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Mili kolegové,

Cas neuprosné leti a nez jsme se stacili ohlédnout, je tu novy rok a dokonce jiz jaro. Mozna jsme Vas pred vydanim tohoto
Cisla Casopisu déle napinali, ale jsme presvédceni, Ze Vés to, co jsme pro Vas v tomto i nasledujicich letoSnich €islech pfri-
pravili, mile prekvapi.

Konec roku byl pro vSechny z nas jako obvykle asové velmi naro€ny a na dalsi aktivity tak nezbylo moc €asu. Proto jsme
radi, Ze ChromAtoMol vychazi nepravidelné&, nemusime tedy pfipravovat ¢lanky za kaZdou cenu a miZeme se soustredit na
ty, které v sobé skryvaji kvalitni a jedine&ny obsah. V minulém roce jsme v Ceské republice instalovali témér 250 instrumentu
(moc Vam timto dékujeme za projevenou davéru!), cozZ byl jeden z hlavnich divodu nasi podzimni vytiZenosti. Jen GC/MSD
systému bylo v loriském roce instalovano vice nez 30, a to nemluvé o naro¢nych instalacich tfech GC/Q-TOF nebo Sesti
GC/QQQ systému zahrnujicich ¢astokrat kompletni vyvoje a optimalizace metod.

Ale to uz predbihame a odhalujeme obsah speciélniho — Etvrtého vydani ¢asopisu, které mizZete velice brzy ocekavat a které
prinese zatim nepublikované a jedine¢né informace o déni v HPST a naSich vybranych instalacich v minulém roce (a vérte,
nebylo to lehké vybirani).

Velice nas také tési Vas ¢im dal vétsi zajem, ale i ochota publikovat Vase vlastni vysledky. Docela ¢asto se setkavame
s Vasimi dotazy, kdy muzZete ocekavat dalsi ¢islo, na co se v ném muizete t&Sit nebo dokonce prichazite i s fadou Vasich
podnétl a témat, ktera byste radi v ¢asopisu nasli. SnaZime se na vSem pracovat, a proto v dalSich Cislech mlZete ocekavat
nové rubriky. PocCet staZeni €asopisu z naSeho webu nebo poc&et registraci pro pravidelny odbér tisténé nebo elektronické

verze je pro nas povzbuzujici signal, Ze si nechcete nechat ujit Zadné z dalSich Cisel.

Aktualni vydani obsahuje opét Clanky, které reflektuji diskutovana témata v naSich oborech a pfinaseji do ¢eské odborné
verejnosti informace, které astokrat nejsou v nasi malé, ale krasné a technicky vysoce vyspélé zemi lokalné publikovany.
| kdyz jsou nékteré problematiky Castokrat opakovany, neni je vZdy mozné zcela a detailné diky jejich komplexnosti pochopit.

Véfime, Ze €lanky z naSeho €asopisu k tomu ale prispé&ji.

Prvni dva ¢lanky rozebiraji horkad témata z oblasti stopové analyzy kovl a zpUsoby, jakymi si Ize poradit s interferencemi
a posunout tak VaSe analyzy o krok dal. Rozsahla a jedinecna review o fungovani, moznostech a principech zatim malo znamé
hi-end techniky ICP-MS/MS instrumentl Vam jisté otevife nové obzory a mozna prinese i napady, jak resit nejeden problém
ve Vasi laboratofi.

Druha ¢ast Casopisu je zamérena na rychle rostouci ¢ast HPST, ktera se vénuje oblasti molekularni biologie a genomiky.
V tomto Cisle se zaméfime konkrétné na oblast mutageneze, microarray analyzy a imunodeplece vysoce zastoupenych
proteinl. Dozvite se 0 moznosti, jak si vyrobit klonovaci a expresni vektor na miru svym potfebam nebo Vam predstavime
mozZnost studia regulace genové exprese prostrednictvim miRNA microarray analyzy. Na zavér kolegové z Centra Bio-
medicinského vyzkumu z Hradce Kralové popisi moZnosti a své zkuSenosti s imunodepleci vysoce zastoupenych protein(
ze vzorkU plodové vody, coZ umozZiiuje naslednou analyzu nizce zastoupenych protein. A na zavér se podélime o zkusSenosti
z ndmi poradaného praktického workshopu na analyzu microarray.

Jiz tradi€né nejvétsi a tfeti ¢asti je oblast separaci a hmotnostni spektrometrie. Kolegové z Univerzity Palackého v Olomouci
nam popisuji kapilarni elektroforézu ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, které méa svoje nenahraditelné misto a mnoho
svych jedine¢nych vlastnosti. Jak spravné volit instrument a pristupovat k analyze nejen v oblasti LC/MS je tématem ¢lanku:
»Ldtky znamé i neznamé: Cileny screening a necilena analyza pomoci LC/MS Q-TOF “, ktery podrobné rozebira jednotlivé
strategie analyzy a vyhodnoceni dat tak, aby bylo kyZeného vystupu dosaZeno co nejefektivnéji. Priprava vzorku je a vZdy
bude dlilezitou soucasti analyz a mozZnosti jedné z pouZivanych technik naleznete spole¢né s tipy a triky pro separace
v kapalné fazi v dalSich ¢lancich. Celou sekci uzavira ukazka mozZnosti naSeho nejnovéjsiho pfirtstku v oblasti GC/MS ana-

lyz s extrémnim skokem v dosahovanych citlivostech. Jaky je jeho realny vykon a srovnani s jeho bratfickem v jedné z téch
spravnych a cilovych aplikaci naleznete v aplikaénim ¢lanku zaméreném na analyzu tékavych latek metodou headspace.

Posledni ¢asti je jiz tradicné prehled pripravovanych akci a Skoleni HPST, které maji u Vas velky uspéch. Jejich pfinos
je hodnocen velice kladné a otevirame diky VaSemu zajmu stéle vice novych terminu i typl skoleni.

Doufame, ze Vas potési také prehled nejnovéjsich aplikaci podle jednotlivych aplikacnich oblasti, ktery Vam tak pfinese
rychly nahled na to, co pro Véas Agilent pripravil a jaka jsou aktualné feSena témata. Abychom Vam byli bliz, a Vy jste méli
lepsi predstavu o nasem tymu, rozhodli jsme se na konci tohoto &isla umistit jiZ tradicni pfehled kontakt(i zpestfeny novou

kompletni fotogalerii naSich tvafi.

Ivo Novotny, Séfredaktor
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LC Skoleni, uZivatelské dovednosti a diagnostika
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Kde nas najdete

Co:

Kdy: Kde: Info:

XXXVII. Imunoanalytické dny 10. - 12. 4. 2016 Plzen http://www.imunodny.eu/

5. konference Ceské spole&nosti pro hmotnostni 13. - 15. 4. 2016 Ceskeé http://www.czechms.org/cz/

spektrometrii Budéjovice

5. Ceska lipidomicka konference 21. - 22. 4. 2016 Praha http://lipidomics.uochb.cas.cz/5clk.
html

Prague Spring Symposium 29. - 30. 4. 2016 Praha http://www.slg.cz/2016/prague-
-spring-symposium

Discussion Forum - Host Pathogen Interaction 2.-5.5.2016 Broumov http://www.unob.cz/fvz/vyzkum_
vyvoj/Documents/DF2016_Infor-
mace.pdf

Kurz laserové ablace 23.-26.5.2016 Brno http://www.spektroskopie.cz/kurz_
laserove_ablace_2016

CHIRANAL 6. -9.6.2016 Olomouc http://chiranal2016.upol.cz/




Obrazek 1
a) FACT model roztoku analytu Cd
(10 mg/1)

b) FACT model roztoku interferen-
tu Fe (10000 mg/1)
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Obrazek 2
Ukéazka FACT modelu aplikované-
ho na Cd 214.439 nm interferova-
ného Fe. Roztok obsahuje cca 100
pg/I Cd a 10000 mg/I Fe
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Obrazek 3

a) Pfesnost méreni koncentrace
Cd (50 replik) s vyuzitim FACT pro
separaci pikQ

b) spravnost méreni koncentrace
Cd v rGznych hladinach ve vztahu
k interferenci Fe

Uéinna korekce pozadi komplexnich
matric s vyuzitim softwarové
dekonvoluce ICP-OES spekter

V dokonalém svété by poskytovaly ICP-OES
spektrometry neomezené spektralni rozliseni
a bez ohledu na typ vzoru by pro kazdy prvek
byly dostupné nejcitlivéjSi emisni ¢ary prosté
spektralnich interferenci. U reédlnych vzorki
s komplexnimi matricemi v§ak tohoto idealniho
stavu neni povétSinou mozné dosahnout. Exis-
tuje vSak softwarové resSeni, které proménuje
idealy ve skutecnost - FACT. Je toho dosaZeno
uzitim velmi sofistikované, avSak uzivatelsky
snadno pouZitelné, softwarové techniky mo-
delovani spektra, ktera vytvofri presny model
komplexniho analytického spektra, které je
bézné pri analyzach matri¢né sloZitych vzorku
pomoci ICP-OES. Funkce FACT je béznou
soucasti ovladaciho softwaru Agilent ICP Ex-
pert Il pro modely 5100 ICP-OES.

Praktickou vyhodou FACT je jeho schop-
nost korekci prekryvajicich se pikl v blizkosti
¢ary analytu. Modely FACT je mozné snadno
vytvorit pred, nebo i po zméreni vzork(, ¢imz
ziskavate jistotu, Ze budete schopni presné
vyhodnotit i ty nejzapeklitéjsi vzorky. FACT
také Setfi drahocenny Cas diky eliminaci opa-
kované pripravy vzork(, re-analyz vzorku
a nutnosti chrleni velkého mnoZstvi vysledk
pro odhaleni nepravdivych vysledkl. FACT je
snazsi a Uc¢innéjsi alternativou k meziprvkovym
korekcim. Poskytuje moznost presné korek-
ce pozadi, které mliZe byt vyuZito u pozadi
s velmi komplexni strukturou, kdy tradi¢ni
techniky korekce selhavaji.

Jak FACT pracuje? Vime jiz, ze FACT pro-
vadi okamzité spektralni korekce. Vyuziva
k tomu znac¢né sloZitych matematickych tech-
nik pro modelovani priibéhu signall spektra
s vysledkem matematické dekonvoluce (tj.
rozlozZeni) analytického signalu od celkového
(sloZeného) spektra. Matematické modely jsou
vytvoreny zmérenim odezvy samostatnych
komponent, které prepokladame ve vzorku.
To v praxi predstavuje zméreni roztoku blan-
ku, roztoku Cistého analytu a roztoku Cistého
interferentu. Spektralni model kazdé sloz-
ky je softwarové matematicky analyzovan
a pripodobnén Gaussové krivce. Tim je ziskan
matematicky popis daného piku. Ve zbytcich
spektra jsou kontrolovany zbyvajici struktury
a pokud jsou dostate¢né velké mohou byt
pfipodobnény dalSim Gaussovym krivkam.
Model slozky je pak reprezentovan jako soubor
Gaussovych pika a relativné malych zbytka.

Sebemensi odchylka vinové délky nebo drift,
které se mohou projevit od vytvoreni daného
modelu do doby jeho aplikace pri analyze, jsou
korigovany diky neustalému monitorovani Sesti
plasmovych argonovych emisnich ¢ar v celém
rozsahu vinovych délek. Diky tomu je zajisténa
presnost vinovych délek vytvorenych modeld
a to umozniuje jejich dlouhodobé pouziti. Na
rozdil od meziprvkovych korekci neni nutna
znalost koncentrace analytu ani interferentu
v danych roztocich. Koncentrace roztokd musi
byt jen dostatec¢né vysoka, aby bylo moz-
né signal piku rozlisit od Sumu (obvykle cca
50nasobek detekéniho limitu).

Jako prvni priklad (Obr. 1) miZeme uvést
vytvareni modelu silné emisni ¢ary kad-
mia 214.439 nm, kterd je ¢astecné ovliv-
novana vyrazné slabsi emisni arou Zeleza
214.445 nm. To je béZnym jevem napfiklad
pri analyze vzorka pld, kdy mazZe byt pres-
né stanoveni stopového mnozZstvi kadmia
ovlivnéno pritomnosti vysoké koncentrace
Zeleza. V momenté, kdy je model vytvoren,
jsou vSechny vysledky okamzZité updatovany.
Na jeden analyt mGzZe byt aplikovano az sedm
interferencnich modelG. Nasledné Ize vSechny
vytvorené interferenéni modely presunout
a pouzit i v dalSich metodach.

Rozliseni piki < 1pm

Optické rozliseni ICP-OES je dano fyzikalnimi
vlastnostmi optického systému. Je definovano
jako Sirka piku v poloviné vysky (FWHM). To
predstavuje Sitku piku analytu v polovinég in-
tenzity signalu. Vzdalenost oddélujici piky Cd
a Fe (viz Obr. 2) je zhruba 6 pm. Takovouto
vzdalenost neumi bézny opticky systém ICP-
-OES plIné rozlisit. V momenté, kdy se Vam
na stejnych vinovych délkach primo prekryvaji
piky analytu a interferentu, byva obvyklou
snahou volba jiné emisni ¢ary. V uvedeném
prikladu na Obr. 2 je FACT schopen matema-
ticky rozdélit tyto dva piky s presnosti a sprav-
nosti < 2% RSD. FACT umozZiuje stanoveni
koncentraci analytl s presnosti (a spravnos-
ti) lepSi nez 5% RSD dokonce i pfi rozliseni
0.6 pm. Je tak dosazZeno vice nez 10-krat
lepSiho vysledného rozliSeni v porovnani
se samotnym optickym rozliSeni pfistroje (Obr.
3a). FACT je schopen v pripadé, kdy je v bliz-
kosti piku dostupna dalSi spektralni informace
o chovani interferentu, presné korekce prfimo



prekryvajicich interferujicich piku. Ackoliv
se na Obr. 1b pik Fe 214.445 nm prekryva
s pikem Cd 214.439 nm, miZzeme druhy pik Fe
214.457 nm vyuZit k jesté vétSimu zpresnéni
korekce prekryvajicich se pik(i naSeho analytu
a interferentu.

Vyuziti FACTu pro korekci pozadi

Spektralni interference, které zasahujici
do signalu analytu mohou pochazet z rozpou-
Stédla. V pripadé analyzy kovl rozpusténych
v organickych rozpoustédlech jsou zndmé
interferencni vlivy emisniho spektra uhliku
na stanovované analyty. Napfiklad vime, Ze
pfi analyze otérovych kovl v olejich ovliviiuje
komplexni pozadi matrice negativné detek¢-
ni limity sodiku a drasliku. Tradi¢ni techniky
korekce pozadi neumoziuji efektivni stanoveni
signalu pozadi pod pikem analytu s dostatec-
nou spravnosti a presnosti. S vyuzitim tech-
niky FACT, ktera snadno vymodeluje i takto
slozitou strukturu pozadi je mozZné dosahnout
mnohem presnéjsich vysledkd méreni signalu
analytu. Pfi stanoveni Na v oleji rozpus§téném
v rozpoustédlech na bazi kerosinu (napf.
Jet-A) mizeme s vyuzZitim FACT snizZit meze
kvantifikace az o jeden Fad.
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N\

40000 \

20000

Intensity
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5891000
Wavelength (nm)

9000,
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Obrazek 4
Spravnost korekce pozadi pfi méFeni nizkych koncen-
traci Na v oleji (fedéném Jet-A) s vyuzitim FACT

Analyza drahych kovi

V oblasti téZby a rafinace drahych kovi vzorky
Casto obsahuji velmi vysoké koncentrace zla-
ta, kovl platinové skupiny (platina, palladium,
rhodium, iridium, ruthenium a osmium) a také
zakladnich kovl (méd, chrém, nikl, kobalt,
méd, Zelezo a zinek) a jsou Casto analyzovany
pomoci ICP-OES. Velmi ¢asto je pfi analyzach
pro korekci moznych spektralnich interfe-
renci vyuzivana meziprvkova korekce, coz
predstavuje analyzu jednoprvkovych roztoki
v8ech prvkl o zndmé koncentraci pro urceni
interferencniho faktoru pro kazdou kombinaci
analyt/interferent. S dobrou volbou emisnich
Car bude vétsina prvkl prosta spektralnich
interferenci, i kdyz v takto vysoce koncent-
rovanych vzorcich mizZe byt pomérné slozZité
se interferencim vyhnout.

Nazornou ukazkou vyuZiti modell FACT
muZe byt pfiklad stanoveni iridia, kte-
ré je velmi dalezitym drahym kovem. Iridi-
um ma své hlavni emisni ¢ary 224.268 nm
a 212.681 nm. Zatimco tyto dvé vinové délky
nabizeji pro iridium nejnizsi limity detekce,
podléhaji snadno spektralnim interferencim.
Bez ucinné korekce miiZe pfitomnost ostat-
nich drahych a zakladnich kov( (Cu, Au, Rh)
ve vy8Sich koncentracich potencialné vést
k reportovani chybnych vysledku. Iridium
224.268 nm je interferovano médi s docela
silnou emisni ¢arou 224.262 nm (Obr. 5a).
S odstupem pikG 6 pm, bez korekce, budou
i nevelké koncentrace médi poskytovat chyb-
né vysledky. Prestoze vyrazné slabsi nez
inteference médi, ale za to s vétSim prekry-
vem emisnich pikd, jsou pozorovatelné také
interference zlata a niklu v koncentracich
>1000 mg/I. Po vytvoFeni modelu pro Ir (analyt)
a Cu (interferent), bude FACT eliminovat
interference médi. S rozliSenim pouhych
2 pm bude FACT pfi vytvoreni daného model
pro Au (interferent) UspésSné korigovat také
interference zlata (Obr. 5b).

Ir 212.681 nm

Zatim co je druha nejintenzivnéjsi emisni ara
iridia 212.681 nm prosta interferenci médi, je
v bezprostfedni blizkosti nepfilis silné emisni
cary zlata (Obr. 6a). | kdyZ jsou piky Ir (ana-
lytu) a Au (interferentu) plné rozliSeny, mGze
intenzivni emisni signal zlata snizovat sprav-
nost pfi méFeni nizkych koncentraci iridia. Jak
ukazuje Obr. 6b, vyrazné slabsi ¢ara rhodia
212.675 nm se také Castecné prekryva s iridio-
vou €arou 212.681 nm. Obr. 6¢ ukazuje FACT
korekci obou interferenci - tedy Au i Rh - na
Ir a demonstruje vyhodu FACT v poskytova-
ni spravnych korekci v pfipadé nasobnych
interferecni. Zatimco interferujici Au pik je
v podstaté rozliSen od analytu Ir, chvost
silného interferujiciho signdlu muize vést
k nespravné korekci pozadi u analytu. FACT
snadno pocita i s takovymito situacemi a je tak
velmi 4¢innym softwarovym néastrojem, ktery
Vam prinese klid na dusi i v pfipadé analyz
sloZitych vzorkd s komplexni matrici.

Jan Marek
jan.marek@hpst.cz

Sample a
Analyte
Interferent

Obrazek 5

a) FACT model 2.5 ppm Ir s 25
ppm Cu

b) FACT model 2,5 ppm Ir s 1000
ppm Au

Sample a
Analyte
Interferent

Obrazek 6

a) FACT model 2,5 ppm Ir s 1000
ppm Au

b) FACT model 2,5 ppm Ir s 1000
ppm Rh

c) FACT model 2.5 ppm Ir s 500

ppm Rh a Au



Obrazek 1

ICP/QQQ 8800 Agilent
Technologies v konfiguraci pro
pokrocilé inteligentni davkovani
vzorku ISIS

Obrazek 2
ICP/QQQ 8800 Agilent
Technologies

Obrazek 3

Pohled na vnitfni konstrukéni
usporadani ICP/QQQ 8800 Agilent
Technologies

Obrazek 4
Oblast hofaku a plazmy ICP/QQQ
8800 Agilent Technologies

Tandemova hmotnostni

spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS/MS) - analyza

bez interferenci

ICP-MS systémy na bazi kvadrupélovych
hmotnostnich analyzatort (ICP MS), jsou
v dnesni dobé ¢im dal rozsifenéjsi analytic-
kou technikou v laboratofich zamérenych na
anorganickou analyzu, a to predevsim diky
vysoké citlivosti, nizkym detek&nim limitam,
Sirokému dynamickému rozsahu a moznosti
stanoveni velkého mnozstvi prvkl za velmi
kratkou dobu. Technologie ICP MS ma také
samoziejmé urcitd omezeni, ale ta se po-
stupné dafri rfesit diky neustalym pokrok({m
v této oblasti.

1. Tolerance k vy$Sim obsahlim matrice

Diky hardwarovym vylepSenim modernich
ICP-MS spektrometrtii béhem poslednich
6 let doslo k dramatickému zlepSeni tolerance
k obsahu matice. Systémy Agilent Technolo-
gies dnes rutinné vyuZivaji modul pro moznost
vnaseni vysoce zasolenych vzorkd HMI (High
Matrix Introduction). Je to technologie Fedéni
aerosolu pred vstupem do horaku, coz sniZzuje
zatizeni plazmatu samotnou matrici (vzor-
ku nebo Fediciho roztoku v pripadé naredéni
v kapalné fazi). To umoznuje analyzovat rutin-
né a automaticky vzorky do 3% nebo az 25%
celkového mnozstvi rozpusténych pevnych
latek (TDS), a to pfimo a bez predchoziho
redéni, a také vyrazné zlepsit celkovou sta-
bilitu a vytéznost ionizace a minimalizovat
kontaminaci a tim nutnost udrzby samotného
spektrometru.

2. Interference

Interference a jejich odstrafovani je nemé-
né dlleZitou vyzvou a nejvétSim problémem
v oblasti ICP-MS, na ktery se klade velky tlak
v pouzitych technologiich a jejich vyvoji. Od
zavedeni techniky ICP-MS do béZné praxe
predevsim pro ultra-stopovou analyzu v Cis-
tych matricich ubéhlo jiz pres 20 let a tato
technologie mé za sebou velky skok. Od sys-
témU bez koliznich/reakénich cel vyZadujicich
pouzivani slozitych korekénich rovnic, pres
obdobi prudkého vyvoje v pouzivani rliznych
reakénich/koliznich plynt a hardwarovych
usporadani (které trva dodnes a jisté jesté
bude pokracovat v budoucnu), pres nakladnéj-
§i a slozitéjSi technologie s vysokym rozliSenim
az k nejmoderngjsim tandemovym technikam
MS/MS.

Kontrola a potlaCovani/odstrafovani interfe-
renci je dnes na velice vysoké Grovni a sys-
témy Agilent v této oblasti vyuzivaji jiz treti,
opét o néco vylepSenou generaci kolizné/
reakéni cely na bazi oktapélu, skvéle fungu-
jici nejen s raznymi reakénimi plyny, ale diky
své konstrukci predevsim s koliznim plynem
— heliem. To umoZznuje s jednim nastavenim
podminek kolizni cely jednoduchou, spolehli-
vou a presnou kvantifikaci vSech potrebnych
prvku v Siroké skale matric na Grovni bézné
vyZadované v legislativé. Nékteré aplikace
vyZadujici vétsi citlivost v komplexnich ma-
tricich zpUsobujicich problémové spektral-
ni interference zUstavaji ale pro standardni
kvadrupélové ICP-MS systémy stale velkou
vyzvou.

NejmodernéjSim (a praxe potvrdila, Ze také
nejucinnéjsim) feSenim problému odstrafiovani
kritickych interferenci je technologie vyuzi-
vajici tandemové usporadani hmotnostniho
spektrometru. Tandemova hmotnostni spek-
trometrie byla jeSté pred par lety dominantou
predevsim v organické analytické chemii a diky
jejim vlastnostem a principim také nejCastéji
vyuzivanou technikou pro ultrastopovou ana-
lyzu ve slozitych matricich. Z aktualni situace
v oblasti ultrastopové organické analytické
chemie mizeme usuzovat, Ze technologie
trojitych kvadrupéll v budoucnu témér zcela
vytlaci jiné MS techniky, napf. MS s vysokym
rozliSenim, do oblasti pro tyto techniky ve-
lice Uzce specializované. Je velkou otazkou,
pro¢ tato technologie nebyla dfive zavedena
také do bézné praxe v oblasti anorganickych
analyz. Jedna z odpovédi, ktera se nabizi
nejvic je poptavka a potfeba této technolo-
gie v rutinni nebo vyzkumné praxi. Toto také
potvrzuji plany a odhady Agilent Technolo-
gies pfi zavadéni této technologie do praxe
pred 4 lety. Optimistické plany byly v prvnim
roce prodeje prekro¢eny o vice nez 300%,
a to predevsim diky jednoduchosti pouziti,
samotnému vykonu ICP-MS/MS systému
a rychlému objevovani stale novych a novych
oblasti, kde technologie MS/MS muZze prinést
vyhodu niZsich detekcnich limitl, eliminace
slozZitych Gprav vzork( pred analyzou nebo
vyrazné lepsi presnosti a stability vysledku
nezavisle na sloZeni matrice.



Pokrocilé odstranovani interferenci pomoci ICP-QQRQ (ICP-MS/MS)

Agilent 8800 ICP-QQQ byl poprvé komer¢-
né predstaven v roce 2012. Diky svému
jedine€nému usporadani hmotnostniho de-
tektoru sestavajicimu ze dvou tandemovych
kvadrupélovych hmotnostnich analyzatoru
s vloZenou kolizné/reakéni celou na bazi okta-
polu je Agilent 8800 schopen vyuZivat rezim
MS/MS k odstranéni/potlaceni i takovych
interferenci, které jsou jinymi technikami ob-
tizné odstranitelné nebo neodstranitelné.
Lepsi kontrola rekénich procest v koliz-
ni cele si tak velice rychle nasla svoje misto
v primyslovych nebo vyzkumnych laborato-
fich v oblastech polovodict, ve vyrobé ult-
racistych chemikalii a material(, v geologii,
v oblasti analyzy radionuklidii nebo v oblasti
»life-science”. ReZim MS/MS je ale pfinosny
také pro analyzu naro¢néjsich prvkl nebo

Technologie a principy ICP-QQRQ

MozZnosti nastaveni ICP-QQQ systému je
celé fada, coz je spole€nym rysem s prin-
cipy fungovani tandemovych hmotnostnich
spektrometrd v organické analytické chemii.
Tim ale veSkera jejich podobnost (kromé jiz
zminované konstrukce) kong¢i.

Zakladnim principialnim rozdilem fungovani
je chemie probihajici v reakéni cele. Zatimco
filozofie tandemovych spektrometrd v orga-
nické analytické chemii spociva v principu
Stépeni molekul sledovanych analyt(l, v an-
organické analytické chemii je tomu presné
naopak. Reakéni cela ICP-QQQ spektrometri
vyuZivd miry reaktivity sledovanych analyt(
nebo interferujicich atom{/molekul s plyny,
které jsou do reakcni cely privadény. Z této
miry reaktivity vychazeji dva zakladni MS/MS
moédy - ,,on-mass mode“ (méfeni na stejné

Dualni systém extrakénich a
omega ¢ofek pro vstupiontl v

Ehyleie celém hmotovém rozsahu

vstupu silné
zasolenych
vzorkd (HMI)

Vstup
vzorku o )
minimanim B P

pritoku

Peltierem
chlazena
mlina
komora

Rychly, 27MHz
RF generdtor s funkci

Frequence-matching  Robustni vysoko cky

plasmovy zdroj ionttl

Vysoce prostupny,
matricim odolny interface

odstranovani problémovych interferenci Casto
se vyskytujicich v béznych aplikacich jako je
analyza pud, odpadnich nebo podzemnich
vod, analyzy Sirokého spektra potravinar-
skych vzorki, ve speciaénich analyzach,
a v posledni dobé také v analyze nanocastic.

Velkou vyhodou ICP-QQQ systému Agi-
lent série 8800 je jiZ zmifiovana stejna tech-
nologicka platforma jako u jeho sourozenct
z oblasti klasickych ICP-MS systéml(l na bazi
jednoduchych kvadrupol(l. Ta prinasi srovna-
telnou jednoduchost pouziti, vysokou robust-
nost, moznost analyzy vysoce zasolenych
vzorku a nizsi provozni naklady.

hmot€) a ,,mass-shift mode*“ (méfeni na jiné
hmoté), které si popiSeme nize.

Nesmime ale zapomenout, Ze tandemo-
vy hmotnostni spektrometr miiZze fungovat
(a Casto také funguje) jako tradi¢ni kvad-
rupélovy systém v tzv. ,single-quadrupole*
moédu, kdy je prvni kvadrupdl pred kolizni
celou nastaven jako zcela propustny (,,ion-
-guide®, tj. pouze ionty propousti) nebo
caste€né propustny (,bandpass®, tj. filtruje
urcity rozsah hmot vstupujicich do kolizné/
reakéni cely). Pristroj tak m{iZe byt pouZit
v riznych reZimech provozu v zavislosti
na povaze mérenych analytu, na typu a sloZeni
matrice vzorku, a na pozadavcich analyzy
z hlediska detekénich limitd a citlivosti.

Prvni kvadrupol Q1: Vysokofrekvenéni
hyperbolicky kvadrupolowy hmotovy
filtr — vybira ionty vstupujici do kolizni

Oktopolovy
kolizné/reakéni systém
3. generace (ORS®) se 4

cely e
pracovnimi plyny

&.__\

lektrondsobicovy
detektor (EM)

s dynamickym
rozsahem 9 ¥adad

Analyzatorovy kvadrupol Q2:
Vysokofrekvenéni
hyperbelicky kvadrupolovy
—motovy filtr — vybirdionty
vstupujici do detektoru

Vykonny vakuowy
systém se dvéma
turbopumpami

Obrazek 5
Konstrukce ICP-QQQ spektromet-
ru Agilent 8800 Series



Obrazek 6
Zéakladni princip ICP-QQQ spekt-
rometrl Agilent 8800 series

— kontrolaiontd,

které vstupujido
kolizni/reakénicely

plynu

* Konstantni znamé moZnosti
vstupu do cely nezavislé na
sloZenivzorkd.

kolizniho/reakéniho

* lonty reaguji a jsou
neutralizovany nebo
posunuty na jinou hmotu

— selekce cilové
hmoty analytu
* lonty analytu jsou bez

interferenci propoustény
dal do detektoru

*Vznikaji nové produktové

ionty

Operacni rezimy nastaveni

1. Standardni kvadrupélovy ICP-MS sys-
tém - Q1 pasivni

V tomto rezimu je prvni kvadrupél nastaven do
reZzimu pouze propustného vodice iontl (tzv.
pasivni cely/pasivniho filtru), ktery vSechny
ionty propousti tak, jak do néj vstoupily. lon-
ty z plazmatu po selekci na iontové optice
tak vstupuji (obdobné jako u jednoduchych
kvadrupoll) do kolizni/reakéni cely a primo
tak interaguji s koliznim/reakénim plynem.
Tento méd je vyuZivan pro velkou ¢ast prvki,
které nejsou zatiZeny interferencemi, nebo
u kterych jsou interference snadno potla-
Citelné na akceptovatelné hodnoty pomoci
inertniho kolizniho plynu He.

2. Standardni kvadrupélovy ICP-MS sys-
tém - Q1 aktivni
V tomto rezimu jiz prvni kvadrupél plnohod-
notné filtruje ionty vstupujici do kolizni/reakeni
cely, €¢imz vyznamné napomaha selektivnimu
odstranéni interferenci. Nékteré standardni
ICP-MS spektrometry s kolizni celou typu
kvadrupél/flatpole a jednim kvadrupélovym
hmotnostnim filtrem mohou pouzivat kolizni
celu nastavenou do rezimu pouze omezené
propustného vodice iontl (tzv. aktivni cely/
bandpass filtru). Takovy systém vSak ionty
propousti pouze v urcitém rozsahu hmot,
a muUZe tak jen ¢aste¢né omezit tvorbu in-
terferenci v reakéni cele. Do kolizni/reakeni
cely tim vstupuje pouze omezena cast ion-
tad a mUzZe tak byt snizené riziko mozZnych
interferenci. Bohuzel toto usporadani neni
schopno fungovat jako skuteény jednotkovy
filtr, ale spiSe jako filtr omezujici vstup Sir-
Siho pasu hmot vstupujicich do kolizni cely.
Pokud je ale hmota prekurzoru blizka cilové
hmoté naSeho analytu, nemusi byt mozné
efektivné vznik interference potlacit. Pravé
v takovych situacich je velkou vyhodou vy-

uziti konstrukéniho feSeni MS/MS systému
se skute€nym plnohodnotnym kvadrupélovym
filtrem s jednotkovym rozliSenim, ktery omezi
vstup vSech interferenci ze vzorku nebo ma-
tice vznikajicich v plazmatu a propusti pouze
hmotu vybraného analytu. Analyza cilového
analytu v médu ,,on-mass“ nebo ,,mass shift*
je tak velice presnd, a to nezavisle na typu
nebo sloZeni matrice.

3. Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/MS
systém - On-Mass Mode (méfeni na
stejné hmoté - Q1 a Q2 jsou nastaveny
na stejnou cilovou hmotu analytu)

Tento rezim je jednim ze dvou zakladnich
operacnich méda MS/MS systému. Prvni
z kvadrupélu Q1 je nastaven na cilovou hmotu
sledovaného analytu a umozriuje tak vstoupit
do kolizni cely pouze prekurzoriim (analytu
a interferujicim polyatomickym molekulam)
o jedné vybrané hmoté. Nasledné diky vhodné
zvolenym reakénim podminkam dochazi v re-
akeni cele k interakci interferenci s reakénim
plynem a vzniku novych molekul, které jiz ale
maji jinou hmotu nez cilovy analyt, a nadale
s nim tak neinterferuji. Druhy kvadrupdél je
nastaven na stejnou hmotu jak cilovy analyt
(stejné jako prvni kvadrupdl), nové vzniklé
molekuly jsou tak odstranény a detekovan je
tak pouze cilovy analyt. Tento operacni mod
tedy prevadi interferujici molekuly na jinou
hmotu, ktera jiz s cilovym analytem na jeho
prirozené izotopické hmoté nekoliduje.



— Odstranéniviech hmot
kromé hmoty méfeného
analytu (analyta
interference na stejné
hmoté&)

(r
(r

nereaktivniho) analytu a
eaktivni) interference a to
jejim odstranénim nebo
posunem na jinou hmotu

— Separace — Odstranéniviech

hmot iontd vznikaj

cele kromé& hmoty naseho
méieného analytu, m
analytu bez ptivodnich nebo
novych interferenci

Reakéni produkt

Reakéni interference MR*
plyn ﬂ@
On-mass C ] [ |
interference ——— ? 7 7\ )
Analyt £ =3 Analyt
Off-mass —
interference Interference
Viechny M 2> MR*
hmoty mimo

hmotu analytu

Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/MS
systém - Mass-Shift Mode (méreni na
nové hmoté - @1 a Q2 jsou nastaveny
na rtizné hmoty)

Jedna se o druhy zakladni operacni méd tan-
demovych MS/MS systém(. Prvni kvadru-
pol Q1 je nastaven na vstupni ,,pfirozenou
izotopickou®“ hmotu sledovaného analytu
a umoziuje vstup do kolizni cely pouze pre-
kurzorlim (analytu a interferujicim polyato-
mickym molekulam) o jedné vybrané hmoté.
Nasledné diky vhodné zvolenym reakénim
podminkadm dochazi v reakéni cele k interakci

— Odstranéniviech hmot
kromé hmoty méfeného
analytu (analyt a
interference na stejné
hmoté)

—Separac

iontu

(reaktivniho) analytu a
(nereaktivni) interference a
to posunem analytu na
novou hmotu produktového

analytu s reakénim plynem a vzniku nové mo-
lekuly (slou€eniny analytu a reakéniho plynu),
ktera jiZ ale ma jinou hmotu nezZ plvodni nebo
noveé vzniklé interference a nadale s nimi tak
neinterferuje. Druhy kvadrupdl je nastaven na
cilovou hmotu nové vzniklé molekuly analytu,
interference jsou tak odstranény a deteko-
van je pouze cilovy produkt analytu. Tento
operacni moéd tedy prevadi reaktivni analyt
na jinou hmotu, ktera jiz s interferencemi na
prirozené izotopické hmoté analytu nebo nové
vzniklych molekul nekoliduje.

— Odstranéniviech
hmot iontd vznikajicich v

e

cele kromé& hmoty
produktového iontd,

3feni analytu bez
plvodnich nebo nowych

— Interference

Reakeni na pivodni

plyn |I<§ hmoté
|nterft:en:.;z > L LSk 1\~  Produktovy

i —— i ilové
e —‘%i"‘ E—
interference Analyte o
sechny M+ 2> MR+
hmoty mimo

hmotu analytu

V béZné praxi je analyza nékterych prvku za-
tizena fadou interferenci v zavislosti na typu
vzorku a matrice a presna analyza a vyhod-
noceni vysledkl jsou dosti komplikované. Diky

technologii MS/MS je analyza téchto prvki
presnéjsi a jednodussi. Nasleduje nékolik ty-
pickych prikladd.
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Obrazek 7

Tandemovy kvadrupdlovy
ICP-MS/MS systém - On-Mass
Mode - méreni na stejné hmoté

Obrazek 8

Tandemovy kvadrupélovy
ICP-MS/MS systém — Mass-Shift
Mode — méreni na nové hmoté
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Obrazek 9
Analyza arsenu: ICP-MS - reakéni
mad s pouZitim O,

Obrazek 10
Analyza arsenu: ICP-MS/MS
- reak&ni méd s pouzitim O,

Obrazek 11
Analyza selenu: ICP-MS/MS
- reak&ni mdd s pouZitim O,

Analyza arsenu (As)

Arsen je jeden z typickych ,,problémovych*
prvkll. Za jeho interference je zodpovédna
fada prvka pritomnych v béznych matricich
vzorku. Vysledky analyz také mohou zkres-
lovat interference vytvorené v plazmatu diky
pritomnosti argonu, nebo interference vznikle
z bézné pouzivanych kyselin pFi rozpousténi
vzorkl (HCI a dalsi). Helium v kolizni cele
v rezimu High Energy velice efektivné odstrani
tyto bézné interference na hmoté 75 (napf.
ArCl*, CaCl* a dalsi), takZe dosaZeni mezi sta-
novitelnosti obvykle poZzadovanych v normach
neni velkym problémem. Heliovy méd funguje
velice robustné a nezavisle na typu matrice

Reakéni

JUArBSCP
4004350+

plyn (O,) ]. ,":-]

nebo znalosti vzorku. Bohuzel bézné pritomné
dvojité nabité interference prvki vzacnych
zemin REE (Rare Earth Element) jsou jiz pro
standardni kvadrupdlové systémy problémem:
diky své vysoké energii v pfipadé pouziti helia
jako kolizniho plynu celou prochazeji. Pokud
pouzijeme reakéni mod cely a O? jako reakéni
plyn, naradZime na dal$i omezeni systém( s jed-
noduchym kvadrupélem, a to na interferenci
na hmoté 91 reakéniho produktu AsO s bézné
pritomnym °'Zr*, ktery neni schopen tak rychlé
a kompletni reakce s O, jako As, a pfipadné
na nové vzniklé interference z reakcni cely.

404 350+
-IUCaBSCI+
Nd*/Sm*

Analyt a As* reaguje s O, za
interferujici ionty vzniku produktového
vstupuji do iontu AsO*. Ne

kolizni cely viechen Zr* reaguje za

vzniku ZrO* (East Zr*

prochazi dal)

Elegantnim a jednoduchym feSenim téch-
to probléma je vyuziti reakéniho MS/MS
moédu, ktery v prvnim kvadrupélu odstrani
veskeré interference na cilové hmoté 91 tim,

- _)Ll
Nd*/sSm* = ——1"W > e w— pe0*
g ) _E; e
512r+

5Ast > 9lAs0*

Kvadrupdl je nastaven na
produktovou hmotu AsO*
(m/z 91) — odstrariuje plvodni
interference 4°Ar3sCl,
A0Ca¥*ClH, Nd**/Sm*+ ale neni
schopen odstranit zbyly ¢1Zr+

ze propusti do kolizni cely pouze hmotu 75,
a v druhym kvadrupélem propusti pouze pro-
dukt reakce *As* + 16 O —> *'AsO*, ktery neni
interferencemi zatizen.

¥ 40p 35, A0 =35
Reakéni Ar3=Cl, dE‘j CI:J
N Sm

plyn (0,) ]. /)

JUAr3SCl+JUCaESCl+ 4

Nd*™/sSm™ - — _'I\ - - - ~
*As* ,,_,J_“_,_\_,i_ls - ) AL 3  T5psicg*
- — 3

512r+

e —

Spst - 91As0*

Elzr+

Q1 nastaven na m/z 75,
odstranéni viech hmot

mimo 75. produktového iontu AsO*.
91Zr* je na hmoté 91 40A35CIH, 40Ca35ClH,
odstranén Nd**/Sm** nereaguji a

As* reaguje s reakénim
plynem O, za vzniku

Q2 nastaven na m/z 91
produktového iontu AsO* —
zbhylé interference na
ptvodni hmoté m/z 75 jsou
odstranény

zlstavaji na hmoté m/z 75

Analyza selenu (Se)

Zde je zakladni ukazka pouZitého reakéniho médu pri analyze selenu:

Reakéni

plyn (0,) ]; {’)

4DAIJUAI.+ IEDGdH',
IEODYH

P

404 A0+
1 EDG d+ IWDYH
]

BERu+

i —

EDSE+9 EDse:lE0+

%Mo, %Ru*

80ga* 7 A A — | ; ) 2\ B >Eoselt’:0+
%zr, %Mo", “‘ETFT‘ ——]
BEZr+,



Analyza siry (S)

Zde je zakladni ukazka pouzitého reakéniho médu pfi analyze siry:

Reakéni
plyn (0,) ;

1602+

150 +

2

32g+ !

13¢a/Ti, 36Ari%C

Eg @_}

=

> 32leo+

325+9 32515°+

43¢a/42Ti,
/AP

Kromé vySe zminénych standardnich operac-
nich médu vyuZivanych v rutinni analyze nabizi
tandemové hmotnostni spektrometry mnohem
vice. Tyto dalsi MS/MS médy mohou byt zaji-
mavé predevsim pfi vyzkumu a vyvoji novych
metod pro ICP-MS/MS systémy, které (zda
se) jsou z pohledu techniky jako takové stale
na zacatku, a jsou tak velkym publikacnim
potencialem pro védecko-vyzkumnou sféru,

5. Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/MS
systém - Precursor lon Scan (skenova-
ni prekurzorovych ionti — Q1 skenuje
potencionalné zajimavé ionty vstupu-
jici do kolizni cely, @2 je nastaven na
cilovou hmotu)

Prikladem vyuZiti tohoto médu muzZe byt ana-
lyza rtuti v reakEnim modu s NH,, ktera za

kde mnoho novych aplikaci stale ¢eka na své
objeveni. Nejen z téchto dlivodl je investice
do této techniky z dlouhodobého hlediska
dobrou investici také pro rutinni (komercni)
laboratore. JelikoZ popsani téchto dalSich ope-
racnich médi nemusi byt na prvni pohled
zcela pochopitelné, ukazeme si princip jejich
fungovani na vybranych pfikladech.

béZnych podminek neni mozna, jelikozZ jsou
nabité ionty Hg v reakci s NH, neutralizo-
vany, a neni je tedy mozné dale detekovat:
NH, + Hg* —> NH** + Hg. V reakeni cele
pak dale dochazi k reakci mezi samot-
nymi molekulami NH,, pfedani nabo-
je a vzniku cilové méfené molekuly NH *:
NH,* + NH, —> NH, + NH *.

Reakéni plyn (NH;)

K

— Skenovani od hmoty
195 do hmoty 205
(1 bod/hmota)

— NH; reakce

+NH; S Hg + NH;"

%

— Nastavenina hmotu 18

pro méreni NH,*
(6 bodd/hmota)

b NH,* od *®Hg?*

b NH,* od 2°Hg*

B NH;* od 2'Hg*

NH3*+NHs = NH, +
199|.|g+
Q1 skenuje hmoty mHg*
isotopll Hg, do cely
je umo#nénvstup MHg*
pouze vybranym Mgt
iontdm 9

6. Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/MS
systém - Product lon Scan (skenovani
produktovych iontd - Q1 je nastaven
na hmotu vybraného prekurzoru, Q2
skenuje potencionalné zajimavé pro-
duktové ionty tvorici se v kolizni cele)

Prikladem pouZziti tohoto médu mGzZe byt ana-

lyza titanu v reakénim modu s NH,. Pokud

“TiNH*
“TiNH(NH,),*
“TiNH2(NH,),*

85Cu (hmota 63)

5SCUNH,(NH,), +

NH,* od 2?Hg*

bychom tuto analyzu Ti srovnali s analyzou na
klasickych kvadrupélovych ICP-MS spektro-
metrech, tak dospéjeme k zavéru, Ze presna
kontrola iontd, které vstupuji do kolizni cely,
prinadsi odstranéni moznych interferenci od
NH, klastrd jinych b&Zné pFitomnych analytd
jako jsou napriklad :

#4ZnNH,(NH,),* a ®*Cu(NH,),* ("*Cd a "*Sn) (hmota 114)

a *Zn(NH,),+ ("In a "*Sn) (hmota 115)

12

Obrazek 12
Analyza siry: ICP-MS/MS
- reak&ni méd s pouZitim O,

Obrazek 13

Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/
MS systém — Precursor lon Scan:
skenovani prekurzorovych iontd —
Q1 skenuje potencionalné zajimavé
ionty vstupujici do kolizni cely, Q2
je nastaven na cilovou hmotu
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Obrazek 14

Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/
MS systém — Product lon Scan
(skenovani produktovych iontl —
Q1 je nastaven na hmotu vybraného
prekurzoru, Q2 skenuje potenci-
onalné zajimavé produktové ionty
tvofrici se v reakéni cele)

Obrazek 15

Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/
MS systém — Neutral Gain Scan:
standard Ti 1 ppb ovlivnén interfe-
rencemi 10 ppb Ni, Cu a Zn

Obrazek 16

Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/
MS systém — Neutral Gain Scan:
TiO piky presné kopiruji izotopickou
obalku Ti. MS/MS méd umozriuje
méreni Ti jako TiO bez interferenci
Ni, CuaZn

Reaction gas (NH;)

)

— UmoZnivstup do kolizni
cely pouze vybranym
prekurzorovym iontdm
(1 bod/hmota)

7. Tandemovy kvadrupélovy ICP-MS/MS
systém — Neutral Gain Scan (skenovani
neutralni ztraty — Q1 a Q2 skenuji spo-
leéné v nastaveném rozdilu hmot)

Tento operacni méd umozinuje monitorova-
ni produktovych iontl s vybranym rozdilem
hmoty od prekurzor( — napf. po reakci s O,
nebo NH,. Prikladem pouZiti miZe byt mé&Feni
titanu v reakénim moédu s 02, kde mozZnost
odstranéni interferenci béznych prvkul jako

Trmkr Mok CE00Y: BN

= Ti izotopovd obdlka

<% BB 1ppbTi

0 1ppb Ti+ 10ppb Ni
1pphb Ti+ 10ppb Cu
1ppb Ti+ 10ppb Zn

— NH; reakce

Ti* + NH, © TiNH,(NH,),*

— Skenovaniiontd Ti-
NH,* klastrtiv rozsahu
vybranych hmot
(6 bodii/hmota)

Ni, Cu nebo Zn muzZe byt u klasickych ICP-
-MS systému problémem. Potvrzeni pfesnosti
a spravnosti vysledk( méreni pomoci sledovani
izotopu a izotopické obalky oxidu Ti je vyho-
dou ve srovnani s klasickymi systémy. Q2 je
nastaven na sledovani reakce, tedy navazani
atomu O s hmotou 16 na jednotlivé izotopy Ti
(*8Ti* => 52TiO*, “Ti* —> BTiO+, ®Ti* —> %TiO*,
atd.).

Standardni ICP-MS$S

J@ﬂ#ﬁﬁﬁ&

M=

Cwmsside 023430033Vl
== Ti izotopovd obdlka

=02] [l 1ppbTi

B8 1ppb Ti+ 10ppb Ni
1pph Ti+ 10ppb Cu
1pphb Ti+ 10ppb Zn

os

CPs

Tig

ICP-QQQ v médu MS/MS




Pokud bychom méli zhodnotit, ktery z médu
a koliznich/reakénich plynt je nejvhodné&jsi
pro pouziti v rutinni praxi, dospé&jeme logicky
k zavéru, Ze timto médem je ,,mass-shift”
ma&d s reak&nim plynem O,. Divodem tohoto
zaveéru je skutecnost, Ze O, je jako reak&ni
plyn aplikovatelny na Sirokou paletu ,,problé-
movych” analyt(, a diky kontrole reakc¢nich
procesu fizenim vstupu do reakéni cely se
stava unikatnim feSenim pro ty pfipady, které
nebylo do té doby mozné reSit pomoci kla-
sickych kvadrupélovych ICP-MS systémd.
Ve vybranych pripadech je skvélym feSenim

pouziti reakéniho plynu NH3, ktery umoznuje
pouziti ICP-QQQ i v aplikacich, které byly
donedavna odkazany pouze na SF-ICP-MS
systémy se sektorovymi analyzatory a s vy-
sokym rozliSenim. Ty vSak pres vyrazné vyssi
pofizovaci i provozni naklady (obdobné jako
v organické analytické chemii) nedosahuiji tak
nizkych detekénich limitl jako tandemové
systémy.

Mezi analyzované prvky vyuzivajicich vyhod
ICP-MS/MS v rliznych matricich a aplikacich
popsanych v literature patfi:

B (1) C (12,13) Al (27)
Si (28, 29, 30) P (31) S (32, 33, 34)

Cl (35) Ca (46) Ti (46, 47, 48, 49, 50)

V (51) Cr (52, 53) Mn (55)

Ni (58, 60) Co (59) Zn (66)

As (75) Se (77, 78, 80, 82) Sr (86, 87, 88)

Mo (92, 95, 96, 98) Rh (103) Pd (104, 105, 106, 108, 110)
Cd (110, 1M, 112, N3, 114) 1 (127, 129) Cs (134, 135, 137)

Pt (194, 195, 196) Hg (202) U (236, 238)

Obecné srovnani hi-end modeld ICP-MS 7900 a ICP-MS/MS 8800 Agilent Technologies

ICP-MS systémy jsou obecné vyuZivany jako
nejvy$Si mozné (,,hi-end“) feSeni pro ultrasto-
povou analyzu Sirokého spektra prvk( v riz-
nych matricich. Z pohledu ICP-MS systému
na bazi kvadrupodlovych analyzator( mizZeme
tvrdit, Ze s rezervou spliuji vétSinu aktualnich
pozadavkU na detekéni limity danych norma-
mi. Kazdé reSeni ma svoje vyhody i omezeni
pocinaje vyraznym rozdilem v pofizovaci cené,
pres vyrazné odliSné moznosti pro analyzu
predevsim kritickych prvka ovlivnénych inter-
ferencemi, aZ po rlizné poZzadavky na udrZzbu
a provozni naklady.

Vykon

Standardni detekéni limity jsou pro ,,hi-end*
modely Agilent 7900 ICP-MS a Agilent 8800
ICP QQQ velice podobné v béznych provoz-
nich médech, v Cistych standardech, a pro
vétsinu standardnich prvki také v redlnych
matricich.

Pro realné vzorky s rdznymi obsahy inter-
ferujicich prvka a predevsim prvki tvorici
dvoijité nabité interference, které neni mozné
pomoci standardnich ICP-MS systému ana-
lyticky odstranit, ma ICP-QQQ nespornou
vyhodu v presnosti vysledku diky eliminaci

pouziti matematickych korekci.

Robustnost

Oba modely (Agilent 7900 ICP-MS i Agilent
8800 ICP-QQQ) jsou vybaveny systémem
pro moznost redéni aerosolu v plynné fazi
pred vstupem do plazmatu, a to faktorem az
+ 100 krat (max. 25% TDS) pro Agilent 7900
ICP-MS, a faktorem az + 25 krat (max. 3%
TDS) pro Agilent 8800 ICP-QQQ.

Model Agilent 8800 je diky principialni
konstrukci MS/MS systému vice nachylny
na kontaminaci prvniho kvadrupélu, a mize
vyzadovat Castéjsi udrzbu ve formé Cisténi
(Cetnost udrzby je zavisla predevsim na re-
alném poctu vzork, typu matric a nastaveni
analytickych metod).

Provozni naklady

Z pohledu standardnich provoznich nakladu je
v pfipadé MS/MS médi nutno pogcitat s lehce
delSi dobou analyzy zplsobenou pouZivanim
vice reakéné-koliznich médua pro analyzy
kritickych prvkl (doba analyzy se prodlouzi
o Fadové nékolika malo desitek sekund). Ves-
keré ostatni provozni naklady jsou pro oba
systémy srovnatelné.

14

Tabulka 1
Kritické prvky vyuzivajici vyhody
ICP-MS/MS
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Obrazek 17
ICP/QQQ 8800 Agilent
Technologies

Obrazek 18

Nahled technického usporadani
ICP/QQQ 8800 Agilent
Technologies

Analyza nanocastic

Elektronika Agilent 7900 ICP-MS umoziuje
dosahovat 30x krats§i dwell time pro méreni
nanocastic: 0,1 ms u modelu 7900 ve srovnani
s 3 ms pro model 8800 series. Pro bézné typy
analyz je ale dwell time 3 ms naprosto dosta-
Cujici, coz dokazuje také mnozstvi publikaci.

ICP-MS/MS systém ma na naopak velkou
vyhodu v odstranéni pripadnych interferenci
a snizeni vlivu pozadi na minimum, coz umoz-
nuje méreni mensich nanocastic a nizSich

Zaveér

Z pohledu spInéni aktualnich pozadavku kla-
denych legislativou v oblasti Sirokého spektra
béZnych analyz splfiuji oba systémy s rezervou
vesSkeré pozadavky. Z pohledu provoznich na-
kladU jsou systémy také srovnatelné. Rozdilné
jsou predevsim porizovaci naklady, presnost
dosahovanych vysledkU a realnych detekénich
limita predevsim pro problematické prvky.

Naroky a pozadavky kladené na kontrolni,
provozni, vyzkumné a dalSi Spickové vybavené
laboratore u nas i v jinych zemich vyzaduji co
mozZna nejpresnéjsi a nejjistéjsi vysledky. Ty
jsou lépe dosazitelné s ICP-MS/MS systémy,
které na rozdil od ICP-MS systém0 odstranuiji
problematické interference efektivnéji diky
MS/MS médam, ve kterych se interference
odstrani selektivné bez rizika vzniku dalSich
sekundarnich interferenci. Nemusi se tak po-
uzivat matematické korekce a odhady, jejichz
vysledek diky rozdilnosti vzorkl nemusi byt
vzdy spravny.

PFi analyze nanocastic (i pres vyssi hodnoty
dwell time, které jsou v bézné praxi dostacu-

koncentraci, a to i pro ,,problémové* prvky
jako Ti, Si a dalsi.

Speciacni analyza

Pro speciacni analyzu je z pohledu detek&nich
limitQ pouziti Agilent 7900 ICP-MS srovnatel-
né s pouzitim Agilent 8800 ICP-QQQ. Podob-
na je také reprodukovatelnost analyz, nicméné
co se tyce kvality vysledku, tak ICP-MS/MS
systém muze byt (stejné jako v predchozich
pripadech) diky MS/MS médu presnéjsi.

jici) pfinasi MS/MS nizké hodnoty pozadi,
nizké detekeni limity a vysSi presnost analyz,
a to predevsim pro problematické nanoCastice
s Ti nebo Si.

Vzhledem k rychlému rozvoji ICP-MS/MS
technologie a novym aplikacim ukazujicim na
stale nové moznosti (podobné jako v pripadé
LC-MS/MS a GC-MS/MS) je systém Agilent
8800 urcité vhodnou investici do budoucna

Ivo Novotny
ivo.novotny@hpst.cz

Martin Juricek
martin.juricek@hpst.cz

Daniela Trsova
daniela.trsova@hpst.cz




Agilent miRNA microarrays
- pokrocte dal ve studiu regulace

genoveé exprese

MicroRNA (miRNA) je skupina jednovlak-
novych nekédujicich molekul RNA o dél-
ce kolem 22 nukleotidl [1] a vznikaji tran-
skripci tzv. mir genu, které se ve velkém
mnoZstvi nachazeji v genomech Zivocichu
i rostlin. Na rozdil od jinych typt malych mo-
lekul RNA (napf. snRNA, small nuclear RNA),
jejichZ exprese je v bunice konstantni, miRNA
jsou exprimovany pouze v urcity ¢as nebo
uréitymi tkdnémi [2]. Molekuly miRNA jsou
Castecné nebo zcela komplementarni k jed-
né nebo vice molekuldam mediatorové RNA
(mRNA) a jejich vzajemna vazba inhibuje
naslednou translaci této mRNA do proteinu
[3]. Diky témto zakladnim charakteristikdm
patfi miRNA mezi hlavni regulatory genové
exprese a tim i veskerych dé&ju probihajicich
v Zivém organizmu (napf. proliferace, dife-
renciace, apopt6za). Studium zastoupeni
miRNA molekul v rliznych typech tkani se
stalo nepostradatelnym predevSim pfi vy-
zkumu onkogeneze, ale s pribyvajicimi zna-
lostmi o téchto nekdédujicich molekulach se
ukazuje také jejich velky potencidl pro je-
jich pouziti jako diagnostickych a prognos-
tickych markerd. Jednim z hlavnich uskali
studia miRNA molekul je obtizné srovnani
dat ziskanych pomoci riznych technologii.
Této problematice se vénovala studie kolek-
tivu autor( [4], ve které bylo podrobné po-
rovnavano celkem 12 komeréné dostupnych
platforem zastupujicich tfi hlavni pouzivané
technologie (kvantitativni PCR, hybridizace
a sekvenovani). Mezi hlavni parametry, které
byly sledovany, patfila napf. reprodukovatel-
nost, hladina detekce, citlivost a specificita.
miRNA microarrays od Agilent Technologies
byly zafazeny mezi tfi nejlépe hodnocené
platformy a tento vysledek ukazuje, Ze jsou
vhodnym nastrojem studia genové exprese
[4].

Tyto microarrays spojuji unikatni pfimé
znac¢eni miRNA molekul s inovativnim de-
signem a syntézou préb, kterad je umoz-
fnovana tzv. ,SurePrint Inkjet“ technologii
a pfimym provazanim na aktualni miRBase
databazi, ktera roste a je aktualizovana tak,
jak jsou odhalovany nové miRNA molekuly.
Diky dostupnym formatim 8x15K a 8x60K
umoznuji arrays velmi citlivou a specifickou
analyzu miRNA exprese.

Pomoci patentované SurePrint Inkjet

technologie jsou in situ syntetizovany oligo-
merni Fetézce o délce 40 — 60 nukleotidl pri-
mo na microarray sklo. Diky této technologii
a inovativnimu designu (Obr. 3) lze dosah-
nout vysoké Cistoty, presnosti a uniformity
prob a zaroven umoznuje vytvoreni zakaz-
nické microarray pro jakykoli organizmus
nebo vice organizm( najednou. Navic pro-
tokol pFipravy vzorku vyuzivajici metodu pfi-
mého znaceni dovoluje pracovat se vstupnim
mnozstvim celkové RNA kolem 100 ng. Pro
kontrolu ucinnosti znaceni a hybridizace je
pripraven miRNA Spike-In Kit a jako referen-
ci Ize pouzit Universal miRNA Reference Kit.
A v rdmci kompletnosti portfolia je dostupny
také analyticky software GeneSpring SX,
diky kterému muzete ziskana data porovna-
vat s dalSimi daty z transkriptomickych nebo
jinych —omic analyz.

Je obecné znamé, Ze nejen kvantita, ale
i kvalita RNA vyznamné ovliviiuje validitu
a spolehlivost ziskanych dat. Kvalita RNA
je definovana cistotou a integritou RNA.
Této problematice pro oblast reverzni PCR
(RT-PCR) se vénuje napf. MIQE quidelines
[5], kde je uvadén systém 2100 Bioanalyzer
od Agilent Technologies (Obr. 4) jako uzi-
te€ny néstroj pro zjisténi kvantity a kvality
RNA. Pro oblast ,,small RNA* vyvinul Agilent
Technologies specialni kit Small RNA Assay,
pomoci kterého lze selektivné kvantifikovat
absolutni mnozstvi (pg/pl) a relativni za-
stoupeni (%) tzv. small RNA. Diky techno-
logii, kterou vyuziva systém 2100 Bioana-
lyzer, tak kromé Ciselnych dat ziskate také
elektroforeogram a ,,gel-like“ obrazek. PFi
kombinaci s kitem RNA 6000 Nano, ktery
je vhodny pro analyzu celkové RNA, muzZete
mit uceleny prehled o mnozZstvi a stavu RNA,
ktera vstupuje do Vasich analyz, at uZ s pou-
Zitim RT-PCR nebo microarrays.
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Obrazek 1
Agilent 2100 Bioanalyzer

Obrazek 2
Detail microarray
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truncated
hybridization
sequence

/O microarray surface

4

extended
hairpin

probe

probe-target
interaction region
hybridization miRNA

sequence target 10-20 nts

5

microarray surface

Pokud je v centru Vaseho zajmu studium re-
gulace genové exprese, nabizi VAm Agilent
Technologies kompletni FeSeni pro vSechny
kroky Vasi prace. Jeho vyrobky Vas mohou
provazet od izolace RNA pres kontrolu jeji
kvality a kvantity aZz po samotnou analyzu po-
moci katalogovych nebo zakaznickych arrays
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Obrazek 3

Design miRNA microarray préb.

Nasyntetizovana sekvence microarray préby (¢ernd)
se hybridizuje k cilové sekvenci RNA (Cervena). Hné-
dé je vyznaceno ukotveni proby na sklenéném povr-
chu microarray. A) Za¢lenény guanin (G) na 5 konci
syntetizované sekvence je komplementarni k pfida-
nému a fluorescené¢né naznacenému cytosinu (C) na
3‘ konci cilové miRNA sekvence. Tento dodatec-
ny G-C par mezi prébou a sekvenci miRNA zvysuje
stabilitu celé vazby. Navic vSechny préby ob-
sahuji tzv. vlasenky (modrd), které sousedi
s oblasti hybridizace miRNA molekuly a znesnadnuji
hybridizaci vétSich molekul RNA, tzv. non-target RNAs.
B) V pripadé, Ze by mohlo dochéazet k nespecifickym
interakcim, umoznuje optimalizace designu zkraceni
sekvence 5 konce miRNA molekuly a tim zlepsit finaIni
specifitu préby.

Obrazek 4

Agilent 2100 Bioanalyzer je univerzalni systém pro kvan-
tifikaci a kontrolu kvality DNA, RNA, proteind a bunék
pomoci jedné platformy.

a analytického softwaru. miRNA microarrays
od Agilent Technologies VAm umoZni pokro€it
dal ve Vasi préci.

Iva Senitkova
iva.senitkova@hpst.cz




Prakticky workshop
na CGH microarray analyzu

Na podzim 2015 skupina pro diagnostiku
a genomiku (DGG) usporadala workshop pro
zakazniky, ktefi se zabyvaji nebo maji v planu
zacCit pracovat s mikroarrayami. Hlavni mys-
lenkou kurzu bylo prakticky provést Gc¢astnika
celym protokolem pfipravy a zpracovani mic-
roarray od Agilent Technologies véetné vy-
hodnoceni vysledkd. Workshop vedl aplika&ni
specialista RNDr. Zbynék Halbhuber, Ph.D.,
ktery ma s praci s microarray dlouholetou
praktickou zkuSenost.

Workshopy probihaly v sidle spole€nosti
HPST, s.r.o. v Praze 4. Pro praktickou ¢ast
workshopu jsme vyuzili nové vybudovanou
laborator, ktera je vybavena nejdllezitéjsimi
pristroji pro genomiku od Agilent Technolo-
gies. Drobné laboratorni pfistroje nam za-
pulijcila nasSe sesterska spolec¢nost Labicom,
s.r.o. K i¢asti na workshopu jsme nejprve zvali
zakazniky, u kterych jsme predpokladali zajem
o workshop, po té jsme informaci o akci roz-
Sitili elektronicky a uverejnili na internetovych
strankach www.hpst.cz. Zajem o workshop
predcil naSe o¢ekavani a diky velkému zajmu
jsme akci opakovali celkem tFikrat. DalSi termin
planujeme 16. — 17. bfezna 2016. Kapacita
jednoho kurzu je osm ucastnik(. Pracovalo
se ve dvou ¢tyr¢lennych skupinach. Kazdy
Ucastnik si pFivezl dva vzorky lidské DNA,
které povazoval zajimavé pro CGH microarray
analyzu (Comparative Genomic Hybridization).
Kurzu se zac&astnili pracovnici Iékarskych fa-
kult, nemocnic i soukromych laboratori. Akce
tak splnila rovnéz funkci spole€enskou, setkani
lidi z pracovist z celé republiky a sdileni prak-
tickych zkusSenosti.

Vzorky DNA se nejprve oznaci fluorescenc-
nimi barvi¢kami (SureTag DNA Complete La-
beling Kit, kat. ¢. 5190-4240) a dale pres noc
hybridizuji (Oligo aCGH/ChIP-Chip Hybridi-
zation Kit, kat. ¢. 5188-5220). Kvalita vzork
DNA byla ovérena na pfistroji 2200 TapeStati-
on s pouzitim kitu pro analyzu genomické DNA
(Genomic DNA ScreenTape and Reagents,
kat. €. 5067-5365 a 5067-5366). Kritickym
krokem celého protokolu je promyvani skli-
¢ek (Oligo aCGH/ChlP-on-Chip Wash Buffer
Set, kat. ¢. 5188-5226), po kterém néasleduje
vlastni skenovani na skeneru na Agilent Sure-
Scan Microarray Scanner pomoci programu
Feature Extraction Software a vyhodnoceni
vysledkd programem CytoGenomics Software

od Agilent Technologies.

Pro analyzu byly pouZity microarray CGH
ISCA (SurePrint G3 Unresticted CGH ISCA,
v2 8x60K, kat. ¢. G4827A). Na kazdé sklic-
ko byly naneseny 4 vzorky. Microarray byly
naskenovany na Spickovém pristroji Agilent
SureScan Microarray Scanner.

Béhem inkubaci a rGznych ¢asovych prosto-
ju Skolitel dr. Halbhuber Gcastniky kurzu po-
stupné provedl ve svych prednaskach hlavnimi
okruhy souvisejicimi s metodikou microarray.
Kazdou praktickou ¢ast tak vzdy predchazel
teoreticky Uvod. Nejprve se U¢astnici sezna-
mili s technologii vyroby microarray. Dale si
ukazali, jak je mozné si vybrat z rliznych typu
microarray pomoci volné dostupné interneto-
vé aplikace SureDesign na strankach Agilent
Technologies. Je mozZné si pfipravit vlastni
design na miru konkrétnimu vyzkumnému
zadméru rovnéz programem SureDesign. Za-
vérec¢nym bodem programu bylo vyhodnoceni
vysledkl programem CytoGenomics Software
a diskuze vysledkd.

Kazdy ucastnik si odnesl své vysledky na
usb disku, véetné prezentaci a protokoll. Pro-
tokoly dostali GU€astnici i v papirové formé,
aby mohli sledovat pribéh analyzy a délat si
poznamky. Kurz G€astnici hodnotili velmi klad-
né. Po skonceni workshopu obdrzeli G¢astnici
certifikat o jeho uspésSném absolvovani. Z
nékolika stran zaznéla prosba o pokracova-
ni workshopu se zamérenim na podrobnou
analyzu vysledku, které bychom do budouc-
na radi vyhovéli. V organizovani praktickych
workshopu budeme pokracovat i v letoSnim
roce. Pokud si prejete dostavat informace
o jejich konani, napiSte na naSi adresu:
dgg@hpst.cz nebo sledujte nase internetové
stranky www.hpst.cz. Novinkou v nabidce
nasich sluzeb je moznost pronajmu labora-
tore. MUZeme vam také naskenovat vase
microarray (rovnéz proteinové a microarray
od rtznych vyrobcl) na Agilent SureScan
Microarray Scanner.

Michaela Pluskalova
michaela.pluskalova@hpst.cz

(Autor fotografii: Michaela Pluskalova)

Obrazek 1
Fluorescenéni znac¢eni vzorku

Obrazek 2
Hybridizace vzorkul na sklicko s
microarray

Obrazek 3
Promyvani sklicek

Obrazek 4
Skenovani sklicek

Obrazek 5
Prednasky dr. Halbhubera o techni-
ce microarray
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Obrazek 1
Schématické znazornéni systému
SureVector

Tabulka 1
Prehled soucasti a produktova
Cisla systému SureVector

SureVector - klonovani nové

generace

SureVector je nejnovéjsim prirlistkem v oblasti
technik klonovani nové generace. Umoznuje
kombinovat standardni DNA komponenty pro
pfipravu vlastniho vektorového konstruktu
a vyuZit tak moznosti biologické syntézy.

Diky SureVectoru si jednoduse muze-
te navrhnout vlastni vektor, objednat nebo
naamliplifikovat va$ gen pomoci PCR, a vas
vlastni plazmid bude béhem jediné 20 minuto-
vé reakce hotov! SureVector systém vyuziva
patentovanou enzymovou smés a umozinuje
tak rychlé sloZeni nékolika DNA fragment(
do cirkularniho rekombinantniho plazmidu
obsahujiciho vas gen.

Mezi volitelné komponenty systému Su-
reVector patfi: bakterialni selekéni marker,
bakterialni po¢atek replikace, savéi selekéni
marker, kvasinkovy promotor, savéi a bakte-
ridlni buriky a rGzné afinitni tagy (nebo tagy
usnadnujici rozpustnost proteinu).

K vytvoreni vlastni mapy plazmidu Ize vyuZit
uzivatelsky vstricné webové aplikace, ktera je
dostupna na adrese www.agilent.com/geno-
mic/surevector.

SureVector je klonovaci a expresni vektor,
ktery je funkéni u vSech tfi biologickych sys-

SureVector System Fragments & Part Numbers

tém0 — bakterie (E. coli), kvasinky i savci
bunky. Obsahuje v§echny nutné soucasti (pu-
fry, enzymovou smés a nukleotidy) potfebné
k sestaveni funkéniho plazmidu béhem jediné
reakce.

Hlavni vyhody systému SureVector jsou:

+  rychla tvorba vlastniho vektoru — umoz-
rnuje sloZeni nékolika DNA fragmentl do
cirkularniho plazmidu béhem 20 minut

+  spolehlivé a presné slozeni — solidni vali-
dace systému zajistuje, Ze i kdyZ budou
standardni GUseky vektoru pfehozeny, vek-
tor tim neztrati funkénost

+  veétsi flexibilita v porovnani s tradi¢nimi
systémy — umoZiuje sestaveni novych
vektoru ve vasi laboratofi misto toho,
abyste pokazdé objednavali nové

+  kontrolujte pouze své experimenty — FeSte
pouze problémy vlastnich experimenta,
ne problémy nabizenych prostiedkd pro
sloZzeni DNA.

Irena Findejsova
irena.findejsova@hpst.cz

E. coli Mammalian Yeast
Promoters T7 (G7515A-B) CMV (G7516A-B) GAL1 (G7517A-B)
Trp (G7515A-B, G7518B-C) SV40 (G7516A-B) CUP1 (G7517A-B)
Tac (G7515A-B, G7518B-C) EF-1a (G7516A-B) ADH1 (G7517A-B)
Rhamnose (G7515A-B, G7518B-C)
Tags GST (n-term only) (G7515A, G7518D) 6xHis (G7516A-B) 6xHis (67517A-B)

MBP (n-term only) (G7615A, G7518D)

c-Myc (G7516A-B)

o-Myc (G7517A-B)

DsbA (n-term only) (G7515A, G7518D)

3xFLAG (G7516A-B)

3XFLAG (G7517A-B)

6xHis (G7515A-B, G7518D-E)

hrGFPII (G7516A-B)

hrGFPII (G7517A-B)

SBP (G7515A-B, G7518D-E)

3KHA (G7516A-B)

3xHA (G7517A-B)

CBP (G7515A-B, G7518D-E)

SBP (67516A-B)

SBP (67517A-B)

Thioredoxin (c-term only) (G7515B, G7518E)

c-Myc (c-term only) (G7515B, G7518E)

HA (c-term only) (675158, G7518E)

Bacterial Selection

AmpR (G7514A, G7518AF)

AmpR (675144, G7518AF)

AmpR (G7514A, G7518AF)

CamR (G7514A, G7518A)

CamR (G7514A, G7518A)

CamR (G7514A, G7518A)

KanR (G7514A, G7518A)

KanR (G7514A, G7518A)

KanR (G7514A, G7518A)

Bacterial Origins of Replication

pUC (G7514A, G7518A-G)

pUC (675144, G7518A-G)

pUC (75144, G7518A-G)

p15A (G7514A) p15A (G75144) p15A (G7514A)
pBR322 (G7514A) pBR322 (G7514A) pBR322 (G7514A)
XP1F XP1 (67514A, G7518A-G) VARS (G75144) XP1(G7514A, G7518A-G)

XP2 Fragments

Lacl (G7514A, G7518A-G)

Blasticidin (G7516A)

URA3 (G7517A)

XP2 (G7514A) Gentamycin (G7516A) HIS3 (G7517A)
Puromycin (G7516A) Hygromycin (G7517A)
NeoR (G7514A) LEU2 (G7517A)

Promoter-Tag Fusions His-T7 (G7514A) His-CMV (G7514A) His-GALT (G7514A)




Imunodeplece plodové vody
ve vyzkumu novych biomarkeru
predcasného porodu

Biologicky material jako je krevni plazma, sé-
rum, mozkomi$ni mok, mo¢ ¢&i plodova voda
jsou vysoce komplexni smési s velkym koncen-
tracnim dynamickym rozsahem obsaZenych
proteind. Rozdily v zastoupeni jednotlivych
proteinl dosahuji az 12 fadd. Vice nez 90 %
celkového proteinového obsahu téchto vzorki
v8ak tvori nékolik malo vysoce zastoupenych
proteintl, predevsim albumin, imunoglobulin
G a dalsi, které zastifuji diagnosticky ¢asto
zajimavé a nizko koncentrované proteiny, kte-
ré mohou byt slibnymi kandidaty pro vyzkum
biomarker rozli¢nych klinickych stavii. Sou-
Casné proteomické techniky umoZznuji pou-
ze velmi omezenou identifikaci téchto malo
zastoupenych proteinl na pozadi protein(
vysoce zastoupenych bez pfedchozi Gpravy
analyzovaného vzorku [1].

Kromé obecnych metod pro redukci kom-
plexity zaloZenych na rtiznych chromatogra-
fickych principech je k dispozici i elegantni
fesSeni, které cili specificky na vysoce zastou-
pené proteiny. Imunodeplece vyuziva imobili-
zovanych protilatek, které ze vzorku vychytaji
vybrané proteiny, pfi¢emz nizce zastoupené
proteiny, které se nenavazi, se vyuZzivaji pro
naslednou analyzu.

Odstranéni vysoce zastoupenych proteind
touto metodou by mélo idedlné probéhnout

Y
.
i

11.87

kompletné, jednoduse, s moznosti automati-
zace a predevsim reprodukovatelné [2]. Jako
vhodné se tedy jevi vyuZiti imunodeplece
v HPLC formatu. Je k dispozici fada produkti
v podobé chromatografickych kolon, jako je
Multiple Affinity Removal System (MARS,
Agilent), které cili rizné spektrum proteind.
Napfriklad kolona MARS Hu-14 je zaméfena
na 14 nejvice zastoupenych proteint v lidské
plazmé (viz Tab. 1). V kolonach jsou na nosici
imobilizovany protilatky proti poZadovanym
vysoce zastoupenym proteinim. Biologicky
vzorek je na kolonu aplikovan v nanasecim
pufru, ktery minimalizuje protein — proteinové
interakce, ¢imz dovoluje nizko zastoupenym
proteiniim, které Casto vyuZivaji velké protei-
ny jako transportni, uvolnit se z této vazby
a volné projit kolonou. Vysoce zastoupené
proteiny, které najdou vazebného partnera
v podobé protilatky, se pak na koloné zachyti.
Béhem promyti vzorku nanasecim pufrem je
jimana frakce v§ech nezachycenych proteina.
Poté je systém preveden do eluéniho puf-
ru, ktery rozrusi vazbu mezi imobilizovanou
protilatkou a proteiny, coz vede k vyplaveni
vysoce zastoupenych proteind v dalsi frakci
(Obr. 1). Takto upraveny vzorek je pak mozné
podrobit dalSi analyze pomoci elektroforézy,
LC-MS ¢&i jinych metod [2].

26.19

34.58

5.00 10.00 15.00 20,00

Kromé nespornych vyhod s sebou vSak imu-
nodeplece prindsi i urgita rizika. Pravdépodob-

né nejvyznamnéjSim je nechténé odstranéni
proteinG kvuli nespecifickym vazbam na no-

T T y Time
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2500 3000 35.00
si€ kolony €i moznosti navazani potencialné
zajimavych proteinl na vysoce zastoupené

proteiny.
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Obrazek 1

UV chromatograficky zdznam
imunodeplece: frakce A obsahuje
proteiny nenavazané na protilatky
kolony — nizko a stfedné zastou-
pené; frakce B obsahuje vysoce
zastoupené proteiny navazané na
kolonu.
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Tabulka 1

Seznam protein depletovanych

pomoci MARS Hu-14 kolony,

a porovnani nejvice zastoupenych
proteinu krevni plazmy a plodové

vody.

Nékteré prace provedené na krevni plazmeé
poukazuji na neuplnou depleci pozadovanych
vysoce zastoupenych proteint [3, 4] ¢i na-
opak na nechténé zadrZeni proteint jako je
a,-kysely glykoprotein 1, a,-kysely glykopro-
tein 2 a a,-antichymotrypsin na MARS koloné
[5]. | navzdory tomuto riziku je imunodeplece
vysoce zastoupenych protein( velmi pfinos-
nym ¢i dokonce nutnym krokem pfi pripravé
vzorku pro proteomickou analyzu zamérenou
na identifikaci novych biomarkeru, protoZe jeji
vyhody zna¢né prevazuji mozna rizika [5, 6].
| kdyZz jsou vySe zminéné produkty primarné
urCeny a také nejCastéji vyuzivany ke zpra-
covani lidské plazmy, v principu nic nebrani
jejich aplikaci také na jiné biologické tekutiny,
jak dokazuiji studie, kde byla MARS kolona po-
uZita k depleci vysoce zastoupenych proteinl
v lidské moci [7], cerebrospinalni tekutiné [8]
a dalSich télnich tekutinach [9].
Specifickou oblasti vyuZziti imunoafinitni
deplece je oblast vyzkumu pred€asného po-
rodu a jinych komplikaci spojenych s t&hoten-
stvim, kde je Casto jako biologicky material
analyzovana plodova voda. Vzhledem k tomu,
Ze podobné jako ostatni télni tekutiny vznika
i plodova voda primarné z plazmy, sdili s ni
i spektrum nejvice zastoupenych protein.
Nicméné s postupujici délkou t&hotenstvi
se plodovéa voda svym sloZzenim od krevni

plazmy vzdaluje. Pfes placentu do plodové
vody neprochazeji velké molekuly, neobsahuje
tedy napf. imunoglobulin M, ktery je v plazmé
hojné zastoupeny. Dale na rozdil od krevni
plazmy obsahuje velké mnozstvi fibronektinu
misto fibrinogenu a neobsahuje haptoglobin
ve vyznamné koncentraci [10]. PFi pouZiti
MARS kolony navrzené pro depleci krevni
plazmy nedosahuje pak frakcionace takové
ucinnosti jako v pripadé krevni plazmy, ale
i presto dochazi k odstranéni pfiblizné 90%
celkového proteomu ve formé vysoce zastou-
penych proteind.

Tento prFistup byl vyuzit v mnoha projek-
tech analyzujicich plodovou vodu pomoci
LC-MS/MS. Diky nému bylo mozZné iden-
tifikovat mnoho potencialnich biomarkeru
predcasného porodu spojeného s pred¢asnym
odtokem plodové vody (napft. kathelicidin,
myeloperoxidasa, matrix metalloproteinasa-9
[MMP-9], neutrofil defensin 1) [11, 12], &i se
spontannim pred€asnym porodem vyvolanym
infekci (lipocalin-1, glycodelin nebo nikotin-
amid fosforibosyltransferasa) [13]. Tyto a dalSi
nase studie potvrzuji efektivitu MARS deplece
a predevsim poukazuji na moznost az dvojna-
sobného mnoZstvi identifikaci (Obr. 2), pravé
diky odstranéni vysoce zastoupenych proteint
z biologického vzorku.

Proteiny odstranéné pomoci
MARS Hu-14 kolony

15 nejvice zastoupenych
proteind krevni plazmy [10]

15 nejvice zastoupenych
proteini plodové vody [10]
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Obrazek 2
Graf znazorfiujici nardst poctu identifikaci pfi vyuZiti
MARS imunodeplece vzorku plodové vody.

Vojtéch Tambor
vojtech.tambor@gmail.com

Irena Findejsova
irena.findejsova@hpst.cz

Petra Domasinska'?, Kristyna Pimkova? a Voj-
téch Tambor?

" Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-
-technologicka, Katedra biologickych a bio-
chemickych véd;

2Centrum biomedicinského vyzkumu, Fakultni
nemochnice Hradec Kralové

Proteomicka skupina Centra biomedicinského
vyzkumu Fakultni nemocnice Hradec Kralové
se zabyva aplikaci proteomickych technolo-
gii do klinicky orientovaného vyzkumu. Diky
Sirokym mozZnostem spoluprace s klinickymi
pracovisti je vétSina projektll zamérena na
hledani novych diagnosticky zajimavych mo-
lekul, zejména proteinl a peptidd.
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Obrazek 1
CE-7100

Obrazek 2
CE-7100 s QQQ

Obrazek 3
CE-7100 s QTOF

Spojeni kapilarni elektroforézy
s hmotnostni spektrometrii

Vysoce Uc€inné separacni techniky ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii jsou v sou€asné
dobé jiz standardnim vybavenim mnoha labo-
ratofi zabyvajicich se analyzami slozitych smé-
si latek v komplexnich matricich. PfedevSim
se jedna o spojeni chromatografickych technik
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS, LC-MS
€i SFC-MS). Kapilarni elektroforéza ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (CE-MS) je stéle
na okraji zajmu a predstavuje spiSe techniku
vyuzivanou predevsim na akademické pudé,
pfitom aplikaéni potencial CE-MS je velmi
Siroky. PrestoZe je spojeni CE-MS jednou
z nejmladsich analytickych technik, mlze jeji
vyuziti prinést urcité nesporné vyhody opro-
ti zavedenym technikdm GC-MS a zejména
oproti LC-MS.

Spojeni CE-ESI-MS firmy Agilent je elegant-
nim feSenim diky nebulizeru, ktery umoznuje
uzavfit elektricky okruh nutny pro elektrofo-
retickou separaci a dale umoznuje koaxial-
né privadét dusik nutny pro vznik stabilniho
elektrospreje zaroven s pomocnou sprejovaci
kapalinou. Soucasné je na sprejovaci Spicku
vkladano sprejovaci napéti. Ortogonalni uspo-
radani elektrospreje pak navic umozriuje, aby
se co nejvétsi mnoZstvi iont(l analyt(i dostalo
do analyzatoru hmotnostniho spektrometru.

Spojeni CE-MS ma oproti spojeni LC-MS
sva specifika. Nej¢astéjsi spojeni CE-MS vyu-
Ziva ionizace elektrosprejem (ESI). Vzhledem
k tomu, Ze pratok separacniho elektrolytu
v kapilaFe je nizsi nez pratok mobilni faze
v LC-MS, je nutné podpofit ionizaci a tvor-
bu stabilniho elektrospreje pfidavnym tokem
sprejovaci kapaliny v misté vystupu eluatu
z kapilary. Dal§im Uskalim je nutnost vyuzi-
ti tékavych slozek separacniho elektrolytu,
takze konvenéni pracovni elektrolyty na bazi
fosfore¢nan( a kyseliny borité je moZné pouzi-
vat pouze ve velmi nizkych koncentracich (do
10 mM). Vhodné jsou naopak elektrolyty
na bazi kyseliny octové, mravenci, hydroge-
nuhli¢itanu a amoniaku, pfipadné triethyla-
minu.

V mnoha pfipadech je k dosazeni poZadova-
né selektivity elektroforetické separace nutné
vyuzit malo tékavé slozky a aditiva separacni-
ho elektrolytu, jako jsou napf. chiralni selektory
(cyklodextriny, crown ethery apod.), pfipadné
tenzidy (dodecylsulfat sodny). Tenzidy také
umoznuji separovat jak nabité, tak nenabité

latky v jediné analyze (micelarni elektrokine-
ticka chromatografie, MEKC). V tomto pfipadé
je vhodna metoda Eastecného plnéni kapilary
elektrolytem obsahujicim netékavou slozku
a navrZenim podminek separace tak, aby neté-
kavé slozky nevstupovaly do iontového zdro-
je. Druhou moznosti je ndhrada netékavych
latek jejich tékavéjSimi fluorovanymi analogy.
Dodecylsulfat sodny je mozné nahradit perflu-
rookarboxylovymi nebo perfluorosulfonovymi
kyselinami ve smési s hydroxidem amonnym.
Aplikaéni oblast CE-MS je dana elektrofo-
retickym principem separace a dale povahou
zvolené ioniza€ni techniky hmotnostni spek-
trometrie. Kapilarni elektroforéza umoznuje
separace nabitych i nenabitych latek s velmi
Sirokym spektrem vlastnosti. Od nizkomole-
kularnich anorganickych i organickych iontd,
polarnich latek, pres malo polarni a nepo-
larni latky (napf. aromatické uhlovodiky) az
po vysokomolekularni latky (napf. proteiny,
fragmenty nukleovych kyselin, viry, bakte-
rie). Spojeni CE-ESI-MS je vhodné zejména
pro polarni a stfedné polarni latky s Sirokym
rozpétim molekulovych hmotnosti. Je tedy
zfejmé, Ze aplikacni potencial CE-MS se do
znacné miry prekryva zejména s aplikac-
nim potencidlem LC-MS metod, které jsou
v rutinni praxi vyuZzivany Castéji. Pfitom CE-
-MS se nesnazi byt konkurentem zavedené
techniky LC-MS, naopak je velmi uzite€nou
komplementarni technikou k LC-MS. Vyhodou
spojeni CE-MS oproti LC-MS je velmi nizka
spotifeba vzorkud, chemikalii a rozpoustédel.
Spojenim CE s MS se také z velké €asti Fesi
nedostate€na citlivost déle zavedené kapilarni
elektroforézy s DAD detekci. Nesporna vyhoda
spojeni CE-MS spociva také v moZnosti pres-
né identifikace separovanych latek. Spotreba
vzorku pro jednu CE-MS analyzu se typicky
pohybuje okolo 10 nL. CE-MS pak muZe byt
vyhodnou alternativou k LC-MS napfiklad
v pfipadé analyzy klinickych vzorkdl, kde je
nizky spotfebovany objem vzorku jednim
z kritérii pfi volbé analytické metody.
Vyuzitim CE-ESI-MS v klinické analyze je
mozné dokumentovat na prikladu stanoveni
poméru D- a L-mlééné kyseliny ve vzorcich
krevniho séra jako podplrné metody v dia-
gnostice diabetu. Bézné je v klinické laboratori
provadéno stanoveni D- a L-laktatu s vyuzitim
nékteré z enzymatickych metod a je nutné



stanovit kazdy enantiomer zvlast. Pro rychlé
stanoveni vzdjemného poméru D- a L-laktatu
je mozné vyuzit i CE-ESI-MS s mnohem niz-
§imi naklady na jednu analyzu. Pfic¢emz neni
nutné vyuzivat drahych kolon s chiralni staci-
onarni fazi, i provadét derivatizaci chiralnim
derivatizacnim Cinidlem. Jako chiralni selektor
v tomto pripadé milZze slouzit vankomycin
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chlorid, ktery se pouze rozpusti v pracovnim
elektrolytu. PrestoZe je kyselina mlééna mole-
kula s velmi nizkou molekulovou hmotnosti, je
mozné ji i pFi vyuZziti negativniho sprejovaciho
modu detekovat na koncentracnich urovnich,
které umozniuji monitorovat hladinu D- i L-lak-
tatu ve vzorcich séra zdravych i nemocnych
pacient( (Obr. 4).

L-lactate

gllactate

2 4 6

migracéni ¢as [min]

Jednim z poslednich trendl je aplikace
CE-ESI-MS pri analyze drog jak v zachyce-
ném ddkaznim materidlu (psanicka, tablety
apod.), tak v samotném biologickém materialu
intoxikovanych osob. S vyhodou Ize uplatnit
velmi podobné postupy, které se pouZivaji
pred LC-MS analyzou pro Upravy a extrakci
toxickych latek i jejich metabolitl. Jednim
z mnoha prikladu, kdy CE-ESI-MS predstavuje
vyhodnou analytickou techniku je analyza tzv.
»nhew designer drugs“ - novych syntetickych
drog na bazi derivat(i kathinonu &i syntetic-
kych kanabinoid(. Analyza derivatd kathinontd

Abundance

(jde zejména o primarni a sekundarni aminy)
s vyuZitim GC-MS vyZaduje derivatizaci, v pfi-
padé LC-MS je zase nutné potlacit jejich sorp-
ci na stacionarni fazi. CE-ESI-MS umoznuje
jejich pfimou separaci bez nutnosti derivati-
zace s minimalni Gpravou vzorku. Separaci
syntetickych kathinon(l je mozné uskutecnit
s pouZitim kombinace chromatografické
a elektroforetické separace, ktera je zpro-
stfedkovana pomoci tékavého tenzidu (perfiu-
orooktanové kyseliny) v pracovnim elektrolytu
(Obr. 5).
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methedrone
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Obrazek 4

SIM zaznam separace D,L-laktatu
krevniho séra zdravého pacienta.
LOD (L-laktat) 60 nmol/L,
(D-laktat) 72 nmol/L

Obrazek 5

Rekonstruovany MRM zaznam
separace syntetickych kathinont
ve vzorku naspikovaného krevniho
séra po SPE extrakci
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Obrazek 6

Rekonstruovany SRM zaznam
separace metabolitl syntetickych
kanabinoidi v moci po L-L extrakci

Obrazek 7
TIC elektroferogram separace
levamisolu a kokainu

DalSi skupinou novych syntetickych drog
jsou syntetické kanabinoidy. Pro objektivni
diagnostiku intoxikace syntetickymi kanabi-

noidy je vhodna separace a identifikace jejich
metabolitd s vyuZitim perfluoroheptanové
kyseliny jako tékavého tenzidu (Obr. 6).
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CE-ESI-MS je mozZné vyuzit i pro rychlé
odhaleni fedéni drog na €erném trhu, kdy
je vedle hlavni komponenty - samotné drogy
- nutné také identifikovat a stanovit mnoz-
stvi latky, kterd slouZzi jako fedidlo prodava-
nych drog, a kterd mize pro zdravi predsta-

vovat daleko vy38i riziko neZ samotna droga.

11 205.10000

x106 05

03 levamisol
01 181. 2?0000 “
5 o .
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

intensity

Prikladem m{iZe byt identifikace a stanoveni
fedidla kokainu, ktery je na €erném trhu dra-
hy (Obr. 7). V tomto pripadé byla ¢ista droga
fedéna veterinarnim léCivem, které je pro lid-
sky organismus nebezpecnéjSi nez samotna
droga.
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Spojeni CE-MS firmy Agilent se vyznacuje
vysokou robustnosti. Navic je nebulizér, pFes
které se realizuje spojeni CE s MS nenaro¢ny
na experimentalni zruénost a analytik se tak

Skupina elektromigraénich metod laborato-
fe R-Lab, Regionalniho Centra Pokrocilych
Technologii a Materiald, Katedry analytické
chemie UP v Olomouci se zabyva vyvojem
elektroforetickych metod separace, identi-
fikace a stanoveni nizkomolekularnich latek
z oblasti farmak, drog a klinicky vyznamnych
latek, zejména s vyuzitim kapilarni elektrofo-
rézy vcetné spojeni s hmotnostni spektro-
metrii. DalSim zamé&renim jsou pak separace
Sirokého spektra chiralnich latek. Skupina
spolupracuje s forenznimi tuzemskymi i za-

32 34 36 38 4

42 44 46 48

muzZe soustredit na vlastni vyvoj metody bez
nutnosti naro€né experimentélni adjustace
sprejovaci Spicky.

hrani€nimi pracovisti zabyvajici se mimo jiné
forenzni analyzou, zejména v oblasti objek-
tivni diagnostiky intoxikaci.

Vitézslav Maier
vitezslav.maier@upol.cz

Martin Svidrnoch
martin.svidrnoch@upol.cz

Jan Kovar
jan.kovar@hpst.cz




Pristroje pro extrakci na pevné fazi

(SPE)

Neustaly vyvoj v oblasti chromatografickych
separaci a detektord klade stale vyssi poza-
davky na pfipravu vzorkl. Extrakce na pevné
fazi (SPE) je jedna z nezastupitelnych technik,
ktera mlize byt pouZita jak pro Cisténi, tak
i pro zakoncentrovani vzork.

Zatimco chromatografy jsou dnes pIné au-
tomatizované, fizené softwarem a dosahuji
extrémni opakovatelnosti analyz, reprodu-
kovatelnost v pripravé vzorka kolisa ¢asto
i v desitkach procent.

Z velké Casti se na tomto faktu podili matrice
i typ analyzy. Nezanedbatelny vliv na repro-
dukovatelnost v pfipravé vzorku vSak hraje
téz pracovni postup a pristrojova technika.
V nasich laboratorich je pro SPE nejcastéji
pouzivanou technikou klasicky vakuovy ,,ma-
nifold“. Vyrobci pristroju pro SPE jsou si vSak
védomi pozitivniho vlivu strojovych postup(i na
reprodukovatelnost i vytéznost SPE, a proto je
dnes k dispozici cela Fada poloautomatickych
a pIné automatickych pristrojd, které posouvaji
moznosti SPE na novou Uroven.

Firma LABICOM nabizi Sirokou $kalu pristroju
pro SPE od nékolika vyrobcl a pokryva témér

vSechny aplika€ni potreby.

Vétsina SPE pristroju je konstruovana tak,
aby vyhovovaly riznym aplikacnim poZadav-
kam, a lisi se pouze v kapacité vzorkul a stupni
automatizace.

Jsou vsSak i pristroje, které jsou zaméreny
specifickym smérem. Napfiklad pro bioche-
mické aplikace, vyZaduijici velkou prichodnost
vzorkd, Ize s vyhodou pouZit systém Extrahera
(Obr. 1) pro SPE kolonky i well-plate destic-
ky pro paralelni automatické zpracovani az
96 vzorka.

DalSim takovym pristrojem je SPE-DEX
4790 (Obr. 3), uréeny pro stopovou analyzu
organickych kontaminantl ve vodach s vyso-
kym obsahem mechnickych necistot. Jedna se
o automaticky systém uréeny pro SPE disky
s predfiltraci vzork. Filtrat i SPE disk je extra-
hovam rozpoustédlem, coz umozriuje dosaho-
vat vysoké Ucinnosti extrakce. Existuje fada
detailnich aplikaci pro PAU, PCB, SVOC, a;j.,
véetné hodnot vytézZnosti pro jednotlivé latky.

Pavel Jehlicka
pavel.jehlicka@labicom.cz

Obrazek 4 FreeStyle SPE, GPC, EVA

Obrazek 1
Extrahera SPE

Obrazek 2
SmartPrep SPE

Obrazek 3
SPE-DEX 4790
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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
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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

x105 |Cpd 1: Azoxystrobin: + FBF Spectrum (rt: 6.804-6.893 min) STD 40 - mix1 - 2mM HCOONH4 +.

] 404.1242
3 A (IC22H17N305+H)+
25

2

0 Q

x105 |Cpd 1: Azoxystrobin: +ESI HighE Scan (t: 6.775-6.966 min, 44 scans) STD 40 - mix1 - 2mM H...

1.754 B
372.0980
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05 304284 329.0796 344.1033 392.3369
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\ | e

iy | , L L

+EIC(404.1241) Scan
+EIC-Frag(372.0875)
+EIC-Frag(329.0785)

gooom
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Counts vs. Acquisition Time (min)

[ +EIC-Frag(372.0879)
5 +EIC-Frag(328.0785)

D [ +EIC-Frag(344.1030)
[ +EIC-Frag(328.0717)

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

66 665 67 675 68 685 69 695 7 705 71 715 72
Ratio Fragment lon/Precursor lon vs. Acquisition Time (min)

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
jitka.zrostlikova@hpst.cz
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Obrazek 1

Analyza bazickych latek na koloné
Agilent Poroshell HPH-C18 2.1 x 50
mm, 4 um. Kolona je dlouhodobé
stabilni pfi pH 10 i po 2 tisicich na-
stfiki (na obrazku chromatogramy
nastrika €. 5, 501, 1500 a 2000).

1. 2-Hydroxy-5 methyl-benzaldehyde
2. 4-Chloro-cinnamic acid

3. Acetophenone

4. Quinine sulfate

5. Nortriptyline

6. Hexanophenone

7. Amitriptyline.

Mobilni faze: A: acetonitril; B: hlici-
tan amonny, 10 mM, pH 10, gradient
5%B— 95%B — 5%B (celkovy Cas
7 min). Teplota 25 °©C, pratok

0.4 ml/min, detektor UV 220 nm.

Ptame se odbornika:
Lze vylepsit chromatografii
bazickych latek na starsich HPLC

systémech?

Agilent Technologies nabizi Sirokou Skalu
4um kolon Agilent Poroshell 120, ktera uspo-
koji vSechny LC specialisty. At uz ty, kte-
fi radi pracuji na delSich kolonach (napfr.
4.6 x 250 mm), nebo ty, ktefi chtéji omezit tlak
v systému pod 200 bar (3000 psi).

Mohu vyuzit vyhod kolon s ¢astecné po-
réznimi ¢asticemi na mém star§im HPLC
systému?

Kolony plnéné ¢astecné poréznimi Casticemi
Agilent Poroshell 120 maji (oproti kolonam
s plné poréznimi ¢asticemi) mnoho vyhod,
ale predevsim je to rychlejsi analyza a vyssi
rozliSeni, umoznéné vyssi délici ucinnosti za
prijatelnych tlaki.

Jaké jsou vyhody a nevyhody mobilnich
fazi s vysokym pH?

Bazické slouceniny (coz je vétSina ucinnych
latek v lécivech) mlZe byt naro¢né analy-
zovat na HPLC s reverzni fazi, protoze maji
tendenci ionizovat v mobilni fazi, coz vede
ke chvostovani piku, horSimu rozliSeni a nizsi
kapacité. ZvySenim pH mobilni faze potlaci-
me ionizaci bazickych latek, ale tento pristup
muzZe zplsobit problémy se zkracenim Zivot-

nosti kolon diky rozpousténi kfemicitych ¢as-
tic v mobilni fazi s pH nad 7-8.

Existuje néjaké reSeni, které by zajistilo
vys§si stabilitu kolon?

Ano, Agilent vyvinul patentovanou organic-
kou modifikaci ¢astecné poréznich castic.
Kolony s touto modifikovanou fazi se proda-
vaji pod nazvem Agilent Poroshell HPH-C18
a Agilent Poroshell HPH-C8. Jsou uréeny pro
pH od 3,0 do 11,0 a jsou dostupné jak ve veli-
kosti ¢astic 2,7 tak 4,0 um.

Jaké vysledky mohu u téchto kolon oceka-
vat?

Na chromatogramu (viz Obrazek 1) je vidét
vynikajici separace bazickych latek pomo-
ci kolony Poroshell HPH-C18 2.1 x 50 mm,
4 pym v mobilni fazi pH 10. Bylo provedeno
vice nez 2000 nastfik( a kolona nevykazuje
Zadna znadmky degradace. Kolony Agilent Po-
roshell HPH-C18 a Poroshell HPH-C8 4 ym
v sobé kombinuji vyhody kratSich reten¢nich
€asuU, vysokého rozliSeni a schopnosti posky-
tovat pékné chromatografické zaznamy i pro
bazické slouceniny. Tuto kombinaci vlastnos-
ti oceni jisté vSichni uzivatelé HPLC.
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Kolony Agilent Poroshell 120: rychlejsi
analyzy s vys$Sim rozliSenim

Kolony Poroshell 120 poskytuji robust-
ni separaci s vysokym rozliSenim v rozsahu
tlak béZného HPLC systému. Jsou dostupné
ve velikosti ¢astic 2,7 a 4 ym, a lze si vybrat
z dvanacti rlznych fazi, které chemicky
navazuji na technologii ZORBAX, takze
transfer metod nebo vyvoj novych metod je

T T
3 35 4 45 min

velice snadny a rychly. Vice o kolonach Po-
roshell 120 na strdnce www.agilent.com/
chem/DiscoverPoroshell120.

info@labicom.cz

(Prevzato z: Agilent eNewsletter AccessAgi-
lent January 2016 (www.agilent.com/chem/
access)




Pouziti nového iontového zdroje
s vysokou ucinnosti pri analyze
tekavych organickych latek
metodou static headspace

Toto je prvni studie demonstrujici vyhody no-
vého zdroje s vysokou ucinnosti (High Effici-
ency Source - HES) na citlivost pfi stanoveni
tékavych organickych latek (Volatile Organic
Compounds - VOC). V této praci byla zkouma-
na nasledujici kritéria: LOD, opakovatelnost,
reprodukovatelnost a dlouhodoba stabilita.
Pro méreni byla pouzita instrumentace
Agilent Technologies - novy hmotnostni de-
tektor 5977B s HES, plynovy chromatograf
7890B a static headspace sampler 7697A.

O

Novy! 5977B Zdroj s vysokou

e uéinnosti bez m

obalu

\u
X

5977B Zdroj s vysokou

Zatim nejvyspélejsi El GC/MS zdroj je schopen
vyprodukovat aZ 20x vice iontll nez dosavadni
iontové zdroje a to zejména kvdli intenziv-
né&jSimu paprsku elektronl a delSi trase, kde
dochazi ke kolizi elektronl a eluovanych ana-
lytd. Diky tomu je IDL (Instrument Detection
Limit) — detekéni limit nového hmotnostniho
spektrometru 5977B s HES 6-7x lepSi nez
detekéni limit starsSiho stroje 5977A s extraké-
nim zdrojem (1.5fg OFN na 5977B oproti 10fg
OFN na 5977A).

Obrazek 1
Systém HS-GC/MS

Obrazek 2

Intenzivnéjsi elektronovy paprsek,
delsi trasa pro kolizi elektronud

a eluovanych analytl -> témeér 20x

agnetického 3 T e
vice vyprodukovanych iontt

5977A Zdroj s extraktorem

S novym iontovym zdrojem HES se otviraji nové mozZnosti Upravy pracovnich procest

DosaZeni nejnizdich detekénich limita

Perfektni preciznost

+ EIC{202.0) Scan 8270sx4DL-01D S|

I

1285 127 1275 138 1235
Counts (%) v=. Acquistion Tene (min)

Extrémné nizké detekéni limity

<02

S5 8 S 8 S SRk 3 5 548 50 548

8 nastiikd 10 fg OFN
LOD = 0.57 fg (potitano z
opakovatelnosti 8 nastfik()

8 opakovanych nastfikl
2pg pyrenu

Obrazek 3a

« Detekéni limity v Fadu atto gram(

« Preciznost

. Citlivost v reZimu Scan bude nyni stejné jako v rezimu
SIM se standardnimi iontovymi zdroji

Snizeni objemu vzorku, nebo nastfik
mensiho mnoZstvi vzorku

Mensi mnozstvi vzorku =
CistéjSi systém

ivotnost kolony |

Delsi zi

Rychlejsi ptiprava vzorkd

Méné ¢asta vymena lineru ‘

Obrazek 3b
Optimalizace pracovniho procesu



33 Optimalizace parametri HS metody

Pro zajisténi robustnich vysledku byly vybra-  probihalo v médu SCAN a ladily se nasledujici
ny tfi slou€eniny reprezentujici nizko vrouci, parametry:

stfedné vrouci a vySe vrouci skupiny latek, + Teplota pece a teplota smycky

a to vinylchlorid, benzen a trichlorobenzeny. -+  Plnici tlak vialky

Pri optimalizaci metody bylo pouzito stan- + Plnici tlak smycky

dardu o koncentraci 10 pg/L VOC. Méfeni .+ GC splitovaci pomér

Vinylchlorid 3 75°C Teplota smycky
~ .\\_
\
- \
\_\ vs. 90°C
“ \ Teplota smy&k
Benzen \ P ycky
\
\
. \
"""""" T \
. \
\
\
N
\
\
Trichloro \
. e — | benzen
Agilent White Paper : | y
Obrazek 4 Thermal Zone Considerations for the ' [ |
Teplota smycky = Teplota Pece Agilent 7697A Headspace Sampler : [ (
(75°C) 5990-9892EN [ I
| II \
a) b) c)
Obrazek 5 e = - === - i — i
Tlak ve vialce (10 - 15 psi): ‘ 10psi O +208% ‘ ’ 10psi O +2lh% ‘ 10psi (> S
a) Vinylchlorid i + T : — .
b) Benzen 12psi ‘ 12psi ‘ 12psi
c) Trichlorobenzeny i ‘ wepsi ’ 1apsi
15 psi ‘ 15 psi ‘ 15 psi
a) b) c)
Obrazek 6 — . s === :
Plnici tlak smycky ! s A ’ — Bl “a‘
a) Vinylchlorid 3 I
b) Benzen : oo ] e r
c) Trichlorobenzeny P : P ‘\
i‘ LP 7psi ( \} +15.5% ‘ LP 7psi < > +17.5%
a) b)
Obrazek 7 = . o
GC splitovaci pomér S e ‘ Spit 10:1 e ‘ Spiit 10:1 | "

a) Vinylchlorid

b) Benzen ! WM 00¢7 min i R —
. Split 15:1 Split 15:1 Split 15:1
c) Trichlorobenzeny j

Split 20:1 FWHM 0.037 min i Split 20:1 FWHM 0,030 min Split 20:1 FWHM 0,032 min
- 7.5% Peak height - 39.8% Peak height - 48.5% Peak height




Odhad limitu detekce a opakovatelnosti

Pro odhad limitu detekce byla analyza VOC
provedena v rezimu SIM a jako matrice byla
pouzita voda precisténa reverzni osmézou
a obohacena smési VOC v kalibracnim roz-
mezi 0.02 -20 pg/L. Pro odhad detekéniho

Pfiprava kalibracni rady

Do kazdé 20 mL vialky bylo odméfeno 10 mL
vody, ktera byla nasledné obohacena stan-
dardy ze zasobnich roztokl pfipravenych

Vinyl chloride - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 7 QCs
5] y=131971.114026 * x - 303.832776

2 R*2=099945122

”S] 26 TypeLinear. Onigin:include. Weight 1/x

&

i3
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1.6% RSD
*LOD 0.004 ppb

limitu metody (MDL) bylo pouZito opakova-
nych méreni na hladiné 0.04 pug/L. Testovani
dlouhodobé stability bylo provedeno opa-
kovanym mérenim na vzorcich kohoutkové
vody.

Obrazek 8
Odhad limitu detekce - 40 ppt
Vinylchlorid — 9 opakovanych
nastrikld

v metanolu na koncentraénich hladinach:

0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1,10 a 20 pg/L.

Obrazek 9
Kalibraéni zavislost pro Vinylchlorid

01 ] 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Benzene - 7 Levels. 7 Levels Used. 7 Points. 7 Points Used. 7 QCs
& x10 3 y =388681.776199 " x - 435.441420
2 R"2 = 099950572
“| Type:Linear, Origin:Include, \Weight: 1/x
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20 - 2,000 ppt

I
Concentration (ppb)

/

Obrazek 10
Kalibra¢ni zavislost pro Benzen

Benzene - 9 Levels. 9 Levels Used. 9 Points. 9 Points Used. 9 QCs
@ x10 7 y =9995.264291 “x * 2 + 402558 947571 * x

z R"2 = 0.99996266

§ 1.2 Type:Quadratic, Origin:Force, Weight:None

=

14

20 - 2,000 ppt

2 21
Concentration (ppb)

Obrazek 11

Kalibragni zavislost pro Benzen
20 - 20,000 ppt

20 A
Concentration (ppb)
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Tabulka 1
Nastaveni metody HS-GC/MS

Tabulka 2

Vysledky odhadu MDL, mérené na
koncentraéni hladiné 0.04 ug/L

v deviti opakovanich

Nastaveni metody HS-GC/MS

Headspace parameters

Agilent 7697A Headspace Sampler

GC parameters

Agilent 7890B GC

Instrument settings
Loop size

Transfer line type
Transfer line diameter
HS8-GC coupling
Carnier control
Pressurization gas

Vial standby flow
Temperature settings
Oven temperature
Loop temperature
Transfer line temperature
Transfer line interface (Aux1)
Timing settings

Vial equilibration time
Injection duration

GC cycle time

Vial and loop settings
Vial size

Vial shaking

Fill pressure

Fill time

Loop ramp rate

Loop final pressure
Loop equilibration time

Post injection purge

1mL

Fused Silica, deactivated {p/n160-2535-5)
0.53 mm

Transfer line interface (G35204)

GC Instrument

Helium

20 mL/min

75°C
75°C
1oe=c
1s°c

12 minutes
0.3 minutes

30 minutes

20 mL

Level 7

10 psi

0.2 minutes
20 psi/min
7 psi

0.01 minutes

100 mL/min for 2 minutes

Leak check Default, 0.2 mL/min
Mode Single Extraction
Vysledky a diskuse

V nasledujici tabulce jsou shrnuty vysledky
odhadu MDL, které byly méreny na koncent-
racni hladiné 0.04 ug/L v deviti opakovanich.

S vyjimkou dvou

latek mély vSechny ostatni

Inlet

Inlet type

Mode

Inlet liner

Heater

Column flow

Total flow

Septum purge flow
Gas saver

Split ratio

Split flow

Oven

Column

Column dimensions
Equilibration time

Temperature program

Split/Splitless Inlet (SSL)

Split

Straight, 2 mm id, 250 pL (p/n 5181-8818)
125°C

1.5 mL/min constant flow

25 mL/min

1.0 mL/min

OFF

161

225 mL/min

AgilentVF-624 M3
60 m = 0.25 mm, 1.4 pm
0.25 minutes

32 °C (2 minutes),
12 *C/min to 220 °C (5 minutes)

Agilent 59778

Type

Source temperature
Quad temperature
Transfer line temperature
Tune file

Acquisition type

Solvent delay

Gain factor

slouceniny MDL pod hranici 0.025 pg/L, vét-
Sina pak dokonce pod 0.015 pg/L a to véetné

High Efficiency Source (HES El)
300 °C

150 °C

280 °C

HES Auto Tune (HES_Atune.u)
SIM [see Table 2)

3.95 minutes

3

latek s relativné nizkou odezvou.

Name RT Quantion MDL Name RT Quantion MDL
Vinyl chloride 4934 62 0.004 1.2-Dibromoethane 13427 1069 0.006
Bromomethane 5611 939 0.003 Chlorobenzene 13.969 112 0.015
Chloroethane 5.808 [ 0.003 Ethylbenzene 14.03 9 0.014
1.1-Dichloroethene 7.007 959 0.008 1.1.1.2Tetrachloroethane 14.040 1308 0.005
trans-1,2-Dichloroethene 8.007 459 0.009 o-Xylene 14,664 91 0.018
1.1-Dichleroethane 8.554 B3 0.004 Styrene 14,683 104 0.015
cis-1.2-Dichloroethene 9.19 959 0.01 Bromafarm 14975 1708 0.006
2,2.Dichleropropane 9.208 7 0.013 1.1,2.2 Tetrachloroethane 1545 829 0.041
Bromochloromethane 047 1278 0.004 1.2.3-Trichloropropane 15.567 110 0.007
1.1.1Trichloroethane 9.769 9.9 0.005 Bromobenzene 15573 155.9 0.017
1.1-Dichloro-1-propene 9911 75 0.012 n-Propylbenzene 15.63 91 0.017
Carbon tetrachloride 9.94 116.9 0.003 2-Chlorotoluene 15.768 9 0.016
Benzene " (blank issue) 10.165 78 0.008 1.3.5-Trimethylberzene 15.84 105 0.018
1.2-Dichloroethane 10.202 62 0.006 4-Chlorotoluene 15.914 9 0.018
Trichloroethene 10.848 1208 0.008 tert-Butylbenzene 16.225 134 0.017
1.2-Dichloropropane 11.165 63 0.005 sec-Butylbenzene 16.499 105 0.016
Dibromomethane 11.275 1738 0.006 4.1sopropyltoluene 16.67 119 0.017
Bromedichloromethane 11421 829 0.005 1.3-Dichlorobenzene 16719 1458 0.020
cis-1,3-Dichloropropene 11.89 75 0.014 1.4-Dichlorobenzene 16.841 1458 0.023
trans-1,3-Dichloropropene 12508 75 0.013 n-Butylbenzene 17.194 1 0.020
1.1.2Trichloroethane 12762 969 0.01 1.2-Dichlorobenzene 17.316 1458 0.021
Tetrachloroethene 12.884 163.8 0.009 1.2-Dibromio-3-chloropropane  18.334 154.9 0.010
1.3-Dichloropropane 12.963 76 0.009 1.24Trichlorobenzene 19.493 1799 0.028
Dibromochloromethane 13.238 126.8 0.004 Hexachlorobutadiene 19.651 2248 0.006

“Blanks showed some low-level contamination for benzene.
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modelu MSD 5977A
7697A/5977A App. Note Mike S. 5977B HES
Demo WAD 7697A / 5977A
RSD LOD RSD LOD RSD LOD
200 ppt 40 ppt
Vinylchlorid 4.8 0.029 n.a 0.060 1.6 0.002
Benzen 3.7 0.020 n.a. 0.020 41 0.005
1,2-Dichloroethan 4.3 0.025 n.a 0.230 2.7 0.003
Trichloroethen 2.3 0.014 n.a 0.021 4.1 0.005
Tetrachlorethen n.a. n.a. n.a. 0.017 3.7 0.004
Tabulka 3
Porovnani dat namérenych na
Bromoform 5.7 0.032 n.a n.a. 2.7 0.0032 5977B a 5977A
a)
x10 3 |+ EIC(62.0) SIM HS_VOC_02_SIM_eTune_4psi_S.
:.: 2?6720E;(t|—Ra’;t§r Source x103 |+ EIC(62.0) SIM SIM,OZp“p‘b‘JOG.D 59778 ngh Efﬁciency Source
12 0.2 ppb VC e 9 | | 02ppbVveC S/N: 1000:1 RMS
b : ‘:
o .
0.5 3
0.4 Gain Factor 10; 20 data points ) Gain Factor 3; 14 data points
B Bt i g s
b)
x103 |+ EIC(78.0) SIM HS_VOC_02_SIM_eTune_4psi_S.. x10 4 [+ EIC(78.0) SIM SIM_02ppb_003.D
! 81 0.2 ppb
6 gz ppb 7 Benzene 5977B High Efficiency Source
s enzene 5977A Extractor Source o S/N: 5000:1 RMS
4 S/N: 450:1 RMS j
3
: .
; / Gain Factor 10; 19 data points ; Gain Factor 3; 11 data points
935 9.4 9.45 9.5 9.55 9.6 9.65 9.7 9.75 10 104 2 103 _ 104 105
Counts vs. Acquisition Time (min) Counts vs. Acquisition Time (min)
c)
%102 |+ EIC(62.0) SIM HS_VOC_02_SIM_eTune_dpsi_S... x10 4 |+ EIC(62.0) SIM SIM_02ppb_003.D
65 e ‘J‘
3 14
» 0.2 ppb | o2p 59778 High Effici
5 1,2-Dichloroeth 12 1,2-Dichloroethane igh Efficiency Source 3
: ichloroethane g?;7¢0%x:rz:'\t/?8r Source \ “\ S/N: 2000:1 RMS Obrazek 12
» : : 08 | “ Porovnani dat namérenych na
2 :i I 5977B a 5977A - SIM Mode
15 o | | a) Vinylchlorid - 0.2 ppb (ug/I)
o.; Gain Factor 10; 16 data points o e — Gain Factor 3; 10 data points b) Benzen -0.2 ppb (pg/l)
’ 94 95 96 97 98 99 10 101 ° ‘01003352“‘2&%..-:‘3;.7-‘.3:(.“.:3s °7 C) Dichloroethan - O2ppb (pg/l)

9
Counts vs. Acquisition Time (min)
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Obrazek 13

Odezva jako plocha piki benzenu,
dibromometanu a bromochlorome-
tanu ve 20 opakovanych nastficich
kohoutkové vody, ukazujici dlouho-
dobou stabilitu systému.

Dlouhodoba stabilita

90000
80000 - W
70000 -
== Dibromomethane
~@i— Bromochloromethane
60000
=i Benzene x 10
50000 -
40000
30000 -
20000
10000 -
0 - - " - g - " ot - - - i - -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Zaver

Pouzitim nového hmotnostniho spektromet-
ru Agilent 5977B GC/MSD vybaveného ionto-
vym zdrojem HES se pfi analyze VOC dospélo
k vyraznému snizeni detekcnich limit oproti
starSimu modelu 5977A, a to 4x - 10x v zavis-
losti na vybranych analytech. Po optimalizaci
parametri headspace sampleru bylo taktéz

dosazeno vynikajici opakovatelnostia dlouho-
dobé stability systému. Kalibracni krivky byly
pro vétsinu analytu linearni v celém méreném
kalibraénim rozsahu 0,2 pg/L aZ 20 pg/L.

Michal Caplygin
michal.caplygin@hpst.cz




Prehled skoleni v roce 2016
poradanych spolecnosti HPST, s.r.o.

V letoSnim roce opét poradame celou fadu
Skoleni se zamérenim na kapalinovou i ply-
novou chromatografii, a to v€etné Skoleni
zabyvajicich se hmotnostni spektrometrii.

Skoleni se zamé&fenim na teoretickou
a hardwarovou problematiku jsou vhodna pro
zkuSené uzivatele i zacatecCniky, stejné tak
i pro studenty, tedy pro kazdého, kdo si chce
rozSirit znalosti v oboru chromatografie.
V obecné a teoretické Casti, kterou zacCina
kazdé hardwarové Skoleni, se dozvite nebo
si zopakujete principy chromatografie i tech-
nické Feseni jednotlivych &asti plynovych
¢i kapalinovych chromatografli uZivanych
v praxi. Informace z diagnostické sekce Sko-
leni VAm navic pomUzZou vyresit situace, kdy
se systém nechova podle predpokladd, a které
je mozné vyresit operativné uzivatelem. Tato
Skoleni jsou jedno az dvoudenni a poradame
je v prostorach HPST, s.r.o.

Vzhledem k narocnosti Fidicich a opera¢nich
softwaru jsou SW skoleni ¢tyr az pétidenni
a poradame je ve smluvnich hotelech. V ramci
skoleni tedy zaji§tujeme i ubytovani a plnou
penzi, pfipadné dopravu na misto Skoleni.
Aktualné jsou vypsana Skoleni se zamére-
nim Software OpenLAB - ChemStation,

pouzivany pro instrumentaci HPLC nebo GC
a dale MassHunter pouzivany pro hmotnostni
spektrometrii GC/MSD a LC/qTOF. Tato Sko-
leni jsou vhodna pro uzivatele danych softwa-
ri. Na softwarovych skolenich se zabyvame
funkcemi, které jsou dlleZité pro kaZdodenni
praci v laboratofi — spravnym nastavenim in-
strumentu dle poZadavkl metod vcetné na-
staveni sbéru dat, podrobné se zabyvame
vyhodnocovanim dat véetné rliznych zplsob
kalibrace. Nemaly ¢asovy prostor je vénovany
vytvoreni a nastaveni reportli dle poZadavkii
uZivateld.

[=] . [x]

Podrobné informace najdete =

na naSich webovych strankach:
http://hpst.cz/sluzby

V pfipadé zajmu se prosim
prihla8te pomoci formulare:
http://hpst.cz/registrace-na
-skoleni-zavazna-prihlaska

Pro dalSi informace nas prosim kontaktujte.

RlzZena Penizkova
ruzena.penizkova@hpst.cz

Obrazek 1
Momenty z hardwarovych a soft-
warovych Skoleni
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Hardwarova a aplikacni Skoleni

Softwarova skoleni

GC skoleni, uzivatelské dovednosti a diagnostika
Terminy:

+ 28. - 29. dubna 2016

+ 3.-4. kvétna 2016

« 29. - 30.listopadu 2016

Co se na skoleni naucite:

+ obecné principy plynové chromatografie v€etné
popisu v8ech soucasti systému

« zéklady udrzby - vyménu kolony, liner(, o-ringd,
zlatého tésnéni, trysky, splitové cartridge aj.

« vyhody a nevyhody rliznych typu spotfebniho
materialu — feruli, linerd aj.

« diagnostikovat pricinu problému se zapalovanim
FIDu, problémi s tlakovanim inletu, vysokého
signalu aj.

Skoleni OpenLAB - ChemStation
Terminy:

+ 15.-18.3.2016

+ 1.-41.2016

Co se na skoleni naucite:
+ detailni ovladani a nastaveni vS§ech parametra in-
strumentu - vyuZiti skuteénych mozZnosti systému

+ tvorbu metody véetné rliznych moZnosti kalibrace
a vytvoreni sekvence

« kvalitativni a kvantitativni vyhodnocovani dat

« vyuZivat funkce ,inteligent reports“— naucite se
tvorit reporty pfimo na miru Vasim poZadavkim

MS (single-quad/QQQ pro GC)
Skoleni, uzivatelské dovednosti a diagnostika

Terminy:
. 5.-6.5.2016
« 1.-2.12.2016

Co se na Skoleni naucite:
« obecné principy hmotnostni detekce véetné po-
pisu hmostnostniho detektoru

« ovladani systému a mozZnosti nastaveni hmot-
nostniho detektoru

« zaklady udrzby vakuovych pump, iontového zdro-
je, detektoru apod.

« diagnostiku €astych potizi a drobnych zavad

Skoleni MassHunter pro GC/MS:

Terminy:
+ 14.-18.3.2016
. 30.5.-3.6.2016
- 31.10. - 4.11.2016
Co se na Skoleni naucite:
« detailni ovladani a nastaveni v§ech parametra in-

strumentu - vyuzZiti skuteCnych moznosti systému

+ tvorbu metody véetné moznosti kalibrace a vy-
tvoreni sekvence

« kvalitativni a kvantitativni vyhodnocovani dat
véetné moZnosti reportovani

+ vyuziti funkce “retention time locking*“

LC Skoleni, uzivatelské dovednosti a diagnostika
Terminy:

+ 4.-5.10.2016
Co se na Skoleni naucite:

+ obecné principy kapalinové chromatografie véet-
né popisu jednotlivych Casti pristroje

« zdaklady udrzby - vyménu PTFE fritky, cartridge
v aktivnim ventilu, lampy, ventild, jehly, sedla aj.

+ vyhody a nevyhody rliznych typd spotrebniho
materialu — feruli, kapilar ap.

+ diagnostikovat pfi€inu pretlaku systému, zvySe-
-ného Sumu, problémy v komunikaci mezi instru-
-mentem a pocitacem aj.

Skoleni MassHunter pro qTOF:
Terminy:
+ 14.-18.3.2016
Co se na §koleni nauéite:
+ detailni ovladani a nastaveni vS§ech parametra in-

strumentu - vyuziti skute¢nych moznosti systému
+ pripravu systému na méreni — konfiguracu sys-
tému, ladéni, vytoreni metody
« kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni dat véetné
moznosti reportovani

+ zakladni adrZbu a diagnostiku systému




Kontakty

Management
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Karel Vranovsky
generalni Feditel

Tel.: 244 001 242
Mob.: 725 924 019

Nadézda Jerabkova
manazer obchodu
(HPLC, CE, disoluce)
Tel.: 244 001 242
Mob.: 724 252 914

Alexandr Skala
manazer servisu

(servis GC/MS, LC/MS)
Tel.: 244 001 243
Mob.: 724 803 434

Michaela Kopalova
manazer administrativy
(objednavky pfistroja)
Tel.: 244 001 234
Mob.: 602 330 264

Zbynék Halbhuber
manazer pro skupinu
genomiky a diagnostiky
Tel.: 244 001 245
Mob.: 607 081 918

Daniela TrSova
manazer marketingu

Tel.: 244 001 232
Mob.: 602 158 401

Ondfrej Lacina
aplikacni specialista
(LC/MS)

Tel.: 244 001 249
Mob.: 602 600 235

Michal Caplygin
aplikacni specialista
(GC/MS)

Tel.: 244 001 248
Mob.: 725 433 353

Anastassiya Zidkova
bioinformatik
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 739 030 865
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Obchodni tym

Jan Kovar
produktovy specialista
(HPLC, CE, disoluce)
Tel.: 244 001 231
Mob.: 607 081917

Jitka Zrostlikova
produktovy specialista
(LC/MS)

Tel.: 244 001 249
Mob.: 606 047 034

Ivo Novotny
produktovy specialista
(GC/MS, ICP-MS)
Tel.: 244 001 240
Mob.: 724 309 027

Jan Marek

produktovy specialista
(GC,MP-AES, ICP-OES, AAS)

Tel.: 244 001 231
Mob.: 606 050 908

Martina Hakova
produktovy specialista
(FTIR, UV-Vis-NIR, fluorescence)

Tel.: 244 001 239
Mob.: 730 572 998

Michaela Pluskalova
odborny asistent tymu
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 231

Mob.: 606 050 908

Iva Senitkova
produktovy specialista
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 702 281171

Michaela Vranova
marketingovy specialista

Tel.: 244 001 232
Mob.: 731157 661

Administrativni tym

Irena Findejsova
produktovy specialista
(genomika a diagnostika)
Tel.: 244 001 245
Mob.: 731 538 641

Andrea BareSova
obchodni asistent

Tel.: 244 001 239
Mob.: 732 963 045

Ludmila Freyova
logistika, objednavky
spotrebniho materialu
Tel.: 244 001 236
Mob.: 724 105 611

Lucie Bahnikova
obchodni referentka

Tel.: 244 001 234
Mob.: 735 192 822

Dagmar Lehka

prijem oprav, koordina-
ce servisu

Tel.: 244 001 237
Mob.: 724 004 993

Katerina DousSova
asistentka

Tel.: 244 001 231
Mob.: 724 804 643



Servisni tym
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Jan Adamiec

servis LC, LC/MS, CE,

UV/Vis, FTIR
Tel.: 244 001 244
Mob.: 602 261 365

Zbynék Bohacek
aplikacni podpora,
servis GC, GC/MS, LC
Tel.: 244 001 237
Mob.: 724 805 278

Petr Dusek

servis LC/MS, GC,
GC/MS

Tel.: 244 001 246
Mob.: 724 807 189

Tomas Fojtik

servis AAS, ICP-OES
ICP-MS

Tel.: 244 001 237
Mob.: 702 287 862

Martin Juricek
servis AAS, ICP-MS,
ICP-OES, MP-AES
Tel.: 244 001 246
Mob.: 724 703 774

Radek Kolacny
servis LC, CE, UV-Vis,
disoluce

Tel.: 244 001 237
Mob.: 724 891 356

Vladimir Navara
servis GC, GC/MS,
headspace, desorpce
Tel.: 244 001 246
Mob.: 724 805 769

Rostislav Pantucek

servis LC, automatizace

Tel.: 244 001 237
Mob.: 725 341292

Milan Soucek
servis GC, GC/MS

Tel.: 244 001 230
Mob.: 602 651576

Hana Liskova
servis GC, GC/MS

Tel.: 244 001 237
Mob.: 602 319 689

Michal Novotny

softwarovy specialista,

IT specialista
Tel.: 244 001 244
Mob.: 724 309 037

Vit Peterka

servis pristroji pro
genomiku

Tel.: 244 001 244
Mob.: 605 205 892

Razena Penizkova
servisni smlouvy, servis
pristroja pro genomiku
Tel.: 244 001 230
Mob.: 724 305 436

Labicom s.r.o. (kolony, spotrebni material)

Obchodni tym

Robert Kukula
manazer obchodu
Cechy-severozapad,
Praha 2, 3,9

Mob.: 724 807 092

Jitka Berkova
obchodni specialista

Cechy-jih, Praha 4, 5, 6

Mob.: 602 777 356

Jana Havelkova
obchodni specialista
Jizni Morava

Mob.: 607 006 300

Markéta Donthova
obchodni specialista
Severni a Stredni Mo-
rava

Mob.: 731479 740

Jaroslav Andrle
obchodni specialista
Cechy-severovychod,
Praha1, 7, 8,10
Mob.: 731155 148

Jitka Juricova
odborny asistent ob-
chodniho tymu

Mob.: 733 537 084
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..a part of SEM group

.

:;-_/frl.\ﬂs.\q,\..

Spole¢nost HPST, s.r.o., je sou¢asti mezinarodni skupiny SEM group, kterd v soucasné dobé pusobi v sedmi zemich.
Kromé Ceské republiky (HPST, s.ro., Labicom s.r.o.) patfi do této skupiny také Polsko (Perlan Technologies,
www.perlan.com.pl), Chorvatsko, Bosna a Hercegovina, Kosovo (AlphaChrom, www.alphachrom.hr), Turecko (SEM,
www.sem.com.tr) a Azerbajdzan (SEM-AZ, www.sem-az.net).



Nejnovéjsi aplikacni literatura

Biologie, biofarmacie a medicina

5991-6621EN
5991-6458EN
5991-6522EN
5991-6661EN
5991-6424EN

Determination of Drug-to-Antibody Ratio for Antibody-Drug Conjugates Purified from Serum
Fast, High-Resolution Size Exclusion Chromatography of Aggregates in Biotherapeutics
Peptide Mapping of Innovator and Biosimilar Monoclonal Antibody

Use of Spike-ins for Sample Tracking in Agilent Array CGH

Size Exclusion Chromatography UV/DAD Workflow. Agilent AdvanceBio Columns.

Energetika a chemie

5991-6552EN
5991-6434EN
5991-6549EN
5991-6432EN

Agilent Gas Chromatography and Sulfur-Selective Detection
Determination of Olefin Content in Gasoline According to ASTM D6550
Analysis of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Petroleum Vacuum Residues by 2D-LC

Gas chromatographic separation of metal carbonyls in carbon monoxide with detection using the
Agilent 8800 ICP-QQQ

Farmaceuticky pramysi

5991-6541EN
5991-6408EN
5991-6540EN
5991-6535EN
5991-6511EN
5991-6512EN
5991-6519EN
5991-6657EN

Method Transfer Using the Agilent 1290 Infinity Il LC with ISET

Analysis of Paracetamol and Impurities using an Agilent 1290 Infinity Il LC with ISET
HPLC to UHPLC Transfer of USP Method for Amlodipine Besylate

Agilent 6120B Single Quadrupole Walk-up for Multiuser Labs

Average Degree of Substitution of Betadex Sulfobutyl Ether Sodium

Analysis of Tricyclic Antidepressants using Agilent Poroshell HPH C18

Separation of Beta Blockers at low and high pH using Poroshell HPH C18

Cary 630 Lab FTIR and 4500 Portable FTIR for Detection of Counterfeit Pharmaceuticals

Forenzni analyza a toxikologie

5991-6437EN
5991-6671EN
5991-6523EN

Determination of Beta-Blockers in Urine Using SFC and Mass Spectrometry
Cocaine detection in seized drugs by CE-MS/MS
Analysis of Drugs of Abuse at Low and High pH using Agilent Poroshell HPH C18 by LC/MS

Klinicky vyzkum

5991-6530EN
5991-6531EN
5991-6595EN

Plasma Catecholamines by LC/MS/MS
Plasma Metanephrines and 3-Methoxytyramine by LC/MS/MS

GC-MS/MS Analysis of Persistent Organic Pollutants in Small Volumes of Human Plasma

Analyza materiala

5991-6515EN
5991-6624EN

5991-6354EN

5991-6538EN

Field-Flow Fractionation with Single Particle ICP-MS as an online detector

Advanced GPC Analysis of Fluoroelastomers using an Agilent 1260 MDS with Rl and Viscometry
Detection

Characterization of polyethylene type, density and molecular weight by coupling an Agilent GC with
the Agilent PL-GPC 22

Fast, Simple, Automated Analysis of Sunglasses to meet the requirements of BS EN 1SO12312-1




Proteomika a metabolomika

5991-6416EN
5991-6478EN

5991-6376EN

A Multi-omic Approach to Reveal the Effect of Low-level Gamma Radiation on Rice Seeds

Rapid Antibody Digestion Enabled by Automated Reversed-Phase Desalting on the Agilent Assay-
MAP Bravo Platform

Analysis of Monoclonal Antibodies using Multiple Heart-cutting Hydrophobic Interaction/Reversed
Phase 2D-LC/MS

Potraviny a zemédélstvi

5991-6470EN
5991-6473EN

5991-6532EN
5991-6580EN
5991-6665EN
5991-6526EN
5991-6638EN
5991-6268EN
5991-6357EN
5991-6207EN
5991-6707EN
5991-6635EN
5991-6637EN

Plant nutrient analysis using the Agilent 5100 Synchronous Vertical Dual View ICP OES

Simultaneous Determination of 20 Polyfluoroalkane Substances in Dietary Milk by QUEChERS Com-
bined with on-line Interference Trapping LC-MS/MS Technique

Milk powder analysis using Chinese GB 5413.21—2010 method & Agilent 5100 SVDV ICP-OES
Analysis of Sweeteners, Preservatives, and Caffeine in Food and Consumer Products
Determination of Bitter and Clove-like Flavor in Beer with the 1290 Infinity Il LC
UHPLC-MS/MS Triple Quadrupole Analysis of Anthocyanin Metabolites in Human Plasma
Analysis of Distilled spirits Using J&W DB-WAX Ultra Inert Capillary GC Column

Quantify Quinine in Beverages Using Agilent Cary Eclipse and Fiber Optic Dip Probe
Routine Multiresidue Pesticide Analysis using the Agilent 6470

Multipesticides Residue Determination in Fresh Okra Using QUEChERS Sample Preparation
Benefits of EMR-Lipid Clean-up with Enhanced Post Treatment on GC/MS/MS Analysis
Lavender Oil analysis using Agilent J&W DB-WAX Ultra Inert Capillary GC Columns

GC Analysis of Glycols in Toothpaste

Zivotni prostiedi

5991-6682EN
5991-6417EN
5991-6544EN
5991-6631EN

5991-6553EN

5991-6488EN
5991-6433EN
5991-6509EN
5991-6539EN
5991-6612EN

HPLC Analysis of Isoproturon in Water Using Online Sample Enrichment
Analysis of Haloacetic Acids, Bromate, and Dalapon in Natural Waters
Determination of Trace-Level Nonylphenol Polyethoxylates in Effluents

Determination of Elements in Drinking Water as per Bureau of Indian Standards 10500, 14543
& 13428 Using the Agilent 5100 ICP-OES

Using ICP-QQQ for UO2+ product ion measurement to reduce uranium hydride ion interference and
enable trace 236U isotopic analysis

The use of high resolution accurate mass GC/Q-TOF and chemometrics

Transferring a Method for Analysis of Aldehydes and Ketones from HPLC to UHPLC

MSIS sample introduction for simultaneous hydride analysis and standard nebulization

Improved volatiles analysis using static headspace, the 5977B GC/MSD and a high-efficiency source

The Agilent 5977B GC/MSD and High Efficiency Source (HES) Lowers Detection for Semivolatile
Compounds

Tyto publikace jsou k nalezeni a ke staZeni na nasich strankach www.hpst.cz, nebo nas o né pfipadné mlzZete pozadat spolu
s uvedenim pfislusného Cisla publikace na emailu marketing@hpst.cz.
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