve kterém je podle intenzity vybrano nékolik
prekurzori. Pro ty jsou nasledné zmérena
produktova spektra. Diky tomu, Ze technologie
QTOF umoznuje velmi rychly sbér dat, Ize cely
popsany cyklus zvladnout nékolikrat za vtefinu
a dosahnout tak dostate¢ného prokresleni
i Uzkych pikd z UHPLC.

P¥i zpracovani dat vyhodnocovaci algo-
ritmus softwaru Mass Hunter v prvnim
kroku prohledd MS spektra, ze kterych
se vyextrahuji ionty odpovidajici slou¢eninam
z databaze, popr. sub-databaze. Aby byla latka
identifikovana jako mozna shoda s databa-
zi, je hodnocena nejen shoda presné hmoty
monoizotopického iontu, ale také presnost
hmoty jednotlivych izotopd, jejich poméry
a spacing, tj. vzdalenost od monoisotopic-
kého iontu — viz Obrazek 2. V druhém kroku
jsou zmérena produktova spektra nalezenych
latek porovnana se spektry v knihovnég, ¢imz je
konfirmovéana nebo vyloucena identita analytu.
Pokud jsou produktova spektra v knihovné zis-
kadna na stejném typu pfistroje, nebo alespon
na pristroji se stejnou geometrii kolizni cely,
je shoda velmi dobra. V Obrazku 3 je realny
priklad identifikace slou¢eniny thiacloprid na
zakladé shody molekulového iontu (presna
hmota a izotopova obélka) a produktového
MS spektra s knihovnou.

Pokud pro danou slouceninu neni v knihovné
k dispozici produktové MS spektrum, neni
situace ztracena. Agilent Technologies do-
dava ke QTOF systémUm softwarovy nastroj
Molecular Structure Correlator, ktery na

zakladé fragmentacnich pravidel hodnoti
pravdépodobnost, Ze zmérené produktové
spektrum vzniklo z pfedpokladané struktury.
Lze se tedy na zdkladé MS/MS spektra na-
priklad rozhodnout mezi dvéma slou¢eninami
s totoZnym sumarnim vzorcem nebo dokonce
z internetovych databazi automaticky stah-
nout vSechny mozné strukturni vzorce a se-
fadit je podle vypoctené pravdépodobnosti,
podle poctu citaci v literatufe apod.

Strategie All ions MS/MS

Druha strategie cileného screeningu (viz
Obrazek 1B) vyuziva tzv. , All lons MS/MS“
technologii. P¥i ,,All lons MS/MS* je kvad-
rupél v pristroji QTOF propustny pro vSech-
ny ionty a pouze se méni napéti v kolizni
cele. Ziska se tedy zaznam MS spekter bez
fragmentace a MS spekter s indukovanou
fragmentaci vSech koeluovanych latek. Prvni
krok pfi vyhodnoceni dat je identicky s Auto
MS/MS rezZimem, tedy v datech bez koli-
ze jsou podle databaze vyhledany podezrelé
latky. Identifikace latek je vSak zcela odlisna
— z produktovych spekter v knihovné jsou
pouzity pfesné hmoty fragment( a pro né
se vyextrahuji chromatogramy. Poté je hodno-
ceno tzv. ,koeluéni skére®, tedy do jaké miry
se prekryva chromatograficky pik molekulo-
vého iontu a fragment(, které charakterizuji
danou slouceninu — viz Obrazek 4.

Vyhoda postupu , Auto MS/MS* pred
»All lons MS/MS* spociva v naprosto jed-
noznac¢né identifikaci latek a dale i ve vySe
zminéné moznosti identifikace latek, které
nemaji produktové spektrum v knihovné. Jis-
tou nevyhodou je, Ze pokud se automaticky
nevybere prekurzor analytu v reZimu Auto
MS/MS, je nezbytné pro konfirmaci analy-
tu zméfit produktové spektrum dodatecné.
V pripadé All lons MS/MS jsou produktové ion-
ty vzdy zméreny, ale chybi vztah mezi konkrét-
nim prekurzorem a jeho produktovymi ionty.
Z toho divodu Ize identifikovat pouze latky,
pro které je v knihovné analyt( jiz produktové
spektrum zmérené. Zaroven je pristup s All
lons MS/MS akvizici vhodnéjsi pro kvantifi-
kaci latek.

Shoda presné hmoty

Shoda poméru (monoizotopicky iont

izotopu i izotopy)
Shoda vzdalenosti izotopt
Celkové skore (spacing)
: Gl MS FormulaResults: Cpd2: C10HICIN4D2S x
miz ‘ lon Formula Joundance =
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Akvizice dat v HRMS (obvykle s
automatickym vybérem
prekurzoru — Auto MS/MS)

Vyhledani latek podle seznamu
(Databaze) ve zméreném vzorku

Obrazek 1 A Moznosti postupu
cileného screeningu: Strategie Auto
MS/MS

Akvizice dat v All lons MS/MS
maédu (fragmenty i prekurzory
jsou detekovany najednou)

Obrazek 1 B MozZnosti postupt
cileného screeningu: Strategie All
lons MS/MS

Obrazek 2

Identifikace slou¢eniny pomoci po-
rovnani naméreného molekulového
iontu s knihovnou

Pfesna hmota

v
285.0205

Pomeéry izotopu

Vzdalenosti izotopu

287.0171

[M+H)+ CI0HTICIN4D2S

Best Formula (M) Calc m/z Score
CI0H3CIN4 D25 285.0208 99.55
C7HI12ZN20E 52 285.021 7728
C7H13CING0252]  285.0241 75.57

Cross Score Mass Calc Mass AbsDiff (p = Spacing Matc  Abund Matc  Mass Match  m/z DBE
2840137
284.0137

2840137

Diff (ppm)
284.0135 -0.71 071 9919 9326 9969| 285.021 8
284.0137 0ot 001 99.54 193 100| 285.021 3
2840166 11.12 112 99.87 8387 46.22| 285.021 3|

2860236
A

285 2855 286 2855 287 2875
Response vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Obrazek 3 Priklad identifikace slouc¢eniny (pesticid thiacloprid) pfi méfeni v rezimu ,,Auto MS/MS*. Suspektni
piky analytl jsou nalezeny podle shody molekulového iontu s databazi (pfesna hmota, izotopova obalka) a poté
konfirmovany na zakladé shody produktového MS spektra s knihovnou.

A) Extrahovany chromatogram

B) MS spektrum

C) Produktové MS spektrum

D) Zmérené MS/MS spektrum

E) Diferencni spektrum

F) Produktové MS spektrum z knihovny
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Obrazek 4 Priklad identifikace slouceniny (pesticid azoxystrobin) pfi méfeni v reZimu ,,All ion MS/MS*. Analyty
jsou nalezeny podle shody molekulového iontu s databazi (presna hmota, izotopova obalka). Potvrzeni identity je
realizovano extrakci fragmentl ze spekter s kolizi a naslednym vypoctem koeluéniho skére fragmentl s molekulo-

vym iontem.

A) MS spektrum bez fragmentace

B) MS spektrum s fragmentaci

C) Extrahované chromatogramy molekuly a fragment(
D) Graf koelu¢nich skére

Necileny screening

Ukolem necilené analyzy je nalézt a identi-
fikovat ,,v§e“ co je obsazeno ve vzorku. To
predstavuje nesmirné narocny ukol, navic
fada sloucenin ve vzorku neni ni¢im zajimava.
V praxi je tedy vhodné specifikovat latky, které
jsou néjak zajimavé nebo dulezZité. Nejcastéjsi
cestou, jak tyto latky nalézt je tzv. diferencni
analyza, kdy se porovnava profil molekul mezi
dvéma vzorky nebo dvéma skupinami vzork(i
a hledaji se latky, které predstavuji vyznamny
rozdil mezi nimi. Napfiklad Ize zjistit konta-
minanty, které se dostavaji z tovarny/mésta
do feky analyzou vzorkd vody nad mistem
znecisténi a pod nim. Stejné tak Ize sledovat
odliSnosti mezi SarZemi vyrobk( apod.

P¥i necileném screeningu jsou ze zmérenych
vzork(l vyextrahovany piky latek, tzv. peak
picking. Jedna se o pomérné komplikovany
algoritmus, ktery vyhledava signaly odpovi-
dajici jedné slouceniné (rizné adukty, odlisné
nabojové stavy, dimery, fragmenty) a spojuje

je do tzv. molekulovych signalt (features),
kde spolecnym jmenovatelem v§ech iontl je
jejich neutralni hmotnost. Aby bylo mozné po-
rovnat latky pfitomné ve vySetfovaném vzorku
a v referenci, je potfeba provést jejich zarov-
nani (tzv. alignment) podle retenéniho Casu
a zaroven neutralni hmotnosti. Pro Uspéch
celé diferencni analyzy jsou nesmirné dulezité
pravé prvni dva kroky, tedy extrakce signald
a alignment. P¥i extrakci signalG je nezbyt-
né, aby softwarovy algoritmus spravné nasel
a sloucil vSechny signaly iontG prislusejicich
danému analytu. Pokud by latka, i kdyz pritom-
na v obou vzorcich, byla vyextrahovana pouze
v jednom z nich, dojde k tomu, Ze z diferencni
analyzy vyjde jako unikatni. Ke stejnému vy-
sledku dojde i v pfipadé, kdy je latka vyextra-
hovana z obou vzorki, ale béhem alignmentu
je vyhodnocena jako dvé odlisné (napf. kvuli
posunu retencniho €asu). Tak vzniknou dvé
faleSné unikatni latky.



Hruba data

Odstranény Sum

" =5
[

Seznam molekulovych

Spojeni souvisejicich iont( T
signalt

Obrazek 5 Extrakce molekulovych signalG: PFi extrakci molekulovych signalt z LC/MS zdznamu jsou hruba data
zobrazena ve tfech rozmérech (reten¢ni ¢as x m/z x intenzita) a je podle pfedem nastavené intenzity odstranén

Sum. Ve zbylych datech jsou spojovany ionty se stejnym chromatografickym profilem, které zaroven odpovidaji

stejné neutralni hmoté.

Na uvedenych prikladech je vidét, Ze problé-
mem necileného screeningu obvykle neni na-
lezeni rozdili mezi vzorky, ale minimalizace
vzniku faleSnych diferenci. To Ize fesit dvou-
kolovou extrakci latek, kdy v prvnim kole
dojde k necilené extrakci signalt ze vSech
vzork(, provede se alignment, ale ionty latek
ze vSech vzorkul jsou v druhém kole znovu,
cilené vyhledany ve zmérenych datech (tzv.
rekurzni extrakce). Tim je zajiSténo, Ze bu-
dou porovnavany stejné analyty, a Ze i malo
intenzivni latky, které v jednom ze vzorku ne-
byly nalezeny necilové, budou vyextrahova-
ny. Tim padem vysledkem diferen¢ni analyzy
budou skutecné pouze analyty unikatni pro
jeden ze vzorki.

Pro usnadnéni necileného screeningu na-
bizi Agilent Technologies jednoduchy soft-
warovy nastroj Mass Profiler, ktery auto-
maticky provadi vysSe zminénou dvoukolovou
extrakci latek, a poskytuje tak kvalitni vysled-
ky bez faleSné pozitivnich chyb. Kromé toho
obsahuje fadu moZnosti grafického zobraze-
ni nalezenych diferenci, Ize pro né vypocitat
sumarni vzorce nebo je identifikovat pomoci
riznych offline nebo online databazi. To vse
pfi zachovani velmi jednoduchého rozhrani,
které nevyZaduje hlubsi znalosti statistické
analyzy.

Zaveér
Je zfejmé, Ze pfi cileném screeningu je
uspéch podminén predevsim rozsahem po-
uZitych databazi a knihoven; analyty, které
v databazi nejsou, neni mozné nalézt a repor-
tovat. Kromé poctu analytu jde i o informace
k nim dostupné. PredevSim jsou podstatna
kvalitni MS/MS spektra pro snadnou konfir-
maci suspektnich nalezl, protoZze bez kon-
firmace neni validni vysledek. Kromé toho je
dulezita i zkuSenost analytika s danou sku-
pinou latek, protoZe i pfes moderni software
a obsahlé databaze latek je to nakonec on,
kdo rozhoduje, jakym zplsobem se bude
vzorek analyzovat a zda nalezena latka je
skutecné hledany analyt nebo interference
z matrice.

Necilend analyza je mnohem narocnéj-

Sim Ukolem a klade jesté vySSi naroky na
zkuSenosti analytika nez cileny screening.
Klicovym faktorem je zde kvalitni extrakce
molekulovych signdla a pfiprava dat pred
samotnou diferen¢ni analyzou. K tomu jsou
vyuzivany pokrocilé algoritmy, které zajistuji
minimalizaci fale$né pozitivnich pika a za-
rovenl umozni vyhledavat signdly i na nizké
urovni intenzit. Obvykle obavana statisticka
analyza je aZ pomysInd ,tfeSniCka na dortu“.
Samostatnou kapitolou je potom identifika-
ce diferenci, kde se pouzivaji obsahlé offline
i online databaze kombinované s manual-
ni interpretaci produktovych spekter latek
a vSechny dostupné informace z literatury.

Ondfrej Lacina
ondrej.lacina@hpst.cz

Jitka Zrostlikova
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