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1. Uvod

Hmotnostni detektory na bazi kvadrupolt v souCasnosti nejCastéji
tandemoveé sprazenych, oznacovanych jako ,triple-Q“ nebo MS/MS
detektory, se jevi jako nejvhodnejSi pro organickou stopovou analyzu
rezidui farmaceutik a tzv. zakazanych latek v biologickych matricich a
to pro svou pomeérné vysokou citlivost a selektivitu. Techniky
hmotnostni spektrometrie s kvadrupolovymi detektory MS/MS maji pro
laboratore, kde jednim z hlavnich cilu je prokazat pfitomnost nebo
nepritomnost zakazané latky v testovaném vzorku, jeste jednu
nezanedbatelnou vyhodu oproti metodam chromatografickym,
elektromigracnim Ci spektralnim a to rozsSirenim analyzy o moznost
konfirmace, tj. potvrzeni identity stanovovaného analytu. Hmotnostni
detektor, ktery diky sve konstrukci v sobé zahrnuje vsechny tfi vyse
popsané vyhody (vysoka citlivost, selektivita a moznost konfirmace) je
zarizeni TSQ Vantage firmy Thermo-scientific,USA viz. Obr.1,2 a 3.
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2. Zadani

Software Excaliber v.2.1 hmotnostniho detektoru TSQ Vantage od
firmy Thermo Scientific provadi automatickou optimalizaci vSech
parametru detektoru ale vZdy jen pro jeden analyt, tedy
potfebujeme-li stanovovat dva a vice analytu v jednom nastfiku

(v jednom méreni), musime na zakladé experimentalnich zkusenosti
s timto zarizenim najit a nastavit parametry detektoru tak, aby
spolecné vyhovovaly vice analytim. Jinymi slovy, analytik ve své
kazdodenni praci provadi ,optimalizaci“ parametrua MS/MS detektoru
pro vice nez jeden analyt na zaklade svych experimentalnich
zkusenosti a namérenych parametru pro jednotlive analyty. Ale
trendem v dnesni analytické chemii ve stopove analyze pri kontrole
potravin na zakazane latky je ziskat z jednoho vzorku co nejvice
informaci v kratkém Case, tedy vyuzivani multirezidualnich metod
stanoveni co nejvétsiho poétu analytd v jednom nastfiku (méfeni).

Statistické metody PCA, FA a CLU by meély odpovédét na otazky,

jest-li maji sledované analyty podobné fyzikalné-chemicke vlastnosti

(tvori shluky) vhodné pro MS/MS stanoveni? Existuji vnitini vztahy
mezi optimalizovanymi parametry detektoru? A jak spolu souvisi
nebo nesouvisi (kladné, zaporné koreluji nebo nekoreluji)
parametry MS/MS detektoru?



3. Nameérena data

Experimentalni data jednotlivych parametrt detektoru byla

ziskana pri automatické optimalizaci na zafizeni TSQ Vantage
s ESI iontovym zdrojem a pfi nastfiku jednotlivych standardu
analytu s konstantnim pratokem.

Byly naméreny parametry optimalniho nastaveni MS/MS
detektoru pro jednotlivé analyty ze skupiny Beta-agonistlt v poctu
20 standardu a 9 izotopové znacenych internich standardu IS.

Pro dalsi testovani byly na zkousku pridany do optimalizace dalsi
3 analyty z jiné skupiny zakazanych latek a to Nitrofurana, pro
které by mohl byt pouzit stejny postup pripravy zpracovani vzorku
jako pro skupinu Beta-agonistu.



3. Nameérena data

10 parametru (znaku), které optimalizuje MS/MS detektor TSQ Vantage:
« SV Spray Voltage (V)

« VT Vaporizer temperature (C)

« SGP Steath Gas Pressure (psi)l

« SGP lon Sweep Gas Pressure (psi)

« AGP Aux Gas Pressure (psi)

« CT Capillary Temperature (C)

« S-LRF S-Lens RF Amplitude voltage (V)
« SO Skimmer Offset (V)

« CP Collision Presure (mTorr)

- CE Collision Energy (V)



4.1 Explatorni analyza dat, EDA

5

4

3 ¥

2 T i

T . 5

1

-1

. 1 )

o O Median

3 o o []25%-75%
T Rozsah neodleh.
< Odlehlé

-4 # Extrémy

SV MT SGP ISGP AGP CT S-LRF SO0 CP CE

Obr.1.1 Krabicovy graf pro vSechny
znaky a vSechny objekty
(STATISTICA)

lkonowy graf
Clenbuterol Brombuterol habuterol Cimatero | Ractopamine rin Salbutamol
% % v % %Q ’ / P
Terbutaline Zilpaterol Isoxsuy, prine Mapenterol Tulobuterol Cimbuterol  Chorbrombuterol
6 \ ; 5 } ; ! i : v E; raw:doéivé:
Hhklenbuterol  Clenpenterol  Clenproperol Fenmerol Salmeterol  Orciprenalin  Clenbuterol-d6 VT
SGP
AGP
S LRF
Mabuterol-dd  Cimaterol-d? Ractopmine-d§ Salbutamol-d6 Isoxsuprine-d§ hMapenterol-d11 Clenproperol- d?

Obr.1.2 Symbolové grafy — hvézdicovy



4.1 Explatorni analyza dat, EDA

Obr.1.3 Maticovy graf korelaci dat a histogramy (STATISTICA)
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Tabulka -Korela¢ni matice parovych korelacnich koeficientl (STATISTICA)

SV \) SGP ISGP AGP CT S-LRF SO CP CE

SV 1,0000 0,3457 -0,2000 0,2809 0,0239 -0,4696 -0,0626 0,1141 0,0750 -0,1938
VT 0,3457 1,0000 -0,0852 0,2535 -0,0201 -0,2614 -0,0636 0,0885 0,1162 -0,2412
SGP -0,2000 -0,0852 1,0000 0,0805 0,3992 -0,0363 0,0002 -0,5329 0,1510 0,3640
ISGP 0,2809 0,2535 0,0805 1,0000 -0,2966 -0,1815 -0,1023 -0,2605 -0,0240 -0,0315
AGP 0,0239 -0,0201 0,3992 -0,2966 1,0000 -0,3082 -0,1497 -0,0878 0,3609 0,1973
CT -0,4696 -0,2614 -0,0363 -0,1815 -0,3082 1,0000 0,5620 0,2586 0,0079 0,4176
S-LRF -0,0626 -0,0636 0,0002 -0,1023 -0,1497 0,5620 1,0000 0,2262 -0,1079 0,3938
SO 0,1141 0,0885 -0,5329 -0,2605 -0,0878 0,2586 0,2262 1,0000 -0,1435 -0,1143
CP 0,0750 0,1162 0,1510 -0,0240 0,3609 0,0079 -0,1079 -0,1435 1,0000 0,2401

CE -0,1938 -0,2412 0,3640 -0,0315 0,1973 0,4176 0,3938 -0,1143 0,2401 1,0000



4.1 Explatorni analyza dat, EDA

ResSeni:
Symbolove grafy (hvézdicovy) pro porovnani objektu neukazuji na
zadne vyrazné podobné objekty ale ukazuji rozdilné objekty,
v nasem pripade analyty. Vsechny pouzité diagnosticke grafy pro
identifikaci vlivnych bodu indikuji vyrazné odlehly jeden bod (outlier)
— Fenoterol, ktery vyrazne negativne ovliviuje vicerozmeérnou
normalitu a mé| by byt ze statistického hlediska z matice
nameérenych dat pro dalSi analyzy vypustéen.

Pro korelace nizkého vyznamu mezi jednotlivymi dvojicemi znaku
zdrojové matice dat muze dalSi zpracovani dat pomoci analyzy PCA
a FA vést k potizim s hledanim latentnich promennych a urCenim
jejich odpovidajiciho poctu.



4.2 Analyza hlavnich komponent, PCA
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P RSC(P) ni(P-1)-ni(P) niP) F  F(0.95)
1 1.538E+02

2 1030E+02 36 144 1917  1.499

3 7208E+01 36 108 1326 1526

4 4966E+01 36 72 0903 1581

52096E+01 36 36 0658 1743
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MEP(P)

6.878E+00
5.201E+00
4.138E+00
3.251E+00
2.322E+00

Obr 1.4 CattelGv indexovy graf upati vlasnich Cisel
bez Fenoterolu (STATISTICA)

Tabulka -Test validity hlavnich komponent
(data objektt bez Fenoterolu) OPstat



4.2 Analyza hlavnich komponent, PCA
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Obr 1.6 Rozptylovy diagram komponentniho skore
pro PC1 a PC2 (STATISTICA)



4.2 Analyza hlavnich komponent, PCA

Reseni:

Graf komponentnich vah pro PC1 a PC2 ukazuji na ¢tyfi shluky znaku zfetelné od sebe
oddélenych, které naznacuji na zajimavé korelace, napfiklad pozitivni korelaci mezi znaky SO a
CT, ktera je v negativni korelaci ke znakim SGP a AGP. Znaky SO a CT souvisi s prostorem

v detektoru QO tésné pred stupem ionizovanych molekul do kvadrupolu Q1. Pozitivni korelace
mezi znaky SGP a AGP (jsou to znaky, které pfimo souvisi s kvalitou ,spreje“ v iontovém zdroji)
jednoznacné odpovidaji experimentalnim zkusenostem. Pokud zvySujeme tlak proudu dusiku SGP
a AGP, tak mlizeme snizovat teplotu ve vstupni kapilafe CT a napéti na skimmeru SO.

Znaky SV a VT se silnou korelaci, s kterymi koreluji slabégji znaky S-LRT a ISGP tvofi dalSi
vyznamny shluk. Jsou to praveé ty znaky, které pfimo souvisi s iontovym zdrojem (schopnosti
molekul ionizovat se) a vytvaret odpovidajici pocet iontl v ESI zdroji a pak se v daném poctu
,Zaostfit* do jemného paprsku na vstupu do prvniho kvadrupolu Q1.

Poslednim shlukem znaku se silnou korelaci jsou znaky CP a CE, ktera se projevia kdyz byl ze
souboru dat vyfazen outlier objekt Fenoterolu. Jako velmi zajimavé se jevi porovnani grafa
komponentnich vah PC1 a PC2 pro vSechny objekty, kdy nebyl vyfazen Fenoterol, tady uz spolu
znaky CP a CE nekoreluji a naopak se dostaly do vzajemné ortogonalni polohy. Znaky CP a CE
pfimo souvisi s kolizni celou (oznaCovanou v detektoru jako Q2) a se stabilitou molekul méfenych
analytl a jejich schopnosti se §tépit na ,dcefiné” produkty.

Toto porovnani ukazuje na to, Ze optimalizujeme-li podminky v kolizni cele Q2 detektoru pro
skupinu analytd, které maji podobnou molekulu a maji stejny nebo velmi podobny mechanizmus
Stépeni, pak znaky CP a CE spolu pozitivné koreluji a naopak budou-li se optimalizovat podminky
v kolizni cele pro ruzné skupiny analytd (rizné skupiny molekul) nebo budou-li mit analyty odlisny
mechanizmus Stépeni, pak znaky CP a CE spolu nebudou korelovat, jak je vidét z grafu pro
vSechny objekty jsou v ortogonalni poloze. Tento dilCi zavér je mozné rovnéz experimentalné
pozorovat pfi hledani optimalnich podminek v kolizni cele Q2 v MS/MS detektoru.

Rozptylovy diagram komponentniho skére PC1 a PC2 pro v8echny objekty ukazuje, Zze se
vyznamné oddelil jeden objekt — Fenoterol a ostatni objekty vytvofily jeden ,mrak®, ktery je
.protazeny” vertikalné, tedy vice rozdéleny podél osy PC2. V pfipadé€, Zze byl objekt Fenoterol ze
skupiny dat analytl odstranén tyto ostatni objekty vytvofi rovhomérny mrak rozprostfeny
rovnomérné podél obou os PC1 a PC2. Tato skuteCnost jasné odpovida na otazku, ze bude
mozné nastavit jednotné podminky vSech parametri MS/MS detektoru, které budou optimalné
vyhovovat vSem analytim ze skupiny Beta agonistl, kromné jediného analytu Fenoterolu.



4.3 Porovnani grafickych vystupu z PCA a z
Shlukove analyzy CLU
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4.4 PCA pro Beta-agonisty a Nitrofurany
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4.5 Faktorova analyza, FA
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5. Zaver

« Pouzité statisticke metody PCA, FA i CLU prokazaly, ze
se daji nastavit jednotné parametry MS/MS detektoru
TSQ Vantage, které budou optimalni pro vSechny
analyty ze skupiny Beta-agonistu kromé jediného analytu
Fenoterolu. Tento zaver potvrzuje | experimentalni
mereni, kde nastaveni optimalnich podminek a mereni
vSech anylytu Beta-agonistu v€etné Fenoterolu v jednom
nastriku jde na ukor citlivosti pro Fenoterol. VSechny
analyty maji Limit detekce (LOD) v rozmezi 0,1 — 0,5 ug/I
v mocCi jen Fenoterol ma LOD 1,5 ug/l v moci.

* QObecne se da fici, ze statisticka metoda PCA nabizi
velky potencial pro reseni problematiky optimalizace
parametru (znaku) mass detektort MS/MS pro rozdilné
skupiny analytu, pro tzv.“multi-rezidualni metody”.



Otazka c¢.1

Pro zobrazeni vicerozmernych dat se pouzivaji
obecné dve zakladni skupiny grafickych technik:

v' Symbolové grafy
v' Zobecnéné rozptylové grafy



Otazka c.1

Symbolové grafy — jednotlivé znaky jsou ,kddovany“ s ohledem na jejich
konkrétni hodnoty do ur€itych geometrickych tvara ¢i symbold. Viasnosti dat
se pak posuzuji s ohledem na vizualni rozdily mezi obrazci Ci symboly a
vyhodnocuji se objekty x;, které maji stejne (velmi podobné) vlastnosti.

Mezi zakladni typy patfi: profily, polygony, tvare, kfivky a stromy.
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Otazka c.1

Zobecnéné rozptylové grafy — charakterizuji znaky v jednotlivych objektech a
vynaseji se véetsinou dva znaky x;; a X;, proti sobe vzdy na osu x a osu .

Z téchto parovych rozptylovych diagramu Ize snadno identifikovat:

* Vybocujici hodnoty (body),

« Struktury v datech (shluky bodu) — jez charakterizuji heterogenitu pouzitého
vybéru nebo pfitomnost riznych dil€ich vybérl s odliSnym chovanim,

* Miru parové zavislosti — mezi dvéma znaky objektu.

Pro posouzeni variability jednotlivych znaku se jesté vyuZzivaji krabicové grafy.
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Otazka c.2

Standardizace dat — znamena odstranéni zavislosti na jednotkach a na
parametru polohy (popfipade i rozptyleni). Standardizace tvofi Casto prvni
krok v predupravé vicerozmeérnych dat. Pokud maji znaky rozdilné jednotky
(méfitka na osach), musi se standardizace provést vzdy.

Nejbézneji se pouziva Autoskalovani tzv.“studentizace” — jedna se o kombinaci
sloupcového centrovani a sloupcové standardizace dle vztahu:

Prizkumova analyza vicerozmérnych dat EDA — pouZzivaji se grafické techniky
ve 2-rozmernem nebo 3-rozmérném souradnicovem systému a umoznuiji:

 ldentifikovat vektory x; nebo jejich slozky, které se jevi jako vybocujici,

* Indikovat rizné shluky v datech (heterogenita nebo pfitomnost riznych
vybéru),

« Testovani a posouzeni vicerozmeérné normality.



Otazka c.3

Faktorova analyza se pokousSi objasnit kovariance (a korelace) puvodnich znaku
pomoci linearnich kombinaci nékolika malo spoleénych faktort a jediného
specifického faktoru pro kazdy znak. Je to analyza struktury vnitfnich vztahu
mezi velkym poctem puUvodnich znaku, pomoci souboru mensiho poctu
latentnich proménnych, zvanych faktory.

Jednotlivé objekty v modelu FA muzeme vyjadrit vztahem:
X; = apFtapk+ ... tapFot e
Xy, = g Fi+aF,+ ...+ a,pFpt+ e,
Xpm = anmiF1+ aFt+ ... tapFp + e,

Kde F;...F, jsou spolecné faktory, které vyvolavaji korelace mezi m ptuvodnimi znaky.
e;...e jsou specifické (chybové) faktory, které pfispivaji k rozptylu jednotlivych znakau.
a;; jsou koeficienty, ktera nazyvame faktorové zatéze i-tého znaku na j-tém faktoru F a
jsou to prvky matice faktorovych zatézi.



Otazka c.3

V maticovém tvaru pro n — tici objektll a m-tici znaku Ize model FA vyjadrit ve
tvaru:
X=TF'+E
Kde: T je matice latentnich proménnych (score matice, matice faktorovych skort),
F je matice zatézi (matice spolec¢nych faktorovych koeficientl, matice loading),
E je matice nevysvétlitelné variability (matice rezidui).

Model FA rozdéli kazdy pUvodni znak na dvé &asti, tak i rozptyl rozdéli na dvé
casti:
s2=h2+ u?2
Kde: h; se nazyva komunalita, u; se nazyva jedineCnost (zbytkova variabilita)
chybového ¢lenu a muze se jesté dale rozdélit na specifitu a nespolehlivost
(chybu méreni).



Otazka c.3

Faktorova rotace — hlavnim cilem je odvodit z dat snadno vysvétlitelné a
pojmenovatelné spolecné faktory. Pocatecni odhady faktort byvaji Casto
obtizné vysvétlitelné, protoze vétsina faktoru je korelovana s mnoha znaky.
Rotace (otoceni) faktor transformuje faktory do nové ,podoby®, ktera se da
snadnéji vysvétlit a pfiradit faktor urcitému puvodnimu znaku, jinymi slovy,
zateze vetsinou u jednoho znaku byly maximalizovany 1 a zbyvajici zatéze

Rotace je:

« Ortogonalni — osy faktor F; a F, se otoCi o 90° (faktory pak jsou vzajemné
nekorelovane)

« Neortogonalni — otoceni o jiny uhel nez 90° (smyslupIngjsi faktory)

Metody faktorove rotace:

« Metoda varimax — minimalizuje poc€et znaku, které vykazuji vysokou zatéz,
« Metoda quartimax — minimalizuje pocet faktorud, potfebnych k popisu znaku,
* Metoda equimax — je konbinaci predchozich metod.



Otazka c.4

Graf faktorovych zatézi — slouzi pro posouzeni pavodnich znaku a jejich
pfifazeni k jednotlivym faktordm vhodnou faktorovou rotaci. Da se fici, ze
shluky znaku, které lezi blizko konce soufadnicové osy jednoho z faktord,
maji vysokou zatéz pouze na prifrazené ose (faktoru) maji velmi podobné
vlastnosti a oznacuji se jako znaky faktoroveé Cisté. Naopak lezi-li shluky
znaku mezi osami v jednom ze Ctyr kvadrantd, pak jsou to znaky faktorové
necCisté (nejasné) a lezi-li znaky uprostfed os, maji takové znaky 0 zatéz pro
vybrané dva faktory.

fRot22

|

' fRot21




Otazka c.5

Graf faktorového skore — slouzi pro vybrany par faktoru k posouzeni a odhaleni
vyjimeénych hodnot objektu, pfedevsim odlehlych pozorovani.
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