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Hledéani optimalniho nastaveni podminek chemické analyzy je zpravidla zdlouhavy proces. Tento ¢lanek k tomuto
ucelu navrhuje vyuziti neuronovych siti, zejména ve vztahu k urceni optimalni podminek pro analyzu zkoumanych latek
s vyuzitim technologie LC/MS/MS a ESI ionizaci, a to na zakladé znalosti jejich zakladnich vlastnosti, oznaenych jako
univerzalni deskriptory. Prace se soustfedi na nalezeni takovych podminek analyzy, kdy dochdzi k maximalizaci signalu
iontu prekurzoru. Prace se zabyva zejména otazkou, zda lze vysledky zjisténé na jednom typu analytu pouzit k neuralni
interpolacni predikci optimalnich podminek analyti podobnych.
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Uvod Cong-una s vyuzitim vhodngjii latky VX, a to piimo na
letisti v Kuala Lumpur na za&atku roku 2017 (cit.®).

Nervové paralytické latky, organofosfaty, jsou jedny Uvedené udalosti vedly k potvrzeni, ze zminéné latky
z nejtoxiétgjsich synteticky ziskanych chemickych slouce- jsou stale hrozbou pro mezinarodni spolecenstvi a aktivo-
nin, jaké lidstvo poznalo. Jejich primarnim plisobenim valy zpfisnéni kontrolnich mechanismti definovanych
je deaktivace acetylcholinesterasy (AChE), jakozto klic¢o- OPCW (cit.”). Do seznaml latek podléhajicich prisné kon-
vého enzymu zodpovédného za udrzovani funkéni koncen- trole byly nasledné zafazeny také latky tzv. A-série, znamé
trace neurotransmiteru acetylcholinu v postsynaptické pod nazvem novicoky, pravé na zaklad¢ jejich vyuZiti pfi
neuronové mezefe'”. Rychlost uginku téchto latek a jejich pokusu o likvidaci Sergeje Skripala a jeho dcery Julie
smrtici efektivita vii¢i teplokrevnym organismiim vedla vbieznu 2018 vmésté Salisbury ve Velké Britanii®
statni i nestatni aktéry k jejich vyvoji s cilem zneuzit téch- s vyjadfenim nutnosti mit dostupnou identifikacni instru-
to jejich vlastnosti proti Elovéku. mentaci se stopovou az ultrastopovou dispozici. Prokazala

Casovy a geopoliticky vyvoj na bojisti vedl se tak domnénka, ze témét 50 let stary sovétsky projekt
k uvaham, zda nervové paralytické latky oznadované jako tzv. latek &tvrté generace'!, vznikajici v rdmei studené

G-série [tabun (GA), sarin (GB), soman (GD), cyklosarin valky, je Stél? a}(tivr.n'.a jeho vysledky jsou vyuzivany
(GF)] nebo V-série (VX, VR, CVX) lze nevyhnutelné k pokustim o likvidaci lidskych cild.

vyuzit pouze jako bojové, nebo zda jejich potencialni mo- Posledné zminiovany incident tak na Grovni vySetfo-
difikaci nelze ziskat slouceniny vhodngjsi, které bude vatelské katalyzoval snahy o zjisténi pivodu téchto latek
mozné 1épe vyuzit k diverznim G&eliim, k likvidaci vysoce a identifikaci domnélych pachateld, ale také opodstatnil
zdjmovych osob’. nutnost vyzkumu v oblasti ochrany proti t€émto hrozbam,

Tento posun lIze historicky vysledovat i v souasnosti, a to zejmena v oblasti analyzy, dekontaminace a vyzkumu
kdy se bojové vyuziti latky GB prokazalo v Syrské ob&an- kladoucich si za cil tyto latky strukturné a chemicky po-

ské valce vletech 2013 (cit.*) a 2017 (cit.”), ale také psat, definovat jejich pravdépodobné vlastnosti a toxicitu.
k cilené likvidaci nevlastniho bratra vidce KLDR Kim
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Absence dostate¢nych analytickych dat v souvislosti
s latkami A-série a rdznorodost v uniklych informacich
z pfisn¢ utajovaného sovétského projektu vedla vyzkumna
pracovisté k syntézdm vSech jejich pfedpoklddanych struk-
tur. Nasledné studium téchto latek tak umoznilo zhodno-
tit, zda jsou skutecné nositeli predikovanych vlastnosti
a nakolik jsou jejich analyticka data v souladu se vzorky
ziskanymi v jiz zminovaném Salisbury. Vedle struktur
popisovanych Hoenigem'? a Ellisonem'® se jako nejprav-
dépodobné;jsi ukézala struktura Mirzyanovova'*'>.

Vyznam latek A-série, at’ uz do bojového ¢i diverzni-
ho pouziti, je tak neoddiskutovatelny. Pro vyvoj ucinné
ochrany proti nim je tfeba je podrobné studovat a nasledné
zefektiviiovat proces jejich chemické analyzy rlznymi
metodami a z rozliénych matric, nejlépe jej pak nasledné
unifikovat do ptehledné metodiky.

Vyuziti teorie funkcionalu elektronové hustoty
(DFT)

Teorie funkcionalu elektronové hustoty je metoda
stavéjici na mechanismech kvantové chemie, kterd na za-
kladé¢ znalosti chemické struktury organickych latek
a prostedi, ve kterém se nachazeji, dokaze optimalizovat
studovanou molekulu co do délky vazeb, jejich vibracnich
stavil, vazebnych uhlt, mohutnosti elektrického potencia-
lu, aj."*"’. Na zakladé vypocitanych dat lze pak efektivné
odhadovat lokaci a robustnost HOMO a LUMO orbita-
10, vytvofit 3-D pravdépodobnosti mapu hustoty elektrond,
vektorovat na molekule dipdlovy moment a na téchto
kvantovanych fyzikélné-chemickych veli¢inach provadét
relativng presné odhady v rozli¢nych aplikacich®.

Carlsen' vyuzil iroké fady softwarovych prostedki
vyuzivajicich také DFT jako PASS, T.E.S.T., ACD/iLab,
F.D.S.P.C, ACD/Percepta a QSAR Toolbox k vypoctim
popisujicim pravdépodobnost konkrétni biologické aktivi-
ty vybranych sloucenin a na zakladé téchto odhadd uzavi-
ra, ze je zde patrny zjevny rozdil mezi biologickou aktivi-
tou latek z V-série oproti A-sérii, a co do bojového pouziti
jejich vysledky mluvi v neprospéch A-série. Autofi sami
v dilé¢im zavéru oznacuji nizkou pravdépodobnost blokace
cholinergniho pfenosu vzruchu latkami z A-série
za piekvapujici.

Khafa a spol.?! ve své praci graficky vyjadfili elektro-
novou hustotu vybranych zastupcii bojovych chemickych
latek a na tomto zaklad€ nasledné posoudili jejich dispozi-
ce k chemickym reakcim dle vizualizaci dislokace elektro-
statického naboje na molekule.

Bhakhoa a spol.”’ metodou MO06-2X/6-311+G(d,p)
vy¢islili veli¢iny, které maji enormni vyznam na Gvahy
tykajici se reaktivity, stability a dispozic k reakcim. Tyto
veli¢iny oznacuji za deskriptory reaktivity. Na zakladé¢
vypocitanych energetickych bilanci na molekule autofi
tyto deskriptory dale konkretizovali s tvrzenim, Ze rozvije-
ji pfedstavu o ioniza¢nich a elektronové afinitnich vlast-
nostech molekuly. Tvrdi, ze tyto deskriptory reaktivity
umoznuji objektivné zhodnotit celkovou stabilitu molekul
zkoumanych latek. Rozdil mezi energiemi hrani¢nich or-
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bitald oznacuji za ukazatel stability a konstatuji, Ze tento
roste nasledovné: VX < VR < A-234 <GB.

Autoii Wang a spol.? dale rozvijeji Givahu, Ze velka
HOMO-LUMO energetickd mezera je ve ziejmém vztahu
s dipdlovym momentem, a ve své studii se vénuji diskusi
korelace energetické bariéry s dipélovym momentem
a dalSich veli¢in souvisejicich s mapovanim elektronové
hustoty molekuly.

Na zaklad¢ téchto zjisténi lze usuzovat, zZe nervové
paralytické latky jsou obecné silné elektrofilni a jsou tedy
ochotné akceptovat ptichozi elektronovou hustotu od nuk-
leofilnich lozisek jako kyslik, dusik a sira, které jsou
z toho pohledu donorovymi atomy piednostné plsobici
jako elektropozitivni centra nervové paralytickych latek.

DFT analyza zkoumanych molekul, resp. jeji vystupy
ve formé rozlicné interpretovatelnych energetickych veli-
¢in, tak vnasi zajimavy pohled na hodnoceni dispozic mo-
lekuly k reakcim, k hodnoceni jeji polarity, ioniza¢niho
potencidlu a elektronové afinity, a umoziiuje analytikovi
predpokladat ptipadné komplikace, a hledat na né feseni
jiz v Casti planovani experimentu. Otazkou zlstava kon-
troverznost vyuziti téchto modernich metod napft. pro vy-
voj novych bojovych chemickych latek, kdy 1ze modelo-
vat jejich hypotetické vlastnosti, zkoumat dispozice
k reakcim a jejich biologickou aktivitu.

LC/MS/MS analyza vysoce nebezpecnych
organofosforovych latek

V otazce vyuziti téchto poznatkd v oblasti LC/MS/
MS analyzy jsou, v piipadé LC casti, vyuzitelné tivahy
tykajici se pfipravy vzorkl, vhodného zvoleni piislusné
kolony a vhodné kombinace mobilnich f4zi a pro vhodnou
volbu jejich modifikatorti. V1iv zmiflovanych deskriptori
pro hmotové identifikatni ¢ast je neoddiskutovatelna
z hlediska ur€eni vhodnosti zkoumané latky pro ESI tech-
niku a nese s sebou informaci o volbé velikosti ioniza¢ni-
ho napéti z dlivodu mozné nezddouci fragmentace zkou-
mané molekuly jiz v této pfedcasti MS/MS systému.

Vyuziti LC metody pro analyzu organofosforovych
bojovych chemickych latek (BCHL) bez tandemu s dalsi
identifika¢ni metodou nelze povazovat za vyuZivany po-
stup. Je to dano zejména hydrolytickymi predispozicemi
téchto latek, a tak ptima analyza, navic s velkymi kvanti-
tativné analytickymi ambicemi, zde nedava pfili§ smysl.
Také moznosti derivatizace rozkladnych produktti tohoto
typu vzorku, toliko pro GC/MS vyuzivanymi silylacnimi
¢inidly, je u tohoto typu instrumentace principialné ne-
mozna.

Naprosto bézné se ovsem s vyhodou a vysokou citli-
vosti vyuziva tandemu LC/MS/MS k analyze rozkladnych
produktti ¢i vysokomolekularnich aduktd organofosforo-
vych BCHL s afinitnimi proteiny. Oudejans® metodou
LC/MS/MS analyzoval latku VX v souvislosti s jeji stalos-
ti vporéznich materidlech po dekontaminaci. OPCW
a Lee®® oznaGuji metodu LC/MS/MS jako efektivni néastroj
k forenzni analyze environmentalnich a biomedicinskych
vzorkl, kde se da s uspéchem dosahovat v identifikaci



D. Trefilik

rozkladnych a metabolickych produktt citlivosti fadové
1 ng ml™', resp. 0,1 ng ml™" pii praci v modu iontové selek-
ce (SIM). Tsuchihashi® nebo Katagi*® zdtrazituji vyznam
metody LC/MS/MS pii moZném zneuZiti latky VX, kdy
stavéji na své historicky stale nepiili§ vzdalené analytické
zkuSenosti se zneuzitim sarinu v tokijském metru.

Bryant”’ ve své studii vyuzival LC/MS/MS a zjistil,
ze degradacni metabolické produkty téchto latek jsou
mnohem stabilnéjsi, nezli jejich ,,rodice”. Jejich mnozstvi
v biologickém vzorku je tak vhodnym méfitkem intenzity
intoxikace jedince.

GC/MS je pro analyzu organofosfati velmi efektivni
metoda, nicméné mé své limity pro analyzu jejich rozklad-
nych produktti, kdy je nelze stanovovat pfimo a je tieba
vhodné derivatizovat a tudiz komplikované prevadét roz-
kladné produkty do organického rozpoustédla®®>°.

Mirbabaei pfi studiu®’ biodegradace A-234 pouzil
triplkvadrupol Agilent 6410B. Vysledkem studie bylo
zjisténi, ze A-234 je vyznamnym urindlnim markerem
intoxikace touto latkou a byla prokazana pfitomnost aduk-
th A-234 s aminokyselinou tyrosinem a enzymem AChE.

LC/MS/MS metoda se tak stala pomérné atraktivni
formou ur¢ovani degradaénich produktti bojovych chemic-
kych latek vyuzivajic jejich stalosti, relativni polari-
ty, ktera umoziiuje pfimou analyzu vodnych vzorkl nebo
vodnych extrakti s jejich nevyznamnou nebo zadnou dalsi
upravou.

Neuronové sité jako nastroj pro zpracovani
objemného mnozstvi dat

Pokusy transformovat neurdlni propojeni v lidském
mozku do matematického modelu, ktery by byl schopen
slozité nelinearity postihnout, jsou znamé jiz v pocatcich
40. let 20. stoleti. Zjistilo se, ze navrhnout strukturu mode-
lIu nebude nikterak slozité, nebot’ jde jen o to zkopirovat
analogii fungovani neuronové sit¢ v mozku a vhodné ji
modifikovat. Donald Hebb*? v roce 1949 ve své pielomo-
vé monografii tak na zaklad¢ svého studia této biologické
analogie apodminénych reflexii definoval algoritmus,
ktery umoznoval ucit neuron zménou vah jeho vstupu.
Vysel tak z jednoduché myslenky, Ze pokud je neuron
excitovan korektné, pak se posili spoje, které k excitaci
vedly. Naopak pokud bude excitovan nespravngé, je tieba
tyto spoje oslabit. Metoda ve svych pocatcich neumozio-
daleko rozsahlejsi topologii neuronové sité, a tim i fadové
vyS$8i naro¢nost na vypocetni vykon. Vyvoj neuronovych
siti také brzdila skute¢nost, ze nebyl dlouho definovan
algoritmus uceni vicevrstvych neuronovych siti. Ten byl
postaven az roku 1986 na principu zpétného Sifeni chyby.
S postupnym rozmachem informacnich technologii ekvi-
valentné tomu rostla i slozitost redlné vyuzitelnych topolo-
gii 1 pocet aplikaci, veetné téch vyuzitelnych v oboru che-
mie®.

Piikladem budiz klasifikace vin®*, kter4 fesi hypote-
ticky problém, zda lze ze souboru rtiznorodych chemic-
kych deskriptorti zjistitelnych jednoduchou chemickou
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analyzou odhadnout s vyuzitim neuronové sité jejich pi-
vod, tedy konkrétni vinafstvi. Byla vzata vina bez ohledu
na jejich druh ze tfi rliznych lokélné pfibuznych vinafstvi
a byla provedena chemicka analyza 13 vlastnosti (z nejdi-

vvvvvv

zenin, pH usazenin, obsah hot¢iku, fenolu, intenzita zbar-
veni, aj.). Ke kazdému takto popsanému vinu bylo piitaze-
no vinafstvi. Tento soubor dat slouzil k tomu, aby se neu-
ronova sit’ o deseti skrytych vrstvach naudila s definova-
nou chybou rozeznévat, kterd vina patii jakému vinafstvi.

Gasteiger’ popisuje vyuZiti neuronovych siti v riiz-
nych oblastech chemie, konkrétn¢ v odhadovani chemické
reaktivity, kde deskriptory jako totdlni ndboj, disocia¢ni
energie, elektronegativita, polarita byly vstupem do sité
a vystupem byla ofekévana reaktivita. Tento model pak
Rése® realizoval na vyzkumu zabyvajicim se predikci
heterolyticky Stépicich se vazeb a odhadu reaktivity che-
mickych reakei. Cilem bylo vytvorit Sirokou databazi ele-
mentarnich reakci ve vazbé na rozdilné fyzikalné-
chemické parametry téchto reakci. Nasledné pak vyuzit
zminéné databaze s myslenkou, Ze tuto znalostni databazi
1ze dale doplnovat a vysledky zlepSovat.

Tusar® pfi HPLC analyze komponentii vin $panél-
ského ptivodu sledoval zavislosti pH na obsahu alkoholu.
Podle schopnosti délit jednotlivé charakteristické kompo-
nenty vina spocital faktor selektivity SF. S pomoci mode-
lovaciho nastroje publikovaného Zupanem®’ zaloZzeném na
metodé nejmensich ¢tvercti promitl 3-D graf do pudorysné
roviny a interpoloval zavislost faktoru selektivity SF na jiz
zminénych veli¢inach.

Ten samy problém nasledné modeloval s pomoci
neuronové sité, ktera se skladala ze dvou stejnych vstup-
nich deskriptorti, Sesti neuronit v jedné skryté vrstvé
a vystupem byl sledovany faktor SF. Porovnani vysledki
obou modelt Ize nalézt v obr. 1.

Otto a spol.*® studovali vliv reakénich podminek nit-
race benzenu na vznik jeho monosubstituovaného deriva-
tu, resp. poméru paraleln¢ vznikajiciho p-nitrobenzenu
a o-nitrobenzenu a také m-nitrobenzenu. Pro optimalizaci
reakéni smési a podminek reakce, s cilem ziskévat pte-
vazné jeden z derivatd, pouZil neuronové sité.

Vyznamné Zi aplikace neuronovych siti,
zejména v oblasti fyzikalni chemie, Ize nalézt napt. u Ku-
lichenka a spol.*’, kde autofi propojili teorii funkcionalu
elektronové hustoty s neuronovymi sitémi zaroven porov-
navaje efektivitu téchto metod v aplikaci na vypocet mezi-
atomarniho potencialu majiciho vliv na stabilitu studované
molekuly. Zjistili, ze vyuZiti neuronovych siti, resp. stro-
jového ueni, ma znatelny vliv na pocet ab initio iteraci
pti DFT vypoétech a tim vyznamné redukuje vypocetni
Cas a eliminuje chyby.

e

Experimentalni ¢ast

Na zakladé potieby unifikovat a akcelerovat postup
nalezeni optimalni metodiky vyuzitelné pro analyzu vo-
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Obr. 1. Porovnani vysledki ziskanych polynomickou interpolaci (a) a generovanych neuronovou siti (b)*’

jensky vyznamnych organofosforovych latek metodou LC/
MS/MS, aplikovatelné v mobilnich a stacionarnich labora-
tofich ACR, vyvstala snaha o navazani na sou¢asné trendy
v oblasti zpracovani velkého mnozstvi dat neuronovymi
sitémi a na soucasné moznosti modelovani desktriptort
molekul na zakladé DFT.

Analyty

Ethyl-N-[1-(diethylamino)ethyliden]fosforamidofluori-
dat (A-234, 86 %) [CAS 2387496-06-0], S-[2-(diisopropyl-
amino)ethyl]-O-ethyl-methylfosfonothioat (VX, 92 %)
[CAS 50782-69-9], S-[2-(diethylamino)ethyl]-O-(2-methyl-
propyl)-P-methylfosfonothioat (R-33, 73 %) [CAS 159939-
87-4] (vée VVU Brno, Ceskéa republika), LTQ Positive
calibration solution (Thermo Scientific, USA), tributyl-
fosfat PHR1205 Pharmaceutical standard 99,8 % [CAS
126-73-8] (Sigma-Aldrich, USA).

A T

NN S/\/Nj/ §/\/Nj
o=p-F {_ 0=P— 0=P—
A Y

A-234 VX R-33

Pro analyzu byly vSechny analyty pfipraveny
v molarni koncentraci 40 pmol "', Vzhledem k nizké tenzi
par zkoumanych analyti bylo k davkovani analytu zvole-
no vazeni na analytickych vahach SAG 285 /M (Mettler
Toledo, Singapur) upravenych pro vazeni v digestofi
s vysokym tlakovym spadem.
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Rozpoustédla

Voda (Optima, USA) [CAS 7732-18-5], acetonitril
(Optima, USA) [CAS 75-05-8], methanol (Biosolve)
[CAS 67-56-1], kyselina mravenci (Optima, USA) [CAS
64-18-6], kyselina octova (Optima, USA) [CAS 64-19-7],
kyselina trifluoroctova (Optima, USA) [CAS 76-05-1] vse
v Cistoté LCMS.

Instrumentace

Jako kapalinovy chromatograf byl pouzit Ultimate
3000 v konfiguraci sestavajici se z vysokotlakého modulu
HPG-3200SD opatieného dvéma bocnimi ventily umoz-
nujicimi méfeni na dvou kolonach zaroven, dale
z automatického davkovace vzorkit WPS-3000TLS ANA-
LYTICAL a UV-Vis modulu DAD-3000. Kolony byly
temperovany v modulu TCC-3000SD. Konfiguraci byl
predstaven degasser SRD-3200 (vSe Thermo Scientific,
USA).

Jako hmotnostni detektor zapojeny v tandemu
s pfedchozi instrumentaci byl pouzit robustni LTQ XL
(Thermo Scientific, USA) systém s linearni iontovou pasti
a iontovou optikou tvofenou kvadrupdlem a oktapolem,
jako iontovy zdroj byla pouzita EST hlava.

RozpraSovaci plyn byl vytvafen generatorem dusiku
GENIUS XE 35 (Peak, Scotland UK) s vychozim nastave-
nim tlaku 100 psi. Jako kolizni plyn bylo pouzito stlatené
hélium 5.0 (Linde, Ceska republika).

Software

K ovladani HPLC systému byl pouzit Chromeleon
7.2.10 [komer¢ni licence] a k ovladani LTQ XL XCalibur
4.5, kde vzajemna komunikace mezi t€mito softwarovymi
moduly byla zajiStovana serverovym rozhranim SII for
XCalibur ve verzi 1.5.0.10747 [komeréni licence]. Namé-
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fend chromatografickd data byla interpretovana v jeho
toolboxu QualBrowser, véetné snimani hmotnostnich

spekter.
K tvorb¢ kvantové-chemickych grafickych vystupl
avypoCtu bylo pouzito softwaru Spartan 20’

(Wavefunction Inc., USA) [akademicka licence]. Neuron-
ové sité byly stavény s pouzitim modulu Deep Learning —
NeuralNetwork, ktery je soucasti baliku MATLAB 2023a
(MathWorks, USA) [Campus-Wide licence].
V MATLABu byly také tvofeny programové skripty pro
analyzu neuronové sité, které umoznily optimalizovat
podminky méfeni vybranych analyti.

Pro vytvéreni a ovéfovani fragmentacnich diagramt
byl vyuZivan robustni software Mass Frontier 8.0 SR 1,
kterého bylo také vyuzito k interpretaci hmotnostnich
spekter (Thermo Scientific, USA) [komer¢ni licence].

Volba deskriptori pro neuronovou sit’

Na zéklad¢ potfeby optimalizovat pomér vstupnich
parametrd LC na vystupni signal neuronové sité byly jako
,»vn¢j§i* deskriptory zvoleny sloZeni mobilni faze (B),
pritok mobilni faze (Q) a intenzita prutoku mlziciho ply-
nu (E). Zaroveini vsak byly, ve snaze postihnout vliv fyzi-
kalné chemickych vlastnosti molekuly, doplnény dalsi
intramolekularni ,,vnitini* deskriptory, vychazejici z DFT
analyzy analytu. Tyto vnitini deskriptory (tab. I) zaroven
plnily funkci rozlisujiciho markeru, ktery umozioval neu-
ronové siti prifadit k ji analyzovanym hodnotam tu kon-
krétni latku, které tyto hodnoty patii.

Pro vytvafeni neuronové sité byl pouzit softwarovy
prosttedek MATLAB a jeho Deep Learning Toolbox.
Byla navrzena topologie sit¢ (obr.2) s jednou vstupni
vrstvou obsahujici sedm deskriptorii (B, Q, E, L, H, D, S)
s nasledujici skrytou neuronovou vrstvou obsahujici vice-
vrstvy perceptron o 50 vrstvach. Jako aktivaéni funkce
skryté vrstvy byla zvolena hyperbolicka tangenta. Vystup-
ni vrstva obsahovala jeden target, reprezentovany intenzi-
tou signalu prekurzorového iontu.

Takto navrzena neuronova sit’ byla trénovana na 396
realné namétenych vzorcich studovanych analytl tak, ze

Skryta vrstva

®

50)
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100 % souboru méteni bylo pouZito jako data trénovaci
a nacez data klasifikovana jako testovaci (28 dat od kazdé-
ho analytu), byla naméfena posléze a byla pouzita k ovéfe-
ni uspésnosti natrénované sité. Trénovani bylo provadéno
do té doby, dokud uspésnost ueni sit¢ na trénovacich
datech a validace takovéto sité na testovacich datech nedo-
sahla hodnoty alesponi 98 %. Jako trénovaci algoritmus
byla zvolena Bayesovska regulace.

Ziskavani experimentéalnich dat

S pouzitim ovladaciho programu XCalibur byl napro-
gramovan proces davkovani vzorku tak, aby se ménily tfi
zasadni parametry méfeni — tedy slozeni mobilni faze
(B, [%]) reprezentované procentudlnim obsahem acetoni-
trilu, dale pritok mobilni faze (Q, [ul min™']) a hodnota
ShGFR (sheath gas flow rate) (E, [arb]). XCalibur také
daval pokyn periferii hmotnostniho detektoru nacist pfi-
slusny soubor obsahujici ladéni iontové optiky, kterd byla
optimalizovana na TBF.

Parametr B mohl nabyvat hodnot 0, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100 [%]. Parametr Q mohl nabyvat
hodnot 100, 200, 300 [ul] a hodnota ShGFR se pohybova-
la v intervalu 1040 [arb] s krokem 10 arb, tedy mohla
nabyvat ¢ty hodnot. Celkem tak XCalibur vydal pokyn
k proméfeni 132 moZznych kombinaci téchto hodnot pro
jeden analyt.

Pro realizaci méteni tributyl-fosfatu, latky VX a latky
A-235 tak bylo proméfeno 396 méfteni, ktera byla jesté
tiikrat reprodukovana z divodu kontroly stability sledova-

Tabulka I
Veli¢iny ziskané DFT analyzou

A-234 TBF VX
LUMO, eV (L) 1,77 1,9 1,61
HOMO, eV (H) -10,18 -12,51 -9,12
Dipdlovy moment, Debye (D) 7,77 5,39 3,92
S, Tmol ' K™ (S) 478,55 549,9 540,92
(" Vystupni vrstva )
b
O AnmE

e W

L

Obr. 2. Navrzena topologie neuronové sit¢ uréené pro uceni se na experimentalnich datech; b — bias (zesileni), w — weights (vahy)
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ného signalu. Mobilni faze nebyly nikterak modifikovany.
Nasttikavan byl vzdy objem 1 pl analytu. Sledovana inten-
zita hodnoty signalu prekurzorového iontu byla zazname-
navéana do souboru.

Aby bylo mozné cely proces automatizovat, byl sys-
tém nastfiku vzorku modifikovan tak, aby zajistil kon-
stantni podminky vSech méfeni, a to pfi minimalni mozné
spotiebé analytu a mobilnich fazi. Toto bylo realizovano
tak, Ze byl vzorek z autosampleru veden mimo kolonu
a DAD, ptimo do ESI. Davkovaci jehla byla promyvana
pted a po nadavkovani vodou o LCMS ¢istoté. Naméfené
vysledky byly zaznamenavany do tabulky, odkud byly
nacteny neuronovou siti a vyuzity k jejimu tréningu.

Vysledky a diskuse

Byl naprogramovan skript v prostfedi programu
MATLAB, ktery umoziioval fidit natrénovanou neurono-
vou sit’ a vyuzit ji kinterpolaci grafickych dat s cilem
ziskat vizualizace prib&hu experimentu o mnohem vétsim
rozliSeni umoZilujicim pfesnéjsi nalezeni optima parame-
tri B, Q, a E. Tento posun v interpretaci je zobrazen
v obr. 3.

Variaci proménné E, pii vSech moznych kombinacich
proménnych B a Q, byla ziskana takova jeji hodnota, kdy
intenzita signdlu prekurzorového iontu byla maximalni
anasledn¢ byla pfi této hodnoté odectena optimalni By
a Qopt. V dalSim kroku byla do systému zapojena kolona
Accucore™ Ci5 2,1 mm x 150 mm x 2.6 um, ktera se

300

Intenzita signlu prekurzorového iontu [-]

20 30 40 50 60 70 80 90 100

) o ize |, 1000
Obsah B-slozky mobilni fize [%] /iy

5+
300
250
10 ) MObiln; 150
i
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ukézala jako nejvhodnéjsi pro eluci téchto skupin latek,
které byly eluovany izokraticky podle jejich zjisténych
optim v rdmci simulace méfeni vyuzitim neuronové sité
(tab. 1I).

Nasledné byla provedena optimalizace kolizni ener-
gie tak, aby bylo mozno sejmout kvalitni ms® spektrum
latky A-234 a ulozit jej do knihovny.

S cilem zlepsit ionizaci vzorku a ziskat tim jeSté vetsi
odezvu sledovaného signalu byla vodna mobilni faze mo-
difikovana nejprve kyselinou mravenéi, pak octovou,
a nakonec kyselinou trifluoroctovou, vzdy v koncentraci
0,1 %. Zisk na intenzité¢ signalu ¢i jeho ubytek lze nalézt
v tab. IIL

Na latce A-234 byla provedena analyza fragmentac-
nich fad svyuzitim softwaru MassFrontier (obr. 4), se
zjisténimi, ktera nachézeji shodu se studii jinych autorg®.

Byla ovéfena moznost vlivu hydrolyzy latky A-234
pfi kontaktu s mobilni fazi o optimalnim poméru slozky A
a B. Za predpokladu vyznamného nadbytku mobilni faze
viuci analytu byla sledovana hydrolyza povazovana za
reakci 1. fadu, z ¢ehoz byl odvozen polocas rozpadu 4 h
49 min a konstatovano, ze vzhledem ke kontaktu latky A-
234 s mobilni fazi v pribéhu eluce na koloné neptekracu-
jici celkovy ¢as 30 min, Ize povazovat vliv hydrolyzy za
zanedbatelny.

V ramci studia kinetiky hydrolyzy latky A-234 bylo
zjiSténo, ze optimalizaci souboru experimenti neuronovy-
mi sitémi dosSlo ke zvyseni odezvy analytického systému
v celkovém thrnu o 1080 %. Mezi detekce se pro latku
A-234 stala koncentrace fadové 1 pgpl™, u latky VX

E=10arb

2 40

Ini faze (%]
Obsah B-slozky mobil Obsah B-slozky mobilni fize [%]

Obr. 3. Pivodni rozliseni naméi‘enych dat (a), projekce simulace neuronové sité do 3D (b), primét do plochy Q, B (c¢) vSe pfi
E =10 arb u latky A-234. Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy.

Tabulka II

Optimalni hodnoty deskriptorti pro maximalizaci hodnoty signalu iontu prekurzoru

Deskriptor A-234 TBF VX R33
Obsah B-slozky mobilni faze B, % 33 51 62 38
Priitok mobilni faze, pul min™ 105 250 213 223
Hodnota ShGFR, arb 28,35 26,66 29,6 34,2
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Tabulka IIT
Ciselné vyjadfeni vlivu modifikatoru mobilni faze na ionizaci analytu
Mobilni faze A-234 TBF VX R33
Mravenci kyselina +23% +15% +28 % +29 %
Octova kyselina +36 % +12% +32% +30 %
Trifluoroctova kyselina -37% —-28% -35% -36 %
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D. Trefilik (NBC Defence Institute, Vyskov, Czech
Republic): Use of Modern Computational Methods and
Neural Networks to Optimize Methods for LC/MS/MS
Analysis of Military-Relevant Organophosphorus
Compounds

The search for the optimal instrumental settings of
conditions in chemical analysis is typically a lengthy pro-
cess. This article proposes the use of neural networks for
this purpose, particularly in relation to determining the
optimal conditions for the analysis of substances under
study using LC/MS/MS and ESI technologies, based on
the knowledge of their fundamental properties, referred to
as universal descriptors. The work focuses on finding such
analysis conditions that maximize the precursor ion signal.
The paper specifically addresses the question of whether
the results obtained from one type of analyte can be used
for neural-interpolated prediction of optimal conditions for
similar analytes.

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: LC/MS/MS, neural networks, electron density
functional theory, novichok, organophosphates, quantum
chemistry, optimization
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