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Was bedeutet LC-MS ? I

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Trennt Substanzen aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften

(polar, unpolar, Saure, Base, ...).

“. der Ubergang (Interface)

Ein Prozess, bei das Lésemittel entfernt und der Analyt geladen wird.

MS (Massenspektrometrie)

Ein Prozess bei dem lonen generiert und

aufgrund ihres Masse/Ladungs-Verhéltnisses (m/z) detektiert werden.

ie!
LC-MS )|
I'"_
/ ) Controller Ofen Software:

e ] LCMSolution
=0 "

- | - | —_— =
m O
Autosampler | =

= 0 -
& bE =1 [
Degasser Binéres UV-Detektor (nicht abgebildet) I
Pumpensystem
HPLC MS

Quelle: SHIMADZU
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BBGes
mﬂEﬂl

Software:
LCMSolution
Degasst Sincires o UV-Detektor (nicht abgebildet) I
> D
HPLC Ms
Quelle: SHIMADZU

HPLC - Chromatographie - Parameter

= Eluenten

(Wasser, MeOH, ACN, fliichtige Salze, Sauren)

= Flussrate (ul/min ... mL/min)

[
E——
—
—
= &

= Sdulenwahl (PFP, .., C8, C18) g

= PartikelgroBe des Saulenmaterials

(25 pm, 10 uym, 5 ym, 2,1 ym, 1,8 ym...
Driicke steigen tiberproportional bei kleinerer PartikelgréRe)

= Ofen-Temperatur
(héhere Temperatur, geringerer Druck, bis 60°C)

Massenanalysatoren (MS)

Pl
Controller Ofen
=l
- | ==
- O
Autosampler mom |
|
imm O L=
(1 B | =1
Degasser Binéres UV-Detektor (nictta
Pumpensystem
> ¢ D
Quelle: SHIMADZU
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lonenquelle m@aﬂ
lonenquelle

Analysator Detektor
' I ) | P
: S/ =\HIa
L3 E— /
|\=— /H -
% || =
lonentrennung lonennachweis
lonenerzeugung
Quelle: SHIMADZU
BOGs:
lonenquelle i I
lonenquelle

Analysator Detektor
=\ !l &
)

lonentrennung

lonenerzeugung

« Flussigkeit > Gas
« lonenbildung
+ Ubergang ins Vakuum

lonennachweis

Quelle: SHIMADZU / Apperla

lonenquelle

lonenquelle
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lonenquelle

In der lonenquelle wird der Analyt ionisiert

ESI (Elektrospray-lonization):

Die Lésung des Analyten wird verspriiht, ionisiert, die Tropfchen
getrocknet, so dass lonen des Analyten zuriickbleiben.
Eher fiir polare Analyte geeignet.

APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization):

Die Lésung des Analyten wird vor der lonisation verdampft . Die Losemittelmolekiile werden
an einer spitzen Elektrode bei Atmospharendruck ionisiert. Auch fiir weniger polare Analyten

geeignet.

APPI (Atmospheric Pressure Photoionisation):

Der Eluent wird zunéchst verdampft und anschlieBend durch Photonen ionisiert
-> unpolare Analyte.

MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization):

Hier ein von einem Feststoff der Analyt mit gepulstem Laserlicht abgedampft und ionisiert
werden -> Proteomics.

Wahl der lonenquelle

Molecular Weight
ESI
APCI
1,000 APPI
100
Non-Polar Very polar Polarity
Wabhl der lonenquelle |
i el
Molecular Weight
e
APCI
1,000 APPI
100
Non-Polar Very polar Polarity
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Interface (lonenquelle) - ESI m.a::-_m

ESI Probe

lonisation erfolgt beim Passieren eines
elektrischen Potentials (3-5kV).

Es entsteht ein Aerosol mit kleinsten
geladenen Trépfchen.

Durch Verdampfung des Losungsmittels
und Konzentration der Ladung auf den
kleiner werdenden Tropfchen kommt es

zur Bildung gasformiger lonen.

, vAcuuM

explosbon

2. Exvaporation

lonenbildung -

Anods Hathersa

Praensiakifiorn: g

Spitze des Taylorkegels
TalosHarus / wird entlang des

elektrischen Feldes

Fussghasstiamens “Boeay”
. ausgezogen,
Verdampfung des
Loésungsmittels

Stahi- 5 N

kapilars l'

assenspousomeser

fiihrt zu
Coulomb ,Fissions*

(Teilung),
Fscuntin der Tropfen.

Cuidation

. o [l Anreicherung

von positiven lonen
: o b = im Meniskus

v dadurch Bildung
eines Kegels (Cone)

Ekronen | . . | und Entstehung
Eltionen von Trépfchen

3| Machepannung | -

lonenquellen (Anordnung) mﬁ

Off-axis Spray Orthogonal Spray
CURTAIN  oRrFicE ESI-Source (Agilent LC/MSD 1100)
PLATE
fosd ooy 710 HPLC inlet

N2
Diying  Skimmer
Gas ‘
Fragmentor
voitage I | octopate

I ‘ ‘ 3Torr | ‘m‘s Torr

SINGLE OR TRIPLE
QUADRUPOLE ANALYZER

L/ L

Bx10on  2x105 70

-—
T

IONSPRAY
PROBE

52z
(SEBOV) curTA MECKANCAL 1050 0ups ‘ I
xS
ESUCID =
" Region

Capillary
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lonenquellendesign

Off-axis lonspray

CURTAIN  oRrFicE

TuRBO oo

TuRg0 ooy 0100V HPLC inlet
N l RiNG
R ©230%)
K
B0 ], skmmer
Ve i
\ Q0109
P

SINGLE OR TRIPLE
QUADRUPOLE ANALYZER

=

0 Fazren

,//
——_—y
.

(#5250V) g MECHANICAL
oas | PUMP

8x10%on

}

TURBO PUMPS

20105 o

N

Orthogonal Spray

ESI-Source (Agilent LC/MSD 1100)

Capillary

Octopole

105 Torr

ESICID I |
Region

lonenquelle - Orthogonal Spray

APCl arTurbelenSpray® Probe

Turbo V Spray

Heater

Orifice

Exhaust

schnellere Verdampfung (750°C )

Von hohen Fliissen bis 3 mL/min

Wahl der lonenquellen

Molecular Weight

ESI

1,000

100

Non-Polar

Very polar

Polarity
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Interface (lonenquelle) - APCI

APCI Prohe

Probe wird auf
400°C - 500°C erhitzt
Und verspriiht.

ATMOSPHERIC PRESSURE

L. lonksation of
solvent molecules

) = (K =)
2. Reaction with
analyte molecules;
Formation of
clusters

EinfluBgréRen auf die lonisierung

ESI

lonenspray Polaritét (positiv / negativ)
Spannung der Kapilllare ( bis +/- 5500 V)
Gasdruck des Vernebelungssprays und des Heizgases

Heizgas-Temperatur

APCI

Polaritat der Nadel (positiv / negativ)

Spannung der Nadel (V)

Gasdruck des Vernebelungssprays und des Heizgases

Heizgas-Temperatur

Adukktbildung

Welche lonen entstehen bei ESI oder APCI ?

Positive lonisation [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH,]*
Ammonium-Addukte z.B. bei Sirolimus, Digoxin

Alkali-Addukte oft hei Carbonsiuren oder Sulfonsauren

Negative lonisation [M-H], [M+CI] -, [M+HCOO]-

Chlorid-Addukte: z.B. bei Zugabe von Dichlormethan
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Adukktbildung m_um

Positive Electrospray Ions are produced by the addition to a
molecule of a positively ion (e.g H+, NH4+, Na+). These
positively charged ions that are added are often referred to

as "adducts”. "
\ﬂ\/\ﬂk CHy gy = Ej \ﬂ/\*NL CHa
Lidocaine  CHy CH3

Megative Electrospray Ions are most often produced by the
removal of a proton (hydrogen ion) from a molecule.
CH

CH,

Ibuprofen :
CHy —» GHy T
HyC HyC 0-
. BBGs
Adduktbildung (komplex) o Serin)
(M+H)* (M+NH,)*  (M+Na)* (M+K)*
MH +0 MH +17 MH +22 - MH +38
a17 45 416
(M+H+H,0)" (M+H+MeOH)* (M+H+CH,CN)*
MH +18 — MH +32 — MH +41
418 414 49
Sirolimus =
makrozyklisches
Immunsuppressivum
.. . BBGes
Beispiel Natrium-Addukte (LC-MS) mml
Sirolimus (SRL) Tacrolimus
e '» 5 20
A !“ \ g 4
ey
IS 1 = Desmethoxy-SRL IS 2 = Ascomycin

ErmT

B - - I
iﬁs £ i SIM = selected ion monitoring
B
(M+Na)*

: Sirolimus m/z 936,6
MH +22

2]

Des-Sirolimus m/z 906,4

s3]

]

1
2

2] 3 : Tacrolimus m/z 826,3
4

: Ascomycin m/z 814,3

23]

10033
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Wahl der lonenquelle m@

Molecular Weight

1,000

100

Non-Polar Very polar Polarity

APPI — Atmospheric Pressure Photoionisation m@

Curtain Plate

Nebulizer Gas (Xe, Kr, Ar)

(Gas1)

H
‘ Quartz Tube ? o

L.C Effluent

Ionization
PhotoSpray=  Region

Source Block

Curlain Gas

APPI — Atmospheric Pressure Photoionisation ,_m,,-aga’\l

'—.']
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APPI — Anwendungen

Steroide

Fettsdureester

C-Dum

v O

APPI - Prinzip (Direkt APPI)

@ Protic solvent

O Analyte

M+hv—> M +e

M* + S - MH* + S[-H]

18 o @ 18] o J
o°, o°, /
Rk P e ¥ O

(hv=10 or 10.6eV)

Analyte molecule M is ionized to a molecular
radical ion M*. (If analyte ionization potential

is below photon energy)

In the presence of protic solvents, M* may
abstract a hydrogen atom to form MH*

APPI - Beispiel

Testosterone

APPI
P !
GO
J/ ’ APCI

a
b
u
n
d
a
n
c
e

APPI

time

time
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APPI - Prinzip (Dopant APPI)

D+hv =D +e

D*+M — MH* + D[-H]

uv
@ Solvent (hv=10 or 10.6eV)
O Analyte

/Do ant APPI

s 22 o5,
@ (o} @ )

dek P B e Y g
© Dopant @

A photoiomizable dopant 1s delivered in large
concentration to yield many D* ions.

D*iomzes analyte M by proton or electron

D*+M =M +D transfer

Dopant (z.B.): Aceton, Anisol, Ethylacetat, Toluol, ...

APPI — mit und ohne Dopant

LC-MS/MS: APPI - SENSITIVITY

test solution drospirenone (1 ng/ml)

.

APPI1/ no dopant

APPI / toluene

APPI — mit und ohne Dopant

Mit Dopant (Toluol)

Ohne Dopant

Vergleich zweier PAHs:

Benzo(a)pyrene

"
|

Naphthalin

T3
|

Page 11
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Vergleich Simazin: ESI - APCI - APPI

e [ g Ent LU g Ut Wy e [ g
| it B e ] |
ESI APCI .| APPI

e [} atet anat

. »_1’*!4 . A .
T £ A
| S H H

(Herbizid)

Proteomics

MALDI-MS

MALDI = Matrix Assisted Laser Desorption lonisation

Page 12
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MALDI-MS =

MALDI = Matrix Assisted Laser Desorption lonisation

Matrixsubstanzen fiir die MALDI-MS

Die Matrixsubstanz absorbiert die eingestrahlte Laserenergie und
schiitzt aufgrund des Uberschusses (ca. 102 :1) die Analytmolekiile vor Zersetzung.

Die Matrixsubstanzen werden durch die Absorption der Laserenergie selbst elektronisch

angeregt und stellen die zur Desorption der Analytmolekiile notwendige Energie zur
Verfligung.

Die Matrix wirkt als Bronstedt Séure oder Base d.h. sie liefert Protonen oder abstrahiert

diese zur lonisation des Analyten.

Die Matrixsubstanz unterbindet Wechselwirkungen zwischen Analyt und Probentrager.

. . el ndrarmtaun [CCAL c 'C:E’;ou
Matrixsubstanzen sind z.B.:  -Pstidatisca 5i0a ?
Esholnars PA) o
- DR
Glycerin, Bernsteinsaure, ... o T é
Trana-) & Dmathond by dianomadurs -l
(Smacmaber SAL “~caon
<Paptise st ea 340a
Lthederypacioasiars DHPAL
Prtens e 0-CHy
oo 00H
L:Divdmeybenconis DHEL L e
-Protse o
- Giykeprotmn
Kohleniycats "

Beispiel: MALDI

Proteinbestimmung mittels MALDI -MS (keine Fragmentierung)

15700 pemyy

[TTIEY

g

e

Rlutive Intensity

Identifikation bekannter Proteine anhand ihrer Massea.
Massenbestimmung ist eindeutig.

flr Proteine = 10° Da geeignet.

Grobere Proteine, oder wenn mehr Information gewlinscht wird,

miissen zuvor mit einer Protease (meist Trypsin) in kleinere Peptide
zerlegt werden.
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Analysator / lonentrennung

Analysatoren — Prinzip - lonentrennung

Analysator / lonentrennung

lonenquelle

Analysator

Detektor

I .)=_L-

==

=

lonentrennung

lonenerzeugung

lonennachweis

Quelle: SHIMADZU

Analysator / lonentrennung

lonenquelle

Analysator

Detektor

5

/= "
= /HE

lonentrennung

lonenerzeugung ‘

Hochvakuum

lonennachweis

Quelle: SHIMADZU

Page 14
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Analysator - Vakuum
Atmospheric pressure High vacuum
1st 2nd 3rd vacuum stage
From LC 1 Torr <107 Torr <10° Torr
Mass analyzer

detector

TMP2 J

Pump systems

Shimadzu LCMS 2010EV

Hochvakuum

Kinetische Gastheorie = mittlere freie Weglinge L:

mit k = Boltzmann-Konstante [JK™], T = Temperatur [K]

kK
p = Druck [Pa] und & = Stoquerschnitt [m-]

L= T
Zpa
= die notwendige mittlere freie Weglange hangt unter anderem vom
eingesetzten Massenspektrometer ab, sollte aber ublicherweise 1 m
betragen = notwendiges Vakuum :

Pressure (Torr) Gas number density (molecules/cm”) Mean free path
760 2 § 1 pm
1 0.05 mm
0.1 0.5 mm
0.01 0.5cm
0.001 Scm
1x107 50 cm
1x10° 50m
[ 1x 10 5 km

Analysatoren / lonentrennung

einer Ebene senkrecht zur Zylinderachse ein Quadrat bilden (Quadrupol).

zwischen  den
findet eine

Im  Wechselfeld
Quadrupol-Staben

Die erzeugten lonen werden durch ein statisches, elektrisches Feld beschleunigt und
durchfliegen zentral vier parallel liegende Stabelektroden, deren Schnittpunkte mit

m/q (z)-Selektierung statt.

Page 15
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BE:

Massenanalysatoren i

lon im elektrischen Feld

lon im elektrischen Feld mr%

©

Cuadrupolstiben mit de
" HF-Spannung V-costst
if voltage 180" out of phase und der Oberlagerten

+dc yoltage Prinzipschaltung an den vier
r
-dc voltage Gleichspannung U

lon im elektrischen Feld m,ﬂm's?es\{

Spannungsabhangige Massenselektion

&
b e
Mass too high - rejected by quad 1 ot N
H ol
@ i N,
@ h
£ e
f,. Band-pazs width - .
£ determined by [ ——
2 values of U and V
£ lonenfilter
-
Mass too low - rejected by quad g -
1 A
ey
5 .

U = Konstante Spannung
V = Periodische Spannung

[ ——

Page 16
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Uberblick

g B

Detektoren

Detektor m@

lonenquelle

. ./

|
..
e

lonentrennung o Hweais

lonenerzeugung

Quelle: SHIMADZU

Detektoren =]

Faraday Cup: Good Linearity, Operates at atmospheric
Pressure, Produces no Gain or signal amplification.

Discrete Dynode Multipliers: Large, Bulky, Eecome
MNolsy when operated above 10 Tomr

Single Channel Electron Multipliers: Channeltrons®,
Spiraltrons™ and MAGNUME - Compact, High Gain,
Low noise Electron Multipliers. operate well at pressures
extending into the 10+ Torr range.

Microchannel Plate (MCF) Detectors: Miniature and
subminiature designs produce high gain and low noise,
and have demonstrated operation at 3 X 10< Torr,

Sekundérionen
Vervielfacher (SEV)

e .

Channel Electron Multipliers (CEM) Microchannel Plate

Page 17
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Uberblick i

Massenanalysatoren

- . BE!
Uberblick: Massenanalysatoren i I
Single-Quadrupol (MS) MS 100k€
Triple-Quadrupol (MS/MS) lon-Trap, MS, MS/MS, MS" 200k€
Q-Trap (QTrap) MS/MS, MS? 250-350k€
TOF TOF high mass resolution and accuracy
(HMRMS)

Q-TOF MS/MS + HMRMS/MS

IT-TOF MS/MS + HMRMS/MS

TOF-TOF MS/MS + HMRMS/MS 500 k€
FT-ICR (-12 Tesla) (Ultra)high Mass Resolution >1000k€ @

BBGes

Massenanalysatoren m 1

Single Quadrupole (LC-MS)

Page 18



Massenanalysatoren (Single Quad / LC-MS)

8T a1

) oo
K—H—

b
/| e

.A

ey

i1 Analysator Detektor

CEM

|7

DF

|I‘|

lll -—
‘ [-_| RN

| m

Massenanalysatoren

Triple Quadrupole (LC-MS/MS)

Massenanalysatoren (Triple Quad / LC-MS/MS) .—..‘Bmgﬂ\l

760 torr 1073 torr 10 torr

Shayn
m

Ced

Q2

2 CD%BWCB 5T3

<q)‘= E;I:E"““““'E' b

]

Stickstoff / Argon
Kollisionsgas

CEM

Page 19
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Massenanalysatoren (Triple Quad) m;;g.?l

Simgrer -| lon Production
a 3
N " . N -| lon Transport
-7 — g = = Bl.» v
KSR A=
L/ )
|
lon Filtering
7
. 5o
Massenanalysatoren (Triple Quad) i |

Q1 Q2 Q3/ lon trap
(LINAO)
Massenanalysatoren (Triple Quad) mﬁml
Product lon Scan Precursor lon Scan
g PO AT S |»
~2 ‘9 . ~®
Sy ly iy | ?
Q2 Q3 - Ogi- Q2 Q3
select Precursor lon scan Precursor lon
scan Product lon select Product lon
Multiple Reaction
Neutral Loss Scan Monitoring (MRM)
o &l |0 | e
o -1 _:._... o [ Y SN Y 3

o e ———r e

or _q2® o3 ®ai

Q2 Q3 |

constant mass off-sat
belwsen 01 and O3

select Precursor lon
select Product lon

Page 20
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Scan Modes (Triple Quad)

Precursor lon Scan

(Vorlaufer lonen Suche)
Qi

Bereich abfahren

Precursor lon Scan mr%l

sample Name: TuneSamplelD Acq. Date: Saturday, December 02, Acq. Time: 12:7

W T 0307 10 0588 i rom Sampie T TG00 (Turbo Spray) o 72

a

e °  Precursor lon Scan eines Extrakts
(Veratrum album — weilRer Germer)

sos : miz: 350 - 900

3506

ntensiy, cpe.

3006

2006

1,506 082

1,006 s |41
os|
s0es] )
o712
Al o
5

o

00
Project: VERATRIN-ALKALOIDE Results Name: N/A Page 1 of

Precursor lon Scan

sample Name: TuneSamplelD Acq. Date: Saturday, December 02, Acq. Time: 12:7
Q10301 0.0.568 min from Sample 1 (TuneSampilD) of Scan Extrakt 50-1000 i (Tubo Spray) Mo 7 200

a

e ° Precursor lon Scan eines Extrakts
(Veratrum album — weilRer Germer)

sos : miz: 350 - 900

5066 ada

4505

4005

3506,

ntensiy, cpe.

3006

4304

2006

1,506 082

1,006 m |41
os|
s0es] a7
jo71.2
nbsh o
5

o

D
Project: VERATRIN-ALKALOIDE Results Name: N/A Page 1 of
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Scan Modes (Triple Quad) IH.HMTM\{

Product lon Scan
(Fragmentmuster erkennen)

Q1 Q2

lon selektieren  fragment

ieren  Fragmentmuster

Fragmentierung von 794.5

m/z m@

“Installation 3200 QTrap AF012150606

Printing Tire: 18:33:41
Printing Date: Thursday, Warch 01, 2007

W TSZ (794A0] CE (1297 TOWCA T A P Wil Tars Spray) Ve 52a8 5

2o
5o P
4866-

s

4o =T
pross AL
oo LA
20e0° 5 T AIT
pyoss

6584

794.5 > 776.3
\ Tres

5564 om2

ET oo &

Fragmentierung von Protoveratrin A (Standard) ,_rm“‘“';“\i

“Installation 3200 QTrap AFO12150606

Printing Tire: 18:33:41
Printing Date: Thursday, Warch 01, 2007

W SZ (794A0]CE (1297 TOWCA T AP P Wi Tars Seay) Ve 5286 5

s2em-

5086 F

s
e
aten —
prvsy I

pros
s
20a0
3406-

6584

794.5 > 776.3
\ Tres

S04 a2

ofosolh s 1780l
7

Identische Fragmentierung wie der Standard (Protoveratrin A)

Page 22
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Scan Modes (Triple Quad)

Multiple Reaction Monitoring (MRM)

lon selektieren Fragmentieren Spezifisches Fragmention

Quantifizierung

Protoveratrin A/ Serum

BEGe
. i

sample Name: Patient 0,5ml Acq. Date: 2007/03/09, ..

1. Fragment

794.5>776.4

Acq. Time: 02:00:04 PM,

2. Fragment

794.5 > 676.2

Project: VERATRIN-ALKALOIDE Results Name

3. Fragment

794.5 > 658.4

L
L

Protoveratrin A/ Serum

sample Name: Patient 0,5ml Acq. Date: 2007/03/09, ..

1. Fragment

794.5>776.4

2. Fragment

794.5 > 676.2

Acq. Time: 02:00:04 PM,

Project: VERATRIN-ALKALOIDE Results Name: Untitled 2

3. Fragment

794.5 > 658.4

L
L

Kalibrierung / Auswertung

Page 1 of
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Protoveratrin A/ Serum - m‘ﬁ\l

Kalibrierung (pg/mL bzw. ng/L)

PR s (e A L R T = 58 005X GRG0
g 2 1. Fragment
e
S oo 794.5->776.4
2 oo
5500003 .
000 0 100 200 300 400 500 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

0w
ito Conc. /15 Conc

A Pt RO Cear om0 T 7w 08 = 15658
s 2. Fragment
794.5 > 676.2

S0000e

] W o w4 s e 70 s
Analy Cone. 115 Conc:

0 100 1o 120 130 w0 150

WA FINAL 55 (Proto A0 T = 5hing)

5 0000 3. Fragment
s 794.5 > 658.4
o

S oo

H
0.0000-

W 2o | s | ab | sl eho o0 | 100 | 1o | 120 | 130 | w0 | 150

0 e
Analy Cone. 115 Cone.

Realer Fall iz

[
Accidental Intoxication with Veratrum album

1. Grobesch®, T. Binscheck?, F. Martens?, andl [, Lampe!
J o i

Massenanalysatoren

Unterschiede: LC-MS und LC-MS/MS

Page 24
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LC-MS (SIM)

Ketoprofen im Serum

A
" “Eoan

SR

m/z=2543+H+=255

255

lon selektieren /  sIM = selected ion monitoring

LC-MS (SIM)

Ketoprofen im Serum

O

\
[ MW

T, LC-MS
/WN, 292 SIM-Modus:

o 277
| \M‘W/WM,M 255

1.0 20 3.0 a0 5.0 6.0

LC-MS/MS (MRM)

Ketoprofen im Serum

StoRzelle

° v‘
° \\’

Fragmentieren Spezifisches Bruchstiick

e \Oir;('/

Page 25
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LC-MS/MS (MRM)

Ketoprofen im Serum

. I\ LC-MS/MS
“ [ MRM Modus:
: 1 255 200
. I,
"] e M v USRI, | .
2.0 3.0 4.0

LC-MS — LC-MS/MS ™

Ketoprofen im Serum

. \ LC-MS/MS
" [l MRM Modus:
- I 255 > 200
‘
- I
B P N Iy S DYy S A / w""‘“\/m'lww«,
1.0 20 3.0 4.0

\
® A0
. |y
w “N by LC-MS
o ‘ \/MJV\“MV\,« SIM-Modus:
- | Wy, b 255
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

LC-MS — LC-MS/MS m“{

LC-MS

Fenbufen lon Chromatograms from SIR’s of m/z=255

L

i From a Sample that Is
CO0H 80 ngimL Katoprofen

80 nig'mL Fenbutsn

Ketoprofen ! 2\— Fanbufsn

m/z = 255 jJ

UBD @8 100 - 19 Lan | 1ED 0 Lan 185 vEn - 1ad

Ketoprofen

oo
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LC-MS - LC-MS/MS

LC-MS
Fenbufen lon Chromatograms from $IR's of m/z=255
- 00
| - From a Samiple that is
: CO0H &0 ngimL Katoprofen
&0 ng/mL Fenburen
]
Ketapratan Fanbufen
O S N S S S R
Ketoprofen '||
From a Sampis that 1s
&0 ngimL Ketoprofen
& ngimL Fanbufen
g et T /l\“,'a_,_ ]
i) H p
gt o Hstaprofen / Fanbufen 77
fime
T S I S I Y i

Quantifizierung LC-MS/MS

BEGe
. i

lon Chromatograms from
SIR and MRM Analyses
of a Sample that is
60 ngimL Ketoprofen
& ng/mL Fenbufen

LC-MS/MS

From SIR of
i z= 255

Quantifizierung LC-MS/MS

LC-MS/MS
2
From IR of
. mz= 255
Ion Chromatograms from
SIR and MRM Analyses L
of a Sample that is Friom MRM o
50 ngimL Ketoprofen miz= 255 '3@ Ketoprots
& ng/mL Fenbufen e #iaprofEn
0]
From MRN.O
J e / Fenbufan
S i i i
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Massenanalysatoren

lonenfalle

Weitere Massenanalysatoren

Shanmmer

Weitere Massenanalysatoren

Q1 = lonenfalle
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Massenanalysatoren - lonenfalle

OVERVIEW OF AN ELECTROSPRAY IONIZATION
USING ION TRAP MASS SPECTROMETER

ION TRAPPING

——n =M =

Mass Spestrum

Labetalol: MS"

-
ms!
Intens.
x108 M+HI* 329
. e
I.U' p x
.
C“]‘ o w""n‘l"[w
31
0.0 . L
100 200 300 my/z

Nicht-selektiver B-Blocker und selektiver B2-Agonist.

Wird gegen Bluthochdruck eingesetzt.

Labetalol: MS"

Ms2(329) — (311)

Intens.

x108 7 311

0.8 - (MHI*

0.4 4

] 207
0.0 . A i
100 200 300 m/z

- = TR

Page 29

29



Labetalol: MS"

WEH)328 -5 311 MS* (329> 311 > 200)
Intens 164
207 10 190
0.8
234
164 190 04
162 4
147, |'} 147
100 150 200 250 miz oo P 0 o
—==l ——EEeeETEE
MS® (329 > 311 -> 207 > 190}
Intens.
xl
08
04
123
0.0
80 120 160 2
\

Labetalol: MS"

150 170 190 m/z
T
MS® (329 > 311 -> 207 = 190}
Intens
x1
0.8
0.4
123
0.0
80 120 160 myjz
L
Labetalol: MS"
M348 3110
intens;
07
294
164 150
162
el
00 150 200 250 mir

—

S N29 > 311 -> 207 - 190)

ttens
ity

08

04

123
0.0
80 120 160 m/z
\
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Fragmentierungseffizienz

Lt -
Gallenséure / Taurocholic Acid =~~~ ~

-y 3D lon Trap MS/IMS
Spektrum

Jow mass cut-off” Max, 1,5¢5 cps

. :

Triple Quadrupol MS/MS
Spektrum

Max. 6,1e% cps

Massenanalysatoren — Lineare lonenfalle

Linear lon Trap (LIT) Technology

Shanmmer

LINAG
Colision Call  5T3

Q3 = Linear lon Trap

= QTRAP

Massenanalysatoren — Lineare lonenfalle

-.simultaneously

Main RF
Radial RF Trapping Voitage 7'“" EXB

G =y

Axial DT ~ - .Aoé «-:\:H,::;
I\.rf:m Q/UMU U .\J."s ' I I Woltage

0 L

Radial RF Trapping Voitage

Auxiliary RF
Ramped....
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Enhanced Produkt lonen Scan (EPI) g

Product lon Scan 35 eV

wiope ridol

Enhanced Product lon Scan 35 eV
Haloperidol

i

oy mi s
i!.‘_'.'&.}]__li.._ E e ',1-',;--;.'*-.1'-:_--1,-14-

80 x empfindlicher in EPI

L]

Beispiele ”,'“’c\l

Reserpin

w T T T e S T T T T

(] Product lon Scan

Indische Schlangenwurzel

" (Wahnsinnskraut )
der Gattung Rauwolfia (Java-Teufelspfeffer)

Reserpin = id einiger F

(Mittel gegen Bluthochdruck)

Beispiele mﬁ

Reserpin
181 Product lon Scan
5 gE E R
=T U TR

Enhanced Product lon Scan

Ry,

Tter

1,0

5045 |

L o | 1 i
150 Fi3) =0 ) 350 [ 55 50 ]

iz anu

> 500 x empfindlicher in EPI
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Screening mittels QTRAP (EPI)

Screening mittels QTRAP

/

Freiburg

—

enhpfindlicher Product lon Scén

‘Identifizierung mit Bibliothekssuche

W.Weinmann

Screening mittels QTRAP

Abundance
FlL

Paroxetine

Fluphenazine

6-MAM
u’b— Mirtazapine

Time (min)
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Screening mittels QTRAP ...-";am"‘“?‘l

ELSEVIER [ Sy S —

Literatur:

Comparison of a preliminary | dure for the general unknown
screening of drugs and toxic compounds using a g pole-li
fon-trap mass spectrometer with a liquid chromatography-mass

spectrometry reference technique

P Marguct™*, F. Saint-Marcou ", TN. Gamble”, J.CY. Leblanc®

RCM

Development of a multi-target screening analysis for
301 drugs using a QTrap liquid chromatography/tandem
mass spectrometry system and automated library
searching

€. A, Mueller’*, W. Welnmann', 5. Dresen’. A. Schroiber® and M. Gergov”

sy, Gamany

Massenanalysatoren

(Time-of-Flight / Flugzeit-Massenspektrometer)

Massenanalysatoren - TOF m,amﬁﬂ

Flugzeit-Massenspektrometer (TOF-MS)

Im Flugzeit-Massenspektrometer wird ausgenutzt, dass die lonen beim Eintritt
in den Analysator alle die gleiche Energie haben und leichte lonen deshalb

schneller sind als schwere.
m Ve

Daher erreichen leichte lonen
den Detektor eher als schwere lonen. 2= charg

V= voltage

angth

In der Praxis haben sich Gerédte mit lonenspiegeln bewahrt, bei denen die
Flugstrecke durch ein zuséatzliches elektrisches Feld am Ende der
urspriinglichen Flugrichtung verdoppelt wird.

Zuséatzlich erreicht man durch diese Technik eine weitere Fokussierung, die
die Varianz in der Geschwindigkeit der lonen minimiert.
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Massenanalysatoren - TOF

TOF

760 Torr

102 Torr 10 Torr

lon Mirror
(reflector)

TOF

Relative, Exakte und Nominelle Masse

Beispiel: C3;H,N,0,4 (Reserpin)

Relative Molekiilmasse
Mittelwert der exakten Massen der natlrlich auftreteneden Isotope

gewichtet nach ihrem prozentualen Anteil: z.B.: C= 12,0107, ... : 608,687 Da.

Atomgewicht (C) = 0.9889 x (*2C: 12.0000) + 0.0111 x (3C:13.0033) = 12.01070

Exakte Molekiilmasse
Exakte Masse eines Molekiils (entsprechend der Zusammensetzung) bezogen auf die Massen
der haufigsten Isotope der im Molekdil vorhandenen Elemente

d.h. isotopenrein (C= 12,00000, H = 1,00783, O = 15,99492 : 608,272 Da.

Die Nominelle Molekiilmasse

Wird aus der gerundeten Masse der Nukleonen (Massenzahl) berechnet
(zB.:C=12,H=1, 0 = 16): 608 Da.

Welche Masse wird in praxi verwendet ?

Das héngt von der Auflésung der MS und der Masse des Molekiils ab —
Meistens wird fiir kleine Molekiile die Exakte Masse verwendet.

Massenberechnung

Berechnung der Molmasse von Reserpin, C;3H,N,0q

A
,

Nevol

‘”%J‘“’i‘t%tz

Relative Masse:

C: 33x12.0107 = 396.363

H: 40 x 1.00794 = 40.316

N: 2x14.00670 = 28.013

O: 9x15.99940 = 143.995
608.687

Exakte Masse:

C: 33x12.0000 = 396.000
H: 40x 1.0078= 40.312
N: 2x14.00310= 28.006
0O: 9x15.99492 = 143.954

608.272

http://www.daniel-

isotope.htm!
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Beispiel mg!-m\{
Reserpin (LC-MS/MS: Q1)

W T T R T T TN TR b Tarvels Timrmres TR

T

Tt oty

|
a0p0{ 1TRE
)

150 200 ) 39 kg Ll 160 §U0 550 (1 650

iz, anu

Exakte Masse

Die exakte Masse ist die Masse eines Molekils, das nur aus den haufigsten
Isotopen zusammengesetzt ist.

Das resultierende Signal wird auch monoisotopischer Peak genannt.

Simuliertes Spektrum von Reserpin

3 Reserpin [M+H]* C33H,,N,0q

2500
1 Reserpin (LC-MS/MS)
] 609.280657

2000

1500

1000 ]
] 610.283932

500
3 611.286709 612.289405

0 N\
Rt UL st Lt

600.0 600.5 610.0 6105 611.0 611.5 612.0 6125 miz
CRIHAONIOP ~
A+ = 608.3 (

Auflésung ,,,‘E';s\i

Die Fahigkeit eines MS-Gerates zwischen zwei m/z Werten zu unterscheiden.

A=m/Am (engl.: R = Resolution)

Resolution

Am ist hierbei die Massendifferenz zwischen
zwei benachbarten Peaks, die aufgeldst sind

m ist die Masse des ersten Peaks
(oder die mittlere Masse zweier Peaks)

Beispiel: A = 5000

Separierung méglich:| m/z 50.000 und m/z
m/z 100.000 und m/z
w/z 5000.000 und m
Tinheitsaufldsung: n/z 50 und m
n/z 100 und m/z
m/z 1000 und m/z

Relative Abweichung bzw. Fehler der Messung
ppm = 1+10E6 (gemessene Masse - exakte Masse) / exakte Masse
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Auflésung

Mass Theorstical Delta. RDE Cemposition
lass [mmu]
516.76671 516.76671 0.0 210 Cyp Hyy Oy Ny
516.76847 02 150 Cus His Oy Ny Sy
516.76638 01 120 Cus His Ot Nog S
516.76705 €3 15 Cus Hiy O Noz S,
51676604 07 160 Cyg His Oy Ny
N = 516.76738 o7 205 Csy Hpy O N
mz: 516’76671 ” 51676604 o7 215 c:, H:i o:: N::
516.76580 0.9 155 Cyr Hyy O Nz Sy
516.76772 1.0 16.5 Cye Hyy Oy Ny S,
51876773 10 110 Cys His Oy Ny Sy
516.76305 A3 255 Cp Hey O Myg
51676537 13 165 Cus Mz Oug N
Instrument 516.76807 14 7.0 Cug Hip O Nig S,
516.76513 16 105 Cus Hgy One Ng Sy
516.76513 16 16.0 Cus His O Nys Sy
Mass Error 10 ppm 516.76839 ar 160 Cig Hos Op N S
516.76479 13 200 Cia Hy Oy N, §,
51676872 20 250 Css Hyy Og Ny
516.76470 20 17.0 Cuas Hyy Ogg Nyg
# of Proposals 43 51676874 20 65 Cy Hyy Ojg Ny S,
for miz 516.76445 22 10 e Hry Ops Nyg Sy
51676887 23 125 Cyqp Hiz Oy N
316.76671 516.76907 24 155 c:: H:; o:: N:,, 5,
516.76220 a7 45 195 [
51676211 2.9 ag 185 Cys My Op Ny S,
516.77142 91 47 155 Cyg Hyr Oy My Sy
51676178 a5 49 75 Cyr Hiy Oy Nog S;
516.76176 95 43 205 Cuz Hi Ou Ny
516.77166 986 45 16.0 Cur His O Ny
516.76178 96 a9 260 Cyy Her O Myg
Auflésung
Mass Theoretical Delta Delta RDB Composition
Mass [ppm] mmu]
G1676671  B16.76671 0.0 0.0 210 Cg Hyy Oy N
516.76647 0.5 02 150 Ca Hyp Oy Ny S,
516.76638 0.6 03 120 Car Hig Oy Nig S
51676705 A7 03 15 Cyy Hiy Oy Ny S
516.76804 13 o7 160 Cyp Hos Oy Ny
516.76738 4.3 07 205 Cyy Hyg Oy Mg
516.76604 13 07 25 Car Heg Oy N
516.76580 1.8 09 155 Cp Hyp Oy Ny 8,
516.76772 20 10 165 Cyy Hyg Oy Ny §
Instrument QqTOF sererrs 20 10 10 Ca try O Ny S,
516.76805 26 43 255 Cep Hyg Og My
516.76537 26 13 165 Cag Hyg Oy Nyp
Mass Error 5ppm 51676807 26 14 70 Cyp Hos Oy Nig S,
516.76513 3.0 16 105 Cig Hps Oy Ng S,
516.76513 34 16 160 Cas Hys Og Mg S,
# of Prapasals 23 516.76830 33 A7 160 Cyg Hys Oy Ny §,
farrﬁlz 516.76479 3.7 19 200 Csp Hys Oy Ny 8,
S16.76671 516.76872 39 20 250 Cgy Hyy Oy Ny
- 516.76470 39 20 170 Cay Hyy Oy Nyg
516.76874 3.8 20 8.5 Cap Hey Ogs Nyp S,
516.76446 43 22 10 Cyy Hyg Oy Ny Sy
516.76897 44 23 125 Cap Hrg Oy Nyg
51676907 46 24 155 Cp Hyy O Nyg S,
A ﬂ . n BEGes
urilosung m-M|
Mass Theoretical  Delta Delta RDB Composition
[ppm] [mmu]
51676671 516.76671 0.0 0.0 210 Cay Hyy Oy Nyg
51676647 05 02 150 Cy Hig Oy Ny S,
51676638 0.6 03 120 €4y Has Oy Ny §
Instrument 516.76705 7 03 115 Cay Hyy Oys Ny §4
516.76604 13 0.7 16.0 Cag Hos Oy Ny
Mass Error 516.76738 13 07 205 Csy His Oy3 Myg
516.76604 1.3 0.7 215 Car Heg Opy Myg
516.76580 1.8 0.9 165 Car Hyp Oy My S5
516.76772 2.0 10 16.5 Cag Hig Op Hyg S
#of Proposals 516.76773 2.0 10 1.0 it Hee Ope My,
for mfz
516.76671
Mass Theoretical
51676671 516.76671
516.76647
516.76638
Instrument E46.76705
Mass Error

# of Proposals

516.76671

Orbitrap
(Fa. Thermo Fisher Sdenﬂﬂc!

Page 37

37



High Resolution Mass Spectral Database

MassBank:jp: “,‘_’

g Pt sy [ (gt

[ [EPp ey ——yp—

Humbed of
LonTgound

ELTOFAIE

LG-ESHT-TOF-ME

10 3ppaar pogn

High Resolution Mass Spectral Database

—
T r—

Camtact | Capyried | Use Bastrbom | Docursests | Sorbaad | Horms

MassBankijp =
ST —— -

bhng Pt Tgtinen

Quick Search Page

Mo | Seaech | ey | P | ik | o | Bt | Focoed Lt | MassBark Rncord o Go

@ Search by Keyword © Search by Peak
Compound Name
Exact Mass of Compound Tolerance of Exact Mass unit) |03
Formula

(&g CBHTNS, C5H'NS, C5%)

EEMMS

Instrument Type

Ienization Mode

Saarch | [ Rasst |

High Resolution Mass Spectral Database

MassBankjp
- —

bhng Pt Tgtinen

Quick Search Results

g | P | Qi | St | v B [ oL | Mmoo Pt i

oound 149.07015 (Tokrance 0.3)

W 1-Methytadanine SHHTHS =

B 2.8-Dinthylandine CroHIEN 3 | revamas

B 3-Methyiadanine CEMTHE [ RET T

F E-Mathyiamincpuring CAHTNS £33 | resomens

1| B O--Panicitaming cwmnbozs  [] | tanosios
7] | E L-Mathigning CEMITNOZS 3 | reeosioe
1| B ciiNozs [ tenosios
1 W Methamphetaming CioHiEN (= JRT T T
B Triathanciaming CHHISNDY £33 | ranrosn

H threo-b-Hydroxyasparne CAHTNOS. [ PR T TH

g : 7 ] "'.'a —
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Total lonenchromatogramm (TIC)

Intens

il T
I I
I I
[ I
il I
I |
I |
I |
“a |
b I
| I
I
1 I
| I
| I
| |
B P 7 3 3 i B3 1 13 T T (i
[E==Tic+ATms ]
Urine Probe Nr.: 994/2007
Anna Pelander, University of Helsinki
Extrahiertes lonenchromatogramm
tens 1T T
[ o8 I
[ I
&l s i I
[ I
[ o I
[ I
2l I
[ I
[ 1
[ I
] I
[ ‘ 7 I
(I Hs 1l I
[ H il I
) 2 - 4 14 6 18 Time [min]
Urine Probe Nr.: 994/2007
Anna Pelander, University of Helsinki
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Ergebnisse

H:\Johanna\300307\0844 vi_12_01_3875.d\TargetScreeningDetect MFResults

ﬁ im Mol Fomuia o i i ii

CARBAMAZEPINE-10-11-EPOXIDE 1542 C1SH12NZO2
CARBAMAZERINE-10-11-EPOXIDE 1542 C15H12ZN202
CARBAMAZERINE-10-11-EPOXIDE 1542 C1SH12ZN202
CARBAMAZERINE-10-11-EPOXIDE 1542 C1SH12ZN202
10-11-DIHYDROXYCARBAMAZERINE 1543 C1SH14NZO3
IMINOSTILBENE 1584 CHH1INT
CLOBAZAM 3831 CI6H13CI1N202
NORCLOBAZAM 3832 CISH11CI1N2D2
COTMINE 453 CHOH1ZNZO1
HYDROXYCOTININE 4333 CIDH1ZN2O2

1 PHENYLETHYLMALONAMIDE 5742 C11H1AN202
1 4HYDROXYALPRENOLOL 7632 CISHIIN1O3

1 NORALPRENOLOL 7633 C1AH2IN102

1 7-ACETAMIDCN TRAZEPAM 7853 C1THISN302

1 MORMEDAZEPAM 9456 CISH13CIIN2
1 DINORVENLAFAXINE 9644 CISHZINIO2Z

1 DINORVENLAFAXINE. 9844 CISHIIN1O2 W

Massenanalysatoren

TOF (Orbitrap)

Orbitrap Funktionsprinzip

1. lonen werden in der linearen Falle gespeichert

2. werden axial ausgeworfen

3. werden in der C-trap gespeichert

4. werden komprimiert und in die Orbitrap transferiert

APl lon source Linesr lan Trap

M

l:t;
R )

iiTerenlial pumping n ‘_|' I'_>
Diese oszillierenden lonen induzieren in den zwei =

Schalen der Falle einen Strom, der mit Hilfe eines v |

Verstarkers aufgezeichnet werden kann
e
lonen einer Masse erzeugen ein = B
sinusférmiges Signal 1
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Auflésung / Genauigkeit mﬁlﬂ—\{

Auflésung (A)

Relative Abweichung bzw. Fehler der Messung

FTICR
FTICR
Sector
Sector
Orbitrap i
== Orbitrap
TOF L TOF
pRLE
lon Traps lon Traps
Guadrupoles Quadrupoles
‘ ‘ . ' R T T T T T *
. e - . 167 10000 eem 1oeem fem a4 ppm
v
R 12 1000123456
e

lonensuppression / Matrix Effekte

lonensuppression

Post-column Infusion

column

Tee

Electrospray
Interface

«Blank™ Extrakt
Injizieren

Syringe Pump
(I T 5.0 wlmin flow
{150

T 10 uL plasma extract injections \{

Dauerinfuson einer
Analytlasung

=1

P
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lonensuppression

Chromatogramme / Post Infusion Experimente / Plasma*

Y e el Protein precipitation

) e e, |

Oasis

LLE

¥ frerm R Chrrrmun, Mans Spwctroen, 13 (1999) 1175-1185

Einsatzgebiete der MS im TDM |

C (Analyt) Massenanalysator Beispiele
mg/L

1-100 Single Quad (LC-MS) Antiepileptika- Gabapentin, Vigabatrin, ..

Virustatika- Aciclovir, Ganciclovir

Antidiabetikum- Metformin

0,01-1 Single Quad (LC-MS) Neuroleptika- Clozapin, Perazin, ..
Triple Quad (LC-MS-MS) Antidepressiva- Amitriptylin, Doxepin, ...
Antibiotika- Rifampicin

<0,01-0,1 Triple Quad (LC-MS-MS) Immunsupressiva
Sirolimus (SRL), TAC, EVE, Ciclosporin

Neuropletika- Fluphenazin

Einsatzgebiete der MS in der Toxikologie

Massenanalysator Beispiele

Single Quad (LC-MS) Antidiabetikum Metformin

Triple Quad (LC-MS-MS) Ampfetamine

Ampfetamin, Metamfentamin, MDMA, ...

Antidiabetika
Glibenclamid, Glipizid, ..., Metformin

HTD- Analytik

Fentanyl, Flunitrazepam, ...

Halluzinogene- LsD

Opioide
Tilidin, ...

Pflanzengifte
Colchicin, Atropin, Scopolamin, Veratrum-Alkaloide (Pro A, B)

Vitamin-K Antagonisten (inkl. Rattengifte)

Cumatetralyl, Brodifacou, ...
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Vorteile der LC-MS und MS/MS in der Toxikologiq-rﬁm;"”—““\{

Vorteite_____[Nachteie __________|

Etablierte Analysemethode
Wenig Probevolumen nétig
Keine Derivatisierung

Fir temperaturlabile Substanzen
Schnelle Methodenentwicklung
Multikomponentenanalyse
Schnelle Analysen (< 5 - 10 min)
Empfindlich, selektiv
Strukturaufklarung moglich

Qualitatives Screening mittels LC-MS/MS
(Blut/ Urin: Multi >300

Qualitatives Screening mittels LC-TOF
(Blutin Arbeit / Urin)

Anschaffungspreis (> 100 000 Euro)

Kompressor / Stickstoffgenerator
Larm durch Generatoren / MS - Vakuumpumpe

lonensuppression

Tageskalibration erforderlich

Quantitatives Screening

Quantitatives Screening

Quellen

BEGe
. i

- Applied Biosystems

* Shimadzu

» ThermoFisher Scientific

* Varian

* Waters

+ W. Weinmann (Freiburg)

e ... Internet
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