Massenspektrometrie 11
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Teil 3 — Analysatoren:
Quadrupole und Ionenfallen




Analysatoren

- Ubersicht

- Quadrupole und lonenfallen

- Flugzeitanalysatoren und QTOF Hybride
- lon Mobility Spectrometry

- Hochauflosende MS: Orbitrap und FTMS
- Abgrenzung der Verfahren



Grundschema eines
Massenspektrometers

ion
source

Molekiile werden
ionisiert, um sie
analysieren zu konnen

mass analyzer

Trennung nach m/z
Verhaltnis

e Quadrupol

e Time-of-flight (TOF)

e ion trap

e Orbitrap

e Fourier transformation ion
cyclotron resonance
(FTMS)
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Nachweis der
Ionen

e multichannel
plate

e conversion
dynode/
electron
multiplier



Quelle: Curt Brunnee, Finnigan MAT, 1985



3a. Quadrupol Massenanalysator
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* First described by Wolfgang Paul and Hans-Georg Steinwedel (1953)
* Nobel prize in physics 1989 (Paul trap)



Theorie des Quadrupol-Massenseparators
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* Vier hyperbolische oder zylindrische Elektroden, zu
Staben ausgezogen

* Die jeweils sich gegeniiberliegenden Stabe werden auf
demselben elektrischen Potential gehalten (mit einem
Gleich- (U) und einem Wechselspannungsanteil V)

J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook



Theorie des Quadrupol-Massenseparators

Das ,,Quadrupol*-Feld
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Beschreibung der Ionenbewegung durch
die Matthieu Differentialgleichung

* u steht fiir die x- oder y-Richtung

* aund g beschreiben die Relation
zwischen dem m/z Wert des lons und

mit: den Eigenschaften des Quadrupols (r,,
y =dy = —dy = ) * a ist proportional zur Gleichspannung U,
0 g ist proportional zur Wechsel-
4zeV spannungsamplitude V
Ju = f4x = —{4y = 22
Mmw-r

Xz plane

Es gibt 2 Losungen der Gleichung:
I.  Endliche Bewegungsamplitude — ~-www~—mme vt somn oo
-> stabile Oszillation

Il. Il. Exponentielle Steigung der ﬁ xz plane

Bewegungsamplitude 2 w
Eliminierung des lons n




Beschreibung der Ionenbewegung durch
die Matthieu Differentialgleichung

resonant ion

Source

dec and ac voltages

http://www.mun.ca/pharmacy/undergrad/Tandem_MS_for_Drug_Analysis_lecture.ppt



Beschreibung der Ionenbewegung durch
die Matthieu Differentialgleichung

U, V sind variabel und werden im Quadrupol
gleichmassig uiber die Zeit t erhoht (,,scannen”)

) Die Bereiche der stabilen Oszillation fiir jede
Masse m, konnen im Diagramm der

Verhaltnisse von a, and q, dargestellt werden

a~Uu unstable region ) .
scan line

R,
stable region
of m,

stable region of m,

stable region of m, »

J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook



Scannen durch die stabilen Bereiche
der Ionen mit ansteigender Masse m,

ms ms

t~m

stable region of m,

stable region of m

scan line

e

J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook




Scannen durch die stabilen Bereiche
der Ionen mit ansteigender Masse m,

t~m

stable region of m
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scan line
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J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook




Scannen durch die stabilen Bereiche
der Ionen mit ansteigender Masse m,

m,  m, ms

t~m

UTTSTauTe TCYTUTT N .

scan line

my < m, < m, R1
. R,
stable region of m, .

stable region

of m,

stable region of m R

Allerdings steht jede Masse m_ nur fir kurze
Zeit am Detektor und wird in der Restzeit
ausgeblendet: Quadrupole haben daher
eine geringe ,full scan® Empfindlichkeit.

=
J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook

ral




Massenauflésung steigt im Quadrupol mit m/z

a unstable region . .
scan line

Konstante Peakbreite im Spektrum

(,,unit mass resolution”): dm=1
> @m/z20>R=20

> @m/z200-> R=200

> @ m/z2000-> R=2000

m1<m2<m3

stable region of m, tabl .
stable region
of m,

stable region of m, R
3
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J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook



Triple Quadrupol:
Kollisionszelle zur Fragmentierung (MS/MS)

Quadrupol 1

Massenanalysator
PFEG'HFSCI'F SCafn

Kollisionskammer Detektor

[

lonenquelle

Quadrupoh=

Massenanalysator
product ion scan

Quadrupol 3

* Im Quadrupol 1 wird das lon selektiert, das fragmentiert werden soll

* Im Quadrupol 2 befindet sich ein geeeignetes StoRgas (N,, He, Ar, Xe) bei
erhohtem Druck. Das Analytion wird durch StoRRe vibratorisch angeregt und
zerfallt (u.U. auch mehrfach hintereinander beim Durchgas durch Q2)

* Im Quadrupol 3 werden die Fragmentionen nach ihrer Masse getrennt
(,scanned”) und detektiert.

W.D.Lehmann, Massenspektrometrie in der Biochemie



Fragmentierung von Molektulen
Verifizierung der Identitat

MS #1 Fragmentation MS #2

Chamber
Sorting Breaking Sorting
molecules molecules Pieces
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1. Passen die einzelnen Puzzleteile? Wenn ja: Verifizierung des
vermuteten Molekiils

2. Strukturbestatigung oder -ermittlung
3. Datenbanksuche (Spektrenbibliothek, Sequenzdatenbank, ...)




CID (Collision Induced Dissociation)

* Dielonen werden in eine Wolke von Stoldgas geschossen.

* Durch StoBe mit den umgebenden Gasmolekulen werden die
lonen vibratorisch angeregt (aufgeheizt)

* |st die Vibrationsenergie hoch genug, zerbrechen die Molekule

Stol3gas
= Y
— oo — P:‘ ) g\ @
Analytion Anregung \
durch Dissoziation

Stosse



Triple Quadrupol:
Kollisionszelle zur Fragmentierung (MS/MS)

Collision
m cell m

m/z constant fragmentation m/z scanning

J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook



Tandem MS (MS/MS) im ,Triple Quadrupol® QgQ

m/z constant fragmentation m/z scanning

J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook
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Movie ,TQ-GC/MS*
0:42 — 1:50 min



Q1 oder Q3 konnen fur unterschiedliche
Zwecke getrennt gescannt werden

Product lon Scan

Q1 Q2 Q3
g g
° —»
o > ° —»
o >
E w
m/z constant fragmentation m/z scanning
Precursor lon Scan
Q1 Q2 Q3
w g
° —»
& —> °—»
o
w g
m/z scanning fragmentation m/z constant
Neutral Loss Scan
Q1 Q2 Q3
o —) e —p
o —> ° —»
o> o —>
g g

m/z scanning fragmentation

m/z scanning

|

_: synchron

Welche Fragmente gibt es flr ein
ausgewahltes Molekul ?

Welche besondere Seitenkette gehort
zu welchen Molekulen ? - Gruppen
gleichartiger Molekule werden
gefiltert.

Welche Fragmente bleiben Ubrig,
wenn eine bestimmte Seitenkette
abgespalten wird?

J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook



Q1 oder Q2 konnen fur unterschiedliche

Zwecke getrennt gescannt werden

Product lon Scan

Q1
E

o >
E

m/z constant

Q2

fragmentation

Precursor lon Scan

Q1
E

o —p
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m/z scanning

Q2

fragmentation

Neutral Loss Scan

Q1
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m/z scanning

Q2
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m/z scanning
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m/z constant

Q3
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m/z scanning

m/z 204,1
Selektion von

n-glycosylierten Peptiden



Q1 oder Q2 konnen fur unterschiedliche
Zwecke getrennt gescannt werden

Product lon Scan
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Identnfnznerung Phosphorylierter Peptide



Am wichtigsten! SRM / MRM zur Quantifizierung

SRM: Selected Reaction Monitoring
(MRM: Multiple Reaction Monitoring)

Ql Q2 Q3 Chromatogram
[ ) ) N — ]
° . MRM |
o < |
g @ °l M /‘-‘ @ o m Z| signal [I
"eu-u—i'u‘—'“"ﬁ"-_.g ,‘i
‘e ¢ o Yo o9 0 o =
O 0 ® \Uu o @ /1[\
_ _ |
| & & ) | Time
Analyte Fragmentation Fragment
Selection Selection

,Ubergang“ von Analytmasse M zu Fragmentmasse m wird beoachtet

Vorteil: maximale Empfindlichkeit fiir das beobachtete lon

* ~100% ,,duty cycle” fir das selektierte lon. Alles, was in der Quelle erzeugt
wird, lauft durch bis zum Detektor: maximale Transmission

* Alle anderen lonen, auch Rauschsignale, werden abgetrennt: maximale
Selektion mit groRtmoglichem S/N

* Eindeutige Identifizierung der Komponente durch Masse und Fragmente

* Die Intensitat des Fragments wird fur die Quantifizierung verwendet

David Campbell, Institute for Systems Biology, Seattle. Modified.



Quantifizierung von Clenbuterol in Pferdeplasma

1204
100
763
50
257

Clenbuterol; 277.0=203.0, 277.0=132.0, 277.0=1658.0; Clenbuterol_std-std_Plasma C1_8-16-2012.XMS;
Filtered

Apex: 2.026 min.
Area: 63979

Clenbuterol; 277.0=203.0, 277.0=132.0, 277.0=168.0; Clenbuterol_std-std_Plasma C13_8-16-2012. XMS

é 40—; Apex: 2.026 min. Filtered
] Area: 3.738e+7
Klig =
20—E _ I
5 2500 pg/mL [ _Verbotenes Stimulanz
b : In Pferderennen
IIIIII %ééimlnutesl
e /wei weitere
o - Analyt MW Quant Quadlifier F t q
Kalibriersubstanz: m/z  m/z m/z ragmente werden

deuteriertes
Clenbuterol (gleiche

lonisationseffizienz —p D9- Clenb 286
und Retentionszeit,

zur eindeutigen
Identifizierung
verwendet

Clenbuterol 277 168, 132

204

aber geringfugig

héheres MW) MRM: Q1 wird wechselweise auf Peakintensitat des
Masse 277 und 286 geschaltet. Fragments der
Q3 wird synchron wechselweise auf Masse 203 Da wird

Masse 203 und 204 (Quant) bzw. 168 zur Quantifizierung
und 132 (ID) geschaltet. verwendet



Quantifizierung von Clenbuterol in Pferdeplasma

Peakflache

. entspricht Menge drug MHTH
g% miz 277 203 v [M#H] 1,290,000
Z 50 |
] i

' D9-std MH]*
gwo m/z 286 > 204 / | 1,310,000
Z 501
g 0 - St _f--«M-N_.,

100)
3 TIC: m/z150-500 218,200,000
L
2

2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 120 time [min]
MRM Sequenz: Fester Zyklus:
Q1 Q3 Keine anderen
277 > 203 Komponenten
- 168 sind
- 132 wahrenddessen
286 > 204 sichtbar!

- 168




Quantifizierung von Clenbuterol in Pferdeplasma

14.0000

y(1st) = 0.0047x - 0.0141
12.0000 R2=0.9987

y(4th) = 0.0047x - 0.0413
10.0000 R? = 0.9989
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6.0000
4.0000 ® |st Curve

2.0000 x 4th Curve

0.0000
1000 1500 2000 2500

Concentration (pg/mL)

X ./‘y. _\’\ QC Mean Conc. | 7%RSD Max %
& " Sample pg/mL (n=6) Difference
;\ QCI 30 0.96 4.57

QC2 200 1.01 -3.13
QC3 1,800 1.36 10.2



Typische Anwendungsbereiche von QgQ

Quantifizierung !!!! in allen
Applikationen wie

* Pharma DMPK (drug and metabolite
pharmacokinetics)

* Lebensmittelkontrolle (Pestizide,

Vitamine, etc.)

Dopingkontrolle

Forensik (Drogen, Sprengstoffe, etc.)

Umweltanalytik

Klinische Diagnostik von Patienten

Targeted Proteomics




Pestizide in Gemuse
Test von 325 Pestizide in Tomate

TIC; 210210 ppb 0

10 ppb in tomato

ESI-MS/MS 3 g Tomato
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» 325 pesticides

* Total run time: 13 min.
* Only one injection

* LOQ =femtograms




Pestizide in Gemuse

Test von 325 Pestizide in Tomate

Abamectine

Aldicarb

S (RMS): 300 ; B
S 2080.827 =]
M- 6858 :

SN (RME); 158
S 22554 423
B 140,543

SN (RMS): 128 5 )
S 2564.535 : 5
N: 20,085 : .

-----

" B e B Saasaantt e T

SN (RMS). 78
= 7098,723
M 91,285

TTTTTTE T E T E T TR TS

......

Nachweis von 0.5 ppb

in Tomate




Chloramphenicol in Milch

« European Union has established a 0.3ug/kg
(0.3ppb) Minimum Required Performance
- Level (MRPL) in food matrix, as stated in the
- Commission Decision 2002/657/EC?

* 6-level matrix matched calibration from
0.020-1.0 ppb was performed with each
level analyzed in triplicates. .

Ly

W

Milk Matrix Blank ||

CAP (0.02 ppb in milk matrix)

R?=0.9980

3 3]

"5 7 10
Argurt At St (o




Quantifizierung von Dermorphin

Naturally ocurring hepta-peptide from skin of South American
tree frog

40x more potent than morphine
Used as an analgesic and anesthetic
Class-I prohibited compound in horse racing

Don‘t kiss that frog....



Quantifizierung von Dermorphin

Dafrearpliun, B03.4 = 6020, Darmod phin_20-958_C01_7-30-2012 wms, Fitered [Of=

.1.4']\‘(\*‘- [ Y .ﬂ-..-'"'L-\HAM..-.'...l""‘l

[ o —— T TH3 4 = ITTF.0. D

g, /‘J'\nfmmwmm.

g Fillered [0k

Fig. 1. Shows the LLOQ of 0.5ng/mL of dermorphin in
equine urine.

Column: C18, 3y, 2.1x100 mm
Injection volume: 40uL

Flow rate: 0.4 mL/min

Mobile phase A: Water with 0.2% Formic acid
Mobile phase B: Acetonitrile with 0.2% Formic acid
Gradient conditions:

, e , 0.00 min 95% A

Fig. 2. Calibration curve in the range 0.1-100ng/mL of 0.20 min 95% A

8.00 min 5% A

,,,,,,,, 8.50 min 5% A

8.5Tmin 95% A

i
At [ Arvt St (g}

dermorphin in equine urine.



Vorteile der QgqQ Technologie

* Praktisch 100% duty cycle bei SIM oder MRM Methoden, daher
unubertroffene Empfindlichkeit flir Quantifizierung oder
Targetanalyse

* Verschiedene Selektionsmodi Giber MS/MS durchfihrbar
(product ion, precursor, neutral loss scans)

* hoher Automatisierungsgrad, da viele Methoden vorhanden

Nachteile der QqQ Technologie

e Scan notig, daher geringe full scan Empfindlichkeit

e Begrenzte Anzahl von Komponenten im MRM messbar (Zeit
fir jedes MS/MS ist begrenzt)

* Begrenzte Massengenauigkeit und begrenzte
Massenauflosung



QgQ: Spinnenetz der Eigenschaften

MassS accuracy
40

price (low) mass resolution

speed of data acq full scan sensitivity

guantification
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http://www.vias.org/science_cartoons/thumbnails.html

1952:

1953/4:

1970s:
1980s:

1985s:
1989:

1995:

LC-ESI Ion Trap MS - Short History

Invention of the first ion trap by Wolfgang
Paul

German and US patents were granted
First attempts of HPLC-MS coupling

Electrospray ionisation was developed by
John Fenn and co-workers

First GC ion traps by Bruker and Thermo

Nobel Prize in Physics awarded to Wolfgang
Paul & Hans-Georg Dehmelt

First ESI traps by Thermo and Bruker

BDAL Training Document

Wolfgang Paul
1913-1993



Aufbau der Ionenfalle

Ion source

Injected ions
Ead-cap electrode man g

A

Ring electrode

J.H.Gross: Mass Spectrometry. A Textbook



Aufbau der Ionenfalle

Ring Electrode

Main or primary RF End Cap
781 kHz Auxiliary RF
(1/3 of main

N

- — Conversion Dynode

Lenses
Octopoles

‘ — Electron Multiplier

Entrance Cap —

Ion trap operations are controlled by voltages (amplitudes) of

primary and auxiliary RF
&7 BDAL Training Document



Aufriss eines Ionenfallen-
Massenspektrometers

In vacuum RF

detection High energy conversion
detector

lon trap  Fast acquisition circuitry

lon guide

High transmission dual
Nebulizer ion funnel transfer line

Fast-scanning
nCl Source (ETD) analyzer

Off axis geometry

Vacuum
Stage1 Stage2 Stage3 Stage 4

Atmospheric
Pressure
lon Source

48 BDAL Training Document



Erzeugung eines Massenspektrums

@

@ _ Auswurf (Scannen) (3 Detektion
Ionen-Akkumulation

Int.

m/z

Scanning the ions out of the trap by increasing
RF amplitudes and measure the response at the
detector.

Trapping of the ions
in @ 3-dimensional
multipolar field.

BDAL Training Document



1. Akkumulation und Speicherung von
Ionen in der Paul Falle

Application of an RF potential to the ring electrode
generates a 3-dimensional trapping field.

trapping in

(A) ] . .
radial direction

(B)

trapping in
axial direction

Radial Dimension

Wong and Cooks: Ion Trap Mass Spectrometry



1. Akkumulation und Speicherung von
Ionen in der Paul Falle

Application of an RF potential to the ring electrode
generates a 3-dimensional trapping field.

(A)
\—/ .l
i
e .'-'-’ J :; i '._h" ""..:- E .
(3 q’ﬂﬁ"ﬂ A E El thngd
P WRANHCA —
SRAZ, — Electrode
3 i
(B) /—_\ l
- 10mm—»
v End Cap Electrode

Radial Dimension

Wong and Cooks: Ion Trap Mass Spectrometry



1. Akkumulation und Speicherung von
Ionen in der Paul Falle

e The main RF applied to the ring Ring electrode
electrode forms a "trapping Main RF
pseudo-potential well” that enables
ion storage;
so one can think of the ions rolling
downhill and getting trapped in the $
well.

¢ A repelling potential applied to @@ ® ® ® 0
the end cap enhances trapping 0
efficiency. $ @@ (%)

e Damping of the ions: Due to ® ®
collisions with helium the ions OPND) @@
loose kinetic energy and are @ © O
focused in the centre of the trap. 0 ¢

e The ions oscillate in the center of $ $

® ¢

the trap. The ion cloud is typically
2 mm in diameter.

BDAL Training Document



1. Akkumulation und Speicherung von
Ionen in der Paul Falle

Ions are focused in the centre of the trap by collisions with helium.

This focusing process is comparable to a flock of sheep which is
herded together by sheepdogs.

53 BDAL Training Document



1. Akkumulation und Speicherung von
Ionen in der Paul Falle

a~Ufm Stabiler Bereich fir
Ionen (Mathieu
end cap Gleichung wie im
electrode QqQ, aber mlt U= — O)

ring electrode

q~V/m

ring electrode

end cap
electrode



1. Akkumulation und Speicherung von
Ionen in der Paul Falle

lonen liber einen moglichst

breiten m/z Bereich sollen

gleichzeitig in der Falle

gespeichert werden (vgl.

yoverlapping area“ im QgQ,
ring electrode daher auch U_ =0)

a~U/m

end cap
electrode

q~V/m

ring electrode

end cap
electrode



2. Auswurf (Scannen) der Ionen aus
der Falle heraus

Die Wechselspannungs-
amplitude V. der Ringelektrode

RFvoltage Wird nun erhoht

a~U/m

end cap

electrode
Resonanter axialer Auswurf

ring electrode

q~V/m

ring electrode

end cap
electrode



2. Auswurf (Scannen) der Ionen aus
der Falle heraus

a”~U/m Die Wechselspannungs-
amplitude V. der Ringelektrode

RFvoltage Wird nun erhoht
end cap

electrode
Resonanter axialer Auswurf

ring electrode

q~V/m

ring electrode

end cap
electrode



2. Auswurf (Scannen) der Ionen aus
der Falle heraus

a”~U/m Die Wechselspannungs-
amplitude V. der Ringelektrode

RFvoltage Wird nun erhoht
end cap

electrode

ring electrode Resonanter axialer Auswurf

q~V/m

ring electrode

end cap
electrode



2. Auswurf (Scannen) der Ionen aus
der Falle heraus

a”~U/m Die Wechselspannungs-
amplitude V der Ringelektrode

RFvoltage Wird nun erhoht
end cap

electrode
Resonanter axialer Auswurf

ring electrode

ring electrode

end cap
electrode



2. Auswurf (Scannen) der Ionen aus
der Falle heraus

a”~U/m Die Wechselspannungs-
amplitude V der Ringelektrode

RFvoltage Wird nun erhoht
end cap

electrode

ring electrode Resonanter axialer Auswurf

q~V/m

ring electrode

end cap
electrode



2. Auswurf (Scannen) der Ionen aus
der Falle heraus

a”~U/m Die Wechselspannungs-
amplitude V der Ringelektrode

RFvoltage Wird nun erhoht
end cap

electrode

ring electrode Resonanter axialer Auswurf

q~V/m

ring electrode

end cap
electrode



Wichtig: die Anzahl der gespeicherten Ionen
muss kontrolliert und begrenzt werden

Calibrant with theoretical m/z = 922.01

Int.] 2
AN
o
6
4
o
i o
2 S
o
| /\ 3
(qV]
(@)
) 5
O B

920 921 922 923 924 925  mlz
Geeignete Beladung der Falle resultiert in guter Massenaufldsung

BDAL Training Document



Wichtig: die Anzahl der gespeicherten Ionen
muss kontrolliert und begrenzt werden

Calibrant with theoretical m/z = 922.01

©

Int. | N

| o
2.0]
1.5
1.0
0.51

920 921 922 923 924 925  mlz
Zu viele Ionen: Uberladung ! — o schlechte Massenauflésung
Ein zusatzliches Feld wird e schlechte Massengenauigkeit

durch die hohe Beladung
erzeugt, die den Auswurf der
Ionen beeinflusst BDAL Training Document



ICC = Ion Charge Control

. "Ion Charge Control"” (ICC)

ICC Target - Die Akkumulationszeit wird
automatisch eingeregelt,
indem der Intensitatsverlauf
Ion counts der vorangehenden Spektren
extrapoliert wird.

\ ( ‘ ﬂ ﬂ (Accumulation » Es wird eine konstante Anzahl
time von Ionen in jedem Scan
gespeichtert

U  Der HPLC-Peak wird aus der
Division der Anzahl der Ionen
d ) u mit der Akkumulationszeit
rekonstruiert.

» time

BDAL Training Document



Ionenfallen: hohe Massenauflosung, aber
limitierte Massengenauigkeit

Maximum Entropie
Deconvolution

30] * Apo-Myoglobin R =32,000

1 A Holo-Myoglobin Mass error 50 ppm
2.5-

A

i 8+ 17557 17562 17567 17572 17577 m/z
2.07

1 A Myoglobin
1.57 9+ A

: ¥ 0
1.0- *

_ A
0.57 I 6+
O.O-A’ L#Lljlml .|L V. - . All .

2000 2200 2400 2600 2800 miz



Erzeugung eines MS" Spektrums

(3)Excitation

“MS/MS in time”

m/z

Focussing of
@ g Detection

Fragments

(6) Ejection



Erzeugung eines MS" Spektrums
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Erzeugung eines MS" Spektrums
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Erzeugung eines MS"

Spektrums
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Erzeugung eines MS" Spektrums
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Erzeugung eines MS" Spektrums
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Erzeugung eines MS" Spektrums
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Erzeugung eines MS" Spektrums
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Erzeugung eines MS" Spektrums
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Erzeugung eines MS" Spektrums

MS

Mms3

m/z

m/z

Strukturen kdnnen relativ
o 3 Ms§ einfach verifiziert oder sogar
) de-novo abgeleitet werden,
MS5 da immer Kklar ist, von
| ‘ |

welchem Vorlaufer das
m/z nachste Fragment stammt.




Erzeugung eines MS" Spektrums

Inienz. 4 13330 Profie Specinam | =

ik M-+Na]~
4 MS [ a]
4] Jro 1024.0
1211 2130 a2g70 4083 £29.5 7I29 g agsan L 11108 11807 12739 15237
E . by ol o b I A e e ol oo b b i " Y
x10 120 Profie Spectoam
1.0 I 2 [(M+Na) - 28]+ _136+.3
Ms@ only loss of M,
05 no structural informations
I'II1 —
] \ Picfie Spectnam
1.59 ;.m 12563 13650
10] @ MsG) —
03 BE31 119
059 E24F  EDES 0.7 qag =60 11350 i 137 14201
n . i I i — M il
; 04- : -(501+H) 11380 Pictie Spectnm
Ha 7436 i
Elney E24 K £38.0 coe g 10157 12483 yagaq qamaE
Ak 3’: 384 (fragment of 501) Profle Bpectnm
1561 . MS(5) 7439
1248
1.04 g.,g 1127.9
a5 4490434 0 E51 8 l adss 10141 10731 l 124790 13377 1444 5
- e R PR . S T T S 1 i Lkl TR T ]
w104] ;13:. 250 Profie Soecinam
Ry {ﬁ} T
A+ MS e
=R 12680
;-‘" 4368 | EFE.8 7438 107E7F 1140.2 12874 14206 | |
0 ooy Ty e = et = - il
- 20 a0 500 810 1000 1200 1400 'z

b} TrisOMp ...‘..%EH?L 1365
(+Na) -

119: Ph-NCO

996 726
Ph: phenyl Bzl: benzyl 863 11?,‘_] 1120 ,I‘“ 1024 755
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Problem bei MS/MS: 1/3 Regel

1/3 Regel:

Das minimale Verhaltnis zwischen Fragmentmasse und
Analytmasse ist ~ 33%,

d.h. von einem Analyten der Masse m/z 900 kann kein
Fragment < m/z 300 detektiert werden.

Grund:

Bei der Anregung der Analytionen zu den Stdssen wird eine
bestimmte Anregungsamplitude bendtigt. Diese ist bereits so
hoch, dass kleine Fragmentionen nicht mehr stabil in der Falle
bleiben, sondern bereits unkontrolliert ausgeworfen werden.



Problem bei MS/MS: 1/3 Regel

Intens,|

122. +MS, 18.8-18.9min #1524-#1532
x10/ |

| 357.2
3 -
2 -
1 -

679.4
840.3
558.0
459.2 992.5
0 T . Jl S T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Analytion der Masse 840 soll fragmentiert werden.




Problem bei MS/MS: 1/3 Regel

Intens.-122
ad1 +MS2(840.3), 18.8-18.9min #1527-#1533
. 734.3
251
603.4
2.0-_ 290.1
. 862.5
1.5
] l 516.3
I 1059.5
. |
1.0
- |
|
0.5 l 372.%141.3 688.4 991.5
[ 1203.6 1488.7,
| 1310.6
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Fragmente unterhalb von 275 Da sind nicht sichtbar



Zusatzliche Fragmentierung in der lonenfalle:
ETD (Electron Transfer Dissociation)

Multiply
Reagent odd-electron
charged .
| radical protonated
analyte anion Peptide: instable!
(n= 2)
® [
Electron-> Cleavage of
+ transfer N-Ca bond

« Bedingung sind mehrfach geladenen lonen (n = 2) aufgrund der
Ladungsreduzierung

» Prompte Fragmentierung an der Amidbindung, d.h. Modifikationen
(Phospho, Glyco) bleiben am Fragment erhalten

» Grosse Peptide oder kleine Proteine kbnnen fragmentiert werden

Syka et al. 9528-9533 PNAS
June 29, 2004 vol. 101 no. 26



Zusatzliche Fragmentierung in der lonenfalle:
ETD (Electron Transfer Dissociation)

" il

o

Fluoranthene
1. Electrospray anion Gate Lens (nCI) = block
" ion accumulation \= =3,
/‘
2. Precursor ‘1 -

- - - Q_)
ion isolation O L St

3. Reactant anion

accumulation Gate Lens (nCI) = pass
(nCl source)

\- o5
L-Ji'/
4. ETD fragmentation /-
A

ol EEE()O

—_,

5. Scan J

\_ Skimmer = block Y




ETD zur Ortsbestimmung der Phosphorylierung

CID spectrum of the doubly charged phosphopeptide
TGSESSQTGTSTTSSR (11 potential phosporylation sites)
With CID, the phospho-group gets lost immediately.

Abs. Int.* 10e B
1] Fs—4+—5—4+— 00 —4—T— —T—

—T—tC+—T—t+-— ——
b-Pi b—E—+5—+5—+—0——T—
s Fi—t—T—t—T-—t+5—+—T—+G+—T— L —s—t—5—
i -18 8
TGSESSQTGTSTTSSR s
. . y B
Phosphorylation site T1 or S3? T
b-Fi 5 y-18 12
7 "_-,-"—Fl'i 7 ! tI—F'Ii 12 yw-Pi 16
b-Fi 10 =18 11 .
b-Pi 6 ' - - y-17 16
. | b7 | | y-189
bR b-Pi 7 g
v-18 4 i g vl
N T v B 107
bpiz BRI w4 we ] v 10 - w1814 b-Pj 1B
y2 ¥3 b4 bs | b8 pio Y1 pa b
0 L ' Ll ! ' N TR | el wl e
L I L L L I A B
2l 200 400 BO0 800 1000 1200 1400 miz

from eukaryotic translation initiation factor 4B



ETD zur Ortsbestimmung der Phosphorylierung

ETD spectrum of the doubly charged phosphopeptide

TGSESSQTGTSTTSSR (11 potential phosporylation sites)
Correct asignment of the phospho-group which is maintained on the
respective amino acid.

Abs. Int.* 1000

I+1

200+

2504

200+

150+

100+

&0+

|

I_ *
—5 ——5——F S G+—T—

—T——5 ——T—+G+—T
TGSESSQTGTSTTSSR
7+7 16
S3? Yes Vv ]
z+|1l 1|5
sz
z+1 15
7+1 19 Z+113 '
z+28 T L | z+1 14
16 2T z+1 11 | iy
z+14 7425 7 | .
T l l i | uL
I 1 . ,l T AR 1 LiiJJLLLﬂmMLLLuLLu;M MI
. T T T T r r T e L B
400 RO a00 1000 1200 1400 1800 iz



ETD: Deamidation of Asparagine

0

Asparagine NH, Asn —» ASp & ISOASp = Am 1 Da
j\ @ jj\ Asp & IsoAsp are isobaric!
N ™~ e

mimide

Intermediate u ReduceS aCtIVIty Of drug

= Protein folding diseases
M/(” =
HN HN—CH;

0

kﬂ ‘f Deamidation of asparagine (Asn):
,-JI\ \CJ\ L N%“CH” = Reduces shelf life of drugs

Aspartic acid

Isoaspartic acid

Asp & IsoAsp can only be differentiated by ETD!




ETD: Deamidation of Asparagine

Intens. | 7
x1041 ETD of 603.7 (3+) 3

3] VVSVLTVLHQDWLDGK
i 3+
- 604.1 2+ Ci3

1 905.6
| z+1 Cio0
- z+1 Cs 6 z+1 Co

14 ) 3 z+1, o, 14 L 1+ cy Z+ly C13 z+1,, Cu 18111 .

1+ 7174 14 1093.7 1+ 1+ 1+ :

] 303.1 515.4 845.4 | 965.7 L+ 15079, 1
. ] 416.3 I 1208.71295.7 1394.8 1594.9/1679.9

0 J |\ L, L R A T 1

x10%4] 57

1 ETD of 603.7 (3+) Z3

5 VVSVLTVLHQD DGK 1+
: 1811.0

43 23+1'57 zt+lg c Ci3t57
. 7+1 Cs 1+ 10 C,3+57

33 3 14 7174 549 L+
x 1+ 7905 5 1093.7 C13 Cyy
] +1 z+1 965 6 1+

23 4 > 845.4 C
i Cy I 12 1507 9| 91679.9
1 | 1+ 602.4 11 15957 594.9; '
n . . 1+ 27

13 |246.1 416 3 1+ 1394.8
1 ' ] l 1208 7 l 1564

o . : ] I\ l 'Y l A | . IL l -~ A ll N 1llx -

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 mz

Mukherjee R, Biocon; Rapid Commun. Mass Spectrom. 2010; 24: 879-884



ldentifizierung von Unbekannten durch
Spektrenbibliotheksuche

= Analysis of a drug mixture using alternating polarity and MS3
= One compound is ionized only in negative ion mode

Intens.

x10’1 Base Peak Chromatogram BPC positive mode
6_

4_

(I U Y N

Intens.

x101 Base Peak Chromatogram BPC negative mode
6_.
4_.
2_

—— T T
1 2 3 4 Tlme[mln]




ldentifizierung von Unbekannten durch

Spektrenbibliotheksuche

|dentification of glafenin in positive and negative mode via MS? and MS3.

+MS, 3.3-3.3min #892-#898
373

-MS, 3.3-3.3min #889-#895

‘MS 371

114 159 198 224 113
TMS2(373), 3.3.3.3min #893-#899 "MS2(371), 3.3-3.3min #890-#896
281 MS?2 207
l 355 235 279 .
LIBRARY: Glafenin; IT ESI +MS2(373.039) (P: 997, F: 997, R: 997, M. 1000) LIBRARY: Glafenin; IT ESI -MS2(371.161) (P: 924, F: 998, R. 925. M; 1000)
| Il

281 . oy 297 o N N
Library Reference /Y\ JL; Library Reference /\(\ NJL;

Spectrum ( Spectrum i\)\

355 \NJ
+MS3(373->281), 3.3-3.3min #894-#900 -MS3(371->297), 3.3-3.3min #891-#897
246 'MSS 253
162 218 281
116 ! 1 L ¢ I ®
LIBRARY: Glafenin; IT ESI *MS3(373.030->281.068) (P: 984, F- 993, R: 984, M: 1000) LIBRARY: Glafenin; IT ESI -MS3(371.1615297.168) (P: 964, F: 1000, R: 964, M: 1000)
. 246 o _ 253 A
Library Reference 2 Lj Library Reference Y JLJ
Spectrum e - Spectrum
. '\

@ ae | . LI L
—— et e e e —— ,
100 150 200 250 300 350 400 450 miz 100 150 200 250 300 350 400 450 miz




Synthesis Control

Verification of sample identity:
C,,H,BrN. (MW 329.03 Da)

» Confirmation of the molecular weight (MW)

> Reassurance of the molecular structure

Dr. Jan Pavlik, Cayman Pharma s.r.o., Czech republic



Synthesis Control

Intens. |

MS Spectrum
» Perfect match of m/z and isotopic pattern
Intens.
107_
e 329.99 oom
331.98
3 -
- - C14H12BrMa, M+H |, 330.03
A 100 —
o ]
1 an -
Mass error 60 -
. 0.04 Da s
- 20 H
0 _, . . ; . - T
o R 328 330 33z 334 miz
2 . -

240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 m/z

Theoretical Isotope Pattern



Synthesis Control

Strukturverifizierung durch MS3

Intens.
x10%4 4

6‘_ O

NH
©/ 222.1

PD158780 MSMS pos Mode00003.d: +MS3(331.5->250.1), 0.5-2.1min #24-48

-

233.1
4 -
- C@ C@
NH 209.1
174.1 196.1 k
0 . 14,7-1 P o
80 100 120 140 160 180 200 220 240 m'z




Vorteile der lonenfallen

* Hohe “full scan” Empfindlichkeit: gesamte Information bei
Molekilmischungen oder MS/MS Spektren kann erhalten
werden

* Hohe Empfindlichkeit und Messgeschwindigkeit

* Verschiedene MS/MS Moglichkeiten: CID und ETD

e MS" zur Strukturverifizierung

 hoher Automatisierungsgrad, robust und einfach zu bedienen
* Geringe Anschaffungskosten

Nachteile der lonenfallen

* Begrenzte Massengenauigkeit
e 1/3 cut-off bei MS/MS
* Begrenzte Moglichkeit zur Quantifizierung



lonenfalle: Spinnenetz der Eigenschaften

Mass accuracy

40
30
price (low) 20 mass resolution
10
—
speed of data acq full scan sensitivity

guantification



- That's it for Part One!!!

\ #
¥

Questions???



