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On avait toujours plus sensible et
toujours plus sélectif: la MS/MS

e MRM: sélectivité de la MS/MS pour le dosage de
molécules a faible concentrations.

e Exemple MRM « détournée » des facteurs Myc



Stratégie MRM des facteurs Myc

(300L d’exudats de racines mycorhizées)
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wrsez - MIRM spores exudates analyses
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Toujours plus de
sélectivité grace a la
haute résolution

Sélectivité de la haute résolution pour l'identification
de la formule brute des ions et séparation d’ions
isobares.



« toujours plus » de sélectivité:
la haute résolution

e Exemple sur la lipidomique
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Figure 1. NanoLC-MS total ion chromatogram (TIC) showing repre
sentative algae polar lipids.
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Figure 7. LC selected ion chromatograms for C3,;He 048, CaaHegyOsS,
and C,,H,404S,. Theretention time order, C,Hg 0,5 > CyHg, 0.5 >
Ca2HgsO%! corresponds to the polarity order, CyoHaO48 <
CaHe 08 < CypHgs OgSa.
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Figure 2. Isotopic distribution for the deprotonated molecular ion
([M — H] ) of SQDG (16:1/16:0). The inset shows the 'S and P C,
doublet. The observed mass difference between species differing by
e 3l - - o .

S vs "8 matches perfectly with the calculated value of 1.9958 Da. The
observed abundance of **S relative to **$ also matches the theoretical
value of 4.2%. Thus, the sulfur content of the lipid species is confirmed.
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Figure 3. LTQ collision-induced dissociation (CID) product ion mass
spectrum of the deprotonated molecular ion ([M — H]~, 791.4985
from a representative sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG) (16:1/
16:0). Note the characteristic 225.0 Da fragment ion at 225.0 Da,
characteristic of the sulfoquinovosyl group.

SQDG: sulfoquinovosyldiacylglycerol C16:0/C16:1

résolution a 200,000 a 400.

He H. et al Energy & Fuels 2011, 25, 4770. Alan Marshall
‘sLab, Florida State University

Phenylhexyl stationnary phase 20:80 H20:MeOH 10mM

AcONHA4. ESI'LTQ FTICR MS.

Nannochloropsis oculata, algue verte



Analyse toujours plus rapide et

sélective...
e |dentification aisée:
— MSE
— IM/MS

* Préparation d’échantillon simplifiée:
— « ambiant MS » proche du monde réel.
Exemples
Desorption electrospray ionization DESI
Paper spray ionisation PSI



Toujours plus sélectifs:

Utilisation de la haute résolution en LC-ESI/gTOF:
mass defect filtering (MDF)
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Plumb RS et al Rapid Commun Mass spectrom 2006, 20, 1989

myz Mass error m/z  Mass emror
(ppm) (ppm)
Triprolidine TR1 231 P+GSH 584.2573 52 582.2406 3.3
MW 278.1783
3.56 min TR2 238 P+GSH 584.2635 158 H82.2379 1.3
TR3 246 P+GSH 554.2598 95 ND NA
TR4 254 P+GSH+O 600.2477 25 ND NA
— TR5 257 P+GSH+0O+2H 602.2598 05 ND NA
o N~ TR6 261 P+GSH+O 600.2446 76 ND NA
\L TR7Y 2.63 P+GSH+2H 586.2709 1.7 ND NA
SN TRS8 272 P+GSH+O+2H 602.2581 33 ND NA
- /I‘J TR9 2.8 P+GSH+20 616.2488 77 ND NA
TR10 292 P+GSH+20 616.2434 1.1 ND NA
Triprolidine
C oMM, Barbara JE et al Rapid Commun Mass spectrom 2011, 25, 3029
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Figure 2. Representative (a) full scan, (b) linear mass defect
filtered {50 mDa), (c) linear mass defect filtered (20 mDa)
and (d) C-heteroatom dealkylation-based mass defect filtered
(20 mDa) ion chromatograms for triprolidine (50 uM) incu-
bated with NADPH-fortified human liver microsomes in the
presence of glutathione (1 mM).



Une application particuliere du MDF: la MSE
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Figure 2. Positive ion LC/MS chromatogram obtained from the urine of a 20-week-old male
Zucker rat using MSE collision energy analysis.

Barbara JE et al Rapid Commun Mass spectrom 2011, 25, 3029
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Figure 1. Schematic of the operation of alternative collection
of low and high collision energy MS data, MSF.
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Recherche «in silico» des
ions dont la différence entre
HCE/LCE et de 129.0426 (ac
pyroglutamique).

A partir de I'ion m/z de
254.2199 (g Glu-dHAla-Gly-
H,0) dans HCE (absent LCE),
recherche «in silico» des ions
dans LCE ayant une
différence compatible avec la
masse de la triprolidine
278.1783.



Toujours plus de résolution!
L'IM-MS?
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FIGURE 9. Mass spectra showing the reduction in background noise from (a) ESI-MS t (b) ESI Field asymmetric IMS
MS. Adapted from Cui, Ding, and Mester (2003).

Quelques études montrent des résolutions de
200, mais communément de 90.
200 équivaut 3 200.000 en LC Lapthorn C et al Mass Spectrom Rev. 2012



Mais ou en est IM-MS sur les petites molécules?
Exemple de I'analyse du sang
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Fig. 6. (A) MMCC for amino acids detected in the blood extract. Peaks identified as
amino acids in blood extract based on mass and reduced mobility data matched with
that measured for standard solutions of amino acids. (B) MMCC for various classes
of metabolites detected in the blood sample, Only protonated ions of metabolites
constitute the MMCC (except for the sugars as sodium adducts).

Dwivedi P et al. Int. J Mass Spectrom 2010, 298, 78



Simplification dans |la préparation
d’échantillon: « Ambiant MS »

 La MS pour I'analyse d’échantillon dans leur
environnement naturel « ambiant »

e 20 modes ionisations « ambiant » depuis
2000, a partir de I'El, I'ESI, MALDI, GDI (gas
discharge ionization), SSI (supersonic spray
ionization)...

e Exemples:
— Paper Spray MS
— Desorption electrospray ionization



Paper Spray MS (2010)
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o Wang H et al Anal. Chem. 2011, 83, 1197.



Desorption electrospray ionization
DESI/MS (2004)

Une porte ouverte pour I'imagerie par MS (MSI)

* Travaux pionniers d’imagerie:

— Neuropeptides de neurone isolé de Lymnaea

stagnalis (van Neelen PA et al 1993 Org Mass Spectrom.
28, 1542.) (MALDI)

— Peptides et protéines de tissus d’hypophyse de rat
(Caprioli RM et al 1997, Anal. Chem. 69, 4751.)(MALDI)



Principe de la DESI

DESI-MSI operating parameters were as follows: sprayer
solvent 70/30 methanol/water, flow rate 2 uL/min. DESI
parameters were as defined elsewhere:*> impact angle 55°; tip-
to-surface distance 2 mm, and tip-to-inlet distance 4 mm.
Electrospray capillary voltage was 4.5 kV. The surface scan rate
along the tissue (x-dimension) was 132 um/s, and step size in
the y-dimension was 200 ym to generate images with pixel size
200 » 200 pm.

Vismeh R et al 2012 Anal.Chem. 84, 5439

Bombardement par
gouttelettes +/- de milieu
H,0:MeOH acides ou basiques

lonisation: Processus proche
de IESI.

lonisation dépend de I'angle,
du solvant,

Effets suppresseur d’ionisation
dépendant de I"échantillon...

Il ft: désorption par le spray
des molécules de I’échantillon,
transfert dans les gouttelettes
et processus d’ionisation
identique a ESI



Application DESI/MS a I'imagerie sur coupe de tissus de rats
Quid des effets suppresseurs

d’ionisations?
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B o0 — Figure 1. Positive-ion mode full-scan DESI mass spectra of 1.5 ng of
£ clozapine micropipetted (a) on top of a 6 ym coronal section of rat
£ 80 brain and (b) on a sample spotting location on an Omni-Slide
= 80 hydrophobic array. (c) lon suppression effect in performing DESI on
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Vismeh R et al 2012 Anal.Chem. 84, 5439



Application DESI/MS a I'imagerie sur
coupe de tissus de rats

Figure 3. Optical and DESI-MS images of coronal brain sections from
rats dosed with 2.5 mg/kg dozapine at 45 min postdose. Images from
rat 3: (a) optical image of coronal brain section; (b—e) DESLMS
images of (b) lu-i.;_:: ound ion m/z 7695, (c) lu-;L;_',u'Jund ion m/z
7525, (d) dozapine, and (e) overlay of images ¢ and d. Images from
rat 1: (f) optical image of coronal brain section; 'l}_',_i] DESI-MS
irmages of { 5_',] lmd:.aﬂ_:murﬂ ion m/z 7725, (h) lm-;Li',: ound ion m/z
7685, (i) dozapine, and (j) oveday of images h and i Different
l1aLL5_L:L'Ju:1J ions are selected only for visualization of different regions
in brain sections. The same ions are present in both sections.
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Figure 2. (a) Calibration curve for dozapine standards micropipetted
on a coronal rat brain section using DESI-MSI. Average response
factors were calculated for all scans in all rows of data that -;lL'Jz..apinl_‘
and IS were both detected with four replicates for each concentration. Loxapine= IS
Surface concentrations are calculated on the basis of 4.9 mm® area for 6% de RSD pr dosage
each spot; the inset shows linearity for lower concentrations. (b)  1.5n8/2.5mm




Conclusion: encore plus!!!

Role de |la haute résolution

Role de la fragmentation post source
Amélioration de la séparation des especes ante
MS (IM)

Probleme d’obtention de fragments
diagnostiques.

Doit-on enseigner la MS comme autrefois?:

— améliorer la compréhension de la répartition
isotopique et de la haute résolution.

— Parfaire l'interprétation grace aux regles de parité
afin d’identifier les ions...méme si les banques de
spectres en El aident....



