Kvantitativni analyza
v hmotnostni spektrometrii
a LC/MS
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Uvod do kvantitativni hmotnostni spektrometrie

1/ Co je cilem kvantitativni analyzy?
- Zjistit presnou a spravnou koncentraci stanovované slouceniny.

2/ Jaké vyhody pfinasi hmotnostni spektrometrie (MS)?
- Velka citlivost a selektivita (nutna spravna kalibrace a naladéni pristroje).

3/ Ma MS i néjaké nevyhody pro kvantitativni analyzu?

- Matriéni efekty — ionizacCni ucCinnost v iontovém zdroji | dalsi faktory (transmise
iontd, odezva detektoru) nejsou konstantni za riznych podminek a v ruizném Case
a je naprosto nezbytné to zohlednit (=korigovat) pfi kvantitativni analyze pomoci
MS.

- lontovy zdroj je ,chemicky reaktor®. Nikdy nelze spoléhat na to, Zze podminky
lonizace budou v jinou dobu a za jinych podminek stejné nebo podobné.

a proto:

Pouziti interniho standardu je pro kvantitativni analyzu v hmotnostni
spektrometrii nezbytnée.



Kvantitativni analyza v analyticke chemii

Metoda kalibracni krivky s vnéjsim standardem — pro MS neni vhodné, protoze
IS neni ionizovan ve stejnou dobu

Kalibracni krivka s vyuzitim standardnich pridavkli — v MS méné Casté, musi
byt ovéfen dostateény linearni dynamicky rozsah (standardni pfidavek muze také
zmenit potlaceni odezvy)

Metoda kalibra€ni kfivky s vnitfrnim IS — pro MS povazovano za nejvyhodnéjsi,
zejmeéna ve spojeni s izotopicky zna€enym IS

Koncentrace muze byt stanovena jako absolutni (molarni — mol/l, hmotnostni —
napf. ng/ml apod.) nebo relativni (% - sledujeme relativni zménu mezi dvéma
experimenty nebo typy vzorkl (Casto v proteomice, metabolomice), zastoupeni
slouCeniny v ramci celé tfidy napf. FA,;/ > vSech FA apod.)

prioritni z pohledu biologicke interpretace je absolutni koncentrace

relativni |ze snadno dopocitat, pro velmi zjednodusenou kvantitu se u nékterych
pristupu pocitaji relativni % i bez pouziti IS (v MS pouzivat jen s velkou opatrnosti
neni-li mozné pouzit lepsi postup — nutné tento postup validovat)



Internal standard concentration

« Optimalizace — Intenzita IS musi byt representativni v ramci oCekavanych

koncentraci
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Il Koncentrace IS je nutné optimalizovat pro kazdy typ analyzované vzorku
(matrice)



Kvantitativni analyza v hmotnostni spektrometrii

Zasadni vyznam maji i vSechny kroky predchazejici vlastni kvantifikaci a takeé
spravné nastaveni experimentu, jako napr.:

Zpracovani vzorku — dobre precistéeny extrakt obsahuje mensi mnozstvi
kontaminantu, snizi se problémy s matriénimi efekty, kontaminaci pristroje a
celkové se vyrazné muze zvySit robustnost metody (problémy v kvantitativni
analyze Casto pochazi ze Spatné pripravy vzorku)

Optimalizace podminek LC/MS (prutoky plynud, teplota, ionizaCni a transmisni
napéti, poloha ESI jehly atd.) ¢i MS/MS (kolizni napeti, Sirka izolaCniho okna) —
duslednou optimalizaci muzeme vyrazné zvySit citlivost metody, selektivitu,
propustnost vzorku, robustnost, atd.

Randomizace poradi vzorkt pro extrakci i analyzu (v pfipadé vétSich studii)

Validace metody a pravidelné pouziti vzorkt pro kontrolu kvality



Interni standard (IS) v MS kvantitativni analyze

Volba IS — zcela zasadni otazka pro spolehlivou kvantifikaci
— lzotopicky znaceny IS — nejlepSi mozna volba, protoze ma identické chemicko-

fyzikalni vlastnosti jako analyt, pouze hodnoty m/z se liSi podle poctu izotopicky
znaCenych atomu, coz jde MS snadno rozliSit

Exogenni IS pro danou tridu latek (napf. kratSi mastna kyselina v pfipadée
lipidu apod. IS nesmi byt pfitomen ve vzorku) — v nékterych pripadech (napf.
lipidomika Ci jiné omicke pfristupy) je technicky nemozné ziskat IS pro vsechny
analyty, proto se voli alespon 1 Ci vice IS pro kazdou trfidu stanovovanych
slou€enin (nutné ovéfit, ze ionizacni uc€innost uvnitf tridy se pfrilis nelisi, popf.
vypocitat a pouzit odezvové faktory)

Strukturné podobny IS — pokud je nemozné Ci obtizné (napr. izotopicky
znaceny IS je komercné nedostupny, nepfijatelné drahy nebo jeho syntéza pfilis
komplikovana), tak se jako alternativni feSeni muze zvolit strukturni analog (mél
by mit alespon stejné funkcéni skupiny), je to nejméné vhodny postup, mohou
byt rozdily v ionizaCni Ci extrakéni ucinnost, pouzit jen v pfipadé nemoznosti
lepSiho postupu a peclivé validovat.



Izotopicky znacené IS v MS kvantitativni analyze

|Izotopicky znaceny IS — vhodné zvolit zplisob znaceni

Prilis velky hmotnostni posun (>6-8) — muze vést k Castecné ¢i uplné
chromatografické separaci (zejména pro moderni  vysokorozliSujici
UHPLC/UHPSFC systémy), coz je nezadouci (matricni efekt se muze pro ruzné
retencni Casy liSit)

PriliSs maly hmotnostni posun (<4) — mUze pro nékteré slouceniny (zejména s
vySSi My Ci slozitéjSi izotopickou distribuci, napf. pfitomnost halogenu)
znamenat prekryv izotopickych distribuci a nutnost izotopické korekce (v
lipidomice vétSinou nevyhnutelné)

Posun 4-6 je obvykle optimalni (zavisi na strukture, izotopické obalce a
pouzité MS metodé)

Deuterace — nejpouzivangjsSi, nejlevngjsi, ale nutno pocitat s moznou migraci
D/H pfi fragmentaci v zavislosti na poloze znaceni a strukture

13C znaceni — stabilni znacéeni, kde nehrozi migrace jako u D/H, ale méné
pouzivané kvuli slozitosti syntézy a vyssi cené



Interni standard (IS) v MS kvantitativni analyze

Koionizace IS a analytu — idealni situace pro kvantitu je, pokud IS a analyt jsou
jonizovany ve stejny moment (koionizace), tedy za absolutné identickych
podminek (=shodny matri¢ni efekt)

Automaticky zajisténo pro vSechny pristupy bez chromatografické separace
(pfima infuze vzorku, MALDI, ambientni techniky, atd.), nutné vysoke rozliseni
hmotnostniho analyzatoru pro rozliSeni izobarickych sloucenin. Matricni efekt
byva velky (vSechny ionty jsou ve zdroji v jeden Cas)

Vhodna alternativa je separace podle tfid jednotlivych latek koeluujicich v
jednom piku s maximalnim potlaCenim dilCi separace v ramci tfidy, napf. HILIC
nebo normalni faze

Velka opatrnost v pripadé pouziti RPLC (popf. 2D-LC, iontové mobility,
apod.), kde je treba volit vétSi poCet IS pokryvajici celé retencni okno pro
studované analyty, aby bylo mozné sledovat matricové efekty po celou dobu
analyzy

IS musi byt pridan pred prvnim krokem zpracovani vzorku - kompenzace
vS8ech moznych experimentalnich chyb



HILIC vs. RP separace v lipidomice
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HILIC vs. RP separace v lipidomice

Mod Vyhody Nevyhody

(priklad)

Separace trid  + Koeluce IS a analytu — < Pouze sumarni
(HILIC/MS, lepsi kvantita vzorec s CN a DB
SFC/MS) « Zjednodusena Cislem

identifikace a
procesovani dat

Separace « Separace izomeru —  Narocnejsi kvantita —
individualnich detekce cca 2-3 vice potfeba vice IS

lipid lipidu v porovnani s (drazsi)

(RP, 2D-LC/MS) HILIC * narocnejsi

Identifikace



Kvantifikace - separace trid (napf. lipidy)

1. UHPLC/MS - zakladni sken 2. MS spektrum tridy lipidu
(vsechny PC, izomery nerozliseny)

PC /\ /-\ 758.5712

786.6013
810.6007 IS 4
IS 1 PC 33:1d, ' PC 44:0
PC 28:0 753.6144 |S 3 902.7571
1S 3 6785074 PC 44:2
I 898.7258
IS 1 ‘u L A “Jh J\ Ll ‘ L ‘\H I L. n ol hi ‘1
45 47 49 51 53 55 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900
Time m/z

» Pouziti 1 IS na kazdou tfidu je minimum, lepSi vice IS (honendogenous lipids —
izotopicky znacene - deuterovane, kratSi nebo delsi acyly — musi byt exogenni)

* |S musi byt do vzorku pridan pred pripravou vzorku

« Koeluce IS a analytu (potlaceni matri¢nich efektu)



Separace podile trid: HILIC méd v UHPSFC/MS

100
: *8 Celkovy lipidovy extrakt praseCiho mozku
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separace (sub)tfid lipidl na zakladé rozdilné polarity
koeluce IS a analytu pro stejnou (sub)tfidu lipidu
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 Podminky: kolona Acquity BEH UPC2 (100x3 mm, 1.7 um, Waters), ESI-MS,
60°C, super(sub)kriticky CO, + modifikator MeOH/H,O (99:1) + 30 mM octan

amonny
M. Lisa, M. Hol¢apek, Anal. Chem. 87 (2015) 7187



Casteéna separace uvniti tiid: UHPSFC/MS

Vsechny lipidy 2323 23 Dvojné vazby

. . Caste&na separace uvnitf tfid
je pro kvantitu nezadouci, ale
nejde uplné potlaclit

Intensity

* Rozdily v retenCnich Casech
jsou tak malé, ze nejsou
pozorovany problémy
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M. Lisa, M. Hol¢apek, Anal. Chem. 87 (2015) 7187



Vyuziti odezvovych faktoru pro zlepseni kvantity

« Rovnice kalibraéni CN:DB | TG uv APCI | ELSD
Krivky: C14:0 MMM 16.8 2.03 0.24
y=ax+b C16:1 PoPoPo 0.77 1.38 0.78
, | C16:0 PPP 15.4 1.23 0.20
* Odezvovy fakior (RF) J& | 170 | Mamama | 128 1.04 0.22

pomer smernice

X C18:3 LnLnLn 0.10 0.49 1.10
zvoleného standardu,
. C18:2 LLL 0.19 0.69 1.21
pro ktery je zvolen faktor| v o0 00 00 00
1.00, ku smernici analytu ' ' ' '
C18:0 SSS 24.6 0.77 0.22
* RE(TG)=a(000)/a(TG), | mixed OPP 1.83 1.11
Edle_ba - Smke“'mllceTG mixed POP 151 1.09
atorachl Krivy, 15— mixed OPO 1.37 1.06
triacylglycerol, OOO — :
mixed OOP 1.06 1.00

triolein jako zvoleny

standard (RF=1.00) bG 00 0.89 2.42 1.01
MG 0 0.66 14.2 222




Vyuziti odezvovych faktoru pro zlepseni kvantity

* Rovnice kalibracni 2000
kfivky: y =200x RF=0,5
o 1500
y=ax+hb =
- §1000 y =100x RF=1
* Odezvovy faktor (RF)je =  _* et
pomér smérnice - 200 g y=50x RF=2
zvoleného standardu, 0 g
pro ktery je zvolen faktor 0 5 10
1.00, ku smernici analytu koncentrace [nmol/ml]
« RF(TG)=a(O00)/a(TG),
kde a — smeérnice
kalibracni kfivky, TG — INT(TG) C (S oo 000) RF
triacylglycerol, OO0 — Cire)~
triolein jako zvoleny II\lT(ls pro O0O0)

standard (RF_l'OO) Predpoklad, ze IS pro OOO (napf. deuterovany)

ma podobné chovani jako OOO



Vyuziti odezvovych faktoru pro zlepseni kvantity

=  Experimental (Saturated)
(;4:0 +  Experimental (Unsaturated)
= c16:1 e Calculated
g \ C17:1 vliv dvojnych vazeb a délky
w— C17:0 fetézce mastnych kyselin v TG
o A \ / C18-1/ na odezvu (RPHPLC, ESI¥,
c ° . . ,
S . / C18:0 iontova past)
% C16:0 CB/ c20:1c20 :
e :
c18:2 —
/
C18:3
C20:2 C22:0
O | | | | | |
14 16 18 20 22 24

Carbon number

« Pouziti odezvovych faktoru muze zlepsit pfesnost kvantity, kdyz
nemame dostatek IS pokryvajici ruzné chemicko-fyzikalni vlastnosti
molekul v ramci studované tridy latek

M. Hol¢apek, M. Lisa, P. Jandera, N. Kabatova, J. Sep. Sci. 28 (2005) 1315



Priprava vzorku: Optimalizace

 VVybér extrakéniho protokolu (kapalina/kapalina)

« Selected IS, > 90% vytéznost extrakce

Recovery [%] | Folch | MTBE | BuHe | BuMe | 3P | MMC
TG 57:3 93 87 89 89 (86| 93
DG 36:2 d5 97 78 80 69 |80| 57
MG 18:1 d7 93 85 89 88 82| 88
Cer 30:1 106 | 95 94 95 (84| 96
PC 28:0 92 85 88 87 83| 96
SM 30:1 91 78 96 93 |60]| 101
SM 36:2 dg 90 82 88 94 (72| 97
LPC 18:1 d, 87 66 85 87 34| 95

* \VVyber rozpoustédel pro rozpusteni extraktu

« CHCI,/MeOH

SM

LPC

k\ MTBE

CHCIl,/MeOH

\

9.00

3.50

4.00

4.50
Time

5.00

5.50

6.00

Intenzita

Folch MTBE BuHe BuMe 3Ph MMC

s

*Folch: CHCI;/MeOH (2/1)

*MTBE: MTBE/MeOH (3.3/1)

*BuHe: BuOH/Heptane (4/6)

*BuMe: BUOH/MeOH & Heptane/EtOAc
+(2.75/1), 1% AcOH

*MMC: MeOH/MTBE/CHCI; (1.5/1/1)
*3Ph: Hexane/EtOAC/ACN/H20 (4/4/3/4)

6E+05 SM 36:2 d9
5E+05 |
4E+05 |
3E+05 F
2E+05
1E+05 |
OE+00
o & &
AN & Q@ N %\@
O S ¢ O
Ve (4]
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Validace metody

- Validace = prokazani vhodnosti pouzitého postupu a daného systému
pro zamyslené pouziti a pro ziskani relevantnich dat

* Nezbytnosti vétSiny vyvijenych analytickych metod

« V souladu s vhodnymi doporuceni s ohledem na specifikace daného
boru

European Medicines Agency (EMA)

Food and Drug Administration (FDA)

International Conference for Harmonization (ICH)

Association of Official Analytical Chemists (AOAC)

American Society for Testing and Material (ASTM)

Codex Committee on Methods of Analysis and Sampling (CCMAS)
Cooperation on International Traceability in Analytical Chemistry (CITAC)
Environmental Protection Agency (EPA)

European Analytical Chemistry Group (EURACHEM)

European Committee for Normalization (CEN)

European Cooperation for Accreditation (EA)

Food and Agricultural Organization (FAO)

International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC)

International Organization for Standardization (ISO)

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)

World Health Organization (WHO)




Validace MS kvantitativni metody

V souladu s vhodnymi doporuceni (napr. FDA, EMA) a také s ohledem na zvyklosti
daného oboru. Nutné zhodnotit, které parametry jsou dulezité (v kazdém oboru jsou
ruzna doporuceni — farmaceuticky prumysl, environmentalni analyza, proteomika,
metabolomika, atd.)

Obvykle stanovované parametry prfi LC/MS/MS validaci:
Linearita kalibracni krivky — linearni rozsah, limit detekce (LOD) a kvantifikace

LI A4 4

Pamétovy efekt (Carry-over)
Presnost a spravnost metody

Extrakéni ucinnost, matricni efekt, selektivita, stabilita po rozmrazeni vzorku,
stabilita doby v autosampleru (pfi méreni vétSich sekvenci), atd.

Stabilita chromatografické retence (zdali nedochazi k posunu)

EMA: Guideline on bioanalytical method validation. Committee for Medicinal Products for Human Use.

FDA guidance for industry: bioanalytical method validation. US Department of Health and Human Services,

Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Research: Rockville, MD. 2001.



Priprava smeésného vzorku (Pooled sample)

* Pro mensi série vzorku (ca. 20-100) — malé mnozstvi vSech vzorku
pouzito do smésneho vzorku

Kontrolni (zdravi), C1 ... C20 Nemocni, D1 ... D20
U N G G G U O ) S O ) I - - - - N (N U G G S O O - - - 200 |
LU JH [ Jmm .fk_\._uh LU 200w
D1
“C3 . C20 P88 e D20
\ Smichat 20 ul od kazdého vzorku (20x40) ]
|
Smesny vzorek 800 ul celkem
200 pl / \600 ul +1S
Smesny vzorek  Smésny vzorek
bez IS SIS
priklad smésného vzorku v klinické studii — napf. zkoumame slozeni plasmy

nemocnych pacientlu a zdravych kontrol



Priprava smeésného vzorku (Pooled sample)

* Pro vétsi série vzorku (>100) — nahodny vybér reprezentativniho
poCtu vzorku pro pfipravu smésneho vzorku

Kontrolni (=zdravi), C1 ... C200 Nemocni, D1 ... D200
T mmmmmmmmammaman || Semmemssmsemae il e mmmmmsmmmmmsn || =mammesmaesas = _ 200 pl
00 L 00 o oo o
W":__ I N HH LIELLIEL DL L m__ J“:__ N L HH e e “-n--
0 T M L R R w0 T R N MUY
Cl  eoo i eee oo e eve e aai e ... C200 (o3 R o1 ||
\ Smichat 10 pl od 50+50 vzorku ]
|

Smeésny vzorek 1000 pl celkem

200 pl / \800 ul + 1S

Smesny vzorek  Smésny vzorek
bez IS S IS
* Dodrzet poméry zdravych/nemocnych, muzu/zen, reprezentativni
vekoveé zastoupeni apod. stejné jako pro celou studii!



Kalibracni krivka

« Linearita je nejCastéji hodnocena koeficientem determinace (R?)

cU
> o ©
D NG ®
X
3 N
y =a+ bx
[ )
® o
5.50 5.60 5.70 5.80 ] 5.90
koncentrace Time

Zavislost odezvy detektoru na koncentraci analytu
Stanovit koncentraéni rozsah metody (LLOQ a ULOQ)

Pfiprava kalibracnich roztokd se znamou koncentraci standardu v realné
matrici (napf. smésny vzorek)

Minimalné 6 kalibracnich bodu (linearni), opakované méreni

Pro kazdy standard vlastni kalibracni fada (smérnice + usek linearity)

Zpetne vypocCitané koncentrace z regresni rovnice
+ 15% (RSD) (LLOQ = + 20%) ~

- snimek pfevzat z pfednésky Ing. M. Chocholouskové, Ph.D. (Skola MS 2020)



LOD, LOQ, pametovy efekt

4.4

|

Mozné vypocty:
1. Pomér signalu a Sumu (nedoporucuje se)
2. Z kalibracni krivky

LO
LO

IN
S/N

’

v v s

LOQ

LOD

v /_WWVW\_ - i_noise

"-w y

Nejspolehlivéjsi zplsob
(podle FDA, EMA)
LLOQ = lower limit of quantification

o

LOQ resp. LLOQ musi byt soucasti linearniho rozsahu metody!

v v s

stanovena s pozadovanou presnosti a
spravnosti v ramci linearniho rozsahu

Pamet'ovy efekt

* musi byt stanoven a pfipadné minimalizovan (vylepseni promyvaciho kroku)
« nastfik blanku (vzorek bez matrice a IS) po nastfiku kalibracniho roztoku s nejvyssi

koncentraci

(signal analytu musi byt < 20% hodnoty LLOQ a signal IS < 5% hodnoty LLOQ)

- snimek pfevzat z pfednésky Ing. M. Chocholouskové, Ph.D. (Skola MS 2020)



Selektivita

SM 36:2 d9
- Ovéfeni, zdali nejsou na hodnotach 731.6071 ) T 6343
prislusnych m/z  internich  standardu '
interference z matrice, systému) il .I‘I 773.6558
L Ll 1 L.

* Minimalné 6 individualnich vzorku bez IS a 731.6071

_ 7386492 _ o org
S IS po extrakci '
* Pritomnost interferujicich latek je obycCejné L] ﬂh 773.6556

akceptovana, kdyZz je jejich odezva <20% 720 732 744 756 768 miz
LLOQ (pro interni standard to musi byt <5%
nez LLOQ)

\Vzorek Vzorek

Extrakce > Q VERSUS Extrakce > +1S




Extrakcéni ucinnost

 napr. kapalina-kapalina, SPE, deproteinizace . ] Recovl\jfy [%] .,
« IS v alespon trech koncentraCnich CE16:0d7 | 89 1 92 1 99
. , , - , , TG 48:1 d7 97 93 98
hladinach (nizka, stredni a vysoka) TG 573 97 94 97
we y v , DG 24:2 91 89 03
» |S pridan pred extrakci DG331d7 | 94 90 94
ve 1 » . DG 36:2 d5 91 89 92
* |S pridan po extrakci MG 18:1d7 | 96 84 101
; MG 19:1 95 92 93
pred PO Cer 30:1 96 93 98
Cer 35:1 94 93 97
Cer 36:1 d7 97 92 96
PC 28:0 100 95 100
PC 33:1 d7 100 94 100
Sample ,,IS Sample , IS . Eg jj(z) g; g; 18(1)
SM 30:1 92 87 113
SM 36:2 d9 91 84 91
LPC 17:0 98 91 98
LPC 18:1 d7 95 87 95
Intenzita IS PRED EX x 100 SM 36:2 d9 (H) CholD7 102 | 103 88

0p =

Intenzita IS PO EX

Time [min] EXtrakcni ucinnost: 85-115%

3.0 35 40 45 50 55 6.0
D. Wolrab et al., Anal. Bioanal. Chem. 412 (2020) 2375



Presnost, spravnost a LLOQ

* VypoCet koncentrace z regresni rovnice kalibraéni pfimky (IS o zname
koncentraci pridan pred extrakci):

« zpétny vypocet kalibracnich bodu g - °
« vzorky (IS pred extrakci — 3 hladiny) 510 ¢ o

* intenzitu pro danou koncentracni hladinu E o ©®

dosadime do kalibracni primky a spocitame c_. g 0> T e °

» alespon 6 opakovani pro kazdou hladinu = 00 L@ bt | |
 pfesnost meéreni (standardni relativni odchylka - RSD) 0 50 100

v P - concentration [nmol/mL]
(chyba urené koncentrace v ramci opakovani)

* % chyba (vuc¢i znamé koncentraci C,.,) = spravnost

W ACCuracy Low accuracy

« Guideline:
« Spravnost — Error: <15% (<20% LLOQ)
« Presnost —» RSD: <15% (< 20% LLOQ)

igh accuracy High accurac Y
isi High precision

calc. — Ctheor.

c
error (%] = 100 =

Ctheor.




Matricni efekt a faktor

« Matri¢ni efekt: vliv matrice na signal (min. 6 zkoumanych vzorku, pocCitame matri¢ni

faktor po kazdy zkoumany vzorek) —— ME = 'SPOEXx 100 ME= 178%
o - : e 4t . ~ CIsTYIS
- tfi koncentracni hladiny (nizka/stfedni/vysoka) SM 362 d9

« |S pfidan k matrici po extrakci

« zfedény Cisty IS o stejné koncentraci
fde y eIy J o S 30 35 40 45 50 55 6.0

« pfiklad UHPSFC: zvySeni signalu (polarni slouceniny) Time [min]

i pfes velky matricni efekt muze byt metoda aplikovatelna (kompenzovano

internim standardem - matrice ovlivhuje podobné analyt a IS)

» Matricni efekt (% RSD mezi jednotlivymi vzorky — jaky inv3r81é_jiné slozeni matrice)

o 150 S

— +— 20 L

2 100 o
HILIC-UHPLC E >

= = 10 [ eees s esenenenen cbiEn on oo on @n @ @ @ o o=
UHPSFC g 0 3

S =

0 0

N M~ N NN N~ O~ T L L N T e ) B
©T T T T T T O © © © © © © ©
© ™M 0O 0O ™M O o O ™ (e 0] o] ™M (o] o]
%CV)HHOO%)# % ™ - —i ™ % <
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o OO S o = F o QO O =S o = F
O - n O - n

D. Wolrab et al., Anal. Bioanal. Chem. 412 (2020) 2375



Matricové efekty

 Matricové efekty se mohou liSit - pro ruzné retencni Casy, pro
ruznou dobu méreni, ruzné chromatografické kolony, rozpoustédia,
atd. (cela rada dalSich (ne)znamych faktoru)

* Pokud nedokazeme co nejlépe eliminovat vliv matricovych efektu, tak
nejsme schopni provest spolehlivou kvantifikaci

* NejlepSim zpusobem eliminace vlivu ménicich se matricovych efektu
je pouziti vnitrnich internich standardl, které koeluuji s
analytem



Randomizace (znahodneni)

« Randomizace - nahodné rozdeleni experimentalnich jednotek napric

skupinami (Wikipedie)

 Randomizacni techniky — hazeni kostkou, minci, ruleta, generator

nahodnych Cisel (mozné v Microsoft Excel spod.)

 Pouziva se pro poradi vzorku pro extrakci i pro vilastni méreni,

priklad pro sérii vzorku 10 kontrolnich (C) a 10 nemocnych (D)

1 23 456 7 8 91011121314151617 181920
N N N N N N B R B _B_NB_N_N_B_N_N_JN_N_JN_|

IR L
véreni LiliinLaaRuERAELLELS

N ——

UL

C7 D3 C9D6 C2 D1 C5 D9C10D7 C3 D4 C1 D5 C6 D8 C4D10C8 D2

« Modelovy priklad naprosto chybného planu: Cctvrtek extrakce

zdravych, patek mereni, pondeli extrakce nemocnych a utery mereni



Pouziti smesného vzorku: kontrola kvality méreni

* QC vzorek: smésny vzorek + IS

QC

’ wve o 2% CEd716:0 20 Cer 18:1/12:1 Eggg DG 12:1/12:1
* po 20 nastricich vzorku £ e ;7 TIDRNN
< 1000 ¢ ** 00t ¢ <107 Seee o % 000 M MR 1
ICU A R
\V&4 . & 500 . ot e :Zzg
— kontrola funkce pfistroje o L el
100 200 300 400 100 200 300 400 0 100 200 300 400
injections injections injections
600 MG 19:1 1000 PC 14:0/14:0 20 3¢ TG 19:1/19:1/19:1
gizg $00%80020%%° R § :ZZ o’o‘ g%ég "z‘ $
0
. v v 7 E} zgg " E 400 "0 N 00‘0 ; 2% ‘i“‘:o‘o“
* Online kontrola meéreni. | 3 E
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 200 400
v e ” - injections injections injections
* pro kazdy vzorek v sérii
2000 CEd7 (16:0) Sample 337-1
Ny L]
— kontrola funkce pfistroje
« 2000
(0]
- N a4 L L 1 4 =
— kontrola kvality pripravy jednotlivych
o % 1000
vzorku
500
0 - , , : ,
. . . 0 200 400 600 800
Online kontrola méreni _ o . Injection
After Error: communication failure
1200 : : 40 (d18:1/12:1) o0 : : 3000 : 14000 : :
‘ PC(14:0/14:0) @ ggg Cir 18:1/12:1 @ - ﬁg 119: 1’/1‘9 1) :ZZ CEd7 (16 oi ’ iggg . DG(12:1/12:1) ’
g o £ 0 gso (¥4 3 ) d‘ (g
% %zoo s 53 . % 400 W M x 1500 * m : 4 % 5000 s ? @gw
A ARG P kL Lt N
50 100 s00 2000
600 800 800 ¢ b ° 0 200 400 600 800 200 4Uf:n 600 800 ° U 200 400 600
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Kontrolni vzorek (QC) v lipidomickeé analyze

* Online kontrola méreni

« ObycCejné pokles signalu béhem sekvencniho méreni (nutna normalizace — IS)
* QC nastriky béhem celé sekvence méreni
 Sledujeme odezvu IS | endogenné zastoupenych sloucenin

« Kontrola instrumentu i pripravy vzorku - normalizovana hodnota (je potrebe
pomoci druhého IS) by méla byt konstantni v ramci rozumné RSD)

. PC 28:0

2' [ ]

R PC 36:2

Area [a.u., x104]

Area [a.u., x109]

3 *Qc

81le sample

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 o a
sequence No. sequence No. o

PC 28:0

=
o
o
=
o
o
o

{2]
o

N
o

J 17N
200 -8 T

200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 -15 -10 -5 0 5 10

sequence No. sequence No.
a R2X[1]=0.407 ]

o
o

concentration [nmol/mL]
(e}

o
concentration [nmol/mL]
(o))

o
o

R2X[2]=0.113
D. Wolrab et al., ACA. 1137 (2020) 74-84



Piiklad sekvence nastriku pri MS kvantité v
klinickych studiich

1 2 3 4 5 6 7 10 11

QC B C D C D X

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

| X X C D,QC B

QC = KONTROLNI VZOREK KVALITY ' N = VZOREK PACIENTA
B = BLANK 20 VZORKU MEZI QC

C = ZDRAVA KONTROLA X = SLEPY VZOREK



Obvyklé konfigurace MS v kvantitativni analyze

* 1/ Nizké rozliSeni (QqQ, QqLIT) — vyuziti charakteristickych skenu v
MS/MS maodu:

— Selektivhi zaznam iontovych reakci (Selected Reaction
Monitoring, SRM) — nejvyssi selektivita i citlivost

— Sken ionta prekurzoru (Pl) nebo sken neutralnich ztrat (NL) —
vhodné pro tridy latek nebo slouCeniny obsahujici stejnou funkcni
skupinu, které poskytuji stejny typ fragmentoveho iontu (Pl sken) nebo
stejnou neutralni ztratu (NL sken)

« 2/ Vysoke rozliseni (vyuziti RIC = EIC v MS nebo MS/MS médu)

— bud v MS/MS usporadani nebo v pripadée dostateCne vysokého
rozliseni je dostatecné selektivni 1 v MS modu

— QTOF, orbitalni past, iontova cyklotronova rezonance (ICR)



Typy MS skenu pro kvantitativni a kvalitativni MS

« pouziti skenu pro identifikaci latek a kvantitativni analyzu (zlepSeni citlivosti,
selektivity)

 jednoduché skeny:
- zakladni sken, sken v urcitém rozsahu

- selektivni zaznam vybraného iontu

« MS/MS skeny:
- sken produktovych iontu

- sken iontd prekurzoru
- sken neutralnich ztrat

- sken jedné nebo vice iontovych reakci



Zakladni sken

Full scan
» méreni hmotnostnich spekter v plném rozsahu m/z
- kompletni informace o iontech analyzované latky
- moznost vyvolani spektra v urCitém Case
- prumérovani spekter za urcity cas
- zaznam intenzity vybrané m/z v Case (Reconstructed ion current, RIC)
- vSechny typy analyzatoru
- velké mnozstvi dat

* mefeni hmotnostnich spekter v omezeném rozsahu m/z
- VySSi rychlost
- vySSi citlivost
- menSi objem dat



Zakladni sken

V Kazdém bodu LC/MS analyzy uplné spektrum v nastaveném rozsahu m/z stupnice

meéreni v urCitém rozsahu m/z

/ N\

m/z Q
T
—

—_
e G

sken U/V ‘ I‘ | |‘ ‘

vVVVVYVYVY
Intenzita

m/z



Selektivni zaznam vybraného iontu

Selected lon Monitoring - SIM

» vybér (filtr) jednoho iontu pomoci nastavenych parametra (U, V, B)

stale je mérena intenzita pouze jednoho iontu, ostatni ionty nejsou zaznamenany

vyrazneé zvyseni citlivosti oproti zakladnimu skenu, vhodné pro kvantitativni analyzu

— pro Q plati: m/z=1az 1 000 — 1/1 000 ¢asu na 1 ion, u SIM 100% Casu na 1 ion

moznost vybéru nékolika iontu (peak switching) — umérné snizeni citlivosti!

Q, sektorové analyzatory

nelze zpeétne vyvolat spektrum



Selektivni zaznam vybraného iontu

Zakladni sken
@
m/z ; Q E
T .‘ h‘.
> — § ,’gm/z)l",
; %a E s%uanjuusn®
> o
sken U/V || l ‘ ‘
-‘¢’ |
“““ m/z
sim
/ a
m/z ; Q R
:  — N
9
> =
U/V=konst.
(m/z),

m/z



Sken produktovych iontu (MS/MS méreni)

Product lon Scan - PR

« zastaraly nazev sken dcerinych (Daughter ion scan) nebo fragmentovych
(Fragment ion scan) iontu

meéri se produktoveé ionty po fragmentaci vybraného iontu prekurzoru
* jedna se o méreni MS/MS nebo MS" spekter z vybranych iontu

* manualné nebo plné automaticky v prabéhu HPLC/MS analyzy

« informace o strukture latky, identifikace, kvantitativni analyzy

» vSechny analyzatory s moznosti MS/MS (QqQ, IT, sektorové analyzatory, hybridni
analyzatory, atd.)

+250
+200
+150
+100
+ 50

0
=30
=100
=150
=200
=250

+1500

:

— + 500

=]
frequency voltage,

={ =500

Radio-

-1000 2

=1500

mlz 2000




Sken produktovych iontu

Zakladni sken MS spektrum
m/Z Ql q2 Q3 -'C:U ‘-;--
; — — ~ "(m Z)l
> = | | e .
: gl |
— I c o*
> ol I
sken U/V I ) _t ‘L |‘ ‘
ryd - - |
““““ m/z
PRt
Sken produktovych iontu MS/MS spektrum
m/z Q4 d- Q;

VYWYV
v
VV
VV
Intenzita

U/V=konst. CID sken U/V

(m/2), m/z



Cilena LC/MS/MS analyza (QqTOF)

DDA (data dependent analysis), nékdy nazyvano IDA (information dependent
analysis)

MS/MS — pfedem definovanych vybranych prekurzorovych iontt (vime, co chceme
fragmentovat — specifické prekurzory pritomné v pfedchozim zakladnim MS skenu

Fragmentace na zakladé preferenCnich pravidel (parametry nastaveny v daném
casovem intervalu) — soucasti softwaru

— napr. zadame, ze chceme meérit v prvnim skenu MS a pak postupné MS/MS
spektra pro 5 konkrétnich nebo 5 nejintenzivngjSich iontu - konkrétni ionty v
posloupnosti podle intenzity nebo hmotnosti, atd.), nastaveni kolik MS/MS
spekter se ma pro dany ion zmérit, minimalni intenzitu prekurzoru, kolizni

energii, apod.

lontovy zdroj Ql kolizni cela
Cilena MS/MS analyza | > ... ® o: TOF
(Uzké izolaéni okno pro MS)
SWATH — ® ® o0 o P TOF
/ L -8
Necilena MS/MS analyza -
(SirSi izolaéni okna™~_, MsSa! = 0% o® 2% g:  TOF

vhodny software) MSE



Necilena LC/MS/MS analyza (data independent)

V kolizni cele nebo ve zdroji (pfepinani skenu nizko a vysokoenergetické CID, cca 30
Hz) fragmentujeme vSechny pfitomné ionty v daném &ase (MSALL, MSE) v méfeném
rozsahu m/z stupnice

Pokud sekvencné fragmentujeme SirSi Am/z okna (napr. 25 — 50 Da) — jedna se o tzv.
SWATH (sequential window acquisition of all theoretical fragmention spectra)

Maximum informaci z jedné LC/MS/MS analyzy

necilena kvalitativni a kvantitativni analyza mnoha sloucCenin (vyuziti v proteomice,
metabolomice, studium metabolitu 1€Civ), IS nepokryvaji vSechny molekuly (porovnavaji
se profily, identifikace se déla zpétné, ruzné typy normalizaci dat — IS, TIC, relativni

koncentggce, atd.) Data Dependent Acquisition Data Independent Acquisition
(DDA), b (DIA),
3914 |
)\ \> 25ed ‘ 2565 |
P 2o
\ \\ _ 1.0e4 \ _ 1.0e5 |L
BIIB021 7 *_—J - ot -
/O Time, min
TOF MS- (DDA) SWATH-MS (DIA)

11-12 points across 7-8 points across peak

peak
https://sciex.com/Documents/posters/asms2014 642 Pharma Penner Ramaqiri.pdf



Necilena LC/MS/MS analyza (data independent)

1 x MS1 scam:
Quadrupole Fragmentation OrbiVTOF . 4 s
e >
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Ch. Ludwig et al., Molecular Systems Biology 14 (2018) 8126



SWATH skenovani

MS1 intensity

32 »x MS2 scans (sach with a 25 m/z pracursor isolation window)

Pracursor isolation window — i f—t— i —— i L — i f—t— i — i — i —t— i
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Ch. Ludwig et al., Molecular Systems Biology 14 (2018) 8126



MSE a SWATH

m/z

Cycle Time
* <1 second T 1|‘ T Cycle Time
: : i ~1 second
[ [ 1

e o ———
A e —— - -

I
HENEEE

Time
https://sciex.com/Documents/posters/asms2014 642 Pharma_Penner_Ramagiri.pdf

SWATH



Necilena HR-MS/MS analyza (DIA)

N /
C18H19CIN C oH17N306S N
H, O
Clozapme' S-glutathione conjugate m/z 632 at 2.14 min , ,OH .
\K\ SWATH MS/MS Spectrum- Isotope pattern for each fragment N 6 [M+H]*
Nye=
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https://sciex.com/Documents/posters/asms2014 642 Pharma_Penner Ramagiri.pdf



Porovnani cilené a necilené LC/HR-MS/MS

5

;p. V obou pripadech obsahuji MS/MS stejné strukturné informativni ionty

Ziprasidone
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https://sciex.com/Documents/posters/asms2014 642 Pharma_Penner_Ramagiri.pdf



Sken iontu prekurzoru

Precursor lon Scan - PI

« zastaraly nazev sken rodi€ovskych iontd (Parent ion scan)

« pro vybrany produktovy (fragmentovy) iont se zjiStuje ptvodni iont prekurzoru
« strukturné informativni sken, selektivni kvantifikace

» detekce vybrané funkcni skupiny nebo detekce tfid slou€enin s podobnou
strukturou na zaklade jejich charakteristickeho fragmentoveho iontu

* zjednoduseni spekter

« zvySeni S/N e

+200
+150
+100
+ 50

* QQqQ, sektorove analyzatory

- 50
=100
=150
=200
=250




Sken iontu prekurzoru (PI)

Zakladni sken (full scan) MS spektrum
m/z ; Ql q2 QS %
> > S
N Q
sken U/V ‘ I ‘
|
m/z

Sken iontu prekurzoru
m/z Ql op

Qs

224242427
&vvu
v
Intenzita

sken U/V CID U/V=konst. |

. m/z
vybrana m/z



Sken iontu prekurzoru (Pl) — profilovani karbonylu

o HIQB I o & El.l-) ------- :_'---—-.
o) l -~ b : ~N ’N\ Ry » | ~NH |
T NAN: — | i ;
Br H : Precursor ion Product ion m/z 130.1 :
D D d,-HIQB - o . )
0 D x° o § * o CID ) D "
1 | _¥ VS o B I
R Ry 5 I/N\)LN,NHz —> : » \)LN p ; 0 g |
Br H - . I
i Precursor ion Product ion m/z 137.1 :
Neznadena derivatizace DPIS
pro jednotlivé vzorky | A

H ; Mﬁ‘ﬂ'ﬁ—’
i - e .
) ’ | | HIQB labeling L @ s e — () wlinl} ) .mz. b 5
znacena derivatizace g ) g 3
1

pro smesny vzorek i —  1:1 mix Q q2 (Collision Cell) Q3
(pfidavame ke kazdemu vzorku)

d,-HIQB labeling 1
. , v ’ ' . v 7 PIS m/z 130.1
« selektivni znaceni (derivatizacni reakce) . 3 : 3
£ 4
« specifické pary diikazem karbonylu £ A A A A A
 specificka fragmentace znacky }|s.n/§137.1: : . ; :
. , . Vs v £ 4
« pak relativni kvantifikace (v pfipadé 3 A A A A
znamych koncentraci ve smesnem e

vzorku | absolutni N. Guo et al., Anal. Chim. Acta 967 (2017) 42



Sken iontu prekurzoru (Pl) — shotgun lipidomika

*QqQ or Q-LIT hmotnostni spektrometry — Pl skeny pro celou tfidu lipidu

(fosfatidylcholiny — stejna polarni skupina v SN3 pozici, ale rtzné acyly v SN1 a SN2
pozicich

 \Vzorek zaveden do MS pfimou infuzi nebo prutokovou injekéni analyzou

* napf. Pl sken iontu m/z 184 (na detektor projdou pouze prekurzorové ionty [M+H]*,
které poskytuji tento fragment)

) 14 min for all Pl and NL scans .
Q1 (200-1000) ) i

-
3.0e9

Intensity
o

Flow rate 3 yL/min, injection volume
1.0e9 50 IJL

5.0c8

0.0¢0




Priklad Pl skenu pro stanoveni fosfatidylcholinu a
sfingomyelinu (Pl sken 184)

PC 34:2
100~ 758.7 OH .ﬁ cl;Ha
/\/\/\/\/\/\/%)\VCHE'O_T_O_CHECH??LCHs
760.7 0
7 R\H/NH 0 CH,
[PC28:018
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R2—C—O0—CH
PC 36:4 | | 0 fH
827 0 CH;-D—Z:D—CHECH;E;CH:,
o] 3 PC 44:0 IS
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e
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Sken neutralnich ztrat

Neutral Loss Scan - NL
» detekce latek se stejnou funkcéni skupinou

« ztrata stejné neutralni Casti iontu o urcCité Am/z (napr. alkoholy Am/z = 18 — neni
moc specifické, ztrata SO, u sulfatu apod.)

« zjednoduseni spektra, selektivni kvantifikace
« zvySeni S/N

* QgQ (skenovani na obou kvadrupdlech se stale stejnym Am/z), sektorové

analyzatory +250 skenovani_ Y«
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+100 Ver |, 500
+50f <
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Sken neutralnich ztrat (NL)

Zakladni sken
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Sken neutralnich ztrat (NL)
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Sken jedné nebo vice iontovych reakci

Selected Reaction Monitoring - SRM

podle IUPAC neni oznaceni MRM doporucovano

podobné skenu iontu prekurzoru, ale prekurzory jsou predem znamy

vyrazne zlepseni citlivosti, kvantitativni analyza
oproti SIM vyrazné zlepSeni selektivity

QgQ, sektorove analyzatory
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Selektivni zaznam iontovych reakci (SRM)
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Optimalizace SRM podminek

Je tfeba zoptimalizovat nasledujici parametry:

Volba prekurzorového iontu — obvykle [M+H]* nebo [M-H]-, event. jiny ion
molekulového aduktu (méné Casté)

Volba produktového iontu — fragmentovy ion poskytujici nejvyssi intenzitu
zvoleného prechodu, pokud je to mozné, tak se vyhnout malo selektivhim
pfechodum jako ztrata vody (vySSi riziko interference)

Volba kolizni energie Ci dalSim nastaveni MS/MS po maximalni citlivost
(rzné typy napéti, teplot a prutoku susicich plynu, atd.)

Skenovaci rychlost — velmi dulezity parametr, aby zvolena rychlost
skenovani poskytovala zaroven dostatecCny pocet bodu na pik (min. 10 -15,
idealni 20) a také stabilni signal bez fluktuace

Optimalizace podminek SRM nastaveni — manualni nebo automaticka
podle moznosti daného typu pristroje
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Vyuziti SIM a RIC (EIC) v HR-MS/MS

Selektivni zaznam iontu (SIM) — zdznam pouze zvolené hodnoty
m/z s definovanou Sifkou okna, v podstatée jde o prvni cast SRM
experimentu, ale bez pouziti MS/MS, vyrazné nizsi selektivita, ve
spojeni s nizkym rozliSenim nelze pro kvantitu doporucit

Rekonstruovany (extrahovany) zaznam iontu (RIC nebo XIC) — v
podstaté to samé jako SIM, jen rekonstrukce (extrakce) zvoleného
lontu probiha az dodatecné po zmeéreni LC/MS experimentu, takze
plna spektra jsou pro vsechny molekuly zmérena (na rozdil od SIM
nebo SRM), ale citlivost je nizSi oproti SIM

LC/MS s vysokorozliSujicim MS — v takovem pripade je selektivita
SIM nebo RIC velmi vysoka, protoze kombinujeme presnou hodnotu
m/z a znamy retenCni Cas, pro kvantitu vyhodné, napf. uzkym
izolaCnim oknem lze efektivne izolovat a kvantifikovat vsSechny
izomerni molekuly s danym sumarnim vzorcem a ruznymi retencnimi
casy (pokud k tomu mérfime MS/MS selektivita vzrusta)




HR-MS/MS v kvantitativni analyze: priklad studie

. LC/QTOF-MS/MS,

stanoveni
metabolismu v plazmeé s pouzitim izotopicky znacenych IS pro
kazdy metabolit - vyuziti vysokého rozliseni (QTOF) a RIC (EIC)
modu v MS/MS (rekonstrukce (extrakce) fragmentového iontu),
optimalizace vsech podminek, validace

4 metabolitu

tryptofanovéeho

Table 1. Optimized parameters for mass spectrometric detection of analytes and internal standards

TRP KYN KYNA QUIN TRP-D5 KNYA-D5 QUIN-D3
Precursor ion m/z 203 207 188 166 208 193 169
Collison energy [eV] —30 —12 —25 —12 —25 -35 —15
Declustering potential [V] —10 —10 —10 —10 —10 —10 —10
Accumulation time [s] 0.01 0.1 0.1 0.1 0.01 0.1 0.1
Internal Standard TRP-D5 TRP-D5 KYNA-D5 QUIN-D3
Extracted fragment ion 159.0870— 144.0411- 144.0377- 122.0177- 164.1185— 149.0715- 125.0381-

mass range 159.0970 144.0511 144.0477 122.0277 164.1285 149.0815 125.0481

K. Arnhard et al

., Electrophoresis 39 (2018) 1171



HR-MS/MS: optimalizace Sirky izolacniho okna pro
vyvolani rekonstruovaného MS/MS chromatogramu
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K. Arnhard et al., Electrophoresis 39 (2018) 1171



HR-MS/MS: vysledky validace

Table 2. Results of the validation experiments

TRP KYN KYNA QUIN
Retention time [min] 53 5.1 15 8.3
LOD [ng/mL] 200 10 05 10
Linear range 500-50000 ng/mL 20-1000 ng/mL 1-50 ng/mL 20-1000 ng/mL
Intra-day precision [%] Llow,n=5 1.3 1.1 6.0 13.2
High,n=15 5.3 4.8 4.8 19
Inter-day precision [%] Low,n=15 1.7 9.2 8.1 9.0
High, n= 15 4.4 6.4 8.1 115
Plasma sample 1, n= 10 12.2 10.2 17.7 175
Plasma sample 2, n= 10 6.6 10.8 13.2 15.2
Accuracy [%] Low,n=15 98.2+ 115 1020494 1024 4+-8.3 975188
High, n= 15 105.1 £ 5.0 96.4 -+ 6.2 1018+ 84 97.2+11.8
Matrix effects [%] low, n=23 81.3 80.7 124 102.0
High,n= 3 83.3 82.1 19.7 79.5
Extraction Recovery [%] Low,n=3 90.4 105.7 119.5 124.6
High,n=3 100.7 98.7 113.6 109.4
Autosampler stability [h] 24 15 15 24

K. Arnhard et al., Electrophoresis 39 (2018) 1171



Porovnani QqQ a HR-MS/MS v kvantitativni analyze

* QqQ ve spojeni s SRM a izotopicky znacenymi IS

— zavedena a sSiroce pouzivana metoda pro spolehlivou kvantitu,
nejlepe ve spojeni s HPLC Ci jeste lepe UHPLC / UHPSFC

— spolehliva a akceptovana regulatornimi organy

* Novejsi pristupy zalozené na HR-MS/MS

— citlivost na nejnovejsich HR systémech je srovnatelna, nekdy
dokonce vySSi nez SRM u QgQ, zejména pro velky pocCet analytu (velmi
zalezi, na jakém prikladu budeme srovnavat, cilenou volbou prikladu
|ze podporit vlastni preferenci)

— mozné zvyseni selektivity a snizeni izobarickych interferenci, zejména
pro velmi vysokeé rozliSeni >100 tisic u FT pfistroju (orbitalni past a ICR)

— pozor na zvoleni vhodné skenovaci rychlosti u FT pfistroju, aby byl
dostateCny pocet bodu na chromatograficky pik (min. 10 az 15)



Porovnani MS skenu

Sken Q1 P Qs
zakladni sken U/V skenovani - -
selektivni zaznam vybraného Konstantni ) )
lontu (SIM) velikost napéti
sken produktovych iontt (PR) K.onstantnlv , CID U/V skenovani
velikost napéti
sken ionta prekurzoru (PI) sken CID K.onstantnlv ,
velikost napéti
U/V skenovani
sken neutralnich ztrat (NL) U/V skenovani CID (konst. zména
oproti Q1)
sken iontovych reakci (SRM) Konstantni CID Konstantni

velikost napeti velikost napeti
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