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s IMS (lon Mobility Spectrometry)

v’ Technologie ancienne:

= lons soumis a un champ électrique dans un courant de gaz contraire =» Déplacement freiné !

© 2009 KITELIFE.COM

_
DAN THOMPSON

"STRONG WIND TODAY?"

= 2 forces opposées (accélération et frictions) !

= Séparation selon la charge (E) et des interactions avec le gaz (taille/forme & masse de I'ion)

= Pour un controle précis des temps arrivées des ions



v' Mesure du temps de dérive :

Formation d’ions == Tube de dérive (Drift tube) =) Détecteur EmmpEJIadfNe[NnlelsHilie=

From ref 3 (Eiceman, G. A.)

Electric field g
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lons soumis a un champ électrique
faible dans un courant de gaz (T & P)
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1. Langevin P. Une formule fondamentale de théorie cinétique. Ann. Chim. Phys., 1905, 5:245.
2. Powell, C. F., Brata, L., Mobility of alkali ions in gases, Proc. Roy. Soc., 1932, A138, 117-132.

Temps de dérive
(Drift Time : Dt)
/

Mesure des
Distributions
des Temps d’Arrivée
des ions (ATD)

on

3. Borsdorf, H.; Eiceman, G. A. lon Mobility Spectrometry: Principles and Applications. Applied Spectroscopy Reviews 2006, 41 (4), 323-375.



v“Analyse en phase gazeuse:
= Séparation selon la vitesse des ions

= Séparation selon la charge et selon la taille/forme (structure 3 D) & masse des ions

electric field

= ‘ — - ,
; detector

high pressure of buffer gas

A

Mobilogramme

i & ’ §
- Drift Time
Frictions/collisions avec gaz de dérive (He, N, ...)

lL In case of low electric field :
thermal energy supplied from collisions >
o . . . . energy the ions obtained from the electric field
Régime de diffusion (Energiecisions > Energieg) - diffusion processes are dominant

signal intensity

Champ électrique faible




= Séparation selon 3 parametres : Dt = f(Taille, forme et charge des ions)

Taille (m) Charge (z)
Composition élémentaire lonisation Structure 3D
\ J
Y

Surface de l'ion
Déja accessible en MS

m/z en phase gazeuse

(Collision Cross Section: CCS)

(d’aprés Aura TINTARU, Université Aix-Marseille) Q / 4



L .~ pulse of mass-selected ions Arrival Time Distribution

separated by shape ;
\q = extended
E drift cell B e — slow
F F £ ~R
o friction @ al =, E
]
Phuﬂer gas . — E’

L
http://bowers.chem.ucsb.edu

Valeur de CCS depend de la structure 3D de I’ion
mais aussi de la nature du gaz de dérive

- Ci}' .

lon sphérique ideal =» Structure réelle
Approximation par projection

ccs: Q =7 d?
Calcul / Modélisation (Dynamique moléculaire)

Mesures expérimentales (conditions instrumentales)

Diffusion sphere dure

Modéle des trajectoires

Free-available MOBCAL software : www.indiana.edu
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Exemple de séparation de macromolécules selon la taille/forme
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Autre exemple: Uetrecht C., Rose, R. J., van Duijn, E., Lorenzen K., Heck A. J. R., Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1633-1655.
v

Exemple de séparation d’isoméres selon leur taille/forme

same miz but different

Pulse of 2 ions with
shape




Points forts:

Technique séparative sans solvant (gaz)

Séparation des ions tres rapide (millisecondes)

Mobilité ionique plus rapide que la chromatographie en phase gazeuse (secondes)
Limite de détection tres basse (nanogrammes)

Equipement simple et robuste

4 4 3 40 0 3 X

Miniaturisation / Appareillage portable / Mesures sur le terrain

From ref 1 (Eiceman, G. A.)

Applications principales:
Détection d’agents de guerres chimiques
& d’explosifs
(Controles aéroport / Défense)

FIGURE 3. IMS on the ground.

(a) The CAM is a handheld analyzer for screening surfaces for nerve and blister agents. (b) The GID-3 monitors for chemical
weapons in ambient air. The LCD (p 390 A) is an ion mobility spectrometer with a miniaturized drift tube and corona dis-
charge ion source. Photos courtesy of Smiths Detection.

1. Eiceman, G. A., Stone, J. A. lon mobility spectrometers in national defense. Anal. Chem. 2004, 76(21), 390A-397A.

2. Zolotov YA. lon mobility spectrometry. J. Anal. Chem. 2006, 61, 519.

3. Armenta, S.; Alcala, M.; Blanco, M. A review of recent, unconventional applications of ion mobility spectrometry, Analytica Chimica Acta,
2011, 703, 114-123.
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Technologie ‘post-ionisation’:

Compatible avec la spectrométrie de masse (ions, charge, masse) = IM-MS

Insertion du tube de dérive entre la source d’ionisation et I'analyseur de masse
Compatible avec diverses sources (APl et MALDI)

Compatible avec divers analyseurs de masse (B*, Tof, Q, linear IT, ICR)
Couplage LC-IM-MS/MS

IM = Nouvelle dimension pour la MS :

MS = l|dentification/Caractérisation structurale

- Masse moléculaire (Mesure m/z)
- Formule élémentaire (Haute Résolution)
- Connectivité atomique (MS/MS)

IM = Technique séparative en phase gazeuse

- Pré-filtrage les ions avant MS
- Tri selon ATD (Mesure d’un temps de dérive Dt)
- Structure 3D (Détermination CCS)

* lon mobility spectrometry was first hyphenated to a mass spectrometer by Barnes, Martin, and
McDaniel (1961) using a magnetic sector mass spectrometer.



s IM-MS (lon Mobility-Mass Spectrometry)

v' Techniques IM utilisées en couplage avec la MS : e ~
= Techniques dispersives Temporally-Dispersive
- IMS (Agilent) JUU\—E
-TWIM (Waters)
_ TI M S ( Bru ker ) Spatially-Dispersive
é
= Techniques sélectives T
- DMS/FAIMS (AB Sciex, Thermo) Confinement and Selective Release
- DMA ANA A
- Overtone IM O——=— .
- Circular IM
- Transversal modulation IM May, J. C., McLean, J. A.
lon Mobility-Mass Spectrometry:
Time-Dispersive Instrumentation
v Diverses géométries de couplage IM-MS : ¢ e e R s )

= le type de technologie de mobilité ionique

- Courant électrique (continu / alternatif / oscillant)
- Pression, Température et longueur du tube de dérive

= selon le type de source d’ionisation :

- faisceau d’ions pulsé (IMS/TWIM/TIMS couplé avec Tof ) (Waters, Bruker)
- faisceau d’ions continu (DMS/FAIMS couplé avec Q/IT/ICR/...)  (AB Sciex, Thermo)

Ewing, M. A,, Glover, M. S., Clemmer, D. E., Hybrid lon mobility and mass spectrometry as a separation tool. J. Chrom. A, 2016, 1439, 3-25.



** Configurations IM-MS types

DTIMS se réfere a:
- classical IMS,

- conventional IMS, h
- standard IMS,

- DT-IMS,

- TOF IMS,

- traditional IMS,

- plasma chromatography,
- ion chromatography.

[i :> — Electric field strength
DMS comprend ++ Path of ion
- high-FAIMS,
- field ion spectrometry,
- ion mobility spectroscopy.
lon
lon Mass
1 Mobility - Detector
Source Cell Analyzer
MALDI TOF
ESI Q-TOF

Lapthorn, C., Pullen, F., Chowdhry, B. Z., lon mobility spectrometry-mass spectrometry of small molecules: separating and assigning structures of ions.
Mass Spectrom. Rev., 2012, 1439, 3-25.



Ne pas confondre les sigles / abréviations

(plusieurs appellations pour la méme technologie !!!)

Ambient pressure
|:| 0.5 Atmospheres

D 1to 10 Torr

[:] ultraFAIMS, Owlstone Nanotech

. FAIMS, Owlstone Nanotech

[ ] SelexION, AB SCIEX
- DMS, Sionex Corp, ChemRing Detection Systems

D FAIMS,ThermoFisher Scientific

_

k.
Traveling wave IMS, Waters Corp

AIMS, DMA Conventional IMS

environics Oy ([l N ()

Drift Tube Length

Pressure regime

Typical operating pressure References

Ambient pressure

1000 mbar Kanu et al., 2008

Reduced pressure

Ruotolo et al., 2002b,
Valentine et al., 2001

10%to 1.3 mbar

a b
=
L
DT-IMS bE, TWIMS %
)
e
[}
2
|
o a §_|_|
g [ >
________________ LANN &
distance distance o
9]
c d =
o
. 7]
S —
\i 9 -
gas )"lpw
FAIMS ' DMA
o
o
: I>
£
distance distance
Type of IMS
system
. . . Ambient DT-IMS
Kliman, M., May, J. C., McLean, J. A., Lipid analysis and Reduced
lipidomics by structurally selective ion mobility-mass pressure DT-IMS
spectrometry. Biochimica et Biophysica Acta, 2011, FAIMS or DMS Ambient

1811, 935-945.

pressure-
>ambient pressure

Kolakowski & Mester,
2007

400 to 1571 mbar

& Travelling wave

Reduced pressure

0.5 mbar (Waters Synapt G1) | Giles, Williams &

Lapthorn, C., Pullen, F., Chowdhry, B. Z., lon mobility IMS 82;3 mbar (Waters Synapt | Campuzano, 2011
t try- t try of Il molecules:
spectrometry-mass spectrometry of small molecules Differential Ambient pressure 1013 mbar

separating and assigning structures of ions.

mobility analysis

Mass Spectrom. Rev., 2012, 1439, 3-25




v' Deux types d’application:
= Séparation en forme/charge =2 Dimension analytique supplémentaire

- Pré-séparation rapide des ions avant I'analyseur de masse (Modes ‘filtre d’ions’ ou
‘Full scan’, IM dispersive/sélective) =» Analyse plus sensible qui augmente la capacité de détection

- Informations Forme et Masse complémentaires

=» Analyse bidimensionnelle qui augmente la capacité analytique (mais pas totalement
orthogonale car IM et MS liées par la taille)

- 2 parametres mesurés (Dt & m/z) dans des conditions expérimentales contrdlées
=>» Identification par comparaison avec des Bases de données

= Analyse en forme = Conformation, complexation, ...

- Détermination CCS (mesure absolue en DTIMS ou relative par étalonnage)
=>» Comparaison avec Bases de données ou avec Calculs e i i

3 Hemoglobin (trypgic digest) LLGNVLVVVLAR(B)
- LLGNVL) (helical)
1000 . 1 M 9
900 3 e

=
|

Screening for PTMs (e.g. phosphorylation)
B-casein (tryptic digest)

e
g
E
g B i LLVVYPWTQR
T o 3 q 5 E 'PWTQR(B)
% 800 Helical/Partially Helical F E (random cmnﬁ
£ 700 g 200d
= B-Sheet/Hairpin . E E
o — —
o 600 TR 1
“ el E
2 500 ) ‘__,,,r\—)-;é(,o‘ 1100 frrrerrrrprrrsprersrerrere oo
= : G aet (A) 1100 1200 1300 1400 1500
U400 Peptides __,,.‘---‘,'L-\ée%
g
Z
G
o

DRVpYIHPF /

\ —

g

_/" "“___,‘—-" e : . -
0 Carbohydrates e Salt-bridging

200 y

100 / Nucleotides

0 1000 2000 3000 4000 5000
m/z

Arrival time distribution (us)
8
B T S T T B T O

Phosphorylation FQpSEEQQQTEDELQDK %)3?(

AP \. DRVYIHPF
4

g

g

McLean J. A, Ruotulo, B. T., Gillig, K. J., Russell, D. H., Int. J. Mass Spectrom., 2005, 240, 301-315.
lon mobility-mass spectrometry: a new paradigm for proteomics. (B) 500 1000 1500 2000 2500




¢ Spécificités du couplage LC-IM-MS

Chromatographie Source Tube de Analyseur de masse Détecteur
liquide d’ionisation dérive (Dt/ATD) (m/z2)
4 . - . N
microsecondes millisecondes secondes minutes
. HPLC o
19T o
— 10 90 min
50 150 s 10 100 ms
1,00E-05 1,00E-04 1,00E-03 1,00E-02 1,00E-01 1,00E+00 1,00E+01 1,00E+02 1,00E+03 1,00E+04
Mass lon Mobility Gas Phase Liquid Phase
Spectrometry (DT-IM) (GC) (LC)
(TOF-MS)
Analytical Measure  Flight Time Drift Time Ret. Time Ret. Time
Property Measured m/z CCS Partition Coeff. Partition Coeff.
A property of
A property of the analyte, A property of the analyte, stationary
the analyte drift gas and and mobile phases and temperature
temperature
System Accuracy <1 ppm Typ. 2% 1% RRT Variable
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Spécificités du couplage LC-IM-MS

Chromatographie
liquide

Source

d’ionisation

LC-MS =>» Triple correlation

Tube de Analyseur de masse
dérive (Dt/ATD) (m/z)

Détecteur

IM-MS = Triple correlation

Temps de Rétention (R,) Temps de dérive (D,/ATD)
m/z & Abondance m/z & Abondance
S .
c |7 Temps de dérive (D,/ATD)
g S
< m/z Temps de Rétention (R,)

4 jeux de données en LC-IM-MS




¢ Spécificités du couplage LC-IM-MS
v Affichage des données LC-IM-MS

= Affichage 2D: Chromatogrammes & Mobilogrammes

IMS MS >

Elution Time Drift Time m/z
Chromatogramme LC Mobilogramme IM
Ab. = f(Rt en minute) Ab. = f(Dt en millisecondes)

= Affichage 3D: Cartographie avec code couleur pour indiguer I'abondance (Density View)

Exemple 1:

(]
m/z = f (Mobilité) c
S
3 I
>
o]
< &
£
]
]
\
Drift . <5 1 e
T'me ml Mobility ————>

(ms)



¢ Spécificités du couplage LC-IM-MS

Exemple 2:
Rt = f (Mobilité)

Exemple 3:

Ab.rel. = f (Rt) & m/z = f (Mobilité)

Gad

'."b‘-' " i ‘
A ..v.u-.M"‘N‘N'!'N'! 1

mobility

1100

100 20

30

200 20 30

50

Drift Time (ms)

1581.1

miz

11186

735.9

Exemple 1:
m/z = f (Mobilité)

[M+3H]: -9 [T\’H’ZH]‘-;’D

40 50 60
Drift Time {ms)

Intensity

1100

m/z

100
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»  Spécificités du couplage LC-IM-MS

v’ Différentes géométries IM-MS = Performances et Applications différentes !!

= Principe de fonctionnement

- 4 Techniques différentes de IM

- IMS (Agilent)
-TWIM (Waters)
- TIMS (Bruker)
- DMS/FAIMS (AB Sciex, Thermo)

- Duty cycle (Injection des ions, temps de résidence des ions dans le tube de dérive)
- Limite de détection/sensibilité (Transmission des ions vs neutres)
- Capacité de séparation (Résolution & Méthodes 2D/3D)

Separation dimensions Peak capacity (¢)
Technique Approximate peak capacity One dimension
FAIMS 8.9-44 (Canterbury et al., 2008){Schneider et al., 2010b) Capillary electrophoresis (CE)P 1 x 10
DT-IMs 90 (Dwivedi et al,, 2010) High-Perfomance liquid chromatography (HPLC)® 60 )
HPLC 300 (Guo et al., 2009) e (G 2210
UHPLC 400 (Wren, 2005) as chromatography (GC)
MS 3000 (Dwivedi et al., 2010] Twodimensions oacE) -
X — -Polyacrylamide gel electrophoresis X
llr_ﬂésmn;s ;gggggﬂmlfﬁdf et al, 2010) HPLC—Capillary zone electrophoresis (CZE) 6.5 x 107
g Capillary isoelectric focusing (CIEF)-MS/MS 9% 10°
LG-IMS-MS 11340000 (Dwived! et al., 2010) LC—Fourier transform ion cyclotron resonance—MS 6x 107
. MALDI-ion mobility-TOFMS 5.5x10°
= Mobilité et structure en phase gazeuse Three dimensions
. . 5 HPLC-ion mobility-MS 4% 105
- Stru ctures phase ||qU|de/ga Zeuse Size exclusion chromatography-HPLC-CZE 2.8 x10°

- Cause et effets du chauffage des ions ?

Uetrecht C., Rose, R. J., van Duijn, E., Lorenzen K., Heck A. J. R., lon mobility mass spectrometry of proteins and proteins assembly. Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1633-1655.
Ruotolo B. T., Verbeck, G. F., Thomson, L. M., Gillig, K. L., Russell, D. H., Observation of conserved solution-phase secondary structure in gas-phase tryptic peptides.
J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 4214-4215.



L
= < Drift-Time IM-MS (DTIM-MS) < >

v' Configuration classique (DTIM): E g

Tube de mobilité de 1cm x 6 cm (L)

T ambiante et P, .., Gaz de dérive = N, ou He [(=]=]=]=]=]=]=]=]=]=]=]=]=]=]=]=]

Introduction pulsée des ions %/—/

E ~5a100V/cm He ou N,
Force électrostatique (champ électrique) (1 bar - 1 mbar)

Forces de friction (ion, gaz tampon, nombre de collisions, température)

=» équation de Mason—Schamp pour un champ faible:

V L
E:I m= V=KE

Vitesse des ions v, = K*E avec v, (cm/s) , E (V/cm) et K= Coefficient de mobilité (cm?/V.s)

K= Coefficient de mobilité caractéristique de I'ion

K dépend du gaz de dérive, de T & P mais indépendant de E d’ou utilisation de K normalisée: Ko

KOZKEL (Po=1bar, Tj= 273 K)

0

1. Karasek, F.W., Anal. Chem., 1974, 46, 710A.
2. Mason E.A. and McDaniel, E.W., Transport Properties of lons in Gases, Wiley, New-York, 1988.
3. Eiceman, G.; Karpas, Z. lon Mobility Spectrometry second. CRC Press, Taylor & Francis LLC; Boca Raton, 2005.



| 23 o
%+ Drift-Time IM-MS (DTIM-MS) Temps d’arrivée des ions t,
! t,=1,+1,
vp =KE & wvp= E Temps passé avant le tube de dérive t,
ll Temps passé dans le tube de dérive t,
L v Extracted ion mobility spectrum (m/z)
tp = ﬁ & E = Z Arrival time distribution (ATD)

A +
+

+

Intensity (arb. units)

KV R

t, drift time (ms)

Fonction Linéaire :

tp = f(1/V)

Pente : L2/ K

Time (milliseconds)

TR TS S [T T S T N R T S N S
0.0 Q1 0.2 0.3 0.4 0.5

X 1
1. Karasek, F.W., Anal. Chem., 1974, 46, 710A. 1/V (W)
2. Dugourd P, Hudgins RR, Clemmer DE, Jarrold MF, Review of Scientific Instruments, 1997, 68, 1122.
3. Eiceman, G.; Karpas, Z. lon Mobility Spectrometry second. CRC Press, Taylor & Francis LLC; Boca Raton, 2005.



3 ¢ Drift-Time IM-MS (DTIM-MS)

Fonction Linéaire : Densité du gaz dans le tube de dérive
N, Nombre d’Avogadro
t,=f(1/V) _nXNy P n  Nombre de mole
VvV kT V' Volume
. P  Pression
Pente : L°/K k = Constante de Boltzman
T p N N,=2,69.10* m (Loschmidt value)
Mobilité réduite K|, Kn=K=2_= g__ P, =1 bar
T Py N, T,= 273K
o 01
L L _ LT, P 2 o A
4= = = —_ o
v KE KPTV 2 s //
S o
[}
t, =t,+t, L°T, P 2 PR
a ‘o N/ & 0w //' v
K,P,T V S
é 0
Fonction Linéaire a T fixée: 2 0 - - - - -
0001 0005 0002 00025 0003 00035 0004
tp = f(P/V) P/V
Pente : 1/K0 N (in units of molecules per volume) is used as

T the relevant quantity to express pressure because N is, in
(Ordonnee al origine: to) contrast to pressure P, decoupled from the temperature T.



¢ Drift-Time IM-MS (DTIM-MS)

v Mesure absolue de K et donc de CCS :
= Gaz de dérive / gaz tampon (pas d’aggrégation)
= Pression réduite

Collision cross section (CCS) avec Heou N, : Q. ou Qy, en A2

e=1,602.10%°C

18n e z 1 k =1,38.10%2%J. K (constante de Boltzman)

16 N\/ﬁ\/ﬁﬂ T température (Kelvin)

N densité du gaz de dérive (m™3)

L masse réduite (molécule et gaz de dérive) (kg)
z nombre de charge

Q Collision cross section

Mobilité réduite K,

JISIT VYm+M  ze 1 Mesure expérimentale de t, = Valeur de K|,
- 16NO | Na\Y/ . VKT . Ko =>» Valeur expérimentale de CCS

Ko for measurements in low pressures with non clustering

gases such as He; Ko Value.s_ |nfluer-1ce<fi by gas tempe.r.ature, Revercomb, H. E.; Mason, E. A. Anal. Chem. 1975
pressure, and gas composition on ion identities, collision cross (D’aprés F. Chirot & P. Dugourd, Université de Lyon et
sections (caution at ambient pressure in polarizable gases). H. Lavanant, Université de Rouen)




n ¢ Drift-Time IM-MS (DTIM-MS)

Résolution & Capacité de séparation

v Résolution IM =» Largeur du signal a mi-hauteur du signal
=>» Elargissement di a 4 composantes (pulse d’injection, diffusion des ions,
effets charge/espace, interaction des ions avec le gaz)
=>» Diffusion majoritaire (W,) / coefficient de diffusion D

’ W, = 4.7,/2Dt,

' R:L R _ qEL

At KT VKT 44 .2KT
q Eq

Résolution IM

td - Directement proportionnelle a E & L (longueur du tube de dérive):

=» Augmenter L (en gardant E faible) ou =» augmenter E (en gardant L) : DMS/FAIMS
- Inversement proportionnellea T

=» Diminuer T

v" Résolution MS = Largeur du signal a mi-hauteur du signal (FWHM)

v Capacité de séparation = nombre maximum de pics détectés dans une méthode 2D
=» chaque méthode (IM & MS) doit posséder une résolution élevée
=>» orthogonalité maximum entre les deux méthodes (différence entre
principe de séparation): Pc = RIMS x RMS x fraction d’orthogonalité




+* Exemple MALDI-DTIM-MS

From McLean J. A, Ruotulo, B. T., Gillig, K. J., Russell, D. H., lon
mobility-mass spectrometry: a new paradigm for protomics. Turbomolecular pump

Int. J. Mass Spectrom., 2005, 240, 301-315. (5 sﬂ US)
S\ E
; ] v ":' 2-5
o g E--,—l-' i mﬂﬁn
probe Ton mobility drift cell Do TOFMS
~ 1 to 10 Torr I :
[
Drift gas (|M000000000000000000000000000000000000000000000000 ] ;
inlet WEprmarsr e o s e G e = e e Microchannel

plate detector

Differential
Ion trajectory aperture

EQL:DI Turbomolecular pump
er (550 L/s)
(337 or 355 nm)

Difficultés pour maintenir la sensibilité :
(i) utiliser tous les ions générés en source,
(i) élimination des neutres lors de la transmission des ions vers I'analyseur de masse.

DT-IMS = faisceau d’ions pulsé = manque inhérent de sensibilité (ions analysés par paquets)

=>» perte en Duty cycle (car le temps entre les paquets d’ions n’est pas exploité)




/

+* Differential mobility Spectrometry (DMS & FAIMS)

v’ Deux configurations tres similaires = Filtres d’ions / Techniques sélectives

= Differential Mobility Spectrometry (DMS)
Développée dans les années 1980 et adoptée comme outil analytique en 1993

Différence de mobilité des ions lorsqu’ils sont soumis dans un gaz de dérive a P
des champs électriques faibles et élevés

atmos d

= Field asymmetric waveform ion mobility spectrometry (FAIMS)
Variante de DMS (FIS: Field lon Spectrometry)

lons introduits en continu =» sources d’ionisation API et duty cycle ~ 100%

SV (separation voltage) + CV (compensation voltage)

1
CV corrige 'amplitude de la trajectoire (SV) é
-ions

ion species
in gas stream

:> — ortoMsS

Method is based on ions undergoing changes
in mobility coefficients under strong field
conditions (at constant N), so that mobility SV cv +ions
should be understood for most ions as T
= Comp.
K(E/N) = Ko (1+ a (E/N)) Soltage

Schneider, B. B.; Covey, T. R.; coy, S. L.; Krylov, E. V.; Nazarov, E. G.;
Planar differential mobility spectrometer as a pre-filter for atmospheric pressure ionization mass spectrometry. Int. J. Mass Spectrom., 2010, 298, 45-54.



+» Differential mobility Spectrometry (DMS & FAIMS)

+5000 V

’’’’’’
........
.....
C LY

= Champ fort (SV) de courte durée
= Champ faible (CV) de longue durée

.....
........
'''''''
"""""

= Electrodes planes (DMS) ou incurvées (FAIMS)

= Divers modes de fonctionnement selon

SV & CV

i. SV+CV fixes =» Filtre un type d’ions
ii. SV fixe + CV variable = Spectre linéaire

iii. SV +CV variables = Spectre de dispersion

Small and inexpensive ion filters to reduce
“chemical noise” in MS determinations

From Thermo Fisher Scientific Inc., FAIMS Operators Manual,
2007.
The fundamentals of DMS and FAIMS by Shvartsburg and
S Purves (2010)
(CV) Schneider, B. B.; et al. Int. J. Mass Spectrom., 2010, 298, 45-54.
Lapthorn, C., Pullen, F., Chowdhry, B. Z., Mass Spectrom. Rev.,
2012, 1439, 3-25.

Positive (+) Negative (-)

-30 -30 -20 -10 0 10
Ve

-20 -10 o
Ve

SelexION Technology

Analyses de Médicaments / Métabolites
en LC/FAIMS/MS-MS(QqQ)



s Traveling Wave Methods of IMS (TWIMS)

= 1°" instrument commercial avec IM dispersive

= Point de rupture dans I'lM-MS

A stacked ring ion guide (SRIG) Effective potential V in the SRIG device

Empilement d’électrodes circulaires au sein desquelles
circulent des vagues de potentiel

‘ Ring
RE () Electrode

-

A\

A}
\v
A
!

A V* (V)

- 0.2

— 0.1

r(mm)

RF (-

SYNAPT Technology
If these wells are deep enough, they
can impede the progress of ions
through the device.

Analyses de Biomolécules / Polyméres
en LC/TWIM/MS-MS(QqTof)

Giles, K., Pringle, S. D., Worthington, K. R., Little, D., Wildgoose, J. L., Bateman, R.H., Rapid Commun. Mass Spectrom. 2004, 18, 2401-2414.



s Traveling Wave Methods of IMS (TWIMS)

Ring Electrode Pair

S

Time
[ s m
B B
i =
I .
| B
B
b=
o0 o@ s o0
v m I % \
DC Pulse lons

= Capacité de I'ion a ‘surfer la vague’ dépend de K

= Transport effectif sur la vague dépend de la hauteur
et de la vitesse du pulse ainsi que de la pression du
gaz de dérive

3D SIMION ion motion simulation

Pringle, S. D., Giles, K., Wildgoose, J. L., Williams, J. P., Slade, S. E. Thalassinos, K., Bateman, R. H., Bowers, M. T., Scrivens, J. H., Int. J. Mass Spectrom. 2007, 261, 1-12.



s Traveling Wave Methods of IMS (TWIMS)

Stacked-Ring Ring Electrode

lon Guide /
\{ OO O High Mobility lon

...l... @ Low Mobility Ion

Time ] OC‘ O. O Brnnnmnnnnnonnnnnnnnnunnnnnnmnnm
@@ O
m ...O.O o llllllllllllllllllIIIllllllllttl::b::yllll
e I)\ Q23" ieh mabiy
el ee¢ O 00O i 22—
’ = I/\ A—’
® m o ‘OOO g ‘ B N N\
°%e® m ©°59 o
@) Q O
0® o® m 0O
O 0O
v 00%°m 0°p0
Travelling Wave
Voltage Pulse

= lon de faible mobilité K glissent derriere la vague que ceux de plus haute mobilité
= Séparation selon K au fur et a mesure de la progression des ions

= Paramétrages du transport des ions (hauteur et vitesse du pulse pour régler la vague)
cruciaux / ‘Vidange’ de la cellule de mobilité entre deux transports

Pringle, S. D., Giles, K., Wildgoose, J. L., Williams, J. P., Slade, S. E. Thalassinos, K., Bateman, R. H., Bowers, M. T., Scrivens, J. H., Int. J. Mass Spectrom. 2007, 261, 1-12.



% LC-TWIM-MS/MS =» SYNAPT G2-S (Waters)

Haute résolution Mobilité ionique
LC/HR-MS et LC/HR-MS/MS LC/IM-MS et LC/IM-MS/MS

v'Mesures de masses exactes ) _
o _ v'Séparation en phase gazeuse
v'Profils isotopiques o _ _
L ) v'Temps de dérive (Taille, forme et charge des ions)
= Composition élémentaire ) ) o )
- ) . - = Section efficace de collision (CCS) par étalonnage
(ion moléculaire et ions fragments)

ANALYTE SPRAY LOCKMASS SPRAY
: Analyseur a Temps de vol
;’ (== STEP[WAVE 7 TRIWAVE (TOF)
( . STEPWAVE ON GUIDE QUADRUPOLEN = |/ ,,5_5,9_’5'3;"1'9,'9_,.5 cpprerens ;; ::; USER :n;k
‘ ' " o \ —~
- . ufl - rem—— LIt =
’ HELUM CELL .
' X y
Source d'ionisation ROTARY PUMP AIR-COOLED TURBOMOLECULAR PUM
Analyseur Cellule de mobilité ionique s
Quadripolaire encadrée de 2 cellules de . /
collision
(Trap / Transfer)




© Trois dimensions de séparation : Rt (LC), Dt (IM) & m/z (MS)

% LC-TWIM-MS/MS =» SYNAPT G2-S (Waters)

© Deux dimensions de caractérisation : Composition élémentaire (HR) & fragmentations (MS/MS)
© Plusieurs expériences de MS/MS:
- Activations vibrationnelles (CID basse énergie dans la cellule de collision: TRAP ou TRANSFER)

- Décompositions avant ou apres la cellule de mobilité

m/z
Collision cell _>| Drift tube |—> .

TRAP

min ms us
Filtre m/z Drift time
Jr ION MOBILITY
SEPARATION
NSFER
Décom itions avant IM
ecompositions avant ‘ HELIUM CELL Décompositions aprés IM

MS @

@
| Drift tube |—> Collision cell —> :
’ @

[

@

Drift time
B CID en TRAP = lons fragments séparés selon IM (TRANSFER=bande passante)

Il CID en TRANSFER = lons moléculaires séparés selon IM (TRAP=bande passante)




s Trapped lon Mobility Spectrometry (TWIMS)

-

Temporally-Dispersive

Spatially-Dispersive

Confinement and Selective Release

JAN
(O —

May, J. C., McLean, J. A.
lon Mobility-Mass Spectrometry:
Time-Dispersive Instrumentation
Anal. Chem., 2015, 87,1422-1436.

~

» Spécificité du TIMS :

- DTIMS/TWIM: E pousse les ions vers I'analyseur & Gaz tampon ‘stationnaire’ qui les ralentit.

Introduction Commercial

Drift Tube IM-MS 1961 z 2014 (Agilent)

Travelling Wave IM-MS 2003 2006 (Synapt G1, Waters)
2009 (Synapt G2, Waters)
2011 (Synapt G2-S, Waters)

Field Asymmetric IM-MS (FAIMS)
Differential Mobility MS (SelectION)

1999 > 2011 (Thermo, Sciex)

Trapped lon Mobility Spectrometry (TIMS) 2010 -> 2016 (Bruker)

- TIMS: Fort débit de gaz qui pousse les ions vers I'analyseur & E les retarde

=» Confinement des ions puis relargage contrélée
» Avantages du TIMS :

- Longueur du tube de dérive tres courte & Résolution augmentée

- Rapide et sensible



% LC-TIMS-MS/MS =» timsTOF (Bruker)

Drift Tube (Temporally dispersive)

I] 0% » [— [>\v

<
N

\%

Longueur du tube de dérive détermine la résolution gEL
(L=80cm pour R~ 50, L=200cm pour R~ 100 R= a4 2KT
L=1000cm pourR ~ 200)

v_’g —
9 == I:ID\ L =5 cm pour R ~ 200 Vgl

/=0.05m

Vitesse du gaz et temps de residence des ions

D’apres Y. Hébert, Bruker

> E variable:

=» Rampe des Champs forts (retardent tous les ions) vers les champs faibles (ne retardent
aucun ion).

> Inversion des mobilités :

TIMS éjecte les ions les plus larges (CCS élevées) avant ceux de plus faible taille (CCS petites)
=>» Ordre de séparation inverse au DTIMS/TWIM.




% LC-TIMS-MS/MS =» timsTOF (Bruker)

Schéma TIMS-QqTOF

‘? \\\\ \\\\\\\\\

TOF MS

Analyseur TIMS ‘
Quadripole Cellule de collision

L=5cmpourR"~ 200

| g
Qgiﬂ}%%

TIMS

electric field
gradienit profile




LC-TIMS-MS/MS = timsTOF (Bruker)

5
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Park and co-workers, Y. Hébert (Bruker).
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% LC-TIMS-MS/MS =» timsTOF (Bruker)

Accumuler, piéger et relarguer/éluer pour améliorer sensibilité et résolution

Analyseur TIMS
Accumulate m
m/z (CCS)

o . Entrance Funnel Analyseur 1 Analyseur 2 @Exit Funnel  _.c
E ZRZEZ7RZRZBZRZR 7Rz ZRzRZRZ ZHZRZR%Z A
% Hay SRZBZRZ! REERZRZEZ 2 ZNZNZNZNZ| .ﬁ . .ﬁ R
5 Gaz Gaz z=¥e(|||| | E IO —| [} [1 [} [
é Uy HgEpSp=y ( \ ( \ ( \
o 77 ]
D auUududoddddaididy ll\ }ll\;

Accumulations en Paralléle Vers m/z
= A I'analyseur (ccs)

de masse )
faible

/ EFG plateau z

P> TIMS : 100% Duty cycle =» Sensibilité maximum
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%+ Performances des 4 type d’appareillages IM-MS commerciaux

FAIMS/DMS DTIMS TWIMS TIMS
Séparation Spatiale (filtre) Temporelle Temporelle Ri?;g:\”::;glii%e
Résolution ~30 ~60-100 ~40 >200 (Variable!)
Duty Cycle n/a ~1% ~10% ~100%
CCS Non Mesure absolue Mesure relative Mesure relative
MS/MS Aprés mobilité Aprés mobilité ~ Avant/apres mobilité Apreés mobilité

X/

+* Résolution / Sensibilité
s Expériences de MS/MS




s Séparation de peptides trypsiques isobariques en mélange

PGAHIWEAGAK Expériences HR-MS, IM et MS/MS:
Complémentarité des outils analytiques
pour une identification correcte

M monoisotopique = 1135.58 g/mol

VEYLASITLK
M monoisotopique = 1135.65 g/mol

5450_023 125 {1.163) Cm (10:126)
100 379.56345

LC-ESI-QqTOF-IM-MS
(SYNAPT G2-S Waters)

568.8316

[M+3H]?*
* UPLC/IM/MS/MS

* Détections UV (PDA) & MS

* Source ESI/APCI (Z-spray™)
*Sonde ASAP

* Hybride Quadripole-TOF

* CID

* Cellule de mobilité ionique
* HR-MS

[M+2H]2*

%
1

Theése M. Dupré, IBMM, Université de Montpellier

[M+H]*

0 I L . ..uLJLJ Lk I |
- - e e e L o e LN L o e
-0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000



PGAHIWEAGAK VEYLASITLK

lons A lons B
MD tri 13
5450_024_dt_01 133 (17.096) Cm (130:138) 1: TOF MS ES+
1136.7204 2.01e5
1004
1137.7417 lons B
=
11387518
1139.7549
0 T T T T — T m/z
1136 1137 1138 1139 1140
5450_024_dt_01 117 (15.024) Cm (115:121) 1. TOF MS ES+
1136.6731 2.97e4
100-
1137.6753 lons A
BE"-
1138 6780
1139.6812
0t T T T A T - m/z
1136 37 1138 1139 1140
5450_024 dt_01 104 (13.340) Cm (103:160) > 1: TOF MS ES+
1136.7394 2 3485
1004
137.7490 Spectre avant
m o] , .
Separatlon
11387444
11397549
0 T T T T T miz
1136 1137 1138 1139 1140

Injection boucle_FIA
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PGAHIWEAGAK VEYLASITLK
5450 028 dt 01 134 (17.226) Cm (130:140) S 1: TOF MSMS 0.00ES+
1136.7463 4.89e4
100+
Ions B
ey b2 b3
229 1392 3922145
i b4
iL/T 136.0869 YLb y3 b6’ b7° b8
; 645 3765
86 1041 217.1795 05.3057 . b5
0 1 3 S P o O T MO V1 | W7 ..yf.Jl.. J .y.?ll. y..6[ I. AT 75{3?7.39 85.9'152.88 : 3
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-0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
5450 028 dt 01120 (15.413) Cm (117:123) 1. TOF MSMS 0.00ES+
11366304 £.93e3
100+
b4
3632079 Ions A
b5
# 6
iH 476.2995 Y
10079 o 6613856 b7 b10
2231712 7914445 g 912 5575 990.5401
0- m/z
-0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
5450_028_dt_01 134 (17 226) Cm (111:147) 1: TOF MSMS 0.00ES+
1136.7468 5 20e4
100+
Spectre complet
e b2 b3
2291392 392.2145
[}
yLb b4 b6°
iL/T 136.08690 y3 b7° bg°
96,1041 277.1795 U 450513057 y5 325?755 AT Ranas
0 it el g ) fipslibe gl o o Yotk .;Ll W 1 7 A e & il
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Sans mobilité, un peptide n’aurait pas été détecté en MSMS




s Séparation de peptides trypsiques isobariques en co-élution

Am/z =0,9 mDa =» R >900 000

i RT: 55.95385 — 56.418736
1Ko F3:Mouse Heart 4ul 90 min_Slot1-5_01_567.d Sequence=LVLEVAQHLGESTVR, Scan 71774, m/2=825.9613, z=2, RT=56.08, -10l...
ity 1 VLR [V Ao [L Ge 5 [T
1'3' Precursor m/z
825.9613
o0 RT 56.08 min
1.2 e
P Y13
¥10
Y& Ve Ya
bS-NHz Y7 be Vi1
) be
| G0 Y P 20 I
1.1 ol . + ‘ | | | s 1000
x'_n | # | 1:1| s | 2 | ErrTol: 0.05Da [¥] preprocess low intens. label 4
:Sequence=VAVSADPNVPNWWGL, Scan 71560, m/z=825.9604, z=2, RT=55.95, ~...
1.0] Intensy () VA [v[s[a[p[e[u[v[e [n]v|vvrer
] va vi1
pre‘[1+]
b Precursor m/z
0.9
» | . . , 825.9604
Sans mobilité, la séparation de ces ions b vz 1 RT 55.95 min
, . , b Y7 .
precurseurs aurait donné des SpECtFES " y\fgl[] V13
Ly, b3
08 MSMS chimériques h | L .ﬂ I
1000 I ZDIDDm :
T r r r r T . . . . T . . . . r . . . . . . 4 | n | }
SN 82ID o sz B ”IBISU I— _ 5 S . i kll-' |# | 1:1| b | 2 |ErrToI:0.05 Da [/]preprocess [V] low intens. label P

D’apres Y. Hébert, Bruker: timsTOF



s Séparation de peptides trypsiques isobariques en co-élution

HEK phosphopeptides isobariques et co-élués =» Régioisomeres !!

|¢ RT: 22 207893 -- 22 605288
1/K0

i x
Sequence=S(+42.01K5(+79,97IESPKEPEGLR, Scan 22923, myz=546.2626, 2=3, RT=22.26, -10lgP=27.94,... =

D’apres Y. Hébert, Bruker: timsTOF

F1:HEK P Peptides_Slot1-6_
ey 5 [KJ3 25 2 [K[2 ? [2]a [E
. 7 . . . YS
Séquences similaires
0.9
® Plusieurs sites de
50
phosphoryation . Vizcon
b&-H20(-98)
bE-NH3(-98)
° b bs&—/gs) Y10
Probable isoformes 7
' | Ll 1] Wl ‘ | : iz
\ ‘ . l.”“!. [ fin- 1000 2000
| | o N i \| _”ﬂlu _ oan XI-I | #H | 1:1 | 2% | 2y | EnTol: 0.05Da [V preprocess [J] low intens. label y
| | ‘ ! "J|'| i ‘ . .
T th = :;equence=5(+42.Dl)(+?9.97)KSESPKEPEQLR, Sean 22848, m{z=546.2536, z=3, RT=22,24, -100P=20.7%,... v |
a , .: Intensity (%) s[k[s[es[e[k[E[p[E[0[LR
bs
Y5
; pre[1+]
0.5
504
Y&
V4 bs ¥11-H20
¥a
V3 Y7
Y10- X
; v b?i 10 NI‘-B ‘V12 H20
I | |
T T .
w0 = 500 1000 1500 2000
S ) I | fra | 1:1 | 2% | 2 | ErnTol: 0.05Da [¥] preprocess low intens, label y




2.3E405
554.91 -

550~
540
530
520~
510
500~
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480~
470~
460
450~
440

430.01 -

Séquence Peptidique

Séparation de peptides trypsiques isomeres en mélange

PFGK

:> Mass shift de 56.03 Da & PTM

-

Lysine propionylation (C1) ou propanal (C3) carbonyl acylation ?

différences en mobilité de seulement 1%

[C1+H]

m/z

mobility - scans

A

[M+H]*

-10000

-5000

1 i
-135.00 -130.00 -125.00 -120.00 -115.00 -110.00

D’apres Kristofer Fritz, UC Denver/ Y. Hébert, Bruker: timsTOF

i i
-105.00 -100.01

Comment distinguer 2 régioisomeres en MS ?

0
Il
—CH-C—OH
I

CH, H,N —CH-C—OH

| «— — |

cI:H2 CH,

?HZ CHs

(i;Hz (o cl:Hz

HN ?Hz C3
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\[(l)/\ W b

3
c R=175
©
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1l

R
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Vi [V]




Collaboration B. Fernandez & J. Armengaud, CEA Marcoule/IBMM, Université de Montpellier, Synapt G2S Waters

/

s Dérivatisation par groupement chargé: Modulation détection / séquencage

=» N-terminal: Ammonium et phosphonium quaternaire
=» C-terminal / chaine latérale

J

** Analyse par spectrométrie de masse de peptides a charge piégée
=>» lon préformé

=» Pas de proton mobile
=» Fragmentation CRF

i TMPP-Ac-Peptide
OCHj o
®
*
H;CO ocH g az
Q *
> a3
H;CO P ®
3 e) “>- ;*34 *as
= % +
HaCO OCH; % ] | ‘ | ag C
H;CO o s o L s 1000 1100 1200 1300 =
OCH,4 m/z

K. D. Roth, Z-H. Huang, N. Sadagopan, J. T. Watson, Mass Spec. Rev. 1998, 17, 255-274.

Charge derivatization of peptides for analysis by mass spectrometry.

P-C. Liao, Z-H. Huang, J. Allison. J. Am. Soc. Mass. Spectrom. 1997, 8, 501-509.

Charge remote fragmentation of peptides following attachment of a fixed positive charge : a matrix-assisted laser desorption/ionisation postsource decay study.
N. Sadagopan, J.T. Watson. J. Am. Soc. Mass. Spectrom. 2000, 11, 107-119.

Investigation of the tris(trimethoxypheny)phosphonium acetyl charged derivatives of peptides by electrospray ionization mass spectrometry and tandem mass
spectrometry.

S. Gallien, E. Perrodou, C. Carapito, C. Deshayes,J-M. Reyrat, A.V. Dorsselaer, O. Poch, C. Schaeffer, O. Lecompte. Genome Res. 2009, 19, 128-135.
Ortho-proteogenomics: Multiple proteomes investigation through orthology and a new MS-based protocol.

M. Baudet, P. Ortet, J-C. Gaillard, B. Fernandez, P. Guérin, C. Enjalbal, G. Subra, A. de Groot, M. Barakat, A. Dedieu, J. Armengaud, Molecular and Cellular Proteomics,
2010, 9, 415-426.

Proteomic-based refinement of Deinococcus deserti genome annotation reveals an unwonted use of non-canonical translation initiation codons



o

H,CO
HaCO O peptide

-

Influence de la séquence

H.CO ® ) Réactivité / Régiosélectivité / Fragmentations
OCH, - — . . ,
H;CO N° Peptides modifié en N-terminal par TMMP M (g.mol-1) [Fonction C-Terminale
H;CO 1 TMPP-PICA K 1103,29 Acide
OCH, 2 |TMPP-FAQIR 1206,36 Acide
3 TMPP-ALIAGFV 1262,38 Acide
ESI-QqTof & MALDI-Tof/Tof CID & LID/CID | 4 [merrvAEKFA 1383,43 Acide
5 TMPP-W L IA GDR 1402,44 Acide
Spectres MS/MS a partir des 6 |TMPPGHAPEVR 1450,48 Acide
ions précurseurs monochargés 7 |TMPPYDTSIVQK 1525,49 Acide
8 |TMPP-YDTSIVQR 1553,49 Acide
9 |TMPP-GEVAVLGHMK 1612,55 Acide
10 TMPP-AFALGTIEDK 1636,55 Acide
11 |[TMPPAADPNYHIGETK 1816,58 Acide
12 |TVMPP-VLHDFAFAMVGPLAEYK 2479,97 Acide
13 |[TMPP-GPLFAVA 1245,36 Amide
14 |TMPP-RLAVAIA 1284,44 Amide
. 15 |[TMPP-LAVRAIA 1284,44 Amide
16 |TMPP-LAVAIAR 1284,44 Amide
17 |TMPP-RDAVAIA 1286,39 Amide
18 |[TMPP-AVARDIA 1286,39 Amide
19 |[TMPP-AVAIARD 1286,39 Amide
20 |[TMPPAFISVGPLAR 1601,46 Amide
LC-ESI-QQTOF-IM-MS 21 TMPP-LHFVKMGRA CAIGR 2129,85 Amide
(SYNAPT G2-S Waters) 22 |[TMPPALKEFAFISVGPLAR 2189,87 Amide
« MALDI-MS/MS 23 |TMPPLHFVKMGRAWAIGR 2212,85 Amide

e Laser smartbeam I™ 355 nm, 200 Hz
* Technologie LIFT
* Mode imagerie

\ v,
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Regiosélectivité de I'acylation par TMPP ?
=» fonction amine: positions N-terminale (a-NH,) / position latérale (e-NH,) ?

=» fonction thiol : SH, (résidu cystéine libre)?

. b4+H,0 <
5000 - .
] TMPP*-P I|CJA|K MH
1103.291
3233 Mesure HR-MS
4000 a4 < KZ9H36010PS OCH3 \
H,CO
HsCO OCHs  sH
H,CO P o
3000 -
HoGO OCH,
H,CO
\ OCHj /
k
2000 - 180.992
b4+H,0 <«
975256
1000 606.955
* T a2 - CH=SH
755.157 a3
ip * 858.144 a4
* 500.990 d3 | 929.224
| 70029 150981 w -t 642,034 d2 i 10575.394
B U W RPRUUPUNAT U DN VTV § OO o ‘ N

T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200



Mobilogramme obtenu pour I'ion 1103.5 Da (TMPP-PICAK)

Deux composés isomeres séparés en mobilité ionique

Molécule A: TMPP greffé sur 'amine N-terminale du peptide

[
| . .
f o Molécule B : TMPP greffé sur le groupement sulfhydryle de la
- 7% | \ A s 7.
Py N | \ chaine latérale de la cystéine (C) !!!
1004 1103.49 |\/|)r
A
( ) T™MPP TMPP_PICAK 1104.49
Spectre MS/MS de (A) ey
T b4+H,0
TMPP 674 20 a4 538 1105 50
574.21 a2 a3 l976.39
M S/M S " 3811 s 575 20 756.35 s 38559 35 kaza 41 \quz 10048
22211 24611 35111 sros 48779 50869 7 g7 2767213 T04.92 T24.17 75783 814.62 - 102025 106050 o1 9
O TRTINTY W T M I/I T ETTI m;l\m Iu‘ AT Ju‘Nh S b st b Ll \l\lwlﬂum ‘Ll-‘”"l‘ "\hn m‘hu.u‘hmh..\‘.ml. iy o " I ‘L‘J & il o Ji ‘: Il‘J“LAAh‘HMHI\‘ RTINS S T I,
100 150 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 | 550 | 600 | @50 | 700 | 70 | 800 850 | 900 . 950 1000 1050 | 1100 | 1150 | 1200 ' 1250
CI D 57320
1001
. , . (B) TMPP
Apreés la séparation
Spectre MS/MS de (B) PICAK
(Transfer) |
s TMPP-SH TMPP
T T T T T séu‘ 13 A U T S
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Synthése de peptides séléniés = [Se-Se]AVP

Séparation de cyclopeptides en mélange : Monomeére vs dimere ?

AGENCE NATONALEBE Lk .LWR

SELENIUM 80ge
NH PROFIL ISOTOPIQUE 49,61%
HoN
HN o 8
NH, Selc-Tyr-Phe-GIn-Asn-Selc-Pro-Arg-GIy-N H2 Se
/\[f 23,77%
NH2 O ¥ (Se-Se) 6Se 77ge 82ga
\|J\ : 7Se  937% 7,63% 8,73%
0,89%
@J y )
NH s 1180.269
H ) 5000 MH*
O /I/NH2 % A 4700 Reflector Spec #1 MC[BP = 11804, 61352]
I E |
MALDI-Tof
4000 - '
1 (HCCA, (+)
g Lo LC-MS g .
2z Ultraflex IIl) \ \
E 2006 ‘
8 ~20.55 94 4 3000 op| ‘ |
- 00 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 : 18.0 19.0 20.0 21.0 224 | \ ‘ ‘
Time, min 1 568.076 ;,-,-‘ n | \ |
- +TOF MS: Exp 1, 12,1944 to 18,8272 min from Sample 1 [EC 20140428 S NHZ 10)of EC 20140422 S NH2Z 10.wiff different calibral B ’l \ ‘ | | ‘ ‘ ‘ \ r
[M+2H]2* uﬂa YN “\' i
" 20004 I L&
g 1504 50117 ] ] {' ll‘ ¥ " 4' yLH “
g tbed [2M+3H]* [M+H]* etz 'ﬂxﬁ,‘. W ' W b i i
§ 5000.0
E 551.71-.. 6 .%.13 731_23 117(.5_33 7 Bia 528 — w62
- 0300 400 500 600 T00 800 900 1000 1100 1200 7
m/z. Da 1000 .
2+ . 2MH
s [M+2H] [M+H] ] i 42
e 588,67
2 2000 1082.239 1369.289 j
¢ ' JL. N
E | 40743 523196098 1176.33 RN - el il
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 0o 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2490
m/z, Da

Thése Emmanuelle Cordeau, IBMM, Université de Montpellier, Synapt G2S Waters

Mmoyenne : 1179,3 g/mol



EJ stabilité du dimere ? & UPLC IM-MS

LC-ESI-MS (TIC =» m/z 1180)

Mobilogramme ol
. Mobilogramm
Mobilogramme obllogramme
6.40
; Rt=6,73 min
Rt= 6,02 min QL N H
5,hﬂ 5,‘5[] ‘ E,Ill E,ISU ' 7,hﬂ ' 7,‘50 \ 4
Y | . 3 signaux
1 seul signal pour un H 2 signaux
temps de dérive 49 msec
(DT) de 78 msec ‘ \
49 msec
39 msec
78 msec
78 msec
,/F\ /
¢ londicharg¢ .. v
Massif Isotopique: ion monochargé (Rt = 6,4min, DT 49 msec) ion lon dichargé
(Rt = 6,02min, DT 78 msec) - monochargé E)R_: 296'73 m)ln lon monochargé
gz . msec
(Rt = 6,40 min, _ (Rt = 6,73 min,
) DT 78 msec) DT 78 msec)
lon trichargé i
<= . (Rt = 6,73 min, BV bl b Pl [l MR
1 DT 39 msec)
1 e I T
doogn »3“1‘;’\7 . »‘{\L\U & i ‘J\“A WAl WW\ “'m/‘\ S "




m 7

.0

» Controle Qualité de protéines : Folding ?

Standard Hepcidine commerciale : Aliquot de 100 ug dissous dans 400ul (ACN/H,0, 20/80)

* Infusion a 5ul/min

Full scan :

SYMAPT G2-5#UEB205 Hepcidin fullscan HRMS 13-Nov-2014
X-LMP141113009 49 (0.846) Cm (1:58) 4+ 1- TOF MS ES+
£98.23 1.89e6
100
97.97 '
B+
558.78 695,47 ‘ r
697.72 ‘ ‘ ‘|
-
L T
o | 55898 ’ 5 28 929 930 831 532 93 94
= 558.37
598.72 3+
55917 930.54
6"' 929977098
£98.98
465.81 55937 931,31 24
465.97
465.47 931,64
466.14 55058 pa120 [0 2
l/ ~T02.22 93197 139548
N b , R N
B S B B e '#_""L" T iy B L L B L B By L DLy UL L AL L B LA e 1
400 a00 600 700 200 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Collaboration avec J. Vialaret, C. Hirtz & S. Lehmann, CHU de Montpellier, Synapt G2S Waters



e Sélection des ions a différents états de charges (Q)

» Séparation en mobilité ionique =2 mobilogrammes

m/z 558.3 (5+) m/z 698.3 (4+)

X-LMP14111308 2- TOF MSMS ES+ K-LMP14111307
- 6.45 TIC _
100 f\ _6.86 5 350k 100

|
d

10.57

%
%

) ! ! ! I o Time L L L s B s s na s




> 930.5 (3+) :

XLMP14111306 2: TOF MSMS ES+
1007 e 1o

Wave Velocity : 1000m/s
Wave Height : 35V

%

10.29

11.67

L L I I I L I B e Time

™ UL DL LA BRI UL L IR IS LA DL IS DL B I
-0.00 2.580 5.00 7.50 10.00 12,50 16.00 17.50 20.00 2250 25.00

Tentative de fragmentation de cet ion apreés la cellule de mobilité ionique (CID en transfer)
de facon a obtenir les spectres MS/MS de chacun des isomeéres



X-LMP14111310 131 (9.002) Cm (129:133)

2: TOF MSMS 930.50ES+

100 110,02 354 15 114477 1.98e5
*E P 336.04 g5g 50 93055 1145.76 _
:i| 239 ndﬁﬁ " N |473.11 5'3"} a 5 108572 121980 DT =9.00ms
T L|l' L L R L e "|" L L S L ey e e 4
2[][] 40[] 600 a00 1[][]0 12[][] 1400 1600 1800
F-LMPA14111310 120 (8.241) Cm (119:120) 2: TOF MSMS 930 50ES+
354.05 114477 2.96e4
1999 110.02 114578
-2 Iy 336. Eld- 50'1 » g5g.qg 93055 DT = 8.24ms
I 239 Dq_ 4731 " 108525 Fqu a0
H |. |. ]I. | | | | L | PP | l, g I. I.l
“ T || L LA L L B L L L L L AL L mez
EUEI 4[][] 600 a00 1000 12[][] 1400 1600 1800
F-LMPA4111310 113 (7.756) Cm (111:113) 2: TOF MSMS 930.50ES+
1145.28 3.43ed
1005 110,02 354.05 930.55
o 336, I:Id- 929 87 114578 DT = 7.76
| 1y | | gy N P : ;
'I"'I"'I""I""""I' LI L B B L L L L I B L mez
EUEI 400 600 a00 1000 12[][] 1400 1600 1800
F-LMPA14111310 104 (7.133) Cm (102:105) 2 TOF MSMS 930 50ES+
100 ‘I/“IEI.EIE 354.05 1145 =28 5.90e4
o 336. Eld- 930.55 114576 —
] a:i‘ 257.06... 472 11507 11 858.52 1085_?3i/ 1910.50 DT =7.13ms
D 1 11y I. |.l ]l | | H | " d.l | . | lJ L lf I.l
| 1 L S L L L L L B L L L L L S
EUEI 4[][] 600 a00 1000 12[][] 1400 1600 1800

Aucune différence de fragmentation pour les quatre ions (Ecoll = 45eV)



> 1395.3 (24) :

KLMP14111305
100+

%

464

X-LMP14111305 68 (4 640) Cm (63:72) 2: TOF MSMS 1395 30ES+

1004

139487 139537 16326

1395.86

1394.36

1396.37

0735 2: TOF MSMS ES+
e TIC

_

T
1393

1394 1395 1396 1397 1398

) 3.18e6
Hepcidin dichargée (2+)
X-LMP14111305 45 (3.047) Cm (45) 2: TOF MSMS 1395.30ES+
100+ 139571 1395.35 139552 2.43e4
1394 87 1195.86

1394.62

139712
g s

/ 139436

Espece tétrachargée (4+)

dimere de I’hepcidine (?)

S o e e

-0.00

2.00

4.00

G6.00

T T T T T T T T T T T T T T e Time
8.00 10.00 12.00



Passage en LC-IM-MS avec colonne Eclipse plus C18 RRHD 1.8um, 2.1x150mm
A : H,0+0.01% acide formique, B : ACN + 0.01% acide formique

Gradient de 17 a 30% de B en 10 min

Débit 0.4ml/min

Volume injection 1ul

Quadripole en filtre sur I'ion trichargé: 930.5 Da

Séparation en mobilité ionique avec les parametres définis lors de I'infusion

Z-LN14111303 Sm (Mn, 10x1) 1: TOF MSMS ES+
) 439 BRI
12884

447

Deux temps de retention
pour le méme m/z

%

R I B S R S R e L R s e S NARRR AR e na s ST
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 5.00 9.00 10.00




Drift Time (Bins)

S0

Séparation en mobilité ionique aux différents temps de rétention

(0.02_17.00) (1.00_200.00) (100.00_2001.00)

Z-LMP14111303.raw : 1

(4.4,2071086)

-y
=]
(=]

a0

25 30 35

4.0
Retention Time (Mins)

5.0

525

25 30 35 40 _ 45 5.0 55
Retertion Time (Mins)
— ZLRF4111303_dt_11 TOF MSMS ES+
ZAMF14111303_dt_010 TOF MSMS ES+ 1028 e
1001
1001 837 e 18966
3.58e5
. I \ .
Signal a 3,2 min
. \ .
Signal a 4,4 min
892
=] =]
T T LA ASa R SRS LAt B A s s T Time T T T T T T T T T T T Time
-0.00 250 500 750 10.00 1250 15.00 17.50 20.00 2250 2500 -0.00 250 5.00 7.50 10.00 15.00 17.50 20.00 2250 25.00



Drift Time (Bins)

Signal a 4,4 min

45
Retertion Time (Mins)
|

40

T
525 55 575

max 130 Drift Time (Bins)

Surface dle

325 35 375 40 45
Retertion Time (Mins)

Mesure des CCS (collisional cross section) aprées étalonnage
de la cellule de mobilité ionique



N E5I mass spacirometry of the molecular lassao 12 mlggs'gals E ES| mass spactremetry of e unthreaded molecule ‘Ii:ra:"B? scans WS
o ;
R |
** Machine supramoléculaire . _ I L | o -
== -
o
Collaboration F. Coutrot/IBMM, Université de Montpellier, Synapt G2S Waters N |
e | (a) CH;CN.
W= |
Molécule forme étendue |||m
H i
< > K8, Nt I (b) CH,CN/CH,Cl, 30/70.
{ N NI
H O H O | |
||
12u ® _-H - B
Self-entanslement || SIOW on the NMR time scale |
via bond rotation || 121121 ratio depending on solvent and |'| (c) CH,CN/CH,Cl, 20/80.
concentration | |
[
Intensity - I| |
e —— ;:Il - @ OO OO o o OO0
|H:3EKI
| (d) CH;CN/CH,CI, 10/90.
|
[
Molécule forme repliée l
u I
|| (€) CH,CL.
|
I

Clavel, C., Fournel-Marotte, K., Coutrot, F., Molecules 2013, 18, 11553-11575.

A pH-Sensitive Peptide-Containing Lasso Molecular Switch.

el 5
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o* Analyse de Ca rbOth rates D’aprés Y. Hébert, Bruker, timsTOF

HO o Séparation de 3 carbohydrates: Melezitose, Raffinose & Maltotriose
He - o 0 Ho-N— 2, H
HO d*—on é‘_ He oM L'U
HO. o m HO r O
OH
\nlelnoséi RP 60-80 2016-04-26_RMM+TM_default_finally.d In:i":‘{- 1 021 V*s201(5:70;712’;75me7imex7finalIyJecaLd
: 0.984 V*s/cm? ' /
s . = 211.559 A2
] => 203.892 A?
x105.7 R P 8 0 _ 1 2 O AR R e b 20
J 1.039V*s/cm?
] = 215.496 A2
“1 RP 140-200 T

T T T T T T T T
0.85 0.90 095 1.00 105 110 Mobility, 1/KO [V-s/cm?]

T T T T T T T
0.85 0.90 0.95 1.00 1.05 110 Mobility, 1/KO [V -s/cn?]

Résolution ajustable CCS déterminées avec une grande reproductibilité
(< 0.5 % RSD)


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Maltotriose.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Maltotriose.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Melezitose.png
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Melezitose.png
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Raffinose.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Raffinose.svg

Analyse de lipides

Phospholipides : Téte polaire et chaines aliphatiques = Grande diversité moléculaire

1000 +

600+ -
4004 =

200 =

8004 =

o m—
T e

[ —

2=

=

g
||i"

A
e b
b ll‘r}p

(L

N

T
12

T T
14 Time [min]

Analyse complexe =» Spectres MS/MS non chimériques

D’apres Y. Hébert, Bruker, timsTOF
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** Analyse de lipides
y P PC = Phosphatidylcholine

O O
[l
0N oPro o~
O H o ']'\
© 18:1 (A9-cis) PC
i i
O/X\O’}D\O\/\NJ/
O H o |
© 18:1 (A6-cis) PC
1 7
ogg\oj\o\/\,ri 16:0-18:2 PC
(0]
1 0
D /P\ s
AT 16:0-18:1 PC
O
i i
/\/\/\/\/\/\/\)I\ —F~
O OUTO N 16:0-18:0 PC

Lipides

Isomeres

Massifs
iIsotopiques en
superpositions

partielles

D’apres Y. Hébert, Bruker, timsTOF
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** Analyse de lipides

« - CyqHg,NOGP
| Lipides
| Isomeres
N RP 150-210
Massifs
RP 110-180 . .
g Isotopiques en
N R T superpositions
c partielles
o0 140 144 148 Mobilty, 1/KO [V-sicn?]

D’apres Y. Hébert, Bruker, timsTOF
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+* Analyse de lipides

Intens. 7
x105]

7 1+

625.5157

1.25

I 2 Lipides

146.9822

0.75 —

isomeres Spectre MS/MS

1+

0.50 —
- 749.5079

0.25 467.2527

000l ol L]
100 200 300 400 500 600 700 800 m/z

Intens. -

800 9

600 - O H 0 I~
-4 146.9821

‘ Spectres MS/MS

2007 339.2894 467.2523 \

| |

6000 ' = . apréS

5000 5 625.5161

4000 4 o]

3000 3

2000

1000 9

1+
265.2526
L

1+
467.2520

L1
T

1+
749.5083
1+
808.5813

500

T T
700 800 m/z

o]

] 146.9822 8
RO Oy
o >

O H

séparation IM

D’apres Y. Hébert, Bruker, timsTOF
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