FT-ICR : Aspects Instrumentaux

Carlos Afonso
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ra Mouvement cyclotronique
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Conversion Sl/unités usuelles

ra

Nbre de charge

o S g/mol (entier)
— kg, Hz, Tesla, Coulomb \ /
o m/z
e Unités usuelles
- m/z, T N,= 6.022 x 1023 mol-'
» = gB m(kg) = M(g/mol) / (6. 02214129 1023 x 103)
¢ 2mm

q = ze = zx1.60217657 x 10-19

- zx1.6x107"°Bx6.022x10% x 10’
2mm(u)
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, 1.535611x10’B
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Temps de détection

107 64 530.78913
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Effet de la pression

(@)

(b)

, oignal transitoire de 0.32 s (512k) correspond a I'enregistrement de
@ ':WJH m/z 531 de la bradykinine (a) sans et (b) avec introduction  /

L‘:-&'ﬁ l%dgﬁrgon dans la cellule suivi d’un temps de pompage de 1 s.



A
‘/exc = 250 X 10 2 (VP—P) EXCitation

TD 1M (0.89s) 530.7891 7.5 Db

ra

531.2908

105V,

531.7923
§32.2937

530.7853 9Db
531 2871 pp
531.7685
532.2900
530.7815 18 Db
31V,
531.2832
531.7850
B 532.2865
530.7968 32Db
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T=0.6s
XY B=7T
m/z 500

cellule Thermo

PNNL

©geometr
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L‘.'-&'ng% Nikolaev, Mass Spec. rev. 2014

: (a) ' Resolving power (FWHM)

24,000,000

FWHM Av = 0.0073 Hz —— +—
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Sra Le signal transitoire : un signal analogique

. . _1 Excite Detect
 Courant alternatif continu

— L'informatique nécessite un signal numérique o & 1
[l [ Vé [} 1-
— Convertisseur analogique/numérique

« Contraintes ]
— Hautes frequences 1 l
_ Tailles de fichier | {" p
\ /\ fl\\] AN A NN
x (1) x (1) H W \J/ AR t
v \
N\ : e B
: N 9

Signal analogique Signal recomposé
@ de départ présentant des échelettes
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Echantillonnage

» Convertir un signal analogique
(continu) en signal numérique
(discret)

— ADC (analog to digital converter)

« Exemple : un CD audio contient des
données musicales échantillonnées a
44 1 kHz (44100 échantillons par

seconde).

« Critere de Nyquist (1928)

— la fréquence d'échantillonnage d'un
signal doit étre égale ou supérieure a
2 fois la fréquence maximale
contenue dans ce signal, afin de
convertir ce signal d'une forme

@ .,gmglque a une forme numérique.
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Echantillonage et photo

@ hsn ° IMage sous echantillonnee

& — Effet de moiré
L8 3 B RO



Laboratoire

» Critére de Nyquist
— m/z 100 (1.1 MHz)

— Echantillonnage 2.2 MHz
- 1 M= 047s

« Pour une taille de fichier
donné (ex. 1M) la longueur du
signal transitoire sera lié a la
valeur des bas m/z.

e Facteur limitant si I’ on veut
avoir de tres hautes
résolutions tout en détectant

%Iegijm m/z
LU 7 Ho0EN

530 78877

531.28833

Ly

531.78980
A

sra Importance des basses masses

m/z 100 (1.1 MHz)
td:047s
R : 50000

$32.29138

530.78607

J

531.28838

5311 79003

m/z 200 (550 kHz)
td:094s
R : 116000

530.78651

531.28839

5311 78009

m/z 300 (370 kHz)
td:1.42s
R : 190000

530.78694

531.28865

5311 79039

m/z 400 (270 kHz)
td:1.94s
R :262000

530 78707

531.28874

5311.78076

m/z 500 (217 kHz) /

td:241s
R : 270000

530 £0 §31.00

53280




Fa Détection Hétérodyne

Signd at f, Reference at f,

* Ultra haute resolution i I |
=L pr i ngueur—— AUUAN * AR
du signal transitoire
— m/z 430 (250 kHz, 7T) w /\/\/\/
« Echantillonnage 500
Kz el

e 1M = 2s

e Mode « narrowband »

— 250 kHz x 265 kHz
« Signal composite
* 15 kHz et 515 kHz

@ -';EfN‘SEChantillonnage 30 kHZ ° 0 ‘ 530.8 15309 2 5310 m/za' 531.1 45312 . 55313 p 7 3
“ « 1M = 33s /
6

7| 530.7754

R 500000
55s

531.2771

;l[l]'E'Fl UEN |.J. Amster, J. Mass Specrom., 199




Détails du calcul

 Broadband
~ 1.53561 1x10’B ~ 1.53561 1x10" x 7

U, pogps 430 : 250000 Hz

— Echantillonnage 500 kHz soit 0,5 MHz =250 kHz
— Avec 1 Million de points durée du transigent :
— T=1/0.5=2s

« Hetérodyne (narrowband) 250 kHz x 265 kHz
— Echantillonnage 30 kHz soit (0.03 MHz)
— 1M :T=1/0.03=33s y &

« Consequences ? 15 kHz 515 k

— Gamme de m/z de 430%x15/250=26



Exemple : premier FT-ICR

FT-ICR 3
CH4
17 DEC., 1973 s
0.01a.m.u.
M

lon cyclotron motion was excited by a 2.8 msec, 20 mV(p-p) rf electric field pulse at
a frequency of 307.126 kHz, which corresponds to an applied magnetic field of
0.32 tesla. The excited ion cyclotron motion is converted to an alternating voltage at
the resonance frequency by the ICR cell; this voltage was then amplified by a
broad-band (10 kHz to 2 MHz) rf amplifier and mixed with the output of a
second rf oscillator (see below). The difference frequency was extracted using
a 1.5 kHz low pass filter, and the resultant signal was then digitized at a rate of
10 kHz using a 1024-channel signal averager to give the digitized (time-domain)
response shown in fig. 1. The first 256 data points in fig. 1 were then recorded on
@ magnetic tape and a discrete transformation of that array was carried out by a digita

"'IHSDDmputer to yield the ICR absorption spectrum shown in fig. 2.

L:'ﬁ'ﬁﬂ‘l% Melvin B. Comisarow, Alan G. Marshall, Chem. Phys. Lett. 1974, 25, 282
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Transforming

__Ultra-high resolution

T'his FTMS spectrum of tin
bromide contains a triplet at
nominal mass 356, never before
resolved by any other mass
spectrometer! The triplet is
shown here with clear baseline
separation, demonstrating a
resolving power of 833,000!

Sample courtesy of Professor ¥ W

McLafferty. Cornell University.

L;lscrwdésorption of
large molecules

"~ New high-resolution
GC/MS

This FTMS spectrum of the
cyclic polypeptide Gramicidin-S
(molecular weight 1141 amu)
shows very soft ionization. The
base peak is the pseudo-molecular
ion (M + K) " formed due to
potassium attachment (favored by
addition of KBr). The expanded
region inset illustrates the high
resolution (7000 FWHH) easily
achieved with the FTMS-2000.

New FTMS-2000 general-purpose

ultra-high resolution
mass spectrometer advantages:
; Stability For accurate

mass measurement and
long-term mass calibration.
Productivity Intrinsic
computer-based productivity.

== Nicolet

The FT Spectroscopy People

The FTMS-2000 now easily
achieves high mass resolution and
accurate mass measurement under
capillary GC conditions. This
high-resolution (11,000 FWHH)
spectrum here was obtained
on-the-fly from a Grob-type
activity mixrure. Mass
measurement deviations are only
2.8 ppm and 3.8 ppm without use
of internal calibrant!

Nicolet Analytical Instruments/5225-1 Verona Road Madison, W1 537 11/608-273-5004/Telex: 910-286-2736

CIRCLE 151 ON READER SERVICE CARD
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Traitement du signal « Apodisation »

* « Apodisation »

— Suppression de pieds de pics
— Fonction sinusoidale

1033.9870

—

e
L 5 Roue

R 80000

L.

sinbell

R 60000

<o

square
sinbell

R 50000

VA



Traitement du signal “zero filling”

* Augmenter, avant la FFT, /\ 1M (\ 2M
la taille du fichier de
données

— 1M = 2M

« Améliore la forme des ,,J/ L
signaux v

— Mesure de m/z

— Améliore la mesure de
I'intensité des signaux
(quantification)




Isotope beating

':-j‘.f”m fenétre (a) de m/z 5, et (b) de m/z 0.5 conduisant a la sélecti

u-uuw o de I'ion monoisotopique uniquement.
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ra

* (a) bovine insuline avec un
etat de charge +5 (Mw
5729)

« (b) cytochrome c avec un
etat de charge +8 (Mw
12360)

* (¢) myoglobine avec un
etat de charge +10 (Mw
17554)

o g0 @
@ "s2INSR

L!':HE"HE‘% Easterling M.L. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 1999, 10, 1074.

Isotope beating (2)

a)

b)

c)




« Attention pour la
qguantification !

Isotope beating (3)
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Laboratoire

ra Rapport isotopique et FT-ICR

« Abondance des isotopes systematiquement trop

bas
— Erreur augmente avec le temps de détection
0.40 - T
0.38 1
0.36 -
0.34 -
o X
€ 0.107
= : Mo/M
F-o 2Mg
0.08 - TRl \
0.06 T
.® 00 01 02 03 04 05
]
E"m Time of FT scan, arbitrary units

“UN
L! JDER |.EN llichenko et al. J. Am. Soc. Mass Spectrom. (2012)




Quantification en FTMS ?

}...‘...

10,25 3075 41

0 iJ_.LJL \

1146.5 1147.1 1147.7 11483 1149

Relative Amplitude =

Relative Magnitude
L é =

Extracted time-domain signals for individual isotopic peaks from the 51 charge ; fate of
W mgﬂﬁh The differences in signal damping vary with the abundances of-the
I ic’species /

L 5 Roue

Smith RD, JASMS, 1998 |/



Harmoniques

ra

(@ (0) f,
=
Les harmoniques sont des artéfacts e
qui apparaissent lorsque le signal =
n’est pas tout a fait sinusoidal §
I 1 I T

Cellule finie : Harmoniques 1 3 3 a4 axi0d

Impaires Frequency (Hz)
(a)
RATIO OF -
THIRD-TO-FIRST =
HARMONIC 3
SIGNALS é‘
w
5
0.3 &
@ CYUNORICAL TRAP o
. cumoTRe . 2 3 4 5x10°
0.2 tme (s) Frequency (Hz)
@ 4 (o) fe 3,
0.11 —~
S X
i 0
0.0 - Al T T o v -Q d b
00 02 04 06 08 1.0 s ’ fh
F =-1 l ! :

A A
BN NI E s
1

B
2 3 4 5x10°

adl

0

time (s) 0.05

Y Frequency (Hz)
22INSR ,
-’ Raman Mathur and Peter B. O’Connor, Rapid Commun. Mass Spectrom. 2009; 23:

L! » UNIVERSITE 523-529
" DEROUEN Grosshans, Peter B. Marshall, Alan G., Int. J. Mass Spectrom. lon Procesges, 1992

4

26



Laboratoire

ra Etalonnage

- Etalonnage
— Lorsque I’ on a changé le mouvement des ions dans la cellule
» Pression (pulse de gaz en SORI).
« Excitation des ions (pour la détection)
« \oltage appliqué sur les plaques de piégeage.
 Sidekick
— Changement de la gamme de m/z

- Etalonnage interne vs externe
— Interne
» Le plus fiable et précis < 1ppm
» Mélange d’un étalon
» Bon étalonnage quelque soit les paramétres utilisés.

— Externe
« Simple mais nécessite de ne pas changer les paramétres de la
cellule.
e ® « Nombre d’ ions doit étre constant (un ordre de grandeur).
@ i

L2 5P Rolen



Laboratoire

DFa

 Parametres de la
cellule
— Ve excitation
— V piégeage

— = changement
important des m/z

e Nombre ions dans la
cellule

@ i

L 5ol

& Parametres influencant la mesure de

530 75916
5§31.26095
08V 53176229
A
530.76535
R=88000
53126898
07V
531.76848
A
530.76927 R=121000
08V 53)1[7102
- 5317265
530.7736
R=130000
09V 53127542
I 531.77709
A

1.2V

18V

R=138000
1.777 /
e
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Augmenter la précision

Ao

m/z 3 ppm 1 ppm
200 1 1
300 2 1
400 6 1
500 11 5
600 26 10
700 45 16

Percent Unigque
- e -
- (= i

@ wtiNsassif isotopique (= nbre de C, CI...)

U

Autres criteres

— Ajout de restrictions (Nature et nombre des éléments a

considérer)

™ UNIVERSITE
" DEROUEN

] 140 240 100
Predicted Peptide Molecular Weight (Da)

Anal. Chem. 2000, 72,3349 / ~




Laboratoire

Recherche formule élémentaire

Generate Molecular Formula z z ‘
Min 1 C4Cuy, I Generate |
Max  Cuy Iéave Results...

€0, Cutl-t | Help

Note: for m < 2000 the elements C, H, N, and O are considered implicitly.

Measured m/z Tolerance Charge

# Mol Formula mfz e [mDa] lenl [ppm] er [ppm] mean er [ppm)
1 C10H33Cul107 32815168 -0.01 0.0 -0.0 -0.0
2 C7H25Cu1N1001 32815033 -1.36 41 -4.1 -4.1
3 CBH3ICuIN306 32815034 -1.36 41 -4.1 -4.1
4 CO9H27CuIN702 32815168 -0.02 01 0.1 0.1
5 C11TH29Cu1N403 32815302 1.32 4.0 4.0 4.0
(€] I ] B

[[] sutomatically locate monoisotopic peak  Maximum number of formulas

[[] Check rings plus double bonds Minimum E} I aximum D

[C] &pply nitrogen rule Electron configuration
[ Filter H/C element ratioc  Minimum H/C D Maximum
E stimate carbon number [[] Generate immediately

!

oth |w

el

Save for Reporting

4




La haute résolution : pourquoi ?

[M'H]- C10H1904S1
235.10095 RP=6000

34g 180 213C

13C
J L 2}("10411 2}3\7.09-906 -
0 +1 +2
-, S (32) 95.00 0.76 4.22
@ ZHNSR 5 16) 99.76 0.04 0.20

L!"UH SITE
* DEROUEN




Laboratoire

237.09906
RP=6000

237.09675

237.10521

RP=100000

237.09675

RP=60000

237.105621

237.09675

2U.10520

RP=600000

L 5ol




Experimentalement

349

237.09660

18
O 213C
237.10511
. N S~
237.09675

/ c,,H . ,O,S

10" 19 41

r'.= : : . : : ' ' : : :
@ =",m 237.0950 237.1000 237.1050 237.1100 237.1150

m/z




10+ .
FK506-Binding Protein (M*10H)
c527H830N 1 4601 55S3 ﬁ _,..lem.n— ’
Cys-22 —» Ala-22 \

Monoisotopic

Natural (0.65%)

Abundance

™

«—Monoisotopic
’ 11,780 Dalton

L

13CJ5N
Depleted

e S S i

1179.0 1179.4 1179.8 1180.2
m/z

“4INSR
L!%ﬂm%" and Jackson,MassSpecRev,17,1(1998) 26.

ra Isotope depletion

FK506-binding protein.

Natural-abundance
Isotopic distribution
g98.89% 12C, 99.63%
4N).

Distribution Isotopique
dans un milieu de
culture contenant
?45?\.]95% 2C and 99.99%




ra Reésolution

* Proportionnel au nombre de périodes enregistrees.

m w k
R = = o —
AM  Aw Aw
e FT-ICR
_gB Rr_9B , 4BT 1
©c = m Aw  mk => m/z
* Orbitrap
P RoaK | T 1
mlz m/lz mlz

@ “4iNsh

® UNIVERSITE
L!lDEFl UEN




Laboratoire

1000000 -

800000 -

600000 -

Resolution

400000 -

200000 -

Comparaison FT-ICR/Obitrap

Pour un temps de détection de 1s

m  1.274 X107 zByT,,,
==Qrbitrap Am m
==0,4T
12T
===15T

100

600 1100 1600 2100
m/z




Laboratoire

ra Si le temps n’est pas un probléeme

* Limiter la detection a 1s
— Couplage chromatographique

« ESI en infusion ou MALDI

— Le temps n’est pas une limitation

« Sur un FT-ICR des temps de détection de plusieurs
minutes sont possibles.
— R>10.10%avecun7 T

@ i

L 5ol
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Laboratoire

ra Pourquoi le vide est nécessaire ?

Spectrometres de masse
— vide poussé
— Les collisions conduisent a des pertes d’ions.
— Libre parcours moyen (L)

kT

V2po

— L=1m = vide de 6.6 10> mBar

L=

Y
"s2INSR

™ UNIVERSITE
" DEROUEN

k: Constante de Boltzmann
T: Température

p: Pression

¢: section efficace de collision




Laboratoire

e
v Libre parcours moyen et pression
oFa
* Exemples FTMS TOF Quad.
— Gly, (1+) 62 A2 ,
. ) N — 62
— Melittin (3+) 581 A 100000 T
— Cytochrome c (+6) 1240 A? 10000 \ 1240
« FTMS 1000
— Ultravide < 107 mBar = N
— Implique I'utilisation 5 \\
— de matériaux spéciaux 10
) , N
— Extréme propreté 1 \
— Dégazage du systeme o \\
(Bake out) ' \
» éliminer traces 0.01 +——rrm—— T
d’ humidité... 1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5

— 10 mBar, Libre parcours P (mBar)

rpoyen 40km !
@

® UNIVERSITE
L!IDEFI UEN



FdVlouvement des ions cyclotron + magnetron

Magnetron nul  Magnetron non
lon initialement au centre Y|

Avec excitation a d€ la cellule !
70\ l
/ - |

Sans excitation

|
|
1
1
|
|

W

L! ;unwﬁmut
DEROUEN | schweikhard, A.G. Marshall, J Am Soc Mass Spectrum 1993, 4, 433-452



Laboratoire

L)

sra

« Séquences temporelles

EXD (ECD/EDD/EID)
IRMPD

Excitation résonante
MSn

Ex: ECD puis SORI/CID

 Doubles résonances

— ECD + excitation résonante (DR-

IRMPD + excitation résonante
(DR-IRMPD)

ECD)

@ i

L 5ol

Modes d’ activation

Lentille

Fenétre

ZnSe \

Laser IR

Cathode \

RF
generator




Laboratoire

: E Mode d’activation (il y a le choix)
|

Accumulation  Excitation
SORI (sustained off-resonance -
irradiation) MS Dstection
— Av=1000 — 2000 Hz (Offset) |
— A optimiser en fonction du précurseur. écurseur Acivation
— Nécessite d’ introduire un gaz (Ar et Accumation N Excitation
N,) et donc implique un temps de ( ,
pompage avant la détection Detection
— Cycle ~2-4 s MS/MSH
« IRMPD Vo "
— lrradiation par laser IR | pulsée
Laser CO, 25-45W Tm»
» Typiquement irradiation 1sa 10 W
— Pas de gaz de collision
« Temps d’ activation ~100-1000 ms
- BIRD SORI
. Continuous Excitation
— «Blackbody Infrared Multiphoton E
Dissociation» s
— Chauffage de la cellule 100-200 °C §
» plusieurs dizaines de secondes ig -
C.D' Time
mamatlon par capture d’ électron :
" dissociative Marshall et al, Mass Spec. Rev., 17 /1 (1998).-

L'uumps d’ activation ~10-100 ms



ra Sélection d’ un ion précurseur

correlated swept-frequency _SW":T _
e s im - Stored waveform inverse Fourier transform
l
| I - Ei
| 2000 ps ¢ \ 1 Eli)ct
41" T T T T LI I I I "'lh?-"‘"x
{itwn W A WA
. 1000 us |/ . '1
|
'.'_A_.,'-.'P FroTone . &;‘\)‘ [ LT ST ‘f.i\,f\.‘[ \\f‘
. ) “
:' 500 us ¥ a " . B H
/ y \ Eject | |
Teeyey Ty Yy YyyryyyyY Y ........... ~— ..—.—y.f\ ___________ “_H.— T - -
30 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 ; ‘ | f
Sélection m/z 400.00000 J U HL Jude J
.0 L.J. de Koning, N.M.M. Nibbering, S.L. van Orden, F.H. Marshall, Anal. Chem. 1987, 59, 449-
'."”mLauklen Int. J. Mass Spectrom. lon Proc. 165/166 (1997)
‘ 209-219.

L2 5P Rolen



JQQmposes Isobares : Selection en Haute Résolution

[YGGFK+H]
571.28831
YGGFK CosH3sNgO~ 571.2875
R YGGFQ Co7H34NgOs 571.2511
[YGGF Q+H]
871.25224
572.29211
572.25580J]
L A
571.24962

T ',\ T T T T T T T T T T T ] T T T T T

'.l}m 571.2 571.4 571.6 571.8 572.0 572.2 572.4 572.6
oy

o' mfz

(LIUMNGGE  Solution 500 fmol/uL 1:1 YGGFK/YGGFQ




Sélection en Haute Résolution

+
a [YGGFQ+H]
12805755 - 97124933
42518090
397.18605
323.13849 _ 380.15955
. 238.12245 294.14438" 735116544 | 553.23845
Ll " L N L
K +
[YGGFK+H]
128.09419 ———
571.28588
397.18610
42518098
764703 323.13850 38015999
242.9009 “295.14384‘ 351 20211 536323'2227517
Y TN | L " . J | .
T e S S e s S e S S S o R A A S A S S S
'.:IHSH 200 250 300 350 400 450 500 550

SEHIERID gaz de collision N,




J. Laskin e

Laboratoire

ra

Sustained Off-

SORI-CID

Resonance Irradiation
Av= 500 — 2000 Hz

(Offset)

— A optimiser en
fonction du
précurseur.

Continuous Excitation

Nécessite d’ introduire
un gaz (Arou N,)

— ~10° Torr

S

Intensity
Cyclotron Radius

— implique un temps de
pompage avant la

détection
Cycle ~2-4s

@ “fhinsh

"UN
CDER

A ————— i i
0005 0010 0015 0020 0.025

1x 108 Torr P

Intensity

Pressure , 10 Torr

A — - A
0.005 0010 0015 0020 0.025

SITE
al. Int. J. Mass Spectrom. 195/196 (2000) 285-302



Lanoratoire

Mouvement des ions
ra

On resonant

E =Zﬂsl

0=Tg O E., 1900 VIim A
_EOTexc
2B

Off resonant

cyclotron orbit radius (cm)
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_*"ﬁ»&\ 8N, -
a y4 ~ .
. . / \[
a \.\ //‘ A ' o O T T T T ™ T T |
) DA - 02 0 20 40 60 80 100 120 140 160
N\
- ‘a
%’*‘ I on-resonance single-frequency excitation field duration (ps)
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L!"UH SITE
" DEROUEN Nibbering, RCM, 5,406-414 (1991)




@ “fhinsh

U

Laboratoire

ra

SORI

— Multiples collisions
« Temps d’ activation >> temps
entre deux collisions

« 100-200 ms (0.5-10 V)
— Inconvénients
« Perte de résolution (gaz)
« Distorsion du massif isotopique

On resonance
— Si collision multiples
 Atténuation du signal
« Limité aux petits systéemes
— <500 us (50-300 V)
— Perte de résolution en raison de la
de la distorsion du nuage d’ ions

| = UNIVERSITE

B facteur géomeétrique (0.9 cellule infinie)
d diamétre de la cellule

Energie interne

©

SORI

Continuous Excitation

Cyclotron Radius

:!

_ By
Elab - l6)‘ﬂd2&m2 [l CDS(M {.I'J()f]
_ Bq’V p p
Ly = Smd2A w? E,., max.
Vz
Ein = B’ §2md2 (on resonance)

WOLT. Laskin et al./International Journal of Mass Spectrometry 195/196 (2000) 285 302



Laboratoire

Sta SORI-CID

1037 39 834 31 631 23 469 18 307 13
HexNAc ex%HexNAﬁ# eoxyHex—2AB
. . . 226.07 429.15 794.28 956.33
° B
Optlmlsatlon 1 44716 65024 81229
s ’
Fréquence de I'Offset MS? (1240.5) = AV, o (12955 H2) 10 Vi v, @
100 Y¢/C, B, 1037.39
. HexNAc' 2HexNAC' 609.21 956.33
] , B
Ampl ItUde ] ZTS;NAC Ry 2?3(%:: Y5/B, 63Z?23 y 5794%8
’ 11 244'0:( 32'3381‘2 / 591'20, /65%324 753.25| 81229
. PB. O'Connor WA TR |
. . 0;60 300 400 500 600 700 800 900 1000 Mz
Offset f|Xe . exemple 1 5 1o MS? (1037.4) = AV, gy, (1549.0 Hz); 10V, (b)
100+
% ] 71%8255
| | . . Y
Corrige la la difference ¢ Y
c J 631.23 |
. ey, s — L o e
d’efficacité lors de TRl e de e
s ; ; MS? (753.3) = AV, g, (2133.4 Hz); 10V, (c)
'étude de composés de  © e YR,
P @ 429,147 59120
masse différente wory g | 0 sy
\ 388. 121 l‘
0] adiein AL...L:_ " [V QT N MY
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 Mz
MS? (591.2) = AV, g, (2718.3 Hz); 10 Vi, (d)
100 Y,B,
388.12
55 INSR
=l Ys/B,
L 4f9 147
0 —— - — - ; vl T&zﬁwm

l =] uu%ﬂﬁ 200 300 400 600 700 800 900 1000
Ll[]f E. Mirgorodskaya, P.B. O’'Connor, C. E. Costello, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2002, 13, y8—32£y/ 49
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a) Experimental, SORI only: 500 ms, 2.0V

25000 -
MH*
20000 -
Y2
8 15000 -
b
@ 3 b,
=
é 10000 - ©
Z Q,
| I
* 1]
5000 1 Y Y3 ® a, %
) 1 o \
S
0 v T Ay — T
100 200 300
mz
Av=+1000Hz

@ “Z4ins

L!:HIE"H Uin Vekey etal. Anal. Chem. 2005, 77, 76267638

D) Experimental, RE only: 10 ps, 120 V

Abundance

Exemple YGGFL

12000 =
MH*
10000 <
J Y
8000
b, %
6000 - )
Z | b,
- .
- b2
wod YF & |7 0323
ll L(Blélcz% ‘ys
C
ol l 1Y LY,
100 200 300 400
mfz




Conditions d’activations

« Chauffages lents
— Favorisent les chemins de plus faible énergie (réarrangemen
Lilaaffages rapides

3y —ponnent acces a des chemins de haute energie
2 DEROUEN



Laboratoire

ra

* Instrument hybride
— Piege-FT/ICR
e MS", Prescan,

— Qg-FT/ICR

Instruments hybride

» Pas de probléme de seuil de basse masse

— Faire la MS/MS dans une cellule de collision (ou
piége a ions) avant I’ analyse des ions fils en haute
résolution dans le FT/ICR

— Pas de temps de pompage

API
ion source

Linear
ion trap

s lon transfer

) ——

‘—I ICR cell

6-stage differential pumping

Actively shielded
superconductive magnet




Laboratoire

ra FTMS hybride - piege 2D

 Accumulation externe des
IoNns. Piégeage
— Meilleure gamme dynamique

| |
* Instruments hybrides - | E—|
— Piege-2D-Orbitrap
« MS"
* Prescan
— Qqg-FT/ICR

« Pas de probleme de seuil de
basse masse

Extraction

 Faire la MS/MS dans une |_|
cellule de collision (ou piége a
ions) avant |” analyse des ions |
fils en haute résolution dans le —_

.0 FTI/ICR
1'1"

» '-uﬂas de temps de pompage

L 5ol




Fa IRMPD

Electrospray . :
nebulizer  Extraction plate ’Itzr;-rl:/lgelrogptics SUper;]CaOgn#eutctlng

Electrospray Gate valve / IRI\/,IPD

IoONn source
l -
=\\0 ( B ° *ﬁ

TSI el

I

Atm 1 mbar 103 mbar 10® mbar

IR window
10-" mbar 106 mbar 10-1° mbar

IR laser

@_a_sﬁl;a CO, continu (10.6 ym, 25 W)

_u"wControI de la puissance et du temps d’ irradiation /




Laboratoire

()

* Peptide (RPPGFSPFR)
— IRMPD

— Présence de nombreuses
fragmentations consécutives

— Pas de gaz

 Permet de conserver une
precision < 2 ppm en
étalonnage externe

18710887 24 16182 353 20428 7138414 30748 ony irany

yra FTMS masse préecise en MS/MS

0.13s

0.14s

0.15s

0.16s




Laboratoire

(=)
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G

—

aSequengage de novo automatique
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Laboratoire

IRMPD

I'a S" | T Avec sidelg(D

. . . . (anp
- Dissociation d’ ADN i -
— Avec sidekick les ions e
possedent un plus e -
grand rayon N Ll
magnétronique S
— Iln’y a pas un bon - Avec gated trapping
recouvrement entre le o]
laser et les ions donc i ;
pas de dissociation. i |
— Solution : augmenter [! [ | |
le rayon cyclotronique 'HL ALl
par une excitation. |
- Avec sidekick +
- Excitation des ions
¥ o
3
35..‘0:
i |

e N
] |

aio ! | |

¢ AR T Sl TR T TR |

§ » UNIVERSITE g 1110 ST {H TR I 1 *
L IERBY tagier, ROM, 15, 945 I N/




ra BIRD

 Blackbody Infrared 27T magnet 22,

_ ] nano [000000000000|
radiation = g OPO/OPA
. « g . 000| I_ 1.35-5um

dissociationCollisions (CID) R TERTIERT

**direct injection** CaF,
— FT/ I CR no external accumulation closed lens
cylindrical
cell

— Emission photon IR
— Energie d’ activation

Ink- 4- L
N A= pr

source side
orifice

analyzer side
orifice

copper
shroud

"INg cooling lines

— Forces/nature des
llaisons L

“fhinsn AN N

LU 7 ¥ RolE
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Espece E. (eV) LogA
dAMP.dAMP | 1.18 £0.05 11.4*0.7
dCMP.ACMP | 1.22 £0.06 11.5%0.8
dTMP.dTMP | 1.28 £0.04 12.2*0.4
dGMP.dGMP" | 1.26 £0.09 122 * 1.1
dGMP.dACMP" | 1.59 £0.098 15.4 0.9
dAMP.dTMP | 1.17%0.04 82*0.2

e dGMP.dCMP-

— E, plus elevee

— Liaisons Watson-Crick
conservées en phase
gazeuse

@ “fhinsh

E R Wiiiligms, JASMS, 10, 1095 (1999)

-0.5+

Ink

In[M/(M+L[F])]

0.09

Exemple : etude ADN par BIRD

(dTMP — dTMP —H)-

R
0 100

um !
400

—r———
300
time (s)

vvvvvvvvvvvvvvv




Laboratoire

thodes alternatives de dissociation : ECD

« ECD (electron capture dissociation) - McLafferty et Zubarev
— FT-ICR
— capture d’ électrons lents (<0.2 eV) par des ions multichargés.

[M+nH]"™ — [M+nH](-D+** B 5
- Formation d’ espéces radicalaires w%)? w”f’m?

— Deécomposition non ergodique
« Pas de répartition statistique de I’ énergie ap
— Fragmentsc’ /z '

|
« ¥ .7 PV
. Intérét A ! “’"I*“vo

— Voie de décomposition alternative (ions ¢’ et z°) casres zseries.
— Deécomposition de haute masse moléculaire

> o APproche « top-down »
@ “s4INSR

» UNIVERSITE
L!IEEHE&N Turecek, J.Phys.Chem.A, 2003, 107,




Laboratoire

ra Al-ECD

110

» Pre-ECD Activation: 6+ lon 400 Pre-ECD Activation: 7+ lon
w : 90 - /
80 - ./.
2 ¥ 2 7]
(=] o
-— : w .
S 30 ) 50
3 3 5
E 20 £ 404 '
| 3 1 H
z Z 304 ;
10‘0%"__
o LJ LS L LJ LS LJ T L4 o ] L] T T T L .Y.
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50
(a) IR Fluency, % (b) IR Fluency, %
60 - o 110+ T
Post-ECD Activation: 6+ lon s Post-ECD Activation: 7+ lon

50 . 904 -
: 70 -—

60-
50- s
40 -

0 10 20 30 40 50 60
(c) IR Fluency, % (d) IR Fluency, %

Number of lons
Number of lons

@ “fhinsh

L! :l&lﬁ% Victor A. Mikhailov and Helen J. Cooper, J Am Soc Mass Spectrom 2009, 20, 763—-771




; horé
ra Exemple : organophosphoreés

» Pesticides ou d’armes chimiques H
— Liaison OR fragile
— Liaison OP stable

* Information sur le groupement RP

+
Mo,
|

P
RN 1T "O+R
3o'|'1

. -
— Exemple : Propyl isopropy!l R2
] 4 T H3C\ O:a o0 43 He—ocH,  OH
/HC—P—“OH }-IQC—P@—OH
HC OH
83 107
7 125 N
65
107
" .‘ v At e —— ety ,A ,,,,,,,,, o & A J
%0 . 6 70 s s 0 10 120 130 140 150 20 30 | 40 S0 60 70 80 . 8 . 100 110 120 = 1304 140 150
J"UN van Baar, J. Mass Spectrom. 33, 1104-1108 (1998)

lDEFl I.IEN




Exemple : organophosphores

H_* ~
: :
AP o” o)
7 N j O\
miz 211 miz 211
125 125
100~ 100—
80- 8 80 é
5 3 -
S 60 2 60
A 28 58 2"
3 > -
< 40 - | &—> & 40—
o ] e
= ]
5 20 [M+H]* S [M+H]*
“ ] } 211
A 211 -
0 —T Il"'l'I‘L'l'll"l'L"'lo S B B e e e e e e
100 150 200 250 100 150 200 m/z
H +
H_* 0
I
IIP P\
~ 1 OH . 1 ~OH
OH Trés stable OH

C. BE@W Afonso, S. Alves, A. Bossée, J.-C. Tabet, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2013, 8,/1260-12 '

m/z 125



MS3

H +
H + \O
\C) 11
P P\OH
NN I
on" \r0H
m/z 125 m/z 125
1007 107 100 ] &3
. 1) 129 ® miz 211 ] (ch ® iz 211
£ 80 8 80
2 m/z 125 5 @ Mz 125
3 60 { 2 60 Y
< n < -
v ] '®) o 125 O
5 407 T 40 Z
-— - u) .
) . 2 5
o B -
20— 20 -
. 83 ] 107
0 | 1 I. 1 | 1 1 1 1 I 1 1 I 1 | 1 1 I 1 0 _6A5I T T I Ll T - T I T T - T

[
100 150 200 250

/ 100 150
. [ ] m/z
@ 31INSR

L2 5P Rolen




Laboratoire

IRMPD (FTICR)

Lentille

Fenétre

ZnSe \

1] [
Laser IR
RF
\
Cathode generator
[M+H]*
100 - 107.026 miz 211 @ 100 - m/z211 @ 211.109
o 80 [M+H]+ + o 804 +
£ o) g O
3 211.109 3 107.026
2 604 S 60- 125.036
o) o)
S S
5 40 125.036 5 164979
[0} (0]
0 & 153.068
INSR 153.068 201 \Jslz.gsg
[
| 1l N N 0 N S |
Li)"iﬁll [TE100 120 140 160 180 200 220 240 m/z 60 80 100 120 140 160 180
" DERQUEN
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DR-IRMPD

T

[M+H]*
(@) 211.109
@ m/z 211
Y IRMPD  107.026
o 125.036
153.068
64.979 82989
| T
| | 1
(b) [M+H]*
@ m/z 211 211.109
¥ DRURMPD
C)("VZ125) resonant
excitation
/ 153.068
r."
@ s e
80 100

60
L2 5ol

120 140 160 180

260 ' 22|0 m}z




Laboratoire

SORI-CID

1 100
(a) (b) % -m/z 211
] am/z 153
® 80 +m/z 125
3] +m/z 107
§ g 70 »m/z 83
B ° 60 | +m/z 65
-
: i
> 40
= 2
& 20
10
° o — -
3 04 05 06 07 08 09 0.1 3 04 05 06 07 08 09
. 125.036
(€) 100 125.036 miz 211 : (d)100 miz211 @
80 4 2 804
: O g O
° =
3 60+ 3 607 153.068
< 153.068 <
= 2 404
5 40 - 5 40 -
€ 107.026 MeH) & | 1
y 211.109 82.989 211,109
; ] 54979 107,026 |
0 [ N lJ " 3 i 2 0 -4 - ‘.L‘. - Ay e il e L
0 80 100 120 140 160 180 200 220 m/z 60 80 100 120 140 160 180 200 220 M/z

e /
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Laboratoire

ra

IRMPD

— m/z 300 perte de CO,
— m/z 299 perte de HCO,, ?

DR-IRMPD

- m/z3000.6V,,

— Augmentation du rayon cyclotronique,
— Plus de superposition avec le faisceau laser
— Perte de décompositions consécutives

— m/z 299 produit par perte de H* a partir de
m/z 300 !

L2 S EEROUEN

" IRMPD

DR-IRMPD

xl‘)6

x10°

8| ©

299

el

194
172 |

300
23 ]

[Cu",*Phg+lle-H)]"
344

8{(b)

50 175 200 225 250 275 300 325

m/z 30

B

300

194

243

W Res. EXC.
0

miz

150 175 200 225 250 275 300 325

299

i Exc. Rels.
m/z 29!

194

300 344

o A

30 mz

" A
150 175 200 225 250 275 300 325



Etude structurale d’ APNs

ADN | nucléobase nucléobase nucléobase
| |
O
ﬁ 0
5'HO —p N OH 3’
o) 'f O @) I;" )
OH OH
APN nucléobase nucléobase nucléobase
' |
0O ﬁ) O ﬁ) (0]
o 9 C terminal
NHZ/\/N NH” >N H >N \/U\NH CONH,
N terminal "
unité aeg NH,
v_gt ¢
»%INSR

L0 & UG Theése Alice Delvolvé



IRMPD

x10' [M+5H-H,0]°*
152.0457 568.24343
568.0432 - -- pgrte d'eau
6 - CsHsN5O (1.7 ppm)
A M
) i [P5
> N
2 NH
© 152.05694 H[|, s7Ms 2
@ _ J L_NT‘ — ﬁ&.\(/iiHiNsﬂh
© 4 - Exa] ass: 1 4941
= 568 570
@
= &%
S [M+5H]%*
< CeHsN30, (1.7 ppm) / [M+4H-151.H,0]**
2 1152.0457
672.2934 4+
[M+4H-H,0]
710.0529
:. 0 L. 'II'L' ',L'..l_llvnv IV U | 3 bk AL i
200 300 400 500 600 700
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0N .-"'- - N NH,  Adenine
‘ SN/
. M
\N_( W N=" B (A)
(o} (L 1 O\\

§ N .
3 r;' NH,  Adenine N

TN \%\( \ N ) NH,

W; Curosi /N /
viosine 0O

[Bn(C),+HI*

O Thymine

@ “;4INSR

@W}ﬁ?ﬂuddiman, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2000, 11, 615

CeHsN30,

Attribution

[Bn(C),+HI*




x107j (a)

0.8 4

0.6+

04

Abondance relative

024

0.0

Echanges H/D

CeHeN:O

152.04574

155.06462

13
Cs C4HgN3O,
1153‘04909 155.0617

x108 !

1.5% (b)

1.04

Abondance relative

05

0.0
151.0 1515

LRt

CgHsD,N,04 {‘

154.05833

CGHSD1 N203

153.05203
- N\\
Co°CH,DN,0, N\

155.08173 155.058 155.062 155.066

CeHeN302 CeHiD3N;O4

162.04575 155.06462

1520 1525 153.0 1535 1540 1545 1550 1555 156.0
m/z



Attribution par les mesures de
masse precises

ra

Mesures de masses precises des especes observées apres eéchange
H/D données pour |” ion MH*.

erreur

Formule brute nbre D m/z exp. m/z theo. (ppm)
CsHN,O, 0 152,04575 152,04545 1.9
CgH:D,N,0O, 1 153,05203 153,05194 1,9

C¢H,D,N,O, 154,05833 154,05821

C513C1 H4D2N302

@b,

AL 5 BRRolen

155,06173 155,06136

w N DN

155,06462 155,06428




Laboratoire

(al2
oFa Conclusion
« FT-ICR

— Ultra haute résolution >106

— Mesure de masse précise en MS et MS".

* Indispensable pour interpréter des systemes complexes
(Biopolymeres...)

— Etalonnage externe tres stable
— Etalonnage interne 200 ppb

— Flexible

e DR-ECD, DR-IRMPD
« MS" dans la cellule ICR
— IRMPD/CID/EXD

@ i

L 5ol




