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WAAROM HRMS IN GELRE

Vraag om dopingcontroles uit te voeren bij kamelenraces.
Opzetten mobiel doping lab.

Eisen

In korte tijd veel doping middelen kunnen analyseren in kamelen urine.
Apparatuur moet in vrachtwagen passen.

Apparatuur moet inzetbaar zijn voor breed scala aan componenten.

HRMS in combinatie met LCMS het meest breed inzetbaar voor screening naar onbekenden.




KEUZE TYPE HRMS TOF OF ORBITRAP

*  Orbitrap
» Hogere resoluties dan TOF.
 Scantijd snel minder bij hoge resolutie.
« Trap kan overladen worden met als gevolg verminderde massanauwkeurigheid.

« Time Of Flight (TOF)
Snel (nodig in combinatie met UPLC).
Robuust door eenvoudige werkingsprincipe.
Goedkoper dan Ortbitrap.

Mass analyzer Resolving Mass accuracy mfzrange (upper limit) ~ Acquisition speed Linear dynamic Price
fype? power [ 10% (ppm) [x10°) (Hz) range

0 3-5 Low? )-3 2-10 10°-100 Lower

I 40 Low 46 -0 (0°-10° Moderate
TOF 10-60 15 10-20 10-50 10%-10° Moderate
Orbitrap 100-240 [-3 4 [-5 510’ Higher
ICR 750-2500 03-1 4-10 05-2 10* High







QTOF GELRE
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Indien men 2 moleculen dezelfde energie meegeeft zal het zwaardere molecuul
langzamer bewegen door een vaculm tube dan het lichtere molecuul.




QTOF GELRE

* RP = Resolving Power (oplossend vermogen)
* Resolutie >22500 (ca 30000) FWHM (Full Width at Half Max)
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VOORDELEN TOF BlJ TOXICOLOGIE

= Accurate massa sluit veel verbindingen uit. Molecuulformule is beter
te voorspellen.

= M.b.v. fragmentionen en isotooppatronen is structuuropheldering
mogelijk.

= Alle data worden opgeslagen. Handig bij nieuwe inzichten in de
toekomst.




BEPERKINGEN TOF

De door ons gebruikte methode blijft een target analyse.
Nog steeds veel molecuulformules mogelijk.
Veel structuren mogelijk met een molecuulformule.

Retentietijd blijft belangrijk.




TOXICOLOGIE MET QTOF IN HET GELRE ZIEKENHUIS

Opwerking

* 100 pl serum neerslaan met acetonitril.

* 100 ul urine met spe pElutie vanwege matrixeffecten.

* Injecteer 5 pl.




MATRIX EFFECTEN VERDUNDE URINE MONSTERS

Opwerking : SP

E pElutie

kameeltax30011 3eo0iwl3 Smaothin 2x2
methode 1 {pElutie) st 500 urine erik

F1:MRM of & channels,ES
2401 =148,
1.060e+00

Salbutamal
1.12
4062542

kameeltax30011 3e0iwl! SmoothiMn 2x2
methode 1 {pElutie) st 500 kameel licht

e i

F1:MREM af & channelz ES
2401 =148
9.721e+00

Salbutamol
1.12
3625025

kameeltax30011 3eoiwl2 Smaothin 2x2

methode 1 (uElutie) 51500 kameel donker

Salbutarnal FT:MREM of 6 channels ES
1.13 2401 = 148
35761.49 9.581e+00

T ARAEERERARaREEenass eansy nanzy sl ii]]

Opwerking

. verdunnen 1:1 met buffer pH=3

kameealtox30011 3eaiwE SmoothiMn, 2«2}
methode 2 (centrifuge) st 500 urine erik

Salbutamaol F1:MREM of 6 channels ES
113 2401 = 148
1702556 5.18%e+00

kameehox30011 3eaiwld Smaath(n, 22
methode 2 (centrifuge) st 500 kameel licht

e mi

F1:MRM of 6 channels ES+
1237 2401 = 1481
2185498  5.114e+003

Salbutamol
115
68162

IA. |

-2

kameehox30011 Jeaiwda Smaath(Mn, 22
methade 2 {centrifuge) st 500 kameel danker

e Mmin




Toxicologie met QTOF in het Gelre ziekenhuis

UPLC methode van Waters

Kolom HSS C18 150 x 2.1 mm (1.8 um)
Eluens A : 5 mM Ammoniumformiaat pH=3
Eluens B : Acetonitril met 0.1% mierenzuur
Gradiént 15 minuten

Tijd (min.) | %A %B




Toxicologie met QTOF in het Gelre ziekenhuis

Kalibreren TOF blijkt meestal niet noodzakelijk

Testmengsel injecteren
Monster injecteren

Controleer retentietijden en massa van de testmengsel componenten

Stof Retentietijd MH+
Acetamiophen 152.0712
Cafelne : 195.0882

Sulfadimethoxine 311.0814
Verapamil : 455.2910

Dataverwerking monster m.b.v. software
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Toxicologie met QTOF in het Gelreziekenhuis

» Waters QTOF methode neemt alternerend spectra met Low CE en High CE op

» 1 chromatogram met vooral molecuulion
» 1 chromatogram met vooral fragmenten

& Experiment Setup - c\projects\toxicologie.pro\acqudb\toxicologie.exp

File Edit Options Toolbars Functions Help

DE &S & X A ¥ o Lockspray ‘ #ImMethod Events
g ms @& msms | B PIDProduct | B PID Neutral | [ZME continuum | BEME centroid | B Fast DDA

Total Run Time:|13.50 +“

No. Information
fli Met ID, Time 050 to 13.50, Mass-S0.00 io 12700,,00 ES+

Function:1 MSe Centroid

Function 1 - Low Energy
Collision Energy
@ Off

) 0n

Function 2 - High Energy
Ramp Collision Energy
) Off
@ On




Toxicologie met QTOF in het Gelreziekenhuis

Parameters in bibliotheek:
Naam

Molecuulformule
Retentietijd

1 of meerdere fragmenten

|dentificatie component:
Molecuulion
Retentietijd

Eerste fragment




TOXICOLOGIE MET TOF

» Bibliotheek is een eenvoudig tekst bestand
* 1165 componenten opgenomen in Positive mode

Loprazolam C23H21CINBO3 627

LoratidineC22H23CIN202 1115 f337.1108 f267.0815 259 1447 f281.0971
Lorazepam C15H10CIZN20O2 826 f275.0143 229 0533 f138.0111
Lormetazepam C16H12CI2N20O2 9.7 f-289.0299 f-243 0689 f177.0220 f317.0248
Losartan C22H23CINGO 8.9 f-207.0922 f-405.1594 f377.1533 f235.0984
Lovastatin C24H36045 11.8

Loxapine C18H18CIN3O f271.0638 f297.0795

Loxapine-7-hydroxy C19H20CIN30O2  7.46

Loxapine-8-hydroxy C18H18CIN302 521 12870887

Loxoprofen C15H1803 8.4

LSD C20H25N30O 4.97 f223.1235 f207.0922 f:180.0813 f197.1079

Maprotiline C20H23N8 A7 f:250.1596 2191174 f117.0704
MAPROTILINE DESMETHYL C19H21N7.86 2191174 f247. 1487 f117.0704
Mazindol C16H13CIN20O 515 242 0373

MEDB C12H1TNO2 3.32 f:135.0446 fA77.0916

MDA C10H13NO2
MDA C10H11NO2
MDEA C12H1TNO2
MDMA  C11H15NO2
MDPPP C14H1TNO3
MDPV  C16H21MNO3
Mebeverine C25H35N

.
3
Ly

f163.0759 f:135.0446 f105.0704 f:133.0653
f:131.0487 f161.0603

f163.0759 f:135.0446 f:105.0704 f:133.0653
f163.0759 f:135.0446 f:105.0704

f:147.0449

f126.1283 f:175.0759 f:135.0446 f:205.0865
8.03 -149.0966 f:121.0653
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Toxicologie met QTOF in het Gelreziekenhuis

« Bibliotheek is een eenvoudig tekst bestand
e 74 componenten opgenomen in Neg mode

Furosemide C12H11CIN205S 7.00 f:204.9838 f:206.9806
Heptabarbital C13H18N203 742 f206.1177

Heptobarbital C11H10N203 4.42 f:174.0557

Hexobarbital C12H16N203 747

Hydrochloorthiazide C7H8CIN304S52 224 f:268.9461 f:204.9840

Indometacine C19H16CINO4 11.43 f312.0792 f314.0752
Naproxen C14H1403 9.79 f:185.0964 f169.0650
Pentobarbital C11H18N203 7.40 f182.1175

Salicylzuur C7H603 4.60 f93.0339

Secobarbital C12H18N203 8.23 194 1177




Toxicologie met QTOF in het Gelreziekenhuis

[®)] Pos_toxmethode.idm - Chromalynx XS Identify Method

File View

DEE e > B8R

Help

Property

] Value

Function List |

2

Function

Analysis Type?

Target mass file

Target Retention Time Tolerance (min.)

Function containing the fragment data

Fragment Retention Time Tolerance (min.)

Perform spectral deconvolution?
[*]Combine parameters

Initial Retention Time

Final Retention Time

Low Mass

High Mass

Mass Tolerance Absolute?

Mass Tolerance (Da or PPM)

Mass accuracy for positive ID (Da or PPM)

[*] Apex Track Peak Parameters

[¥]Peak Threshold Parameters

[*]Smooth Parameters

[#]Internal Standard Detection Options
Noise elimination level

[#]Accurate Mass Scoring
Propagate parameters across functions?

1
Targeted - Fragment ion confirmation
C:\Projects\Toxicologie. PRO\ToxDatabase\...
0.400

2

0.0500

YES

0.60
12.50
50.00
800.00

YES

0.020
0.010

4.00

X] NO




Chromalynx XS Identify - untitled *
g g

File
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Voorbeeld KKGT tox

35

Compound Name

| | Function | Ret. Time |ReI.Abundancel

No matchin... |

[=[@]=]

Spectrum View

Target Compounds

i 23 Positive; 0 Tentative; 1084 Negative
(=448 Benzoylegonine (C16H19NO4, m/z 290.1392, Fragment m/z168.1025, 2.95 min)

[)-4/#647, (2.98 min), Area 7658.1, 1.57 mDa, i-FIT Conf N/A
(- Isotope cluster: Mass Error 5.5 PPM, Ratio Error 3.0%

..290.1392 (290.1408), 1.59 mDa, 775972.2 (783885.0), Ratio Error 1.0%
291.1425 (291.1443), 1.77 mDa, 140085.4 (131225.1), Ratio Error 6.3%
292.1450 (292.1462), 1.22 mDa, 18291.5 (20075.7), Ratio Error 9.8%

-4/ Carbidopa (C1OH14N204, m/z 227.1032, Fragment m/z 181.0977, 1.00 min)

=-4® Citalopram/Escitalopram (C20H21FN20, m/z 325.1716, Fragment m/z 109.0454, 6.70 min)

#1641, (6.79 min), Area 46889.8, 5.78 mDa, i-FIT Conf 99.7%, (1/3)

(=) Isotope cluster: Mass Error 17.3 PPM, Ratio Error 1.1%

325.1716 (325.1774), 5.77 mDa, 5177480.3 (5178296.0), Ratio Error 0.0%

326.1748 (326.1797), 4.94 mDa, 1172867.0 (1182306.0), Ratio Error 0.8%

327.1778 (327.1833), 5.46 mDa, 137359.0 (127882.1), Ratio Error 6.9%

italopram, Desmethyl" (C19H19FN20, m/z 3111560, Fragment m/z 109.0454, 6.50 min)

Y£1593, (6.61 min), Area 54475.5, 0.24 mDa, i-FIT Conf 98.8%, (1/3)

otope cluster: Mass Error 1.4 PPM, Ratio Error1.7%

311.1560 (311.1557), 0.24 mDa, 5933162.0 (5890160.0), Ratio Error 0.7%

312.1591 (312.1583), 0.85 mDa, 1278517.0 (1326679.0), Ratio Error 3.8%

3131621 (313.1614), 0.67 mDa, 143270.3 (140238.3), Ratio Error 2.1%

-4/ Cocaine (C17TH2LNO4, m/z 304.1549, Fragment m/z182.1181, 4.50 min)

(- 4/£1059, (4.56 min), Area 60897.2, 0.05 mDa, i-FIT Conf N/A

otope cluster: Mass Error 1.1 PPM, Ratio Error 2.0%

304.1549 (304.1549), 0.06 mDa, 6247937.6 (6205992.0), Ratio Error 0.7%

305.1582 (305.1574), 0.76 mDa, 1196946.5 (1250392.0), Ratio Error4.5%

306.1607 (306.1600), 0.67 mDa, 159753.3 (151294.3), Ratio Error 5.3%

-4 Cortisol (C21H3005, m/z 363.2171, Fragment m/z121.0653, 6.40 min)

(#-4/ Methaqualone (C16H14N20, m/z 2511184, Fragment m/2132.0813, 8.50 min)

-/ Nicotinamide (C6H6N20, m/z123.0558, Fragment m/z 80,0500, 1.06 min)

- & Tryptophan (C11H12N202, m/z 205.0977, Fragment m/z188.0712, 1.50 min)
\“nyrosine (C9H11NO3, m/z182.0817, Fragment m/z136.0762, 1.00 min)

1. 4F Pvrazinamide (CSHSN30. m/z 124.0511. Fraament m/z 81.0464. 1.08 min)

(=8

=-Is

alopram/Escitalopram

716

1.036e+006

T min

Fragment: 109.0454

100-

1.641e+005

100+

0-

Cm (1639:1643), Citalopram/Escitalopram

3251774

1.326.1797

271833 4542040

221.0680.262-1080

731.4227.775.076

Function 2: Cm (1639:1643), Citalopram/Escitalopram

1004

109.0474

262.1075

234.0763.,
325.1765

116.0524
/

326.1791 528.2060

| 4712349 7

T

P T o T R T T TTTTTHTTTT T TE M

695.3671
T

TR T T

500 600

Py

bl A
300 400

by

200

700

100

6.487e+00]



Voorbeeld KKGT tox

Target Compounds

- Target Compounds: Tox230914db02

- 23 Positive; 0 Tentative; 1084 Negative

[#]-+/% Benzoylegonine (C16H19NO4, m/z 290.1392, Fragment m/z 168.1025, 2.95 min)

#)-44€ Carbidopa (CLOH14N204, m/z 227.1032, Fragment m/z 181.0977, 1.00 min)

)-8 Citalopram/Escitalopram (C20H21FN20, m/z 325.1716, Fragment m/z 109.0454, 6.70 min)
#)-44% "Citalopram, Desmethyl" (C19H19FN20, m/z 311.1560, Fragment m/z109.0454, 6.50 min)
#)-+/% Cocaine (C17H21NO4, m/z 304.1549, Fragment m/z 182.1181, 4.50 min)

#)-44€ Cortisol (C21H3005, m/z 363.2171, Fragment m/z121.0653, 6.40 min)

- /8 Methaqualone (C16H14N20, m/z 251.1184, Fragment m/z 132,0813, 8.50 min)

[ ;’f Nicotinamide (C6H6N20, m/z123.0558, Fragment m/z 80.0500, 1.06 min)

#)-+/% Tryptophan (C11H12N202, m/z 205.0977, Fragment m/z 188.0712, 1.50 min)

#)-44€ Tyrosine (COH11NO3, m/z 182.0817, Fragment m/z 136.0762, 1.00 min)

-3/ Pyrazinamide (CSHSN30, m/z124.0511, Fragment m/z 81,0464, 1.08 min)

[#-4%% Normetanephrine_Fragment(-H20) (COH11NO2, m/z 166.0868, Fragment m/z 134.0602, 0.91 min)

! Extracted lon Chromatograms

Lo/ -6

Methaqualone
251.1184

100+

1.105e+004

Fragment: 132.0813

100+

™ min

2.548e+003

T T
T T

sl “‘WWMWWWM -

100

TTTTTTTTT Min
12.0




Voorbeeld KKGT tox

Tox230914db02 1: TOF MS ES+
100+ 290.139 0.0200Da
1.64e5

100 = 200 = 300 = 400 = 500 600 700 800 900 1100 1200 1300 = 14.00

Tox230914db02 1: TOF MS ES+
100+ 304.155 0.0200Da

1.30e6

100 = 200 = 300 = 400 = 500 600 700 800 900 1100 1200 1300 = 14.00

Tox230914db02 1: TOF MS ES+
100- 311.156 0.0200Da

1.24e6

12.34
i

WA 155 B i ALY T Fl KL hlaLAE ¥V 05 L SRR, O KL bR 25 L i SR LEY ) b = L i HELTLIOL Y i M3 5 L o Wt bl RE 0. 053 LR 2 R ) KRS LR (SR ) [ AR B Y R

1.00 : . 7 ; i : : g 11.00 12.00 13.00 14.00
Tox230914db02 1: TOF MS ES+
100- 325.172 0.0200Da
1.08e6

100 = 200 = 300 = 400 = 500 = 600 700 800 900 1100 1200 1300 = 14.00
Tox230914db02 1: TOF MS ES+

100+

416
N
451

3.353.90
216 287 < 502 555591

L e B N e i L o B R L B o o I e e o o TR Y

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00




Tox230914db02 1593 (6.606) Cm (1590:1597-1573:1579)
100+ 109.0452 _
1215522

116.0500
230617
70,0671 83.0305°2 0200 140.0497

4108 8585 /830‘1

Voorbeeld KKGT tox

166.0654
118610

234.0718
482747
221.0647
237717

Il ll l||||. l| il Il L ||| Il

208.0568
70309

190.0648
25653

262.1026
469950

248.0828 [263.1053

68048

93742

293.1447
149898

2: TOF MS ES+
Desmethylcitalopram 1.22e6

Hoge energie

3111548 345 1549

104597 ~ g7q99 349.1983

370.2297 386.2228
3639

50 60 70 100 110 150
Tox230914db02 1595 (6.612) Cm (1589:1598-1573:1579)

100+

1
130

51.0082 83.0301

3670

100.0744
4259

118.0833

109.0452 16339

140.0493

166.0645

LR R
180

1$|)0 200 210 220 230 240

190.0636  208.0554

221.0636234.0711
100358 151796

250

260 270

262.1022
647|031

280

290

300

311.1552 _
10495623

279.0928 293.1444

155218 346167

370 380
1- TOF MS ES+
1.05e7

1 1 1 I 1 I 1 I 1 I 1 1
310 320 330 340 350 360

Desmethylcitalopram
Lage energie

3121578
2291064

9.1760

339.
31 31612240194 34779 361.1974
i /

384.2347

50 60 70 100 110 120 130
Tox230914db02 1640 (6.784) Cm (1638:1646-1620:1627

e 109.0474 _

998743

116.0524
50.7957 171585

5053
7

103.0607 140.0524

84.0819
72.0813 42495

1389 11606 N

T
150

166.0687
126357

Il " H
L LLa LA L LR LRy AR A L e

180 150 200 210 220 230 240

234.0765
389465

221.0681

208.0612 172181

190.0688
20253 e I |
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260
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472502

280

243.087g | 263.1108
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300

3

7370
2- TOF MS ES+

Citalopram A5

Hoge energie

3251767
308621

07.1653 325 1793:67605 367.8093 384.2041
49188 3084820 67 674

799 ot
PRI M/Z

P e PP PP P P Freprre e

50 60 70 80 100 110 120 130
Tox230914db02 1640 (6.782) Cm (1637:1645-1623:1629)

100+

TriTITHT

140

50.8435
2206

83.0340
1673
Y

100.0779
3891

118.0870

109.0474 10502
ok

24080

140.0538
10089

M

150

160 170

166.0675
15818

180 190 200 210 220 230 = 240

190.0690 207.0632 221.0683

6727 12672 54057 2340759
N N,

78282

250

T T T v L

260 270

262.1079 2790984
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VOORBEELD ONBEKENDE STOF

« Gevonden ion : 287,2007
» Positive mode meestal MH+ (elektron = 0.00054858 Da)

« Zoeken naar mogelijke molecuulformules m.b.v. eigen software.

Nr | Molec.form. Afw (Dalton)
C19H2602 0,0002
C14H25N302F  0,0003
C12H26N6S 0,0005

C14H29F3S 0,0008
C16H2703F 0,0010
C14H260F4 0,0014

« Meest waarschijnlijk : C19H2602 (uit isotoop patroon)
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E Elemental Composition

File Edit

H =@ g M

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 mDa / DBE: min=-1.5 max =500

Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

1230 formula(e) evaluated with 11 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
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VOORBEELD ONBEKENDE STOF

*  Welke stoffen zijn mogelijk bij bekende molecuulformule C19H26027?

Nr | Stof RT

Boldenone

17-a-boldenone
Methyldienolone
6-dehydro-testosterone
Androstendion
1-Androstendione

5-Androstendione

2.Benzenepropanoic acid, 3,7-dimethylocta-2,6-dienyl ester

* Retentietijd nog steeds een belangrijke parameter



CONCLUSIES

* QTOF is een zeer nuttig apparaat voor met name toxicologie en het zoeken naar
onbekende stoffen (poeders en pillen).

* Meeste laboratoria zullen zich geen QTOF niet kunnen veroorloven.

* Voor TDM is triple Quad meer geschikt.




