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Liste des abréviations

HPLC : High Performance Liquid Chromatography

LC-MS/MS : chromatographie liquide couplée a un spectromeétre de masse en
tandem

GC-MS : chromatographie gazeuse couplé a un spectrométre de masse
LC-DAD : chromatographie liquide couplé a un détecteur UV a barrette de diodes
PTP : Pharmacologie, Toxicologie et Pharmacovigilance

TR : temps de rétention

m/z : masse sur charge

ESI : ElectroSpraylonization

CE : énergie de collision

SIM : Single lon Monitoring

PIS : Product lon Scan

uma : unité de masse atomique

TRR : temps de rétention relatif

GUS : General Unknown Screening

MRM : Multiple Reaction Monitoring

MTS : Multiple Target Screening

MRM-SpM : MRM spectrum mode

CAQO : cocaine, amphétamines, opiacés



Introduction

Mes travaux de thése se sont articulés autour du projet de développer des méthodes
innovantes de LC-MS/MS (chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en
tandem) pour des applications de toxicologie clinique.

Ma thése a été effectuée dans le cadre d’'une Convention Industrielle de Formation par la
Recherche (CIFRE) unissant la société Shimadzu et le service de Pharmacologie,
Toxicologie et Pharmacovigilance (PTP) du CHU de Limoges.

La société Shimadzu est un fournisseur mondial d’instruments analytiques tels que des
systemes de chromatographie en phase liquide et en phase gazeuse, des spectrométres de
masse etc. Dans le cadre de ce partenariat, un systeme LC-MS/MS (LCMS 8060) puis un
préparateur d’échantillons totalement automatisé (CLAM-2000) ont été confiés au service
PTP.

La plupart de mes travaux ont consisté a développer des méthodes de screening avec ou
sans préparation automatisée des échantillons. Historiguement, un screening est une
recherche sans a priori de médicaments ou de toxiques d’intérét (xénobiotiques). Les termes
« recherche large de xénobiotiques » ou « general unknown screening », ou encore de
« criblage toxicologique » sont également employés.

Dans de nombreux contextes, il s’agit de la premiére analyse effectuée chez un patient,
lorsque la nature ou la présence méme de médicaments ou de toxiques est totalement
inconnue (intoxication présumée d’origine médicamenteuse ou toxique, recherche des
causes de la mort, analyse d’une poudre ou d’une boisson de nature inconnue...).

Le plus souvent, le screening précéde la mise en ceuvre d’analyses plus spécifiques.
Schématiguement, le screening recherche et met en évidence des composés qui sont
ensuite dosés par une méthode quantitative spécifique. Ceci augmente indubitablement le
délai de rendu de résultats. Dans ce contexte, il est donc intéressant de développer une
méthode de screening permettant non seulement de pouvoir identifier les composés
présents dans un échantillon, mais de pouvoir également estimer si ces derniers sont
présents a des concentrations thérapeutiques ou toxiques, et donc d’adapter rapidement la
prise en charge du patient. Une partie de mes travaux a consister a mettre au point une telle
méthode de screening.

La préparation des échantillons est une étape majeure pour une méthode de screening.
Deux aspects, au moins sont importants : sa rapidité de mise en ceuvre et sa capacité a
extraire efficacement le panel le plus large possible de xénobiotiques. Il n’existe pas
d’extraction universelle pour une méthode de screening et la littérature rapporte l'utilisation
de simples dilutions des échantillons, de précipitations de protéines, d’extractions en phase
solide, d’extractions liquide/liquide ou d’extractions par des sels. Si elles peuvent étre
efficaces une fois optimisées, toutes ces approches requiérent de multiples étapes
manuelles. Quelques solutions en partie automatisées ont été proposées, mais aucune ne
permettant de concrétement supprimer toute intervention humaine. C’est dans ce contexte
qu'a été développé l'automate CLAM 2000 que nous avons utilisé, a la fois pour des
méthodes de screening et pour une méthode de diagnostic de déficience enzymatique.

Dans une premiere partie, ce manuscrit propose de discuter de la place actuelle du
screening en toxicologie clinique, médicolégale ou professionnelle. Quelques notions
essentielles de spectrométrie de masse et notamment les modes d’acquisition spectrale les
plus utiles pour les méthodes de screening y sont également abordés.

La partie consacrée a mes travaux personnels rapporte dans un premier temps la stratégie
globale utilisée pour développer différentes méthodes de screening a la fois qualitatives et
quantitatives ainsi que différentes méthodes d’extraction automatisées ou non. Chacune des



méthodes développées ont ensuite été évaluées afin de trouver le meilleur compromis
possible pour une méthode de screening quantitative et automatisée pour des applications
en toxicologie. Les résultats sont présentés dans la seconde partie de mes travaux
personnels.



Partie 1 : Spectrométrie de masse et screening, preparation
automatisée des échantillons par le CLAM-2000

) Spectrométrie de masse

1) Introduction
a) Définition

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse permettant de détecter et d’identifier
les molécules d’intérét en fonction de leur masse.

b) Principe

La premiére étape consiste a ioniser les molécules présentes dans I'échantillon a analyser.
Les molécules sont ensuite séparées en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) par
un analyseur avant d’arriver au détecteur.

c) Intérét

Le spectrométre de masse est un détecteur sensible et facile a coupler a des méthodes
séparatives telles que I'HPLC. L'utilisation croissante des spectromeétres de masse en
tandem (présence de plusieurs analyseurs) a permis de gagner en sensibilité et en
spécificité.

2) Mode d’ionisation, analyseur et détecteur choisis pour le développement du
screening

a) Mode d’ionisation : I’Electrospray (ESI)

A la sortie de la colonne de chromatographie, I'échantillon & analyser est conduit par un
capillaire dans une aiguille I’ESI qui se situe dans la chambre d’ionisation. Une tension
électrique (1 a £5 kV) est appliquée sur cette aiguille ce qui provoque une accumulation de
charges dans le liquide de I'échantillon.

La tension électrique est obtenue en appliquant une forte différence de potentiel entre
l'aiguille et une contre électrode (tension d’orifice). Cette différence de potentiel est positive
si 'on veut étudier les ions positifs (ESI +) et négative (ESI -) si 'on veut étudier les ions
négatifs.

Un gaz de nébulisation est soufflé autour du tube capillaire, vaporisant ainsi I'échantillon et
générant de fines gouttelettes chargées en électricité statique de la méme polarité que la
tension appliquée. Sous l'action d'un gaz sec le solvant contenu dans les gouttelettes
s’évapore progressivement. La densité de charges a la surface des gouttelettes augmente
jusqu’a un point (appelé la limite de Rayleigh) ou les forces de répulsion électrostatiques
deviennent plus importantes que la tension de surface. Les gouttelettes explosent alors en



gouttelettes plus petites. Ce processus se répéte jusqu’a obtenir de trés fines petites
gouttelettes et en fin de compte des ions sont expulsés dans la phase vapeur. Cette étape
est appelée « vaporisation des ions ».

Les ions sont ensuite focalisés par un systéme de lentilles afin de faciliter leur entrée dans
'analyseur (1). Le principe de fonctionnement de I'ESI est schématisé dans la figure 1.

L’intérét de 'ESI est qu’elle permet de produire des ions pseudo-moléculaires a de faibles
tensions d’orifice (ex : M+H ou M-H avec M la masse de la molécule). Le fait de visualiser les
ions pseudo-moléculaires est une information importante pour l'identification d’'une molécule
car celle-ci est intacte. A de plus fortes tensions d’orifice il devient impossible de visualiser
les ions pseudo-moléculaires, la fragmentation augmentant avec la tension d’orifice.

Charge par
I'application d'une _ _ _ _
Electriguement neutre tension élevée La charge électrique se déplace a la surface afin
/, _ de réduire la répulsion de Coulomb.
523\ S _
,+i+i' \ Ij+i++ {_T_+"_p\
'.—_Q--'—- _T_i-f—l I'+ + -l;/-vl ||+ +: Y isati d .
<+31t? Gazde nébulisation-*+ W4/ Vaponsaliondes lons
T+
En provenance du HPL? E— Eﬁﬂ;a}gﬁﬁ/ ¢ P g ®
Echantillon, phase mobile s A
NebToor Gouttelettes (gt MS

c_hargees eS| es jons ne peuvent plus
fines . s'échapper a lintérieur
Haute tension  ges gouttelettes et sont
ElF’F"'EI'I-'.E""J relachés a lextérieur.

Il

Tube capillaire

44—

Figure 1 : Principe d’'une ESI

Adduits possibles en ESI + (exemple d’'une molécule de masse M 339,2) :

Proton [M+H]+ 340,2 | Am/z = +1

Sodium [M+Na]+ 362,2 | Am/z=+23
Potassium [M+K]+ 378,2 | Am/z=+39
Ammonium | [M+NH4]+ 3572 | Am/z=+18
Eau [M+H+H20]+ 358,2 | Am/z=+19
Méthanol [M+H+CH30H]+ | 372,2 | Am/z = +33
Acétonitrile | [M+H+CH3CN]+ | 381,2 | Am/z = +42

Adduits possibles en ESI — (exemple d’'une molécule de masse M 139.0) :

Déprotoné [M-H]- 138,0 | Am/z=-1
Formiate [M+COO]- 184,0 | Am/z=+45
Acétate [M+CH3;COO]- | 198,0 | Am/z =+59

Des molécules ne possédant que des carbones et des protons (= molécules apolaires) vont
étre trés difficlement ionisables par cette technique. C’est pourquoi I'ESI est surtout,
théoriqguement, applicable aux molécules polaires. Cependant, I'expérience montre que la



source ESI est une source universelle permettant l'ionisation d’'un trés large panel de
molécules

b) Type d’analyseur : quadripdle

Un quadripble est composé de quatre électrodes paralléles et cylindriques. Ces quatre
électrodes sont associées électriguement deux par deux. Les électrodes opposées sont
portées au méme potentiel électrique tandis que les électrodes adjacentes ont un potentiel
électrique opposé.

Une paire d’électrode est donc soumise au potentiel électrique ®qtandis que I'autre paire est
soumise au potentiel électrique - ®, (cf. figure 2).

@, est de la forme U — V.cos(wt) avec :
- U latension continue
-V latension alternative
- w lafréquence
- tletemps

Lorsque les ions entrent dans l'analyseur, ils sont soumis aux forces U et V qui leur
communiguent une trajectoire oscillante. Ces trajectoires oscillantes obéissent aux équations
de Matthieu. La résolution des équations de Matthieu montre que seuls les ions ayant une
valeur de m/z comprise dans un certain intervalle posseédent une trajectoire stable. lls
peuvent donc traverser l'analyseur et arriver au détecteur pendant que les autres ions
entrent en collision avec les électrodes ou sortent du systéme. En faisant varier les tensions
U et V, cet intervalle de valeur varie aussi (1).

+{U + Voosut)

{U + Voos )
]

§
Hors du sysiéme ln'

{U + Voosw!)

Figure 2 : Principe d’'un analyseur quadripolaire

Tres schématiquement, le quadripble peut étre utilisé de deux maniéres différentes. Soit on
balaye les tensions U et V de 0 aux valeurs maximales pour trier les ions par ordre croissant
des valeurs m/z ; cette approche est utilisée pour des applications qualitatives de type full
scan (spectre complet). Soit on regle ses tensions de maniére a ne laisser passer qu’un seul
ion (= mode SIM) ; cette derniére approche est utilisée en application quantitative.

c) Le détecteur

Le détecteur se compose d’'une dynode de conversion et d’'un multiplicateur d’électrons.

Les ions qui ont traversé le quadripble entrent en collision avec I'électrode de la dynode de
conversion. Cette collision libére des électrons qui sont ensuite amplifiés par le multiplicateur
d’électrons, puis qui sont comptés. Le signal ionique est alors converti en signal électrique.



Les résultats sont représentés sous forme d’un spectre de masse représentant l'intensité des
ions formés en fonction de leur rapport m/z (1).

3) Le spectrométre de masse de type triple quadrip6le
a) Organisation

Le spectrométre de masse en tandem utilisé pour nos travaux est de type triple quadripdle.
Son organisation est représentée dans la figure 3 ci-dessous :

f":-u:uedu’l salon & pression aimosghdrique -\\u
Bloc de chauffage
Barrsau du quadriphie
Shimrners
Q-armay Mubipdie Dol e
P
| - - e
‘

i il L J—= 1"

RS

DL Lentille daniréda Colluale der enllision
N A

L

Figure 3 : organisation du spectrométre de masse 8060

Un triple quadripble résulte de l'association de deux analyseurs quadripolaires en série,
séparés par une cellule de collision. La cellule de collision est aussi un gquadripdle. Cette
organisation permet de travailler en spectrométrie de masse simple MS ou en tandem
MS/MS (1).

En spectrométrie de masse simple, les ions produits dans la source sont « seulement »
séparés par le premier analyseur (Q1l) avant d'arriver au détecteur. lls ne sont pas
fragmentés.

La spectrométrie de masse en tandem consiste a sélectionner des ions en Q1. Ces ions
sont appelés ions précurseurs. lls entrent en collision avec un gaz inerte dans la cellule de
collision afin de générer des ions fragments. Concretement, ils « percutent » le gaz avec une
certaine énergie de collision (CE) qu’'on peut faire varier selon les besoins. L’analyse des
ions fragments dans le troisieme quadripble (Q3) permet d’obtenir, par filiation, des
informations sur la structure des ions précurseurs.

En fonction des informations recherchées, les quadripbles peuvent donc étre réglés selon
différents modes d’analyses.

b) Modes d’analyses en spectrométrie de masse simple

b.1) Mode scan

Dans ce mode d’acquisition, un balayage d’'une plage de masse est réalisé a intervalles de
temps fixes (ex : balayage de m/z 100 a 600 toutes les 1s). Le quadripble ne joue pas a
proprement parler un role de filtre : il « laisse passer » tous les ions produits dans la source
compris dans la plage de mesure. On analyse donc un ensemble de rapports m/z comme
illustré sur la figure 4. Cette approche est principalement utilisée pour I'analyse qualitative.
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Figure 4 : mode scan

b.2) Mode Single ion monitoring (SIM)

Les tensions U et V sont réglées de maniére a ne laisser passer qu'un seul rapport m/z
comme illustré sur la figure 5. En comparaison avec le mode scan, le mode SIM permet une
analyse a sensibilité élevée sans perte de temps due a la détection d’ions ayant des masses
non requises. Le mode SIM est donc généralement utilisé pour des approches quantitatives.

Cellule de
Q1 collision Q3
1 — 1 1 —
405
240 I I
1 — 1 1 —

Figure 5 : mode SIM

c) Principaux modes d’analyses en spectrométrie de masse en tandem

c.1) Product ion scan (PIS)

Ce mode consiste a sélectionner un ion spécifique dans le premier quadripdle (= mode SIM)
puis a le fractionner dans la cellule de collision. Les ions fils sont ensuite analysés dans le
3°™® quadripdle en mode scan comme illustré dans la figure 6.
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m/z = 405 rapports m/z

Figure 6 : mode Product lon Scan



c.2) Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Ce mode consiste a sélectionner un ion spécifique en Q1 (=mode SIM) puis a le fragmenter
dans la cellule de collision. Un seul ion fils est analysé en Q3. Son principe est schématisé
dans la figure 7. Etant donné la double sélection en Q1 et Q3 ce mode est particulierement
adapté a une analyse quantitative.

Cellule de
Q1 collision Q3
1 —
405 .ﬂ
- > @ > @
240 '$
1 —
Mode SIM : Fractionnement Mode SIM :
sélection du rapport de l'ion 405 sélection d’un ion fils
m/z = 405 spécifique

Figure 7 : Mode Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Lors du développement et de la mise en ceuvre de méthodes de screening, ces modes
d’analyses peuvent étre combinés de différentes maniéres, créant ainsi différentes méthodes
d’acquisition. Afin d’en faciliter la compréhension et de mieux les illustrer, les méthodes
d’acquisition que nous avons développées sont présentées en détail dans les travaux
personnels.



1)) Screening

1) Introduction

Le procés de Marie Blandy a Oxford en Mars 1752 pour I'assassinat de son pére est le
premier usage déclaré de tests chimiques pour détecter un poison, en 'occurrence, I'arsenic,
dans un procés criminel. Depuis cette époque, I'importance des tests chimiques pour
confirmer une suspicion d’intoxication a été évidente. D’abord peu spécifiques (identification
basée sur I'odorat, etc...), ces tests se sont développés de maniére fulgurante.

Par exemple, Marsh a été le premier a développer un test spécifique pour détecter I'arsenic
basé sur une réaction chimique. Des méthodes spectrophotométriques sont apparues
permettant de doser le monoxyde de carbone ou [I'éthanol, puis des méthodes
colorimétriques pour mettre en évidence les barbituriques. Et ainsi de suite.

Si ces tests peuvent étre trés utiles dans un cadre médico-légal (recherche des causes de la
mort, suspicion d’'une soumission chimique...), ils le sont aussi dans les cas d'urgence
toxicologique. Lors d’une suspicion d’intoxication et notamment lorsqu’un patient est
inconscient, il est primordial d’identifier le plus rapidement possible le toxique mis en cause
afin de mettre en place le traitement le plus adapté.

Actuellement, il existe des méthodes de dépistage permettant une orientation de diagnostic
rapide : colorimétrie (carbamates, paraquat), photométrie (lithium) et enzymatique (éthanol,
cholinestérases,....). Leur principal défaut est leur manque de spécificité.

Il existe également des techniques immunochimiques permettant un diagnostic de classe
(benzodiazépines, antidépresseurs tricycliques,....), voire de quantifier des médicaments a
risque toxigue important (paracétamol, digoxine, méthotrexate,....) (2).

A ces méthodes viennent s’ajouter les approches chromatographiques (GC et LC),

associées a des détecteurs UV a barrette de diodes ou a la spectrométrie de masse,
permettant de rechercher et quantifier tel ou tel composé toxique.

Pour compléter ces méthodes, il est important de disposer d’autres techniques sensibles et
spécifiques, recherchant le plus grand nombre possible de toxiques de maniére ciblée ou
non ciblée, afin d’étre le plus exhaustif possible. Les méthodes de screening (ou criblage
toxicologique) ont été créées de maniére a répondre a ces critéres.

Elles ont été tout d’abord développées en chromatographie liquide couplée a un détecteur a
barrette de diode (LC-DAD) et en chromatographie gazeuse couplée a un spectrométre de
masse (GC-MS) dans les années 1970-80. La chromatographie liquide couplée a un
spectrométre de masse simple ou en tandem (LC-MS/MS) est apparue un peu plus
tardivement, dans les années 1990.
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2) LC-DAD

Les détecteurs a barrette de diodes permettent I'acquisition de spectres ultraviolets (UV) et
visibles (sur plusieurs longueurs dondes a la fois) au cours du processus
chromatographigue. Un temps de rétention et un spectre UV spécifiques sont obtenus pour
chaque molécule et permettent lidentification de cette derniére (par comparaison des
résultats obtenus avec une bibliothéque de référence) (3). La combinaison de ces deux
paramétres a permis a I'époque d’augmenter de maniére notable la fiabilité des méthodes
HPLC.

Ces détecteurs permettent une analyse rapide et la préparation des échantillons est simple.

Par rapport a la GC-MS développé a la méme époque, le prix de la LC-DAD n’était pas
excessif et était donc plus accessible.

Les principales faiblesses de la LC-DAD sont : (i) beaucoup de molécules absorbent peu ou
pas dans I'UV; (ii) beaucoup de molécules peuvent présenter un spectre peu spécifique
(maximum d’absorption a 210 nm) ; (iii) des molécules peuvent avoir des spectres UV et des
temps de rétention proches, notamment au sein d’'une méme famille. La LC-DAD est donc
une méthode qui peut manquer de spécificité et d’'universalité.

La co-élution de deux (ou plus) composés peut étre également une source d’erreur. Les
interférences entre les deux composés peuvent mimer le spectre UV d’un composé connu
ou étre a l'origine d'un spectre UV sans aucune correspondance dans la bibliothéque de
référence. Avant d’effectuer la recherche en librairie, il est donc primordial de vérifier la
pureté du pic d’intérét afin d’éviter toute conclusion erronée (4).

Il existe une variabilité inter-systéme pour les détecteurs a barrette de diodes c'est-a-dire
gu’'une bibliothéque créée sur un systéme ne peut pas directement étre transposée a un
autre. Logiquement, il est donc nécessaire pour chaque utilisateur de développer sa propre
bibliothéque de référence (5).

3) GC-MS

Le couplage de la GC avec un spectrométre de masse permet d’obtenir un temps de
rétention et un spectre de masse pour chaque molécule. Ces informations sont utilisées pour
l'identification, comme en LC-DAD. Les spectres de masse obtenus sont trés riches en
information et donc, théoriquement, trés spécifiques pour chaque molécule. Surtout, le type
d’ionisation utilisé (impact électronique) produit des spectres extrémement reproductibles.
Les bibliotheques de référence peuvent donc étre transposées d’'un appareil a un autre.
Ainsi, il existe quelques bibliotheques comprenant des milliers de spectres, vendues a
travers le monde (Maurer, Pflegger...). Dans les années 1990, la CG-MS est rapidement
devenue la technique de référence (ou gold standard) en matiére de screening, devant la
LC-DAD.

En GC, les composés sont soumis a des températures importantes afin de permettre leur
évaporation et leur entrainement par la phase gazeuse. La limite majeure de la GC donc
d’étre principalement adaptée aux composés volatiles (généralement molécules < 500 Da),
non thermosensibles et plutét apolaires.

Il est toutefois possible de dériver certaines molécules (méthylation, acétylation,...) afin
d’abaisser leurs points d’ébullition et de les rendre plus volatiles. Cependant cette technique
est consommatrice de temps (et d’argent !) et nécessite du personnel qualifié. La présence
des composés dérivés et des nombreux artefacts inhérents a la technique peut compliquer
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l'identification des composés. Bien entendu, les problémes de co-élution de composés sont
également présents (6).

4) LC-MS

La LC-MS s’est développée dans les années 1990, lorsque de nouveaux types d’ionisation
en spectrométrie de masse ont été commercialisés: I'ESI (Electrospray) et I'APCI
(Atmospheric Pressure Chemical lonization). Ces nouvelles techniques ont permis
d’augmenter la sensibilité de la LC jusqu’a égaler celle de la GC (7). Puis, l'utilisation de la
spectrométrie de masse, cette fois-ci « en tandem », a permis d’augmenter la richesse des
informations (ex : obtention de transitions ion parent > ion fils) et donc d’augmenter la
spécificité.

Le principal objectif de I'association de LC avec un spectrométre de masse simple, puis en
tandem, a été de pouvoir détecter des composés non analysables jusqu’alors par GC-MS. I
est cependant rapidement apparu qu’elle permettait de détecter un trés large panel de
molécules que ce soit en termes de polarité, de poids moléculaire ou de stabilité thermique.

La préparation des échantillons ne nécessite pas de techniques de dérivation et se montre
donc plus simple et plus rapide qu’en GC-MS. Le temps d’analyse est également plus court

(8).

Cependant, pour les premiéres générations d’appareils, il est apparu que la fragmentation
obtenue en LC-MS/MS était bien moins reproductible qu’en GC-MS. ; celle-ci variant de
maniére non négligeable entre deux instruments notamment pour I'abondance relative des
ions (9). D’autre part, un composé présent dans I'échantillon peut diminuer l'efficacité de
l'ionisation vis-a-vis d’autres composés. Les termes « effet de matrice » ou « suppression
ionique » sont employés pour qualifier cet événement. Ce dernier peut grandement perturber
les analyses et doit obligatoirement étre évalué lors de I'étape de validation (10).

5) Comparaison LC-DAD/GC-MS/LC-MS/MS

LC-DAD GC-MS LC-MS/MS
Molécules , Générale[ng,-nt <500 La[ge gamme o!e’
détectées Absorbant dans 'UV | Da, moderement.ou molécules (polarljre,
totalement apolaire | masses moléculaire)
Reproductible Non Oui Non
Préparation des Simple Contraignante Simple
échantillons P (dérivation) P
Spécificité + ++ ++

Tableau 1 : résumé des différentes caractéristiques des méthodes de screening

Chaque méthode de screening a ses avantages et ses inconvénients (voir tableau 1) et il est
possible qu’une famille de molécules ne soit détectée que par une seule de ces méthodes.

A titre d’'exemple, le travail de Saint-Marcoux et al. (11) (cf. figure 16) illustre ce cas de
figure : 51 échantillons de sérum ont été analysés par les trois techniques de screening. Sur
80 molécules, 8,3 % n’étaient détectées qu'en LC-MS, 9,5 % en HPLC-DAD et 8,3 % en GC-
MS.
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Figure 8 : pourcentage des molécules détectées par une, deux ou les trois méthodes de screening

Ainsi, la méthode « parfaite » permettant de détecter tous les xénobiotiques existant avec
une spécificité et sensibilité « infaillibles » n’existe pas. C’est pourquoi il est souvent
intéressant de combiner les méthodes afin de combler les lacunes et d’éviter de rendre a tort
un faux négatif. Toutefois, la LC-MS/MS tend actuellement a devenir la référence en matiére
de screening.

6) Expérience de Limoges pour le screening LC-MS

Aprés avoir travaillé dés la fin des années 1980 sur des méthodes de screening par LC-
DAD, le CHU de Limoges a développé différentes méthodes de screening par LC-MS depuis
la fin des années 1990.

La premiére méthode de screening a été mise en place avec un systeme de LC-MS, c’est-a-
dire un simple quadripole (12). La méthode reposait sur une extraction en phase solide
(Solid Phase extraction; SPE) avec des cartouches Oasis HLB (Société Waters), une
séparation a l'aide d’'une colonne Nucleosid C18, 5 ym (150x1-mm i-d) (LC-Packings) et un
couplage a un spectrometre de masse APl 100 (Sciex). Cette méthode a ensuite été
optimisée en développant une extraction par cartouches Oasis MCX (Waters) et séparation
dans une colonne XTerra MS C18, 3,5 um (150x2,1 mm) (11). Cette méthode consistait en
un full scan (de 100 a 1100 uma) avec une boucle d’acquisition comprenant les deux modes
d’ionisation (positif et négatif) avec, pour chacun, 2 voltages différents de CID (Collision-
Indused Dissociation) dans la source. Ces 2 voltages (20V et 80V) permettaient d’obtenir un
spectre contenant l'ion pseudo-moléculaire (faible fragmentation a 20V) et un spectre
contenant de nombreux fragments (forte fragmentation a 80V). Les deux spectres obtenus
étaient ensuite combinés pour obtenir un spectre « hybride » contenant a la fois les
fragments et I'ion pseudo-moléculaire. Une bibliothéque d’environ 1200 spectres avait été
construite a I'époque.
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Pour améliorer la recherche en bibliotheque, une fonction dite « Enhance » a été développée
pour ce screening. Cet algorithme consistait a extraire du bruit de fond des signaux pouvant
passer inapergus en considérant qu’un signal devait étre considéré si et seulement si 3 ions
voyaient leurs intensités changer concomitamment.

Par la suite plusieurs méthodes ont été développées avec un systeme LC-MS/MS de type
triple quadripdle avec une trappe a ions. Sauvage et al. (13) ont développé une méthode
reposant sur une extraction en phase solide avec des cartouches Oasis HLB (Waters), une
séparation a l'aide d’'une colonne XTerra MS C18, 3,5 ym (100x2,1 mm) (Waters), et un
couplage a un APl QTRAP (Sciex). Le principe était de réaliser un full scan (100 a 1100
uma), puis de sélectionner les 3 ions les plus intenses et de les fragmenter & plusieurs
énergies de collision: une faible (15V) pour visualiser I'ion pseudo-moléculaire, une
moyenne (40 V) et une forte (60 V) pour visualiser les différents ions fils de la molécule
analysée. Cet enchainement d’événements était d’abord réalisé en mode positif, puis en
mode négatif. L’ensemble des ions fils formés aux 3 énergies de collision étaient accumulés
au niveau de la trappe a ion. Lorsque celle-ci se vidait 'ensemble des ions étaient détectés
simultanément afin de tracer un spectre de masse représentant I'ion pseudo-moléculaire et
I'ensemble des ions fils. Une bibliothéque d’environ 1000 spectres en mode positif et 250
spectres en mode négatif a été construite sur ce principe.

Dulaurent et al. (14). ont développé une méthode de screening dédiée a la recherche de
pesticides et de leurs métabolites dans les milieux biologiques. Cette approche était tres
novatrice a I'époque. Elle reposait sur une extraction en phase solide avec des cartouches
Oasis HLB, MAX et WAX (Waters), une séparation a I'aide d’'une colonne Inertsil ODS3 C18,
3 um (100x1 mm) (Waters) et un couplage a systéme LTQ (Thermo Fischer). Le principe
était de réaliser un full scan (MS) de 100 a 1100 uma. L’ion le plus intense était sélectionné
puis fragmenté & une énergie de collision de 35V pour obtenir un spectre MS?. L’ion le plus
intense de ce spectre MS? était ensuite sélectionné, puis fragmenté a son tour a 35V pour
obtenir un spectre MS®. Ce mode de scan (MS/MS?/MS?) était effectué en mode positif puis
en mode négatif. Le fait de réaliser un spectre MS® permettait d’augmenter le niveau de
confiance dans l'identification d’'un composé. En effet, il est possible que deux molécules
différentes possédent les mémes spectres MS et MS?, mais il est rare quelles possédent
également le méme spectre MS®. Une bibliothéque de 450 spectres MS? et 430 spectres
MS? a été construite a I'époque.

Un des avantages de ces méthodes est qu'elles utilisaient I'IDA (Information Data
Acquisition). Dans ce procédé, le déclenchement de la fragmentation des ions parents
dépendait de leur détection a un certain seuil (pic le plus abondant dit « pic de base ») lors
du full scan MS. Le fait de fixer ces contraintes permettait d’éviter de sélectionner des ions
provenant du bruit de fond et donc d’éviter « d’'occuper » le systeme avec des ions sans
réelle importance.

L’exclusion dynamique est un autre processus qui permettait d’'améliorer les performances
d’acquisition. Ce mode excluait un ion parent une fois celui-ci fragmenté, permettant ainsi au
systéme de se focaliser sur le second ion le plus abondant lors du cycle suivant, et ainsi de
suite. Ceci permettait d’éviter de masquer un ion de faible intensité par un ion de trop forte
intensité.

L’ensemble des méthodes décrites ci-dessus sont des méthodes de screening non ciblés ou
general unknown screening (GUS) : les molécules sont recherchées sans a priori, sur la
base d’'un spectre de masse acquis ou reconstruit. A la méme époque, des méthodes de
screening ciblés se sont développés : multi-target screening (MTS) et multiple reaction
monitoring (MRM). Des détails sur le principe des méthodes d’acquisition « GUS », « MTS »
et « MRM » sont donnés au paragraphe VIl de la partie 2.
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) Extraction automatisée par le CLAM-2000 (Clinical Laboratory
Automated sample preparation Module)

Le CLAM-2000 est un module de préparation d’échantillon automatisé directement connecté
au systéme LC-MS/MS.

1) Introduction

Les matrices biologiques telles que le plasma ou l'urine contiennent des composés
endogénes (protéines, phospholipides,...) qui peuvent étre a l'origine d’interférences ou
d’effets matrices vis-a-vis du composé a analyser. Traditionnellement, ces composés sont
éliminés en utilisant des techniques d’extraction telles que la précipitation des protéines
(protein précipitation, PP), I'extraction en phase solide (solide phase extraction, SPE) ou
I'extraction liquide-liquide (liquid/liquid extraction, LLE). Quelle que soit I'approche, de
multiples étapes manuelles sont nécessaires, tels que le marquage de tubes secondaires,
l'aliquotage des échantillons, le pipetage des différents réactifs, le transfert dans des vials de
LC-MS,... Ceci rend la préparation d’échantillon fastidieuse, consommatrice en temps, en
personnels et en argent.

Intuitivement, on comprend que le progrés viendrait de I'automatisation du procédé.
Diminuer les étapes manuelles permettrait d’augmenter le débit d’analyse tout en diminuant
I'exposition aux solvants d’extraction et aux risques qu’ils comportent. De plus, toutes ces
interventions humaines peuvent étre sources d’erreurs. Ainsi, 'automatisation a également
pour but d’augmenter la fiabilité des résultats en réduisant l'incidence des erreurs de
préparation et en augmentant la répétabilité, reproductibilité et la robustesse de I'extraction.

Les procédures d’extraction les plus récentes impliquant des étapes automatisées ont été
revue en détail par Vogeser and Kirchhoff (15), Zheng et al (16), Prabhu (17) et Wei (18).
Les méthodes d’extraction automatisée « off-line » offrent une infinité de possibilité mais ne
sont pas, par définition, 100% automatisée puisqu’elles nécessitent toujours une étape
manuelle de transfert des extraits dans le systtme LC. De nombreuses méthodes
d’extraction « on-line » sont utilisées telles que la SPE ou la chromatographie en flux
turbulent. Celles-ci permettent des analyses a trés haut débit mais nécessite des systéemes
complexes, peu flexibles qui sont généralement dédiés a une seule analyse.

Dans ce contexte, Shimadzu a développé un systéme de préparation d’échantillon
automatisé directement connecté a la chaine HPLC. Une partie de mes travaux a donc
consisté a développer des procédés entierement automatisés a I'aide du CLAM-2000.

2) Configuration

Brievement, le CLAM-2000 se compose d’un module de stockage de filtres, d’'un rack pour
les d’échantillons et d’'un rack pour les réactifs. Il contient également une unité de mélange,
de filtration et de chauffage. La configuration générale est représentée dans la figure 9 ci-
dessous.
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Figure 9 : configuration générale du CLAM-2000

3) Principe général de préparation d’échantillon

La préparation d’échantillon avec le CLAM-2000 est basée sur un systeme de
mélangeffiltration. Elle consiste a ajouter sur un filtre de polytetrafluoroethylene (PTFE)
'échantillon et un solvant organique de précipitation. Aprés un temps de mélange
suffisant, le mélange est filtré par I'application d’'un vide. L’extrait est collecté dans un vial
avant d’étre automatiquement transféré dans I'autosampler de la LC pour injection. Des
options de chauffage de I'échantillon et de dilution de I'extrait, avant et aprés filtration,
sont également disponibles. Le principe général de la préparation d’échantillon est
résume dans la figure 10 ci-aprés.
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Figure 10 : Etapes de la préparation d’échantillon par le CLAM-2000

Pendant I'analyse d’un échantillon, le CLAM-2000 prépare en paralléle I'échantillon suivant.
Il Ny a donc pas de temps d’attente entre I'analyse de deux échantillons (apres que le
premier ait été extrait) ce qui permet d’augmenter le débit d’analyse. La figure 11 représente

un exemple

de flux d’analyse.

Sample Sample Sample
Injection Injection Injection
7 min 7 min
LC-MS/MS LC-MS/MS LC-MS/MS
analysis *1 min analysis analysis
6 min 6 min 6 min
Sample Sample
Preparation Preparation

6 min 6 min

Figure 11 : Flux d’analyse avec le CLAM-2000
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Partie 2 : Travaux personnels

Chronologiquement, mes travaux ont consisté dans un premier temps a développer une
méthode de screening applicable sur le spectrometre de masse en tandem, modéle 8060.

Les différentes étapes du développement de ce screening sont résumées dans la figure 12
ci-dessous.

Choix des paramétres
chromatographiques et

Etape 1 spectrométriques
Infusion des composés :
Etape 2 P

obtention de leurs spectres de

masse complets
|

\

Etape 3 Choix des étalons internes

i

Détermination des temps de
rétention

|

Enregistrement des spectres de
masse

|

Création des méthodes
d’acquisition

|

Etape 7 Choix des méthodes d’extraction

Etape 4

Etape 5

Etape 6

Figure 12 : étapes de développement de la méthode de
screening
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A) Stratégie globale

Le travail s’est appuyé, dans une phase préliminaire, sur un mélange de référence de 23
molécules présentant des caractéristiques trés diverses.

Ces molécules ont été choisies pour couvrir le plus largement possible la gamme de polarité-
apolarité. Le but a été de déterminer les paramétres chromatographiques permettant la
séparation de ces 23 molécules ; le pari étant fait que si ces conditions étaient capables
d’éluer ce panel de composés, elles pourraient étre capables d’éluer les centaines de
Composés que nous devions a terme inclure dans nos méthodes.

Ces 23 molécules devaient également permettre de déterminer les paramétres d’acquisition
spectrale. Ainsi, le choix ne s’est pas limité a la nature polaire ou apolaire des molécules.
Nous nous sommes efforcés d’inclure des molécules de masse moléculaires variées, se
fragmentant et s’ionisant dans I'un ou l'autre des 2 modes d’ionisation.

La premiére étape a consisté a infuser les composés. Une infusion consiste a étudier un
composé uniguement par l'intermédiaire d’'un spectrométre de masse sans passer par une
étape chromatographique, le but étant d’obtenir le spectre de masse du composé étudié. On
peut voir cette étape comme une injection directe du composé dans le spectrométre : les
composés mis en solution, arrivent directement dans la chambre d’ionisation. Les ions
pseudo-moléculaires sont recherchés. S’ils sont détectés, ils sont alors sélectionnés puis
fragmentés pour obtenir le spectre global de la molécule.

Une fois les spectres de masse obtenus, il a alors été possible de passer a la mise au point
des conditions de séparation chromatographiques et déterminer le temps de rétention des
composés. Toutefois, avant de commencer I'étape de détermination des temps de rétention
il a été nécessaire d’introduire plusieurs étalons internes dans la méthode (voir plus loin).
En ce qui concerne l'acquisition spectrale, il nous a fallu, dans un premier temps,
évaluer les différentes méthodes selon lesquelles le systeme peut fonctionner. On
parle de « méthodes d’acquisition ». Notre objectif était de développer plusieurs méthodes
d’acquisition pour proposer, a terme, plusieurs approches de screening, ceci en mode
d’ionisation positif et négatif. Pour les screenings développés par LC-MS/MS, les molécules
peuvent étre recherchées de maniére ciblée (Multiple Target Screening ou MTS ; Multiple
Reaction Monitoring ou MRM) ou de maniére non ciblée (= General Unknown Screening ou
GUS). (Ces approches sont détaillées dans le paragraphe VII de cette partie).

Les développements se sont faits, dans un premier temps, a partir de solutions pures.
L’étape suivante a été la mise au point de méthodes d’extraction adaptées au
screening a la fois par des approches manuelles et par les approches automatisées
réalisables avec le CLAM 2000. Quelle que soit I'approche, il s’agissait de mettre au point
des méthodes permettant le meilleur compris.

Tout ou partie de ces développements a été réalisé en collaboration avec I’équipe
Shimadzu de Shimadzu France et I'équipe Shimadzu Europe, plus particuliéerement la
“MSO Unit” (Mass Spectrometry Business Unit- Overseas): Neil Loftus (General
Manager) et Alan Barnes (LC-MS/MS application).
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) Systeme LC-MS/MS

Le systéme est composé d’'un CLAM-2000, d’une chaine UHPLC (Nexera LC, Shimadzu) et
d'un spectrométre de masse en tandem, modéle 8060 (Shimadzu). La séparation
chromatographigue est réalisée en phases inverses en utilisant comme colonne une Restek
Biphenyl 2.7um 2.1x100mm.

1)) Détermination des conditions chromatographiques et des parametres
de la source d’ionisation

1) Choix des conditions chromatographiques

Les molécules du mélange de référence ayant permis de déterminer les conditions
chromatographigues sont présentées dans le tableau 2 ci-apreés.

20



Nom Classe Caractéristiques
Acide 2 4- -

dichlorophenoxyacetique Pesticide ESI-
Acide salicylique Antalgique ESI -

Amiodarone Anti-arythmique de classe 11| ESI+, masse moleculalre
élevee

Amphétamine Stupéfiant ESI+, masse moléculaire
faible
Apixaban Anticoagulant ESI +
Aripiprazole Neuroleptique ESI +
Aténolol B-bloquant ESI +

Benzoylecgonine

Stupéfiant (principal
métabolite de la cocaine)

ESI +, polaire

Buprénorphine

Agoniste/antagoniste
morphinique

ESI +, se fragmente peu

Antidépresseur (inhibiteur

Citalopram sélectif de la recapture de la ESI +

sérotonine)

Halopéridol Neuroleptique ESI +
Ketamine Anesthésique ESI +
Lidocaine Anesthésique ESI +

Metformine Anti-diabétique ESI +
Morphine Antalgique ESI +, polaire

Nordiazépam Benzodiazépine ESI +
Phénobarbital Barbiturique ESI -
THC Stupéfiant ESI + ou -, tres apolaire

THC-COOH Stupefla::r:n(;r;%tg;)ollte du ESI + ou -, trés apolaire
Tramadol Antalgique ESI +, se fragmente peu
Vérapamil Inhibiteur calcique ESI +
Warfarine Anticoagulant ESI +

Zonisamide Anti-épileptique ESI +

Tableau 2 : mélange des 23 molécules de référence

Différentes phases stationnaires et phases mobiles, gradients, conditions de de débit ont été
testés afin de déterminer les conditions assurant une séparation optimale des 23 molécules

du mélanges.

Les paramétres qui ont été finalement retenus sont résumés dans le tableau 3.
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Colonne

Restek Raptor Biphenyl 2,7 um 100 x2,1 mm

Température du four

40°C

Débit

0,3 mL/min

Phase aqueuse

Eau + 2mM formiate d’ammonium + 0,002 %

acide formique

Phase organique

Méthanol + 2mM formiate d’'ammonium + 0,002 %

acide formique

Gradient

Temps (min) % phase organique
1.00 10
2.00 40
10.50 100
13.50 100
13.51 10
18 10

Tableau 3 : paramétres chromatographiques retenus

2) Choix des paramétres de la source d’ionisation

Le mélange de 23 molécules a également été utilisé pour cette étape.
Les paramétres retenus sont résumés dans le tableau 4.

Heat block temperature 400 °C
DL temperature 250 °C
Interface temperature 300 °C
Interface voltage +1.5 kV
Heating gas flow 10 L/min
Drying gas flow 10 L/min
Nebulization gas flow 3 L/min

Tableau 4 : paramétres du spectrométre de masse retenus
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) Infusion des molécules

1) Méthode d’infusion développée pour le spectrométre de masse en tandem 8060

La méthode d’infusion réalisée sur le spectrométre de masse en tandem 8060 est résumée

dans la figure 13 ci-dessous.

Optimisation & partir du
précurseur

¥

Recherche de l'ion
pseudo-moléculaire
(ou ion parent)

4

Recherche des ions fils

‘V'

Optimisation des voltages

Précurseur = molécule entiére de masse M.
S’ionise dans la chambre d’ionisation pour
donner des ions pseudo-moléculaires

Recherche [M+H] ", [M+NH,] ¥, [M+Na] *, [M-H]
(ions pseudo-moléculaires les plus fréquents)
=» Mode full scan (ESI + et ESI -)

lon précurseur détecté = sélection de ce
dernier en Q1 puis fragmentation a 11 CE
différentes (de £ 10 a 60 V, palier de 5 V) =
obtention de 11 spectres de fragmentation
Création d’'une méthode regroupant les meilleurs
transitions ion parent > ion fils (sélection des ions

fils les plus abondants)
NB : étape réalisée pour chaque ion précurseur détecté

Détermination des voltages donnant les ions fils
les plus abondants

Figure 13 : principe d’une infusion a partir de I'ion pseudo-moléculaire

Pour une intensité inférieure a 2 000 cps, les ions pseudo-moléculaires n’étaient pas
sélectionnés pour étre fragmentés. Ces derniers étaient recherchés avec une tolérance en

masse de +/- 0,5 uma.

Les critéres de sélection des transitions ion parents > ion fils sont résumés dans le tableau 5.

23




Nombre maximal de = sélection des 15 ions fils les

. o . 15 :
transitions sélectionnées plus intenses
= les ions en dessous de 10
Minimum m/z ion produit 10 uma uma ne sont pas considérés

comme des ions fils

= on considére comme ions fils
Maximum m/z ion produit -5uma les ions ayant une masse M - 5
uma

Tableau 5 : critéres de sélection des transitions ion parent > ion fils

Des molécules différentes peuvent avoir des fragments en commun. Pour éviter toute
interférence, toutes les molécules ont été infusées individuellement a une
concentration de 0,2 mg/L.

2) Traitement des résultats

Pour chaque molécule, les résultats suivants sont obtenus :

Un Select_Pre (Selection Precurseur) qui permet de visualiser tous les ions détectés (=Total
lon Count ou TIC). Il permet d’avoir une idée des ions pseudo-moléculaires détectés ou non.
Un CE_Select (collision energy) pour chaque ion pseudo-moléculaire détecté. Il permet de
visualiser les 11 spectres obtenus aux 11 énergies de collision différentes.

Un CE_Detail pour chaque ion précurseur détecté. Il permet de visualiser les énergies de
collision maximisant chacune des transitions.
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La figure 14 représente le SelectPre de la clozapine de masse molaire 326 g/mol. On peut y
observer les ions 327,2, 348,9 et 325,1 uma. Ces ions peuvent correspondre respectivement
aux ions pseudo-moléculaires [M+H] ", [M+Na] " et [M-HJ.
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Figure 14 : Select_Pre de la clozapine

Total lon Count

lons détectés
en ESI +

lons détectés
en ESI -

Ces ions ont pu étre sélectionnés et fragmentés a différentes énergies de collision. L'étape
suivante est de vérifier que les ions fils obtenus proviennent bien du méme ion parent.
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La figure 15 montre le CE_select du [M+H] *. On remarque que pour plusieurs énergies de
collision différentes on obtient exactement les mémes ions fils : (ex : 296,1, 270,1, 227,1....)
a des intensités différentes. Puisqu’ils apparaissent systématiquement, ces ions fils
proviennent trés probablement de la fragmentation de la clozapine. Les transitions « ion
parent > ion fils » 327,2 > 296,1, 327,2 > 270,1, etc... sont donc spécifiques de la clozapine.
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Figure 15 : CE_Select du [M+H]+ de la clozapine
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Au contraire, si on regarde le CE_Select du [M+Na] * (cf. figure 16) de la clozapine, il est
impossible de trouver une transition ion parent > ion fils spécifique de la clozapine puisque
aucun ion fils ne se retrouve plusieurs fois. Un pic gaussien n’est de plus pas obtenu. Dans

ce cas présent, le spectre de masse du [M+H] " sera enregistré et non celui du [M+Na]*
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Figure 16 : CE_Select du [M+Na] + de la clozapine

Les spectres de masse MS? (=CE_Select) ainsi Vvérifiés, sont gardés pour constituer une
bibliothéque de spectres de masse. Ces spectres de masse seront dits « complets »
puisqu’ils comprennent I'ensemble des fragments obtenus pour une énergie de collision
donnée.

Plus spécifiquement, les spectres obtenus aux énergies de collision 10, 35, 55 V ont été
utilisé pour constituer la bibliotheque de référence (cf. paragraphe VII Création des
méthodes d’acquisition).

NB :

Il est possible que plusieurs ions pseudo-moléculaires soient obtenus pour une méme
molécule : [M+H'], [M+Na'], [M+NH4']... Si les intensités obtenues sont similaires, les
spectres de masse obtenus a partir de chacun de ces ions pseudo-moléculaires ont été
CONServes.

Les spectres des ions [M+H] * et [M-H] ont été enregistrés tous les deux si I'intensité du [M-
H]" correspondait a au moins 15 % de l'intensité du [M+H] "

A ce stade du développement, les transitions ion parent > ion fils déterminées lors de
I'infusion (maximum 15) n’étaient considérées que comme « hypothétiques ». Elles
devaient étre confirmées lors du passage de chaque molécule en chromatographie.
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Il était également possible qu’aucun ion pseudo-moléculaire ne soit détecté ou que la
fragmentation des ions pseudo-moléculaire ne soit pas satisfaisante. Plusieurs hypothéses
peuvent étre formulées dans ce cas.

La concentration peut-étre trop faible. Il suffit donc de 'augmenter afin d’augmenter le
signal.

La molécule peut ne pas étre adaptée au mode d’ionisation (ex: molécules trés
apolaires). |l sera donc difficile d’obtenir un spectre de masse sans changer de type
d’ionisation (passage vers 'APCI, par exemple).

Il est aussi possible que la molécule se fragmente totalement dans la chambre
d’ionisation, méme dans les conditions d’ionisation les plus douces. Ces molécules
auront besoin d’étre ré-infusées en considérant des masses plus faibles comme les
ions parents.

La présence d’isotope peut expliquer I'absence de résultats. On appelle isotopes tous
les éléments possédant le méme nombre de protons mais un nombre différent de
neutrons. Le CI*® et le CI* sont deux isotopes. La masse atomique du chlore
correspond a la moyenne des masses des isotopes tout en tenant compte de leur
proportion respective (proportion CI*" = 37,5 % du CI*°). La masse atomique est donc
de 35,5 g/mol. Cependant, le spectrometre de masse identifie les différents isotopes.
Il détecte soit un CI*® soit un CI*". Or, plus le nombre de Cl augmente plus la
probabilité d’avoir un CI*’ augmente. Il est donc possible d’avoir comme ion
précurseur non plus un [M+H*] mais un M+H+2 (le +2 provenant d’un CI*” au lieu d’un
CI®), par exemple.

La stratégie de traitement des résultats des infusions est résumée dans la figure 17 ci-

dessous.
SelectPre : quels sont les
ions parents détectés ?
Pour chaque ion parent la
fragmentation est-elle correcte ?
o “on
Enregistrer le spectre de masse - Recherche la cause d’échec :
dans la bibliothéque - Concentration trop
faible?
- fragmentation dans la
source ?
- Isotope ?

- Incompatibilité avec
le type d’ionisation ?

Veérifier les transitions MRM
Déterminer le temps de rétention

l

Ré-infuser la molécule

Figure 17 : organigramme décisionnel du traitement des résultats de I'infusion
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IV)  Choix des étalons internes

L'utilisation d'un ou de plusieurs étalons internes en chromatographie liquide est
indispensable. lls sont l'assurance qu’aucune perturbation n’est survenue au cours de
'analyse (de I'extraction jusqu’a la détection ou la quantification).
En effet, pour un étalon interne donné correspond une aire sous la courbe et un temps de
rétention donnés. Une modification de ces paramétres est le signe d’'une anomalie. Par
exemple, une diminution de I'aire de I'étalon interne peut étre le signe d’'un simple bouchage
de laiguille d’injection, mais peut également traduire un probléme de compétition dans la
source (effet matrice, suppression ionique). Une modification de son temps de rétention peut
étre liée a une fuite au niveau de la colonne, par exemple.
Un étalon interne, si tant est qu'il soit bien choisi, permet aussi de corriger les erreurs
analytiques. Si l'aire sous la courbe d’'une molécule diminue pour une concentration donnée,
'aire sous la courbe de I'étalon interne diminue aussi dans les mémes proportions.
Cependant, le rapport des aires reste constant. Il est donc plus pertinent d’utiliser le rapport
de ces aires pour le calcul des concentrations (I'aire sous la courbe étant proportionnelle a la
concentration).
Le principe est identique pour les temps de rétention. Le rapport entre le temps de rétention
de la molécule et le temps de rétention de I'étalon interne, aussi appelé temps de rétention
relatif TRR, est supposé rester constant. Il sert donc de référence.
Un étalon interne doit répondre a plusieurs critéres. Il ne doit pas étre produit par 'organisme
et il doit avoir les mémes propriétés physico-chimiques que les molécules a doser.
Dans le cadre du screening, il est nécessaire d’utiliser plusieurs étalons internes. lls sont
choisis de maniére a :

- Représenter plusieurs classes (4-5) de molécules

- Avoir une bonne répartition en termes de temps de rétention et de mode d’ionisation

- Etre accessible facilement et de fagon pérenne

- Avoir un co(t faible

Nous avons choisi de travailler avec des analogues deutérés, c'est-a-dire que I'un des
atomes de la molécule est remplacé par son isotope (ex : 'H remplacé par *H). Le temps de
rétention reste identique. La masse de la molécule étant modifiée, il est possible de
différencier la molécule d’origine et son analogue par la spectrométrie de masse.

11 étalons internes ont été sélectionnés selon les critéres cités précédemment. Leurs
différentes caractéristiques sont résumées dans le tableau 6 ci-aprés.
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Temps de

Classe rétention dans les N
Nom : L Mode d’ionisation
pharmacologique conditions
retenues (min)
Atenolol-D7 B-bloguant 2.99 ESI +
, Métabolite de la
Benzoylecgonine-D3 cocaine 4.53 ESI +
Clonazepam-D4 Benzodlaze_plne 7.43 ESI -
(anticonvulsivant)
Cocaine Stupéfiant 4.93 ESI +
Diazepam-D5 Benzodiazepine 9.03 ESI +
(anxiolytique)
Haloperidol-D4 Neuroleptique 6.08 ESI +
Mianserine-D3 Antidépresseur 6.64 ESI +
Morphine-D3 Analgésique opioide 2.94 ESI +
Phenobarbital-D5 Barbiturique 5.05 ESI -
Stupéfiant
THC-COOH-D3 (métabolite du 9.62 ESI +
cannabis)
Topiramate-D12 Anticonvulsivant 541 ESI +

Tableau 6 : caractéristiques des 11 étalons internes retenus

V) Détermination des temps de rétention

Pour déterminer les temps de rétention, des mélanges de composés ont été créés (parfois
jusqu’a 30 molécules par mélange). lls contenaient :
- Des molécules a une concentration de 100 pg/L,
- sans aucun ion pseudo-moléculaire en commun pour éviter les interférences.
- Les onze étalons internes

Pour chaque mélange, une méthode regroupant toutes les transitions ion parent > ion fils
déterminées lors de l'infusion a été créée.

Si les transitions établies lors de [linfusion étaient correctes,

les molécules étaient

directement identifiées, et leur TR et TRR (par rapport a chacun des étalons internes) étaient

enregistrés.

Les résultats se présentaient sous la forme suivante :
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Figure 18 : chromatogramme de la clozapine

La premiére étape est de s’assurer que les TR et les aires des étalons internes
correspondaient aux valeurs attendues.

On vérifiait ensuite qu’un pic chromatographique gaussien soit obtenu pour chaque composé
et pour chaque transition. La figure 18 représente 'exemple de la clozapine pour laquelle les
transitions choisies et la séparation chromatographique étaient correctes.

En cas de pic non gaussien (cf. figure 19), les transitions ion parent > ion fils sélectionnées
pour une molécule lors de l'infusion étaient considérée non spécifiques et la molécule devait
étre ré-infusée.

31



B O Guartiove RosdsVem 102 11 4+

870 Vishod View - Compound Tabke

Datast

Ohogromasne
Is-at-n- Date SN

il

T V) (@ e

integraten | idenstcaton | Quanstatve | Comoound  Group | Performance | spectum | Custom | QC ek

Mgt
Wacl0 | 222006  Sanserd 1 | 78| e
W10 | 232/2016 | Sanderd ]

Twe | wiz
129 15000 1%

wHe! |
LTI T A |

| Pt Te | Conc(l) | ConolG-
i i) 1

B O Oramogam Vew

A Dvorsngon = Sage it

: fhﬂ, ‘,wt J\‘WMF

_ﬂhwmw,x,ﬁ-u g ,. !

Vi
CORIE e

m Pic non gaussien

’l

b 23

e

B O Coltnaton Curve/Spmcinm View
R

84800

3 600000 « = 1 000000

dons

Figure 19 : chromatogramme de la chlorpromazine

II était aussi important de noter les aires sous les courbes. Cela permettait d’attribuer un rang
classant les transitions d’'une molécule les unes par rapport aux autres. Le tableau 7
référence les transitions choisies de la clozapine avec les aires sous les courbes et les rangs

correspondants.

Transition ion parent >ion Aire sous la courbe Rang
fils
327,15 > 270,10 155 325 855 1
327,15 > 192,10 107 861 670 2
327,15 > 227,05 24 823 869 4
327,15 > 164,10 37 609 397 3
327,15 > 296,10 17 496 856 5

Tableau 7 : rang des différentes transitions de la clozapine

Ces rangs devaient étre utiles lors de la création ultérieure de méthodes d’acquisition ;
phase ou la sélection des transitions devait étre basée sur leur aire sous la courbe.
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La figure 20 synthétise la stratégie mise en place pour le traitement des résultats.

Valeurs TR et aires étalons
internes correctes ?

Transitions ion parent > ion fils et
séparation chromatographiques
correctes ? (pic gaussien ?)

»
o

* Relever TR composés et
étalons internes

= Calculer TRR
* Attribution des rangs

O
Y

* Supprimer les spectres de
masse de la bibliotheque
* Ré-infuser le composé

K2

Répéter 'analyse

Figure 20 : organigramme décisionnel du traitement des résultats des temps de rétention

VI)  Enregistrement
chromatographiques

des

spectres

de masse a partir des pics

Lors du passage dans la colonne chromatographique, plusieurs transitions ion parent > ion
fils spécifiqgues étaient suivies ; chaque transition formant un pic chromatographique.
L’intensité du pic chromatographique est dépendante de la transition. Il est possible a partir
de ces intensités de construire un spectre de masse comme illustré dans la figure 21 ci-

dessous.

) 286.15>152.05 CE-61V
R1286.15>201.10 CE-27V
R2286.15>165.10 CE-40V
3286.15>153.10 CE-41V
R4286.15>128.10 CE-61V
R5286.15>181.10 CE-37V
R6286.15>157.05 CE-40V
R7286.15>155.10 CE-35V
R8 286.15>115.05 CE-65V
R9 286.15>183.05 CE-29V
0 286.15>211.10 CE-27V
R11 286.15>173.10 CE-28V
R12 286.15>229.05 CE-24V
R13 286.15>185.05 CE-30V

]

115.05 128.10

,
",
",

e
125.0

152.05
201.10
165.10
157.05 | 181.10
2310 211_10229.05
L R L B
150.0 175.0 200.0 m/z

Figure 21 : construction d’un spectre de masse a partir des intensités d’un pic chromatographique

Ces spectres de masse ont été enregistrés pour chaque molécule dont les transitions ion
parent > ions fils étaient correctes. lls ont permis de constituer une deuxiéme bibliothéque de
spectre de masse qui sert de référence pour la méthode d’acquisition dite MRM spectrum
mode (voir paragraphe VII.4 comparaison a la bibliotheque de spectres de masse).
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A ce stade, aprés infusion et passage dans les conditions chromatographiques, nous
avions donc a disposition pour environ 1300 composés :
- Une bibliotheéque de spectres de masse comprenant 'ensemble des ions fils d’'une
molécule aux énergies de collision £10, 35, 55 V.
- Une bibliothéque de spectre de masse regroupant les différentes transitions ion
parent > ion fils (maximum de 15) pour chague molécule
- Le classement des transitions les unes par rapport aux autres en fonction de leurs
aires
- Les TR et TRR de chaque molécule

A partir de ces informations, il a été possible de créer différentes méthodes d’acquisitions.

VII) Création des méthodes d’acquisition

1) Le General Unknown Screening (GUS)
a) Principe

L’approche GUS est une méthode de recherche sans a priori. Contrairement aux approches
MRM ou MTS (voir plus loin), la premiére étape consiste a considérer I'ensemble des ions
détectés. Un ion est ensuite sélectionné et fragmenté, pour obtenir un spectre de masse. Ce
dernier est comparé aux spectres de masse préalablement enregistrés en bibliotheque, dans
les mémes conditions.

b) Méthode GUS créée sur le spectrométre de masse en tandem 8060

La premiére étape est une acquisition en mode full scan (=MS?). Le spectre de masse acquis
permet de visualiser les différents ions formés dans la source et leur intensité (cf. figure 22).

Intensité A

> Rapport m/z
240 405

Figure 22 : intensité des ions en fonction de leur rapport m/z

L’ion le plus intense (dans I'exemple ci-dessus, m/z = 240) du spectre de masse ou « pic
de base » est sélectionné pour réaliser des PIS (=MS? a 3 énergies de collision
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différentes : une faible (+ 10V), une moyenne (x 35V) et une forte (x 55 V). On obtient
ainsi 3 spectres de masse complets avec théoriquement les informations suivantes :
- Energie de collision faible : visualisation de 'ion pseudo-moléculaire
- Energie de collision moyenne : visualisation des ions fils des molécules se
fragmentant aisément
- Energie de collision forte : visualisation des ions fils des molécules nécessitant une
forte énergie de collision pour se fragmenter

Le déclenchement des MS? est dépendant des informations obtenues lors du MS*. On parle
d’acquisition data dependant (DDA : dependant data acquisition).

L’acquisition MS" est ensuite répétée. Si le pic de base obtenu est le méme, les PIS seront
effectués sur le deuxiéme ion le plus intense (ici, m/z = 405). Ce processus s’appelle
exclusion dynamique : il permet d’éviter les problémes de « masquage » d’un ion de faible
intensité par un ion de forte intensité.

Cette succession d’étape est d’abord effectuée en ESI + puis en ESI -.

2) Multiple Reaction Monitoring (MRM)
a) Principe

Contrairement au GUS, cette méthode a pour point de départ une liste préétablie de
« candidats » ions parents. Son principe a déja été vu dans le paragraphe 1.3.c.c.1 Multiple
Reaction Monitoring (MRM).

b) Méthode MRM créée sur le spectrometre de masse en tandem 8060

Pour chaque molécule, deux transitions MRM sont suivies. Les énergies de collision sont
optimisées pour chaque transition.

Le choix de ces transitions est basé sur le rang établi lors de la détermination des TR
(sélection des rangs 1 et 2).

1) Le MRM spectrum mode (MRM-SpM)
a) Principe

Le MRM spectrum mode suit le méme principe qu’une méthode MRM classique sauf que le
nombre de transitions MRM suivies est beaucoup plus important. L’augmentation du nombre
de transitions a pour objectif de construire un spectre de masse ou chaque ion fils a été
obtenu a une énergie de collision optimale.

Cette approche est intuitivement beaucoup plus spécifique qu'une MRM classique.

b) Méthode MRM spectrum mode créée sur le spectrométre de masse en tandem
8060

Pour chague molécule toutes les transitions MRM obtenues (jusqu’a 15) lors de I'infusion ont
été suivies.
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3) Multiple Target Screening (MTS)
a) Principe

Contrairement au GUS, l'acquisition ne se fait pas sans a priori: on recherche
spécifiqguement un ion pseudo-moléculaire avant de le fragmenter. Dans cette approche, il
existe une liste préétablie de candidats a rechercher et les PIS ne sont déclenchés qu’une
fois qu’une transition MRM atteint un seuil prédéfini.

b) Méthode MTS créée sur le spectromeétre de masse en tandem 8060

Les PIS (MS? sont déclenchés sur la base de la transition MRM de rang 1. On obtient,
ensuite, comme pour le GUS, trois spectres de masse complets pour les 3 énergies de
collision (£ 10, 35, 55V).

4) Comparaison aux bibliothéques de spectres de masse

Pour les méthodes GUS et MTS les spectres de masse obtenus ont été comparés a la
premiére bibliothéque de spectres de masse (celle obtenue lors de l'infusion).

Pour le MRM spectrum mode, les spectres de masse ont été comparés a la bibliothéque
spécifiguement construite pour ce mode.

La présence d’'une molécule dans un échantillon est rendue positive lorsque les spectres de
masse obtenus lors de I'acquisition sont identiques a ceux enregistrés dans la bibliothéque. Il
faut également que le temps de rétention corresponde a la molécule en question.

5) Comparaison GUS / MRM / MRM-SpM / MTS

a) Aspects qualitatifs et quantitatifs

Le GUS est une méthode purement qualitative : les trois spectres de masse obtenus a 3
énergies différentes sont comparés aux spectres de masse de la bibliothéque.

Les méthodes MRM, MRM spectrum mode et MTS peuvent, elles, permettre un abord
quantitatif. En effet, il est possible de suivre les transitions MRM au cours du temps (« au fur
et a mesure que la molécule sort de la colonne »). Ces derniéres vont donc avoir un profil
gaussien et les aires sous la courbe seront proportionnelles a la concentration de la
molécule.

b) Spécificité

Les méthodes MRM classiques ne permettent de suivre qu’un nombre limité d’ions fils. Pour
éviter le risque de confondre des composés isobariques, il est recommandé de suivre au
moins 2 ou 3 transitions par composé et d’utiliser le rapport entre les ions pour I'identification
des analytes. Cependant, mesurer de tels rapports pour des composés présents sous forme
de trace jusqu’a des concentrations toxiques peut étre difficile. Ces méthodes ne sont
généralement pas utilisées dans le cadre d’'un screening toxicologique di au manque de
spécificité. Elles sont plutét dédiées a l'analyse quantitative d’une classe de composeés
lorsqu’une indication de recherche est présente (par exemple : recherche de produits
stupéfiants).
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Les méthodes GUS qui considérent 'ensemble des ions fils sont par essence beaucoup plus
spécifiques. Les méthodes MTS rajoutent une information supplémentaire avec le suivi d’'une
transition MRM. Cependant, le choix des énergies de collision utilisées pour les PIS ne sont
pas optimisées pour chaque molécule. Il devient donc parfois difficile d’avoir un score de
similarité élevé entre le spectre acquis et le spectre de référence, particulierement si les
concentrations sont faibles.

Le MRM-SpM a des énergies optimisées pour chaque transition suivie ce qui en théorie
permettrait d’étre hautement spécifique méme a de faibles concentrations. Cependant
I'ensemble des ions fils produits n’est pas représentés.

c) Sensibilité

L’acquisition en GUS est dépendante de I'intensité des ions détectés lors du full scan. I n’y a
donc aucune pré-sélection d’'un analyte ce qui semble idéal dans le cadre d'un screening
toxicologique ou les indications de recherche peuvent étre absentes. On est en théorie
capable de détecter tous les composés présents dans un échantillon. Ceci implique que
I'analyste peut parfois se trouver face a une molécule n’ayant aucune correspondance dans
la bibliothéque.

Cependant, le temps nécessaire a la réalisation des PIS peut étre long et certains composés
éluant rapidement de faible ou moyenne intensité peuvent étre visible dans le spectre MS*
mais ne pas étre sélectionnés pour les PIS. Le GUS n’est donc pas exempt de résultats
faussement négatifs.

Les méthodes basées sur le suivi des transitions MRM prennent en compte l'ion pseudo-
moléculaire. Elles seront par conséquent plus sensibles que le GUS.

Cependant avec de telles approches « on ne trouve que ce que I'on cherche ». De plus, le
déclenchement des PIS en MTS dépend d’un seuil d’intensité. Il est donc possible de ne pas
obtenir de spectres MS? lors de l'analyse bien que le composé soit présent dans
I'échantillon. L’acquisition en MRM-SpM ne dépend d’aucun seuil d’intensité. La recherche
des transitions MRM se fera que le composé soit présent ou non dans I'échantillon.

Chaque méthode a donc ses avantages et ses inconvénients. Dans nos travaux, nous
avons testé chacune d’entre elles afin de déterminer quel était le meilleur compromis

BN

possible pour développer une méthode de screening a la fois qualitative et
guantitative.
Le deuxiéme axe de travail s’est concentré sur les méthodes d’extraction.

VIII) Choix des méthodes d’extraction

1) Extraction par les sels QUEChERS
a) Méthode de référence

QUEChERS est un acronyme pour QUick, Easy, CHeap, Effective, Rugged, and Safe. Il
s’agit donc d’'une méthode d’extraction qui se veut rapide, facile, bon marché, robuste et
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fiable. Elle a vraisemblablement été utilisée pour la premiére il y a une dizaine d’années pour
'analyse de résidus de pesticides dans les fruits et Ilégumes (19). Brievement, il s’agit d’'une
méthode de préparation des échantillons qui consiste a rajouter des sels
dits « QUEChERS » a la matrice d’intérét (polaire) qui aura été mélangée au préalable dans
un solvant organique. Le but des sels étant de séparer la phase aqueuse du solvant
organique tout en « séchant » la phase aqueuse.

En effet, il est connu qu’'un systéme binaire homogéne contenant de I'eau et un solvant
organique peut étre séparé en deux phases hétérogénes par 'addition de sels (20,21). Ce
phénoméne a lieu car la dissolution des sels altéere les propriétés du systéme,
particulierement la force ionique et la pression de vapeur des composants individuels des
solvants (20). Il a été montré que la solubilité du sel dans chaque solvant est un facteur clé :
la séparation la plus efficace est réalisée avec des sels hautement solubles dans I'eau et
insolubles (ou trés peu solubles) dans les solvants organiques (21). Plusieurs solvants
d’extraction ont été testés: acétone (19, 22), acétonitrile (19,23,

24) et acétate d’éthyle (25,26). Dans une étude dédiée au dosage de pesticides, il a été
montré que ces solvants permettent tous un bon rendement d’extraction. L’acétone est
facilement miscible a I'eau, mais la séparation de I'eau a partir de ce solvant n’est pas
possible sans 'addition d’un solvant non polaire. L’acétate d’éthyle est partiellement miscible
a l'eau, ce qui rend superflue I'addition de solvant non polaire pour le séparer de I'eau. Les
extraits a base d’acétonitrile contiennent moins de substances interférentes que les extraits a
base d’acétate d’éthyle ou d’acétone, et 'acétonitrile peut étre séparé assez facilement de
'eau. C’est pour cette raison que l'acétonitrile a finalement été retenu dans la méthode
QuEChERS.Au fur et a mesure de I'extension de I'utilisation de cette méthode, il est apparu
évident que la force et la quantité des sels utilisés ne pouvaient pas étre la méme pour
toutes les applications. Aujourd’hui, il existe au moins trois variantes de la
méthode QUECHhERS en fonction des sels utilisés:

- La méthode ref 22 : 4 g MgSO4 + 1 g NaCl

- La méthode «EN 15662»: 1g citrate trisodique dihydrat¢é + 05 g
hydrogenocitratedisodique sesquihydraté + 1 g NaCl + 4 g MgSO4

- La méthode « AOAC 2007.01 » : 6 g MgSO4 + 1.5 g acétate de sodium

Ces quantités de sels sont disponibles sous la forme de kits préts a I'emploi, utilisés pour
I'extraction des pesticides avec un volume de solvant de 10 a 12 mL et 10 grammes
d’échantillon.

Si les méthodes d’extractions a base de sels QUEChERS ont d’abord été utilisées
pour la recherche de pesticides dans des matrices alimentaires ou environnementales, ils
sont depuis appliqués a des matrices biologiques. Le laboratoire du CHU de Limoges a ainsi
développé une extraction basée sur les sels QUEChERS pour 'analyse des stupéfiants et
des benzodiazépines (27) La procédure d’extraction est décrite dans la figure 23 ci-dessous
et a été utilisé pour la suite de ces travaux.
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Prélever 100 uL d’échantillon
(sang, urine,....)

%

Ajouter les étalons internes

%

Ajouter 200 pL d’acétonitrile,
vortexer puis stocker 10
minutes a -20°C

Ajouter une spatule de sels
QUEChERS puis centrifuger
10 minutes

Prélever 50 L de surnageant
et le diluer avec 150 pL de
phase mobile aqueuse

Contient les
molécules a doser
Phase aqueuse

Phase organique

Lyse les protéines contenues dans I'échantillon
Début d’une séparation en deux phases : phase
aqueuse et organique (= surnageant contenant
les molécules d’intérét)

Capte toute I'eau contenue dans
I’échantillon

Obtention de deux phases bien
distinctes : phase aqueuse et organique
(exempt d’eau)

Composition en solvant de I'échantillon
proche de celle de la phase mobile en
début de gradient

Echantillon prét a étre analysé

Figure 23 : principe de fonctionnement d’'une extraction par les sels QUEChERS
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b) Kit micro-QUEChERS

Ce kit propose des tubes préalablement remplis avec des sels QUEChERS. Il évite donc
I'étape manuelle de pesée et d’ajout des sels. Le protocole est résumé dans la figure 24 ci-

dessous.

Tube QUEChERS : prét a I'emploi

Le tube containt les sels QUEChERS prelablement
peses !

80 mg magnesieum sulfate (MgS0O4)

40 mg sodium acetate (CH3COONa)

Etape 1

4

1. Ajouter dans le tube : 2. Ajouter I'échantillon:
« 300 uLACN « 100 pL (sang....)
« 200 pL water

Etape 2

-

Meélanger la solution avec un vortex

Etape 3

(Acétonitrile

@ /sang/Eau)
> v
\

oo 7
Centrifuger la solution 3 couches doivent étre
(10 000 rpm, 10 min) obtenues :
« ACN
+« Sang
Etape 4 « Fag

e =

Analyse LC-MS/MS

Transférer le
surnageant
dans un vial
LC-MS

Figure 24 : protocole d’extraction avec le kit micro-QUEChERS



2) Extraction automatisée : CLAM-2000

Le CLAM-2000 est présenté dans la partie 1 paragraphe Ill.

L’optimisation de la méthode d’extraction s’est basée sur le mélange de référence Le but
étant de trouver le meilleur compromis permettant le meilleur rendement pour 'ensemble des
23 composés. Le protocole retenu est le suivant :

20 pL MeOH ) S I
Mélange : Filtration : Injection :
+ 50 pL sample
- 120s 120s 3uL
+ 100 pL acetonitrile

B) Résultats

) Construction des librairies de spectres de masse et de transitions
MRM

Une premiére bibliothéque contenant 8122 transitons MRM pour 1280 standards de
référence (incluant 37 étalons internes deutérés) et 6084 spectres de masses pour différents
adduits ([M+H]+, [M+NH4], [M-H]-, etc....) aux deux mode d’ionisation (positif et négatif) a
été construite.

La librairie de spectres inclut les spectres de masse aux énergies de collision + 10, 35 et 55V
et les « merged » spectres qui représente I'addition de ces trois spectres de masse (en
intensité absolue).

A ces informations spectrales sont également associés pour chaque molécule : la structure,
le temps de rétention, le numéro CAS, la formule chimique, les synonymes, la classe
pharmacologiques, le Chemspider URL, I'InChi et I'InChlKey.

Une deuxiéme bibliotheque a été construite en utilisant le MRM-Spectrum mode.
Techniqguement, chacune des molécules a été infusée a nouveau et son spectre de masse
produit par ce mode d’acquisition original a été enregistré.

A la fin de cette premiere étape de mes travaux, il a été mis a disposition 2 bibliothéques
spectrales constituants les outils nécessaires pour le développement de méthodes de
screening ciblés ou non ciblés.

La premiére bibliotheque a fait I'objet d’'une note d’application. Cette derniére est présentée
ci-apres.
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library has been dewsloped for the Shimadzu LC-MSMS
platforms. This library uses product ion spectnem data which
could be used in routine library searching and compound
werfication using reference library match scoring.

Keywords. Spectral Library; Reduced false positive and
false negative reporting: Toxicological screening; LCMS-
B045/5WE0; higher specificity

Compound Name Clobazam

Formula C16H13CIN202

CAS 22316478

RT &.0Bmins

Figure. 1 Benzodiazepines targeted screening by MTS
highlighting clobazam

Compound #341: Clobazam (s 011
Library spectrum: Merged-CE .M <
o “N-{i
Con
i,

o .Ii}:ﬁafr

Library spectrum: 10V CE

Fig 2 Each certified reference material was acquired with
3 different collision energies to generate an information
rich merged-CE spectrum which can be used in library
matching and compound verification.

W Using the Shimadzu Clinical and Forensic
Toxicology Library for LC-MS/MS

The Shimadzu Clinical and Forensic Toxicolegy Library is
designed to create fully optimized methods for compound
screening and quantitation using a data base of 1230 cerified
reference standands.

This method package contains 8122 MRM transitions for 1230
certified reference standards (incheding 37 deuterated intemal
standard compounds) with 6084 registered spectra supporting
different adduct states of ionised compounds including positive
and negative ionisation modes. Library spectra are represented
as single CE steps (10, 35, 55) in addition to absolute intensity
menged spectrum representing all three collision enemgies.
Compound metadata includes: structure (as a mol fie), AT,
CAS member, formuda, synonyms, compound dassiproperties,
ChemSpider URL and ID number, InChl and InChiKey.
Targeted MTS methods with preselected compound classes
hawe been generated for a number of compound groups
inchuding:  antidepressants, antiepileptics,  antipsychotics,
barbiturates, benzodiazepines. cannabinoids, amphetamines,
opioids and neurcleptics

Compound Compound name

Information Synonyms

CAS numiber

Chemical Formula

Mono-isotopic mass

Theoretical miz incleding [M+H]*,
[M+Ma)*, W+NH4T*, [M-HF
Activity & class

Structure: mol file, InChl, InChiKey
Chemspider |0 number

Web link {Chemspider)

MRM onization mode
parameters a1 (miz)

Q3 (miz)

21 Pre Bias
CE

23 Pre Bias

Library Merged CE Library specta
spectra ndividual CE (10, 35, 55) Library spectra

Table 1. The Shimadzu Clinical and Forensic
Toxicology Library supports a data base of MRM and
product ion spectrum data acquired using 1280
authentic standards. The data base also includes meta
data on compound information to help build new
methods quickly and easily.
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Compound

1-{3.4-dichlorophenyl}-urea
1-{3-chioro-4-methylphemy jurea
1-{4-chiorophenyijurea
10-11-epoxycarbamazepine
10-hydroxycarbamazepine
11-0H-THC
1-hydrooymidazolam
1-hydrooypyrens
1-Methyl-3phenyipiperazine
1-naphtyl acetic acid
2-{2-ami
2.3,8-Tnchlorobenzoic acid
245T

2.4 8-Trchlorophenol

2.4-D (2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid)
24.D8B

2.4-08 methyl ester

2 4-dichlorophenol

2.4-DMA

2.6 dichlombenzoic acid

2 fi-dimethylaniline
2-aminc-S-chloropyridine
2CB

2-CB

2CE

2-Cl

2-gmo 3-hydnooy LSD

3. ¥-Suffonyldianiline

3 4-Methylenedicypyrovalerone
3.5,8-trichloro-2-pyridinel
J-acetamidophenol
J-aminobenzotrifluoride
J-aminophenol

3-bromophencl
3-chloro-4-methylaniline
3-chloroanidine

3-chloro-p-anisidine

4-bromoandine
4-bromomethyl-7T-methoegycoumann
4-chloro-2-methylaniline
4-chloroanidine

4-hydrooyrmidazolam
4-isopropylaniline

4-MEC
4'-methyl-a-pymolidnobutiophenone
4-MTA
3-{p-Methylphenyl}-5-phenyihydanton
5-APB (5-{2-aminopropyl jbenzofuran)
5-Chiorouracil

S-flucrouridine
S-hydnooy-Sorasulam

§IT (5-2-Aminopropyfjindale)
G-chloronicotnic acid

g-MAM

a-MAM-D3

G-Methouoysalicylic acid
T-aminoclonazepam
T-aminodonazepam-D4
T-amincflunitrazepam
T-amincflunitrazepam-07
T-aminonitrazepam
T-hydrooy-amoxapine
8-hydroxy-amoxapine
B-hydrooy-rispenidone

Abemectin

Acebutolol

Acebutolol-D5

Acenocournand

CAS

2327402-8
590303-14-0
140-38-5
38507-30-0
29331-02-8
38557-05-8
59483-00-5
5315-rB-7
5271-27-2
88-87-3
1583-56-0
50-31-7
93-78-5
8a-06-2
04-75-7
04-82-6
18825-12-2
120-83-2
ar-g2-v
50-30-6
a7-ga-r
1072-8B-6
oa142-81-2
58743-75-2
71530-34-0
04584-32-3
111205-008-1
599-81-1
087803-66-3
8515-36-4
g21-42-1
03-18-8
591-27-5
591-20-8
95-74-0
108-42-0
5345-54-0
13132-73-5
18855-82-6
g87738-71-3
2581-24-2
5527-11-0
108-20-1
35231-44-8
95-80-2
108-47-8
T7270-80-1
459-02-0
59488-85-8
09-33-7
1225817-18-4
732130-01-5
14118-06-4
51188-17-6
288834-80-8
1820-81-1
77180-80-4
292085-54-2
3784-30-3
5328-23-8
2784-73-8
138785-25-8
347-64-6
4958-17-5
125070-06-4
34084-50-0
g79804-27-6
4928-02-3
37081-76-8
01443-78-5
144508-75-4
71751-41-2
37517-30-0
1188500-68-2
152-72-7

Formula

CTHECIZNZO
CaHaCINIO
CTHTCINZO
C15H12N202
C15H14N202
C21H3003
C18H13CIFNZO
C18H100
C1iH18MN2
C12H1002
C12HBBMNZO
CTH3CI302
CaHeCI303
CaHaCI30
CaHeCI203
C10H10CI203
C1HI2CI203
CaraCizo
CaH1IN
CTHACI202
CaH1IN
CSHECIMNZ
Cl0H14BMO2
C15H1IN
C1IH18NO2
C10H14INO2
C20H25MN303
C1IHIN2C25
C18H21INO3
C5H2CI3NO
CaHaNOo2
CTHEF3N
CBHTND
CBHEBD
CTHECIN
CBHECIN
CTHECIND
C14H108M302
C1IH1ENO4
C18H1ZFNI0E
CTHTNO3
C18H12CINIO3
CBHEBMN
C11H2Br03
CTHECIN
CBHECIN
C13H0F03
COH1ZFN
C18H13CIFNZO
COH1IN
C12HITNOD
C15H21NO
C10H1ISNS
ClaH14MN202
C11H13ND
C4H3CINZO2
COHT1FMN208
C11HBF3NS035
C11H14MN2
CaHACING2
C18H21NO4
C18H1ENO4D3
CaHe04
C15H12CIN3O
C15HBCIN3OD4
C18H14FN30
C18HTFMN30DT
C15H1IN30
C17TH1BCIN3O2
C17TH1BCIN3O2
C23HITFMN403
C48HT2014
C18H2ENZO4
C18HZINZO4D5
C18H15NOE

202.09
184.04
170.02

252.09

25411
330.22
341.07

218.07
176.13
186.07

275.89

221.92

2531.83
185.02

219.97

242.00

262.02
161.08
121.09
160.04
121.09
128.01

250.02

207.10

20914
307.01
3565.19

24200

27515
106.02
151.08
161.05
102.05
171.85
141.03
12r.02
157.03
331.00

23110
320.03
153.04
320.08
170.87

267.97
141.03
127.02

23205
152.10
341.07
135.10
101.13

231.18
1B81.09

266.11
175.10
145.09

262.08
5.0
174.12
156.09
32715
33017

2B0.09

341.24

2B0.09

31311

200.18

202.15

20215
312.07
312.07
30617
302.10
341.24

28013

lon

M-HL-
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+

MsNH
[M+H]+
[M-H]-
[M-H]-
[M-H}-
[M-H]-
[M-H]-
[M+H]+
[M-H]-
[M+H]+

MsNH
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+

[M+Nak+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+

[M+H]s
[M:H]=
[M+H]s
[M:H]:
[M=2-H}-
[M:H]s
[M=MHE+
[M:H]s
)
[M:H]=
[M:H]s
M-H}-
[M:H]:
[+2:H]:
[M+H]s
[M:H]=
[M:H]e
M-H}-
)
[M:H]s
[M+H]+
[M:H]s
[M:H]s
M:H]s
[M-H]-
M:H]s
[M-H]-
[M:H]s
[M-H]-
[M:H]e
[M:H]s
[M:H]s
)
[M:H]s
[M:H]s
M}
[M+H]s
[M:H]=
[M+H]s
[M:H]=
[M+H]s
[M:H]:
[M+Nal+

[MeH]+
M-H]

|
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Compound CAS Formula M Maode lon

Ta Acephate 30560-18-1  CAH1DNO3PS 31827 ESl+  [MsH]+

-
=]

77 Acepromazine 81-00-7 C19HZINZOS 2BE18 ESl+  [MsH]+ 5
78 Aceprometazine 1M481-01-3  C19HZINZOS 34413 ESl+  [MeHJ+ 5
70 Acetamiprid 135410-20-7  C10H11CING 31817 ESl+  [MeH}+ 5
80  Acetacclamide 50-86-5 CAHEN4D3S2 I7E18 ESl+  [MeHJ+ g
81 Acetyldigitoxin 1111383 C43H88014 35117 ESl+  [M+Nak 2
82  Acetyldigoxin 5355486  C43HE6015 35117 ESl+ [M+Nak 2
83 Acetylisoniazide 1078382  CAHBN3O2 35117 ESl+  [MeH}+ 10
84 Acetylsalicylic acd 50-73-2 COHBO4 180.04 ESl+ [MeNH4+ 4
85  Acibenzolar-s-methyl 135158-54-2 CAHBNZOSZ 20999 ESl+  [MeH} 5
88 Acicovir 50277-80-3  CAH1INGO3 22509 ESl+  [MeHJ+ 1
87  Aclonifen T407046-5 CIZHECINZO3 26403 ESl+  [MeH+ 5
88 Acrinathrin 10M007-06-1 C2BHPIFENOS 54113 ESl+ [MeNH4 10
80 Adenosine 53-81-7 CIOH1INE04 26710 ESl+  [MeH}+ 5
o0 Adrafind B3547-13-7  C15H1SNO3S 28208 ESI-  [M-H} 8
91 Ajmaline 4380-127  C2OM2ENZOZ 3820 ESl+  [MeHJ+ 5
82 Alachlor 1587260-6 C14HZOCINOZ 26912 ESl+  [MsH]+ 5
93 Albendazole 54085-21-8 CIZHISN3025 26509 ESl+  [MeHJ+ 5
04 Aldicarb 118-06-3  C7HI4N2025 100.08 ESl+ [MeNHe+ g
85  Aldicarb-sulfoxide 1848873  CTHI4N2035 20607 ESl+ [MsH}+ 12
08 Aldoeycarh 1848-884  CTHI4NZOMS 22207 ESl+ [MeMHaM 15
97 AFentani 71195-66-0  C21HIINGO3 41625 ESl+  [MeH}+ 5
08 AFuznsine 81403-80-7  C19HZTNSO4 38021 ESl+  [MeHJ+ 10
80 Alimemazine 84-08-8 C1SHZINDS 28815 ESl+  [MeH}+ 5
100 Alizapride 50333-03-1 C18HZINSOZ 31517 ESl+  [MsH]+ 10
101 Allethrin 584.70-2  C10H2603 219 ESl+  [MeHJ+ 5
102 Allidachlor 83-71-0 CAH12CINO 173.08 ESl+ [MeH]s 5
103 Allopurinel 35300 CSHEN4D 136.04 ESl+ [MeH]s 7
104  Alminoprofens 30718-80-3  C13H17NOZ 21213 ESl+  [MeHJ+ 5
105  Almitrne 27488-53-0  C2OHZEFINT 47725 ESl+  [MsH+ 5
108 alpha-hydromytriazolam 37115450  CITHIZCIENAD 35804 ESi+  [MeHJ+ 5
107 Alpidemn 82826-01-5 C21MZICIINIO 40312 ESI+  [MeH}+ 5
108 Alprazolam 23081-07-7  CITHI3CING 30208 ESl+  [MeHj+ 5
108 Alprazclam-D5 125229-61-0 CITHECINGDS 31311 ESl+  [MeH}+ 2
110 Alprenalal 13855-62-2  C15HZINOZ 24817 ESl+  [MsH+ 5
111 Althiazide 5583-16-0  Cl1M14CIN30O4S3 38208 ESI-  [MHF 5
112 Altretarmine B45.056  COHIZNG 21018 ESl+  [MeHJ+ 5
113 AM 2201 335161-24-5 C24HIZIENO 3017 ESl+  [MeHJ+ 5
114 AM B04 335181-03-0 C2OM1EEING 43505 ESl+  [MeHJ+ 5
115  Amantadine 788-84-5  CIOHITN 151.14 ESl+ [MeH]s 5
118 Ambenonium 7E843-05-8  C2OMMICIZNEOZ 53827 ESI+  [ESIH g
117 Ambrosol 19833-01-5  CI34188:2M20 37508 ESi+  [MeHj: 5
118 Amcinonide 51022-68-6  C2OMIEFOT 50224 ESl+  [MeHJ+ 5
118 Amfepramone 134805  CI3HI8ND 20515 ESl+  [MeHJ+ 5
120 Amiloride 280946-3  CAHBCINTO 22805 ESl+  [MeH+ 15
121 Amino-4-chloro-8-benzene-1, 2-disulfonamide 121-30-2  CBHECIN3O4S2? 28408 ESI-  [MHF 5
122 Aminoglutsthimids 125848 C13H1EN202 23212 ESl+  [MeH]+ 5
123 Aminophylline 7340  CIEMP4N1D04 42020 ESI-  [M-HF 8
124 Aminores 2907503 CAHIONZO 162.08 ESl+ [MeH]s 5
125  Amiodarone 1051-25-3  C2SHZMINOZ 64502 ESl+  [MeHj+ 5
128 Amiphenazol 400-55-1 COHENIS 181.05 ESl+ [MeH]s 5
127 Amisuprde TIB75-85-0  CI7HIZTN3O4S 36017 ESI+  [MeH]+ 5
128 Amitraz 33093-61-1  C19HZING 20319 ESl+  [MeHJ+ 5
128 Amitrptyline 50-43-6 C20HZIN 27718 ESl+  [MeHJ+ 5
130 Amiodipine 8315042-0  C2OMISCINZOS 40815 ESl+  [MeH+ 8
131 Amobarbital 57432 C11H18N203 22813 ESI-  [M-HF 3
132 Amodiaquine 88-42-0 COOHZPCINAO 35515 ESl+  [MeH]s 10
133 Amosapine 1402344-5  CITHIGCINGO 31310 ESl+  [MsH]+ 10
134 Amosicilin 2673776-0 CI8HIBN30SS 38510 ESI+  [MeHJ+ 10
135 Amphepramone 00-84-6 C13H18MO 20515 ESl+  [MeHj 5
138 Amphetaming 300828  COHI3N 135.10 ESl+  [MeH]s 5
137 Amphetamine-D5 5538-33-2  COHENDS 140.14 ESl+  [MeH]s 2
138 Amphotericine B 1387-88-3  CATHTANO1T B2348 ESl+ [M+Nak 10
130 Ampicline B0-53-4 CIBHIZNIO4S 011 ESl+  [MeH]s 3
140 Amprenavir 181314-40-0 CISHIEN30ES 50522 ESl+  [MeHJ+ g
141 Amrinone BO0719-84-8  C1O0MEN3O 1B7.07 ESl+ [MsH]s 5
142 Amsacrine 51264-14-3 C21HIBN3035 38311 ESl+  [MeHJ+ 10
143 Anavar 53-304 C18H3003 3522 ESl+  [MsH+ 10
144  Anhydroscgonine methyl ester 43021-26-T  CIOM1SNOZ 1B1.11 ESl+ [MeH]s 5
145 Aniline 2-53-3 CAHTN 0306 ESl+ [MeHls 3
148 Antipyrine 80-80-0 C1HIZNZO 1B2.08 ESl+ [MeH]s 5
147 Apixaban 50361247-3 C2SHIENS04 45019 ESl+  [MeHJ+ 1
143 Apomarphine 53-004 CITHITNOZ 26713 ESl+  [MsH]+ 10
140 Aprindine ITB40714  CIZHIONZ 37274 ESl+  [MeH 5
150 Aprobarbital 77-02-1 CI0H14M203 21010 ESI-  [M-H} 2



151
152
153
154
155
158
157
158
158
180
181
182
183
164
185
168
187
183
189
170
171
172
173
174
175
178
177
178
178
130
181
182
183
134
185
188
187
133
139
180
191
192
193
184
185
194
197
193
189
200
2m
202
203
24
205
204
207
208
209
210
!
212
213
214
215
218
217
218
18
220
221
222
23
224
225

Compound

Aripiprazole
Ascomycine
Astemizol

Asulam

Atazanawir

Atenolol
Atomoxetine
Atovaquone
Atracurium
Atraton-desisopropyl
Atrazine
Atrazine-dessthyl
Atrazine-desethyldesisopropyl-2-hydrowxy
Atrazine-desisopropyl
Atropine
Azaconazole
Azacyclonol
Azadirachtin
Azatadine
Azathioprine
Azinphos-etyl
Azinphos-methyl
Azpcyclotin
Azoxystrobin
Aztreonam
Bacampicilline
Baclofens
Bamethan
Barmnifyline

Barbital

BOB
Beclometazone dipropionate
Benazepri
Bendiccarh
Bendrofumethiazide
Benfluorex
Benfluralin
Benorilate
Benoxacor
Bentazone
Benzatropine
Benzbromarone
Benzocaine
Benzoximate
Benzoylecgonine
Benzoylecgonine-D3
Benzphetamins
Benzthiazide
Benzthiazuron
Benzyladenine
Benzylpiperazine
Benzylthicwracyle
Bepridil

Betahistine
Betamethasone
Betamethasone-21-acetate
Betamethasone-21-phosphate
Betaxolol
Bezafibrate
Bifenazate

Bifenox

Bifenthrin
Biperidene
Bisacodyl
Bisantrene
Bisoprolol

Bitertanal

Boscalid
Brallobarbital
Brefeldin A
Brodifacoum
Bromacil
Bromadiolone
Bromazepam
Bromocriptine

CAS

120722120
11011-38-4
03344-77-0
3337111
193904-31-3
20122-68-7
82243-50-7
95233184
84228-81-5
30380-56-6
1912-24-0
#190-65-4
B45-82-1
1007-28-0
51-55-8
30207-31-0
115-46-B
11141-17-6
004-81-6
443-36-6
2042-71-B
88-50-0
41033-11-8
131380-33-8
78110-38-0
50972-17-3
1134-47-0
3703-70-5
2018-63-8
57-44-3
42542074
5534-00-8
36521-75-5
22781-23-3
T73-43-3
23802-78-0
1881-40-1
5003-48-5
9a730-04-2
25057-80-0
86-13-5
3502-B4-3
o-00-7
2010+-30-1
519-08-5
115732-66-8
158-08-1
91-33-8
1928-88-0
1214-38-7
2759-28-6
8338-50-1
B4708-54-3
19880-13-2
Irg-44-0
0a7-24-5
360-83-4
33858-18-7
41359-67-0
140a77-41-8
42578-02-3
33322-02-5
514-85-8
803-50-8
78138-34-2
GE722-44-8
55179-31-2
133425-85-6
501-36-4
20350-15-6
58073-10-0
34-40-0
23772-56-7
1312-30-2
25014-03-3

Formula

C23HZTCIZNIO2
C43HE2N012
C2aHIIFN4O
C3H10M2045
CIgHEZNGOT
Cl4HZAN203
CATHZIND
C22H1BCIO3
CBSHEIN201852
CaH1TINSD
CaH14CINS
CAH1DCING
C3HENDO
C5HBCING
CATHZINDG3
C1ZHT1CIZNIO2
C18HZ1ND
C35H44018
C20HZ2M2
COHTNTO23
C12H18N303P52
CAOH12N303P52
C20H3EMN35n
C2ZIHITN305
C13H1TNSORS2
C21HITN3OTS
CAOH12CING2
C12H1EN02
C20HZTNS03
CaH1ZN203
Cl1HIEND2
C23HITCIOT
C24HZ8N205
ClIH1IND4
C15H14F3N30452
C19HNIF3N02
C13H16F3MN304
CATHIENOS
C11HTICIZNDZ
C10H12M2035
C21H25M0
CATHI28:203
COHTIND2
C18H1BCINOS
ClaH1EN04
C1gH1EN04D3
CiTHZIN
C15H14CIN3O453
COHEN30S
C1ZHTIND
CliH16M2
C11HION205
C24H4MN20
CaH12N2
C22HIF05
C24H3IIFOG
C22HI0FOBP
C18HZEN03
CAOH20CINGS
CATH20M203
C14HBCI2ZNOS
C23HZ2CIF302
C21HZENO
C22H1EN04
C22HTMEB
C13HITNO4
C20HZ3N302
CAGHT2CIZNZO
C10H11BM203
C16H2404
C31HZ3Br03
COH13BMN202
C30HXI8r04
C14H108mM30
CI2H40BM505

447 15
TE1.43
45825
230.04
T04.30
266.18
255,18
366.10

1242.50

162.10
215.09
1E7.08
127.05
173.05
28017
20002
267.18
720.29
280,13
277.04
345.04
317.M
43819
402.12
43505
465.18
213.08
208.14
3B5.21
184.03
111
520.22
424.20
22308
421.04
351.14
335,11
313.10
250,02
240.08
30719
421.92
165.03
362.00
2B8.13
28215
23017
430.93
207.05
22510
17613
218.05
366.27
136.10
36220
43421
47217
307.21
361.11
300.15
34009
42213
311.22
361.13
3pE.20
325.23
337.13
342.03
2B6.00
2B0.17
52203
260.02
526.08
315.00
B53.22

Mode

ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESI-
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l +
ESl+
ESI -
ESl+
E3l +
ESl+
ESl+
ESl+
ESl +
ESI -
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
ESI -
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
=
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESI -
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
ESl+
ESl-
E3l+
ESl+
ESl+
ESl-
E3l+
ESl+

]

[MeH]+
[W+NH
[M=H]=
MeNHE)+
[MeH]s
[M=H]+
M=+
[M-HE
[ESi}
[M=H]+
M=+
[M=H]=
M+
[M=H]+
M=+
[M=H]=
[MeH]+
[M+Na}+
[M=H]+
[M=H]+
M+
[MsH]s
M-HE
[M=H]+
M+
[MsH]s
[M=H]+
[M=H]+
[MsH]+
[M-H}
[+
[M=H]+
[MeH]+
[MsH]s
M-HE
[M=H]+
[MsH]=
[M=MHL]+
M=H]=
M-H}
[M=H]=
[MsH]s
[M=H]+
[M=H]+
[M=H]=
[MsH]+
M=+
M-HE
[M=H]=
M+
[M=H]+
[M=H]+
[M=H]=
M+
[M=H]+
[M=H]+
[M=H]=
M+
[M=H]+
M=+
MeNHE+
[MeNH4
[M=H]+
[M=H]+
[M=H]+
[M+H]+
[M=H]+
[M=H]+
M-HE
[MeH]+
M+2+H+
M+2++
M-HE
[MeH]+
[MeH]s

MRM
Transitions
5
10
10
12

-
£
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224
227
223
229
230
3
232
233
234
235
238
237

238
240
4
242
243
244
245
244
247
243
249
250

252
253
254
255
258
257
258
258
260
281
282
283
i
285
288
287
288
289
270
27
272
273
74
I
74
57
78
e
280
3
282
233
284
285
238
287
288
289
280
ity
282
293
204
295
288
287
288
289
300

Compound

Bromo-Dragonfiy
Bromophos ethyl
Bromophos-methyl
Bromopropylate
Bromoxynd
Bromphenramine
Buflomedil
Burnetanide
Buphedrone
Bupiramate
Bupivacaine
Bupranaiol
Buprenarphine
Buprenorphine-D<4
Buprofezin
Bupropicn
Buspirons
Butalbital
Butobarbital
Butorphanol
Butylone
Cadusaphos
Cafedrine
Cafeine
Cannabidiol
Cannabinol
Canrenoic acid
Canrenons
Captafiol
Captan
Captodiamine
Captopril
Carbamazepine
Carbaryl
Carbendazim
Carbetamide
Carbimazole
Carbinoxamine:
Carbocromen
Carbofuran
Carbophencthion
Carbosulfan
Carboxin
Carbromal
Carbutamide
Cansoprodol
Camitine
Campipramine
Carteolol
Carvedilol
Cathinone
CDEPA
Cefadrodl
Cefalexin
Cefalotn
Cefamandole
Cefapirine
Cefatrizine
Cefazoline
Cefepime
Cefiame
Cefoperazone
Cefotetan
Cefotiam
Cefouitin
Cefpodaxime
Cefradine
Ceftazidine
Ceftimoame
Cefiriaxone
Cefurodme
Celipnolol

Cetirizine

CEA321113 (Triloxystobin Metabalite)

Chlomethiazole

CAS

502759-67-3
4324-78-6
2104-06-3
13131-801
16889-84-5
86-22-6
55837-25-7
23385-03-1
403332-78-6
£148343-6
21a0-82-0
14558-46-8
52485-70-7
138781-80-0
G9327-76-0
34341-30-0
30505-84-7
77-28-0
7-281
42403-82-2
802575-11-7
95485-80-0
53186-83-0
53-08-2
13958-28-1
521-35-7
£133-06-0
o7a3-71-6
2425061
133-06-2
43a8-17-0
G2571-86-2
208-45-4
G3-25-2
10805-21-7
16118-48-3
22232-54-8
438-16-8
a04-10-4
1583-66-2
798-18-6
55285-14-8
5234604
T7-05-6
338-43-5
7444
541-151
5942-85-0
51781-06-7
72958-00-3
71031-15-7
G9a7-20-0
G0592-87-8
15888-71-2
153-81-7
4442014
24358-60-3
51627-14-6
25853-18-8
83040-23-7
79350-37-1
G2893-16-0
G9712-566-7
G1822-34-2
35307-66-0
80210-62-4
33321-53-3
72558-82-B
G3401-81-0
73384-50-5
55288-75-2
56930-83-0
33331-51-0
252913-85-2
533-45-0

Formula M

C13H12BMOZ 2mm
C10H12BrCI203PS 301.88
CAHEBrCI203PS 36385
C17H188:203 42505
CTHIBrZND 274 .88
C18H188M2 3eov
CATH2EM04 307.18
CATH20M2055 38411
C11HISND 17712
C13H24M4035 3&.1a
C18H2EM20 288.22
C14HZICING2 by Rk
C2OH41NO4 487.30
C2OH3ITMNO4D4 471.33
C18HZIN305 305.18
CA3H1BCING 23N
C21H31NE02 38R.25
C11H18M203 22412
C10H16M203 21212
C21HZENO2 a2
C12ZHISNO3 211
C10HZ302P52 270.09
C18HZINE03 357.18
CAH10N402 164.08
C21H3002 3422
C21H2802 31018
C22H3004 35821
C22H2803 340.20
C10HBCHNO25 M4E.M
COHBCIZNO25 28893
C21HZEME2 38017
COH15NO3S 217.08
C15HIMN20 238.09
C12ZH11NG2 201.08
COHBNIO2 101.07
C12ZH16M203 238.12
CTH10N2025 166.05
C18H12CINZO 2@0.12
C20HZTMOS 361.18
C12HISMO3 211
C11HI8CIOZPS3 34197
C20HIM2035 38021
C12H1INO25 23507
CTH13BrM202 238.02
C11HITN3035 271.10
C12H24M204 28017
CTHISNO3 161.11
C28HIENA40 445,30
C18H24M203 28218
C24H25M204 408.18
CAH11ND 148.08
CA2ZHIGCING 225.09
C18H1TM3055 363.09
C18HITMN3045 708
C18H18M20652 30604
C18H1BMBOES2  462.08
CI7THITM3D652 42308
C18H18MB0OS52  462.08
Cl4H14MBO453 45403
C1OH24ME0652 48012
C18HIENEOTS2  453.04
C25HITMBOBS2 64514
CI17THITNTOBS4  675.00
C18HZIMNBO453 62510
C18HITM30752 427.05
C15HITMEO6E52  427.08
C18H18M3045 e
C2OHIMBOTS2  B46.10
C13HIINEOES2 38304
C18H18MBOTS3  65B4.05
C18H16MN4085 424 07
C20H3IIN3I04 Ireas
C21H25CIN203 3BE.18
CAOHITFIN2O4 3411
CBHBCINS 161.01

Mode

ESl +
ESl +
ESl+
ESl+
ESI-
ESl+
E3l+
E3l+
E3l+
E3l+
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
ESl+
ESl+
ESI-
ESl-
ESl+
E3l+
E3l+
E3l+
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
E3l+
E3l+
E3l+
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
E3l+
ESI-
ESl+
ESl+
E3l-
E3l+
E3l+
E3l+
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
E3l+
E3l+
E3l+
E3l+
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
ESl +
E3l+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
E3l+
E3l+
E3l+
ESl +

]

[M=H]
M+2+H]:
[MsH]
[M=24MNH4]+
M+
[MsH]
[MsH]=
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]e
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]
[MsH]s
[MsH]+
[MsH]
Ml
M+
M+
[MsH]
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]e
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]
[MsH]=
[MsH]:
M+2+H]:
[MsH]
[MsH]s
[MsH]=
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]e
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]
[MsH]s
[MsH]
M+
[MsH]s
[MsH]
M-H}
[MsH]e
[MsH]e
[MsH]e
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]
[MsH]=
[MsH]s
[MsH]
[W=MH4+
[MsH]
[MsH]=
[MsH]s
Ml
[M+Mah+
[MsH]e
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]=
M+MNH4}
[MsH]
[MsH]
[MsH]
[MsH]
[MsH]
[W=MHL+
[MsH]s
[MsH]e
[MsH]e
[MsH]s

e
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M
3n2
i3
a4
s
308
o7
308
308
310
n
32
3
314
s

"7
318
318
320
i
322
ki)
324
25
328
27
32
329
330
A
332
333
3
335
338
337
338
338
340

342
M3
244
M5
i
M7
343
340
350
351
352
353
354
55
358
357
358
358
380

3a2
383
334
385
338
a7
333
389
370
n
372
73
374
s

Compound

Chloramphenicol
Chlorantraniprole
Chlorbromuron
Chlordiazepoxide
Chlorfuazuron
Chlomadinone acetate
Chlomequat
Chlormezanone
Chlorobenzylate
Chlorophacinone
Chlorothalonil
Chlorpheniramine
Chlophenoxamine
Chlorprepamide

Chlortalidone
Chlorthion
Chlorthiophos
Chlortoluron
Chlozoazone
Cianidanol
Cibenzoline
Cicletanine
Cicloprolol
Ciclosporn
Cilazapril
Cimetidine
Ciprofibrate
Ciprofloxacin
Cisatracurium
Citalopram
Clemastine
Clenbuterol
Clindamycine

Clopyralid
Clothianidin
Clotiapine
Clotiazepam
Clotrimazole
Clmacline
Clozapine
Cocaethylene
Cocaethylene-D3
Cocaine
Cocaine-03
Codeine
Colchicine
Comvallatoxin
Cortisone
Cortivazol
Coumachlore
Coumafuryl
Coumaphos
Coumarine
Coumatetralyl
CP 4T 487
Crimidine

CAS

58-75-7
500003-45-7
13380-45-7
58-25-3
T1422-67-8
302-22-7
T003-80-6
80-77-3
510-15-6
3091-35-6
189745-6
113-82-8
77-38-3
94-20-2
34-01-5
50-53-3
101-21-3
2921-88-2
5588-13-0
77-381
500-28-7
21923-23-0
15545-48-0
95-25-0
154-23-4
53287-01-0
300943-82-8
33858-12-1
50885-13-3
337838-40-5
51481-61-8
52214-84-3
35721-33-1
90948-41-7
59728-33-B
15888-51-8
37148-27-0
18323440
22318-47-8
13384-32-4
T4115-24-5
337-07-0
2871747-5
81777-80-1
25303-14-0
911-45-5
303-4841
1822-61-3
170082-15-2
33337024
4205-80-7
G36-54-4
1702-17-6
210330-82-5
2058-52-8
33671464
23503-75-1
81-72-3
5788-21-0
529-38-4
138785-30-5
50-38-2
35288-73-1
70-57-3
A4-38-8
508-75-8
53-08-5
1110-40-3
31-82-2
117-52-2
56-724
91-34-5
5838-28-3
T432-62-1
535-88-7

Formula

C11R12CI2M205
C18H14BrCI2NS02
COH10BoCIN2O2
C18HT4CIN3D
C20HBCI3FSN3032
C23HZACI04
C5H12CIN
C11HT2CING3S
C18H14C1203
C23H15CI03
CacHnz
C18H1BCINZ
C18HZICING
C10H13CIN2O35
C19HZACINZS
C1THIBCINZS
C10H12CING2
COH11CI3ND3PS
CTHTCI3NO3PS
C14HT1CINZO45
C3HBCINO5PS
C11HISCI203P52
CA0H13CINZD
CTHACINGZ
C15H1408
C18H18N2
C14H12CING2
C18HzEN04
CEZH111N11012
C22HIIN305
C10HIENGS
C13H14C1203
C1THIBFN3O3
CH3HTaN2012
C20HZIFNZO
C21HZECING
C1ZH1BCI2NZO
C18H23CIN2O55
C18H13CIN2O2
C18H1BCIN
C14HBCIZNS
C12ZH15CI03
C18HZ2CIND4
C1ZHT4CIND2
C19H18CIND4
C28HZBCING
C19HZICING
C15H1DCINGO3
C15HBCIN3O3D4
CAITHI2CINGO2
COHBCIZNG
C14HAMCINGO35
CAHACIZND2
CAHECINGO23
C18H1BCINGS
C1BHIECINZOS
C22ZH1TCINZ
C19H1BCIN3OSS
C18H1BCING
C18HZaM04
C18H20M04D3
CITH21MO4
C1TH1E8NO4D3
C18H21M03
C22H25M06
C20H42010
C21H2805
C32H3EM205
C19H1ECI04
C1TH1405
C14H18CIO5PS
CaHe02
C18H1803
C21H3402
CTHIDCING

zm
48087
201.98
20003
§3B8.0a
4M.13
1207
27302
32403
ar4.07
263.83
27412
302.14
276.03
M713
318.10
213.08
34B03
320.89
3380
206.98
350.048
21207
1628.99
2p0.08
262.15
261.08
3zan
120184
417.23
25212
2BB.03
331.13
B28.51
324.16
M7
276.08
42418
300.07
252,11
3020
24207
372
23007
357.08
405.19
3415
315.04
3ear
353.07
22002
345.09
180.95
248.01
342.09
31E.06
1
435.07
326.13
3718
320.18
302.15
308.17
20015
ey
550.23
360.19
530.23
207
208.08
3620
1456.0<
28211
318.26
171.08

Maode lon
ESI- [M-H}-
ESl+ [M+H]=
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ M+
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [MsMNH4}+
ESl- [M-HJ-
ESl+ [MeMNH4+
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+H]=
ESI- [ESIF
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESI- [M-H
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESI- [M-H}-
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl- M-H}
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [ESIH
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+H]=
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+H]=
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+H]=
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+Mal+
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [MeMH4}+
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [M+H]=
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl+ [Ms#H]:
ESl- [M-HJ-
ESl+ [Ms#H]:

Transitions
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Compound CAS Formula M Mode lon MRM
Transitions
373 Crotaline 315-22-0 C18HZINOE 32515 ESl+ [MsH]+ 5
377 Cyamemazine 3548-03-0 C19H21M3S 32315 ESl+ [MsH]+ 5
378 Cyanazine 2172546-2  COHT3CING 24008 ESl+ [MsH]# 5
373 Cyclandelate 458-58-7 C17TH2403 2TEAT ESl+  [M+Nal 7
380  Cyclobenzaprine 303-53-7 C20H21N 2TEAT ESl+  [MsH]# g
381 Cycloguand 518-21-2 C11H14CING 251.08 ESl+ [MsH]+ 10
382  Cycloheximide aad-31-8 C15HZINO4 2B1.18 ESl+ [M:=MNH4+ 10
383 Cyclothiazide 2250-06-3 C14H16CIN3O452 380.03 ESl+ [M=MNH4+ g
384  Cycloydim 101205021 CITHZTNO3S 32517 ESl+  [MsH]# 3
385  Cyflufenamide 180409-60-3 C20H1TFEM202 41212 ESl+  [M+#H]: 10
388  Cyhexatin 13M21-70-5  C18H3405n 3BE1G ESI- M-HJ- 4
387  Cymiazole §1678-87-T  C12H14N2S 218.08 ESl+ [MsH]+ 5
388  Cymoanil 57888-85-T  CTHION4O3 188.08 ESl+ [MsH]+ 12
389  Cyproconazole B4351406-5 C15H1BCIN3D 28111 ESl+  [MsH]# 5
380  Cyprodenate 15585-86-1  C13H25MO2 22719 ESl+  [MsH]+ 5
381 Cyprodinil 121552-61-2 C14H15M3 22513 ESl+ [MsH}]# 5
382  Cyproheptadine 128-30-3 C21H21N 28717 ESl+ [MsH}# 5
383 Cytosine 71-30-7 C4HEN30 111.04 ESl+ [MsH]+ 5
384 Dabigatran 211914-51-1 C25H2ZEMTO3 471.20 ESl+ [MsH]+ 10
385  Dacarbazine 4342034 CAH10ME0 16208 ESl+ [MsH]+ 7
398  Daminozide 1506-84-5 CAH12M203 160.08 ESl+ [MsH]+ 5
387  Danazol 17230-88-5 CZ2HITMNOZ2 337.20 ESl+ [MsH]+ 5
398  Dantrolene T261-87-4 C14H10M405 31407 ESl+ [MsH]+ 3
383 Dapscne 30-08-0 C12H12M2025 24808 ESl+ [MsH]+ 10
400  Danmavir 206381-88-1 CITHITM3IOTS B47.24 ESl+  [MsH]# g
411 DCPMU 3567-62-2 CAHECI2N20 218.00 ESl+ [MsH]+ g
402 DCPU 13142578 CTHECIZN20 20289 ESl+ [MsH]# 10
403  DEA (2 6-diethylaniline) 579-86-8 C10H15N 14812 ESl+ [MsH]+ 3
404 DEET 134-52-3 C12HITHD 18113 ESl+ [MsH}+ 5
405  Deferoxamine 70-51-8 C25H48ME08 560.35 ESl+ [MsH]+ 10
408  Dehydronorketamine 57883-62-2 C12HI2CINO 22108 ESl+ [MsH]+ 5
407  Deltamethrine 52018-63-5 C22H18B:2MNO3 50297 ESl+ [M:2+MNH4H+ 23
408  Demeton-s 128-75-0 CaH1203P52 258.05 ESl+ [MsH]+ g
4089  Demeton-s-methyl 918-35-8 CAH1503P52 23002 ESl+ [MsH]# 2
410  Demeton-s-methyi-sulfons 17040-18-6  CAH1505P52 26201 ESl+  [MsH]+ 10
411 Demexpliline 24701-51-T  C18H18N20O 2TB14 ESl+  [MsH}# 5
412  Demoxspam 983-38-3 C15H11CINZO2 28505 ESl+ [MsH]+ 5
413  Deoxyguanosine 9@1-07-8 C10H13N504 267.10 ESl+ [MsH]+ 3
414 Desacetyiditiazem 4238940-6  C20H24M2035 IT215 ESl+  [MsH}# 7
415  Desalkylfurazepam 2836-65-8 CISHIOCIFM20 28805 ESl+ [MsH}]+ 5
418 Desalkylfurazepam-D4 1288430-01-0 C15HSCIFM20D4 20207 ESI+  [Ms#H]: 2
417  Deschlonetizolam 40054-73-T  CITHIEMN4S 30811 ESl+ [MsH]+ 5
418 Desethylamicdarons 83409-32-0  C23H2H2NO3 61699 ESl+ [MsH]+ 5
419  Desipramine 50-47-5 C1aHI2MN2 26618 ESl+ [MsH]+ 5
420  Deslanoside 17583-65-1 C4THT419 B4243 ESI- [M-H]- 5
421  Desmedipham 13684-56-6  C1oH16M204 30011 ESl+ [MeMNH4+ 1
422  Desmethylcitalopram 144025-14-8  C18H1EFNZ0 31015 ESl+  [MsH]+ 5
423  Desmethyldomipramine 303-48-0 C18H21CINZ 300.14 ESl+ [MsH]+ 5
424  Desmethytfunitrazepam 2558-30-7 C15H10FN303 28007 ESl+  [MsH]+ 10
425  Desmethyifiunitrazepam-D4 1387234-18-3 C15HGFN3IO304 30310 ESl+  [M+H]: 10
424  Desmethylmianserin 71938-82-0  CITH18M2 25015 ESl+ [MsH]+ 5
427  Desmethylmirtazapine G1337-68-6 C18HITN3 251.14 ESl+ [MsH]+ 5
428  Desmethylsertraline 37857 41-8  C18H15CIZN 281.08 ESl+ [MsH]# 5
429  Desmethylsibutramine 2507311-38-0  C1GH24CIN 26518 ESl+ [MsH]+ 5
430  Desmethylvenlafaxine 93413-62-8  C18H25NO2 26319 ESl+ [MsH]+ 5
431  Desmetryn 1014-68-3 CAH15M55 21310 ESl+ [MsH]+ 5
432 DETP 2405-65-8 C4H1003P5 168.01 ESI- MR- 4
433  Dexamethasons 50-02-2 C22HIBFO5 30220 ESl+ [M+Nal+ 5
434  Dexchiorpheniramine 25523871 CI8H1BCINZ 27412 ESl+ [MsH]# 5
435 Dexfenfluramine 3230440 C12H16F3M 23112 ESl+  [MsH]# 5
433  Dextromethorphan 125-71-3 C18H2EMNO 27118 ESl+  [MsH}+ 5
437  Dextropropoxyphene 439-32-5 C22HIBNO2 33022 ESl+ [MsH]+ 4
433  Diacetoiol 22583-64-5  C1GH24N204 30817 ESl+ [MsH]+ 3
433  Dialifos 10311-64-8  CI4HITCINO4PS2 30300 ESl+  [Ms#H]: 15
440  Diazepam 438-14-5 C18H13CINZO 2B4.07 ESl+ [MsH]# 10
441  Diazepam-D5 G5854-764 CIGHBCINZODS 28010 ESI+  [Ms#H]: 5
442  Diazinon 333-41-5 C12H2IN203PS 310 ESl+ [MsH]+ 5
443  Diazoxide 34-08-7 CAHTCIN2O25 22099 ESl+ [MsH]# 16
444  Dibutyl phthalate (DBF) 34-74-2 C18HI204 27815 ESI- [M-H]- 3
445 Dicamba 1913-00-8 CAHBCI203 21897 ESI- [M-H]- 1
443  Dichlobenil 1184-65-6 CTHACI2M 17088 ESl+ [MsH]+ 5
COH11CIZFM2025
447  Dichlofluanid 1085-868-8 2 33196 ESl+ [M=MNH4+ g
443  Dichlorprop 120-35-5 CAHECI203 23399 ESI- [M-H]- 2
449  Dichlorvos 82-73-7 CAHTCI204P 21885 ESl+ [MsH]# i
450  Diclazepam 2884-68-0 CABH12CI2N20 31803 ESl+ [MsH]+ 5



451
452
453
454
455
454
457
458
459
480
481
432
463
204
285
438
237
483
284
470
471
472
473
74
475
478
a7
473
478
430
431
232
433
434
235
433
437
433
234
200
401
292
403
s
405
294
207
203
204
500
5
502
503
504
505
504
507
508

510
511
512
513
514
515
518
517
513
519
520
521
522
523
524
525

Compound

Diclofenac

Dicournarcl

Didanosine:
Didesmethylamitriptyfine
Didesmethytsibutramine
Diethofencarb
Diethyidithiophosphate (DEDTP)
Diethyiphosphate
Difenacowm
Difenoconazole
Difethialone
Diflubenzuron
Diflufenican

Diflunisal

Digitowigenin

Digitan

Digoxigenin

Digoxigenin monodigitoxoside
Digowigenine-bis-digitoxoside
Digoxine

Dihexywenns
Dihydralazine
Dihydrocodeine
Dihydrocodeine-D3
Dihydroergotamine
Diliazem

Dimeefuron

Dimethoate:
Dimethomaorph
Dimethyldithiophosphate (DMDTF)
Dinocap

Dinotefuran

Dinoterb

Diothiepin

Diicothion

Diphacincne
Diphenhydramine
Diphenylamine
Diprophylline
Dipyridamole
Disopyramide
Disulfirame

Disulfoton

Diuron

D-limenene

DMPF { 2,5-Dirnethyl-4-{ 1-pyrroliding }-3{ 2H)-furanone)
DMST

DoB

Dodemaorph

Dodine

DOM

Dopamine

Doxepin

Dioeylamine

DPF (Diphenylprofined)
Dropenidol

Duloxetine

Ecgonine methylester
Ecgonine methylester-03
Econazole

EDDP

EDDP-C3

Edoxaban

Efavirenz

Emanmectin
Embutramide
Emiricitabine

Enalapril
Endosuifan-alcohol
Endosuifan-alpha
Endosuifan-beta
Endosuifan-ether
Endosulfan-suifate
Ephedrine
Ephedrine-03

CAS

15307-86-5
6a-78-2
49855-05-6
44224423
94434-TB-6
a7130-20-8
293-06-6
59a-02-7
568073-07-5
119443-68-3
104853-34-1
35387-38-5
431684-33-4
22404424
143-32-4
71-83-6
16872-46-4
5352636
529705-2
20830-75-5
501-77-3
434-23-1
125-28-0
not-known
511-12-6
42300-41-7
34205-21-5
80-51-5
110438-70-5
T58-80-0
39300-45-3
185252-70-0
1420071
113-53-1
78-34-2
82-86-6
58-73H1
122-30-4
478-18-5
58-32-2
737085
ar-7r-8
203-04-4
330-54-1
133-86-3
30a73-58-2
G8340-71-8
G4833-07-8
1583-77-F
24308-10-3
15588-85-1
51-81-6
1888-18-5
439-21-6
22343-32-0
543-73-2
118538-58-4
T143-08-1
138785-34-0
27220478
30223-73-5
138785-23-6
430248-T0-5
154508-52-4
118791-41-2
15887-14-6
143481-57-0
T75847-73-3
2157-18-8
950-08-8
33213-65-8
3389-62-6
1031407-8
200-42-3
235079-73-0

Formula

C14H11CIZNO2
C19H1208
CAOH1ZMN403
ClaH1eM
CASHZ2CIN
ClaH21NO4
CAH1102P52
C4H1104P
C31H2403
CAOHITCIZNIO3
C31HZ3Br02S5
C14HBCIFIMN202
C18H1T1FSN202
C13HBF203
C23H3404
C41HE4013
C23H3405
C20H4408
C35HM011
C41HE4014
C20H35M02
CaH10NG
CAgHZIND3
C19H20MO3D3
C33H3ITM505
C22HIGMN2045
C15H12CINGO3
C5H12ZNO3PS2
C2THZICINOA
C2HTO2P32
C1aH24M206
CTYH14N403
CAOHT12M205
C18H2Z1NS
C12H2608P254
C23H1603
C1TH2IMNO
C12HTIN
C10H14M404
C24H40MBO4
C21HZEN30
C10H20M254
CaH1202P53
COH10CIZNZO
C10H1G
C10H1EN02
COH14N2025
C11H16BMNO2
CAgHASMO
C15H33N302
C12H18N02
CaH11ND2
C19H2INO
CATHEM20
C17THIENO
C22HIAN3ID2
C1aH1NOS
CI0HITMNO3
C10H14NO3D3
CA3H15CIBNZO
C20HZIN
C20HX0MD3
C24H30CINTO45
C14HBCIFINGZ
C40HTEMO13
CATHZTMO3
CaH10FN3035
C20H2EM205
COHECIBE02
CORECIE03S
CORBCIG03S
COHECIE0
COHEBCIEO4S
CAOHISMO
C10H12MOD3

285.02
336.0a
236.09
24215
251.14
267.15
185.99
154.04
44417
405.08
538.08
310.03
38407
250.04
374.25
TH4.43
38022
520.30
B50.37
TBO.43
Nz
180,10
301.17
304.19
hg3.23
414.18
33811
220.00
3B7.12
157.86
364.18
20211
240.07
285.14
45601
4011
255.16
162.09
254.10
504.32
33023
286.05
2r4.03
23202
138.13
1B1.11
214.08
27304
2B1.27
27724
200.14
153.08
2ra.1a
2707
28215
Iraav
20712
18212
202.14
3B0.02
27r.18
280.20
547.18
315.03
BB5.52
283.20
247.0=
37620
357.87
4032.32
403.32
330.85
41081
165.12
168.13

Mode

E3l+
ESl+
ESI -
E3l+
E3l+
ESl+
ESI -
ESl+
E3l+
ESl +
ESl+
ESl+
E3l+
ESI -
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl +
ESl+
E3l+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl-
ESl+
ESl+
ESl-
E3l+
ESl+
ESl +
ESl+
E3l+
ESl+
ESl +
ESl+
E3l+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
ESl +
ESl+
E3l+
E3l+
ESl +
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
ESl +
ESl+
ESl+
E3l+
ESl +
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
ESI -
ESl-
E3l-
ESl+
ESI -
ESl +
ESl+

lon

M+
M+
IM-HE-
M=+
sk
M+
IM-HE-
W]+

M NH
[MsH]
M+
Ml

[M+MNa}+
[MsH]s
[MsH]
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]
[MsH]
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]s

[M+Hal+
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]
[MsH]
[MsH]=
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]
[MsH]
[MsH]s
[MsH]
[MsH]
[MsH]
[MsH]s
[MsH]s
[MsH]
[MsH]
[MsH]s

[M=MH4]+
[MsH]
[MsH]
[MsH]s
[MH]s

Ms2-H}
IM-H
M-H]-

[M+Na}+

Ms2-H}
[MsH]
[MsH]s

Transitions

mr.nmmmmuaﬂmmaummmmmmammmmmmmmunuamammmumanummmmmmamammmmﬂmanmmnaammama [ = L T TR Y

49



Compound CAS Formula M Maode lon

§28 Eplerenone 107724-20-8  C24H3008 41420 ESl+  [MeH] &
527 Epowiconazole 135318-73-2 CITHIACIFMB0 32007 ESl+  [MeH]s 5
523  Erythrohydmbupropion 110902-66-5  C13HI0CING 24112 ESl+  [MsH]: 5
520  Erythromycine 114-07-8 C3THETND13 73348 ESl+  [MsH]: 5
530  Eserine 57-47-6 CASHZINAO2 27518 ESl+  [MeH]: 5
531  Esfenvalerats BE230-04-4 CISHIICINGZ 41013 ESl+ [MeMH44 4
532 Esmalol 81147-024  C18HZENO4 20513 ESl+  [MeH]: 5
533  Estazolam 20975-16-4  C18H11CING 20407 ESl+  [MeH]+ 5
534  Etacrynic acid 53-54-5 C13HI2CIZ04 A0 ESl+  [MeH]s 8
535 Ethambutol 74-55.5 CAOH24N2O2 20413 ESl+  [MeH]: 5
533  Ethenzamide 033-73-8 COH11NOZ 165.08 ESl+ [MeH]e 5
5§37  Ethephon 1872670 CIHBCIOER 14387 ESI-  [MH 2
533  Ethidimuron 30043-40-3 CTHIZN4O3S2 26404 ESI+  [MeH]: 5
530  Ethicfencarh 20973135 C1IHISNO2S 22508 ESl+ [MeH]+ 1
540  Ethiofencarb-sulione 53330-23-7  CTIHISNO4S IRTO7 ESl+ [MebHd}+ 0
541  Ethicfencarb-suffoxide 53330-22-6  C11HISNO3S 24108 ESl+  [MeHJ 5
542  Ethion 583-12-2 COHII04P2S4 38399 ESI+  [MeH]: 1
543  Ethoheptazine T7-156 CIBHZINGZ 6117 ESl+  [MeH]: 5
544  Ethoprophos 13194484  CaH1B02PS2 24208 ESl+  [MeH]: 5
545  Ethoyquin B1-53-2 C14H18NO 21715 ESl+  [MeH]: 5
543  Ethyl biscoumacetate 543-00-5 C2H1808 408038 ESI-  [MHE 13
547  Ethyl loflazepate 20177-B4-2  CIBHI4CIFM202 36007 ESl+  [MsH] 5
543  Ethylene-thiures 08-45-T C3HEN2S 10203 ESl+ [MsH]e 5
540  Ethyimaomphine 78-58-4 CASHZINDE 31317 ESl+  [MsH]: 5
850  Etidocaine IBEIT-1B-0 CITHIEMZO ITEZ? ESl+  [MeH] &
5§51 Etifooine HTIS46-8  CITHITCINZO 30010 ESl+  [MsH]+ 5
552  Etilefrine 709-55-7 CAOH15NO2 1B1.11 ESl+ [MsH]e 5
553  Etizolam 40054-60-1  CITHISCINGS MIO7 ESl+  [MeH] 5
554  Etodolac 41240-254  CITHZINOS BT A5 ESl+  [MeH]s 10
5§55 Etofenprox 80344-07-1 C25H2803 760 ESl+ [MeMH4: 5
558  Etomidate I312567-2  CI4HIENZOZ 24412 ESl+  [MsH] B
5§57 Etoxazole 153233-01-1 C21HZFINOZ 35017 ESl+  [MeH]s 4
558 Evemiimus 150351-60-6 CSIHEIND14 BET53 ESl+  [M+Nak 15
550  Exemestane 107368-30-4  CIOHI402 J06 13 ESl+  [MeH]: 5
580  Famctidine 78824-35-6 CAHISNTO2ZSZ 33704 ESl+  [MeH]: 14
581 Febarbamate 13248-02-1  C2OHITNIOE 40519 ESl+  [MeH]: 13
582  Felhamate 25451154 ClIHI4NZ04 23810 ESl+  [MeH]: 15
583  Felodipine 72508-76-3 CI8HISCIZING4 38307 ESl+  [MeH]: 10
584  Fenamiphos 29724-02-6 CI3HIINOIPS 30311 ESl+  [MeH]: 5
585 Fenamiphos-sulfone S97244-8  CIIHZINOSPS 33510 ESl+  [MeH]: 15
588  Fenamiphos-sulfocyde 1972437  CI3HIINO4PS 31210 ESl+  [MeH] 5
587 Fenarmal B0188-86-8  CITHIZCIENZO 33003 ESl+  [MeH]: 4
583  Fenazaguin 120928-00-8  C2OHZINIO 30517 ESl+  [MeH]s 5
580  Fenbuconazole 11436043-6  C1OHITCING 3311 ESl+  [MsH] 5
570  Fenbufen 33330-85-5  C18H1403 25408 ESl+  [MeH]: 10
571  Fencamfamine 1209068 CISHZN 2517 ESl+  [MeH]+ 5
572  Fenethyline I7T3608-1  C1EHZANGOZ 119 ESl+  [MsH]s 5
573  Fenhexamid 128833-17-8  CI4HITCIZNOZ  301.08 ESl+  [MeH]e 10
5§74  Fenitrothion 122-14-5 COH1ZNOSPS 27702 ESl+  [MeH]: 5
575  Fenobucarb ITEE-R1-2  CIZHITMOZ 20713 ESl+  [MsHJ 11
578  Fenofibrate 40582-26-0  C20HZICIO4 36011 ESl+  [MeH]+ 5
577  Fencterl 13302-18-2  CITHZIND4 30315 ESl+  [MeH]+ 10
578  Fenoverine ITHE1-07-6  CIAHIEMB03S 46018 ESl+  [MeH]: 8
579  Fenoxycarb 72400-01-8  CITHISNO4 30113 ESl+  [MsH]+ 5
530  Fenczolone 15302-16-6  C11HIZNZOZ2 20408 ESl+  [MeH]: 5
581  fenpropathrin 051541-8  CHIHIANOE 017 ESl+  [MsH]: B
532  Fenpropimorph 7308-03-0  C20HAINO 30228 ESl+  [MeH]: 5
583  Fenproporex 15888-61-0  C12H1BM2 18813 ESl+ [MsH]e 5
534  Fenpyrazamine 473708-50-3 CITHZINBOZS 33114 ESl+  [MeH]: 10
535  Fenpyrodimate 134008-61-6  C2EHITNIOH 42120 ESl+  [MsH] B
533  Fentanyl 437-38-7 C22HIENZ0 33822 ESl+  [MeH]: 5
537  Fenthion 55-33-0 CIOHIS03P52 27802 ESl+  [MeH]: 5
533  Fenthion sulfone 7E1420  CIOHISOSPS2Z 31001 ESl+  [MeH]: 11
583  Fenthion sulfoide I7E141-0  CIOHIS04PS2 20401 ESl+  [MeH]: 5
500  Fentichlor 07-24-5 CIZHECIZ02S 28598 ESI-  [MHE 5
501  Fentin 78-87-0 C1aH1B05n IEEOT ESl+  [MeH]+ 4
502 Fenuon 101-42-8 COH12N20 164.00 ESl+ [MeH]e 5
503  Fenvalerats 51830-66-1 C25HIICINGZ 41213 ESl+ [M:NH4: 5
604  Finasterde 03310-06-T  C2IHIENZOZ AT223 ESl+  [MeH]: &
505  Fiprond 120088-37-3 CIZHMCIZFANAOS 43584 ESI-  [MH] 5
C12HACIZFENAO2
508  Fiprond sulfone 120068-36-2 5 45193 ESI-  [MH} 5
507  Flazasuifuron 104040-76-0  C13HIZF3NSOSS 407.05 ESl+  [MeH]e 5
503  Flecainide 54143-654 CITHIOFEN203 41414 ESI+  [MeH]: 5
509  Flocoumaten O0035-0B-8  CAIHIEFI0H 54217 ESl+  [MsH]+ 10
800  Floctafenin 23779-80-0  CIOHITF3N204  4D511 ESI+  [MeH]: 10



a1
302
603
604
805
a0é

003

a10
a1
312
13
14
815
a1a
817
318
18
320
821
322
623
324
825
a28
827
G238
g28
330
831
332
833
334
335
334
837
338
333
340
41
342
343

345
344
347
843
349
350
851
852
653
854
855
858
857
358
358
880
aa1
32
883
A4
685
s}
887
38
aag
870
671
g72
873
a74
875

Flonicamid
Florasulam
Fluanisone
Fluazinam
Flubendaznle
Flubromazepam
Flubromazolam
Fluconazole
Flucythrinate
Flucytosine
Fludicemnil
Flufengxsmon
Fluindions
Flumazeni
Flumethasone
Flunitrazepam
Flunitrazepam-D7T
Fluometuron
Fluopyram
Fluosetine
Flupenthixol
Fluphenazine
Fluguinconazode
Flurazepam
Flurochloridon
Flurcegypyr

Fluroeypyr-1-methylheptylester

Flurtamone
Flusilazcie
Flutamide
Flutriafol
Fluvalinate
Fluvaxamine
Faolinic acid
Folpet
Fonofos
Foramsulfuron
Formetanate
Fosatyl-aluminium
Fotemustine
Furathiocar
Furosemide

Ganciclowr
Gemfibrozl
Geneserme salicylate
GHB

Gitoxin
Glafenine
Glibenciamide
Glibomuride
Gliclazide
Glimepiride
Glipizide
Glyphosate
Griseofubsin
Guanfacine
Halofanrne
Halopendol
Haman
Hamine
Heptabarbital
Heptachior
Heptachlor-endo
Heptachlor-exo-epoxide
Heptaminod
Heptenophos
Henin
Hexaconazole
Hexafiumuron
Hexazinone
Hexobarbital
Hexythiazox
Hiydramethyinon
Hydrochlonothiazide

158082-67-0
145701-23-1
1480-18-0
T9G22-50-6
31430-15-6
2047-50-0
312520-40-6
30398-73-4
T24-77-5
2022-85-7
131341-86-1
101483-60-8
957-56-2
Ta755-814
213517-3
1622624
1238448-0B-5
2184-17-2
353060-35-4
54910-80-3
2708-56-0
G9-23-8
138426-54-5
17817-23-1
31213-25-0
39377-81-7
31408-37-3
96525-234
35500-18-8
13311-84-7
T0874-21-0
G0400-04-5
54738-18-3
53-05-0
133-07-3
Q44-20.0
173150-57-4
22253-30-8
30148-24-8
92118-27-8
35907-30-4
54-31-0
30142-06-3
32410-32-D
25812-30-D
25573437
591-81-1
4582-36-1
3320-67-5
10238-21-8
20944480
21187084
93478-07-1
20084-61-8
1071-83-6
128-07-8
20110-47-2
A9758-63-2
52-36-8
438-34-0
4472-51-3
509-86-4
To-44-8
1024-57-3
280=2-53-0
Ir2-86-7
23580-506-D
501-27-3
70933714
38470-06-3
51235-04-2
56-28-1
78587-05-0
A7485-20-4
53-23-5

COHGF3NI0
C12HBF3NS035
C21HZEFN2032
C13H4CI2FEN404
C18H12FN303
C15H108FM20
CITH12BF M4
C13H12F2NE0
C2BHZIF2N04
CAR4FN30
C12HEF2N202
C21H11CIFEN203
C15HaF02
C15H14FN303
C22H2BF205
C18H12FN303
C18HEFN303DT
C10HT1F3N20
C18H11CIFBN20
C17TH18F3N0
C23H2EF3N205
C22HMGF3N305
C18HECIZFNED
C21HZICIFM30
C12H10CIZF3ND
CTHECI2ZFN203
C1SHMCI2FN203
C18H14F3N02
C18H1SF2MN3SI
C11HT1F3N203
C18H13F2N30
C2HT2CIFIN203
C15H2F3N202
C2OHZINTOT
COR4CIZNDG 25
C10H150PS52
C1THNMBOTS
C11H1EN302
C2HTO3P
COH12CINIOSP
C13HMGMN2055
C12HTICIN2O55
COH1TNOZ
COHTINGD4
C15Hx203
C15H21N303
C4HB03
C41HE4014
C1OH1TCINZO4
C23H2BCIN3O5S
C18HMSM2045
C15H21M3035
C24H34MN405S
C21HZTNE04S
C3HENOSP
CATHITCIOB
COHBCIZNIO
C28H3OCIZF3IND
C21HZICIFNC2
C12H10MN2
C13H12M20
C13H18M203
CA0HECIT
CA0HECITO
CA0RECITO
C8H1END
COH12CIO4P
C21HZINOS
C14H1TCIZMA0
C18HECI2FEN203
C12HIMN402
C12H18MN203
CITH21CIN2025
C25H24FGM4
CTHECIN3O452

22005
350.03
366.19
463.95
312.00
332.00
370.02
306.10
451.18
128.03
248.04
4BE.04
240.08
302.10
410.18
313.08
320.13
232.08
306.05
302.13
43418
43717
3r5.m
3E7.15
3m
263.97
366.00
33310
315.10
276.07
301.10
502.13
318.18
47317
28480
245.03
45211
221.12
110.1
315.08
3B62.18
330.m
171.13
255.10
250.18
201.18
104.05
TB0.43
37209
40314
366.18
32313
4p0.22
445.18
168.01
362.07
245
40017
37514
182.08
212.09
260.13
360.82
3B5.82
3B65.82
145.15
250.02
360.18
312.07
450,93
252.18
23612
352.10
40410
2048.98

M:H=

[M+H]+
M+ MH4
[M+H]+
[+ MH4}+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+
[M+H]+

[MeH]+
[MeH]+
[M+H]+
MeHl+
M-H]

[MeH]+
[MeH]+
[MeH]:

+2+H+
[MeH]+
[MeH]+
[MeH]+
[MeH]+
[M+H]+
MeH]+
M-H]

M+
M=+
s+
M-+

[M+Nak+
M=+
M=+
M=+
M=+
e+
[k
M+
M=+
M+
M=+
e+
M+t
ek
M-HE
IM-HE-
M-HE
M-+
[+
[k
M+

M-HT-
skl
M-HT
MsH]
sl
M-HT-

naﬂmmmm.ﬁam
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878
877
878
G78
330
881
382
883
384
885
388
687
333
339
330
291
a2
893
A34
G495
38
887
323
229
700
M
702
703
T4
705
708
707
708
709
710
m
712
713
714
715
718
77
718
718
720
[
722
723
724
725
728
727
728
720
730
EEY
732
733
EES
735
738
T3
733
739
740
741
742
743
44
745
748
47
748
748
750

Hydroquinidine
Hydraxyalprazolam
Hiydrawybupropion

Hydroeychloroguine

Hydroxyhalopernidol

hydroxyitraconazole
Hydroey-NTH {5-Hydroey-Imidacioprid)
Hydroxytriazotam-D4

Hydraxytryptophan
Hydraxyzine
Ibogaine
Ibuprofen
Innazalil
Imidacloprid
Imipramine
IMPY
Indapamide
Indinavir
Indomethacin
Indo@car
Tosynd
Iprodions
Iproniazide
Isaconazole
Iso LSD
Isoniazide
Isophenphios
Isoprenaline
Isoprocar
Isoproturon
Isooahen
Isradipine
Iraconazole
Ivermectine
JWH-O0T
JWH-015
JWH-018

JWH-D18 pentancic acid

JWH-0148
JWH-020
JWH-OT3
JWH-DB1
JWH-122
JWH-203
JWH-210
JWH-250
Kawain
Ketamine
Ketoconazole
Ketoprofen
Kresoxim-methyl
Labetalol
L-abrine
Lacidipine
Lacosamide

Lambda-cyhalothrine

Lamivudine
Lamotrigine
Lanatoside C
Laudanosine
Lenacd
Letrozole
Letrozole-04
Leuprolide
Levallophan
Levamisole
Levetiracetam
Levobunolol
Levodopa
Levomepromazine
Lidocaine

CAS

125-20-1
50-03-3
135-08-1
43a-20-0
1435-55-8
IT11543-8
92264-81-8
118-42-3
34104-67-1
112558-01-8
3B0292-004
145225-01-0
114-034
68-88-2
33-74-0
51148-56-6
73700-28-0
105827-78-0
50-40-7
2814-20-2
26307-65-8
150378-17-8
53-88-1
173584-44-6
1889-83-4
38734-10-7
54022
2752340-6
2128-78-5
54-85-3
25311711
7883-50-2
283140-5
34123-50-6
32558-50-7
758095-03-1
34825-61-6
70288-86-7
155471-10-6
155471-08-2
209414-07-3
1254475-67-0
209414-08-4
208212-08-5
20393748-8
21N T79-46-T
319204-47-2
334445 54-5
324080-64-7
334445432
3155484
G740-88-1
527 742-1
22071-154
143320-80-0
38804-60-6
528-31-B
103330-76-4
175481-36-4
91485-D8-6
134873-17-4
34057-84-1
17575-22-3
2888-77-0
2184-08-1
112808-51-5
1133712-06-5
53714-56-0
152-02-03
14788-73-4
102787-28-2
47141424
58-92-7
80-281
137-58-6

Formula

C18H21M03
C21H3005
CAHEF3N3O452
CITHIENO3
C20H25M202
C1TH1ACINGD
C13H1BCING2
C18H2GCIN3O
C21H25CIFMNC2
C35H3BCIZNA0S
COH1DCINGO3
C17THECI2ZN40D4
C1IH12MN203
C2H2TCIN2O2
C20H25M20
C13H1802
C14H14CIZM20
COH1DCINGO2
C19H24M2
CAH1ZN20
C18H1GCINIO33
C3gH4TNSO4
C19H1GCINOE
C22H1TCIFIN20T
CTHIZND
C13H13CIZN303
COHT3N30
C18H14CKHMN20
C20H25MN30
CAHTN30
C15H2M4MO4PS
C11H1TMO3
C11H15MO2
C12H18M20
C1aH24M204
C19HZ1N305
CI5HIBCIZNAOA
C43HT4014
C25H25M0
C23H21NO
C24HZIND
C24H21M03
C25H25M0
C28HZTNO
C23HZ1NO
C25H25M02
C25H25M0
C2IHZ2CING
C28H2TMO
C22H25M02
C14H1403
C13H16CING
C2BHZBCIZNA04
C18H1403
C1aH1EN04
C19H24M203
C12H14M202
C28HIINOE
C13H18M203
C23H1BCIF3N03
CAH11N3033
COHTCIZNG
C49HTS020
C21H2TMO4
C13H18M202
C1TH11NG
C1THTNED4
C50HBAN16012
C18HZ5MN0
C11H12M25
CaH14N202
C17H25M03
COH1T1ND4
C19H24M203
C14HZMN20

Mode  lon
ESl+  [MeH}+
ESl+  [MeHJ+
ESl-  [M-HF
ESl+  [MeH]+
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MeH]+
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESI-  [M-HF
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsH}+
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl-  [M-HF
ESl+  [MsH}+
ESl+  [MsHJ+
ESl+ [MeH]+
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsH}+
ESl+  [MsH}+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+ [MsH]+
ESl+ [M:MH4l+
ESl+  [MeH}+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+ [MeH]+
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+ [MeNH4l+
ESl+  [MeH}+
ESl+ [MsNH4l+
ESl+  [MeH+
ESl+  [MsH]+
ESl-  [M-HF
ESl+  [MsH}+
ESl+  [MsHJ+
ESl+  [MsHJ+
ESl- M-}
ESl+ [ESlk
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsH}+
ESl+  [MsHJ+
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751
752
753
74
755
758
757
758

780
781
782
763
7i4
765
708
787
788
789
770
77l
772
773
74
P
77d
T
77a
779
730
731
732
783
734
785
738
787
733
733
790
73
792
793
704
795
798
797
793
799
800
am
802
803
an4
05
808
an7
803
209
a10
an
312
813
a14
815

a7
g18
a1a
820
an
g2z
823
324
825

Compound

Lirmonin
Lindane
Linuron
Lisinopnl
Lisuride
Lomefloxacin
Loperamide
Lopinawir
Loprazolam
Loratadine
Lorazepam
Lomietazepam
Loxapine
LSD
Lufermmon
Malzooon
Malathion

Malathion monocarbosic acid

Maprotiline
Marawviroc
MEDB
MCPA
MCPB

M-CPP {meta-Chlorophenylpiperazineg)

MDA
MD&-D5
MDAl
MDEA
MDEA-DS
MDA,
MDOMA-DS

MDPBP (3 4 -methylenedicxy-a-pymofidincbutiophenone)

Mebutamate
Mecarbam
Meclofenouate
Meclonazepam
Meclozine
Mecoprop
Medarepam
Medifoxamine
Mefenorex
Mefloguine
Menadione

M epanipyrim
Mephedrone
Meghenesine
Mephenytoin
Mephospholan
Mepiguat

CAS

1180-71-8
58-30-0
330-55-2
33915837
18018-80-3
293079-51-7
53178-11-6
192725-17-D
81187-73-7
TOT04-T5-5
348-20-1
343-75-0
1977-10-2
50-37-3
103055-07-8
1834-78-2
121-75-5
35384-76-5
10282-68-8
373345-65-1
103319-46-8
04-74-6
04-31-5
G340-24-0
4732174
138785-42-8
132741-61-2
32301-81-8
180227-43-D
42542-10-8
138785-43-D
784035-33-7
34-55-1
2505-54-2
51-88-3
58a82-84-3
539-85-3
7033-18-0
2898-12-6
32359-34-5
17243-57-1
53230-10-7
58-27-5
110235477
1139305-46-6
59-47-2
50-12-4
950-10-7
15302-01-7
22301441
57-534
91-34-0
20218-28-2
54-04-6
5588-33-0
203485-21-B
57337-18-1
103-82-3
41384-05-2
A7129-08-2
A57-24-0
G2610-77-8
78-80-3
1435933-74-6
10265-02-6
537-46-2
A0124-88-1
72448
5350-44-2
2873017-8
950-37-8
2032-65-7
2178-25-1
2335-10-1
301156-47-8

Formula

C28H3003
CARHECIG
COH1DCIZN202
C21H2IN305
C20H25M40
C17TH18F2ZN303
C2OHIACINZO2
CITH4EM405
C23H21CINGO3
C22HZICINZO2
C15H10CIZN2O2
C18H12CI2N202
C18H18CINGO
C20H25M30
C17THECIZFaN203
C10H1207PS
C10H1208P52
CAH1506P52
C20HZIN
C2OH41F2NGD
C12H1TMOZ2
CoHRCIC3
C11H13CI03
C10HT3CINZ
C10H13N02
C10HENC2DS
C10HTING2
C12H1TNO2
C12H12MO02D5
C11H15MO2
C11H10MO2D5
C15H18N03
C10HM0M204
C10HXMO5PS2
C12H18CINO3.
C18H12CIN3O3
C25HZTCINZ
C10HTICIO3
C18H15CINZ
C18H1ENO2
C12H18CIN
C1TH1GFEMN20
C11H802
C14H13M3
C11H15MO
C10H1403
C12H14M202
CAH18NO3PS52
C7H16N
C15HZNZ0
COH1EN204
C17THZIN3O
C20HXM25
C11HITMO3
C21HMSM2052
C17TH21NS0852
C15H21M04
CaH1604
C10H10M40
C14H16CINO
C4AH1T1ING
CTH1303P5
CZ1HZTNO
C21H1EMODS
C2HENO2PS
C10H15M
C10H10MDS
C1aH14M20
C10H13NO
C14H15M0O2
CaH11N204P53
C11HIENO25
C11H1SNO43
C11HIENO33
C8H13NS

470.19
2B7.88
248.1
405.23
3381

Mode  lon
ESl+ [MsHJ+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ:
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ:
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]+
ESl-  MHF
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ
ESl+  [MeHJ+
ESl-  [MHF
ESl-  MHF
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl-  [M-HF
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeH}:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsH]:
ESl+ [MeNH4+
ESl+  [MsH}+
ESl+  [MsH]s
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MeH]s
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+ [MeNH4+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+

Transitions|
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Compound CAS Formula M Mode ] MRM
Transitions|
828  Methocarbamol 532-03-6 C11H1EM0E 4110 ESl+  [Ms#H]+ 10
827 Methomy 16752-77-5  C5HIOM2025 16205 ESl+ [Ms#H] 5
223  Methomyl-oxdme 13748-04-5  CIHTNOS 10502 ESl+  [Ms#H]s 4
829 Methotrexate 53-05-2 C20HZIMBOS 45417 ESl+  [Ms#H]# 15
830  Methoxstamine 1239943-76-0 C15HZINCZ 24718 ESl+  [Ms#H]= 5
831  Methoxyfenozide 181050-56-4 (CIZHZBNZO3 36B.21 ESl+  [Ms#H]s 7
832  Methowyphenamine 83-30-1 C11HITHNO 17813 ESl+  [MsH]= 5
833 Methyl digitoxin 0035430 C4IHEE014 TB445 ESI+  [M+Mal 2
834  Methyiclothiazide 135-07-8 COH11CIZN30452 35898 ESI- M-H}- 5
835  Methylephedrine 17805-T1-8  C11HITNOD 17813 ESl+  [Ms#H}= 5
833  Methyimorphine-D3 TO0420-71-2  C18HIENO3D3 30217 ESl+ [Ms#H]= 2
837  Methylone 186028-TB-5 C11HI3NO3 207.08 ESl+ [Ms#H]= 5
833  Methyiphenidate 113-45-1 ClaH18M02 23314 ESl+  [MsH]= 5
8339 Methysticine 495-35-2 C15H1405 27408 ESl+  [Ms#H] B
340  Metipranolol 22084-55-T  CITHZTNO4 308.18 ESl+  [Ms#H}s 5
841  Metockopramide 384-2-5 Cl4HI2CIN3D2 20014 ESl+  [Ms#H]s 10
842  Metolachior 51218452 C15HZ2CING2Z 283.13 ESl+ [Ms#H]= 5
843  Metolcarb 1128-41-5 CAH11IND2 165.08 ESl+ [Ms#H]= g
844  Metopimazine 14008-44-7 CIZHITN30D33Z 44515 ESl+  [MsH]: 8
845  Metoprolol 37350-58-6 C15H2EMO3 267.18 ESl+  [Ms#H]+ 5
840  Metoomron 19937-58-8  C10H13CINZOZ 22807 ESl+ [MsH]s 10
247 Metronidazole 443-48-1 COHBN303 171.08 ESl+ [Ms#H} 2
843  Metsuffuron-methyl T4223-64-6 C14HIENEOES 3B1.07 ESl+ [Ms#H]= 11
848  Mevinphos T788-34-7 CTH1306F 404 ESl+ [Ms#H]= 11
850  Mexiletine 31823-7114  CHIHITNOD 17813 ESl+  [MsH]= 5
851  Mezloclin 51431-65-3 CI1HZEMNEOB5Z 5311 ESl+  [MsH]: 15
852  MHPC (Phenmediphan metabolite) 13083-88-1  CAHBENO3 167.08 ESl+ [Ms#H]s 10
853  Mianserin 24219074 C18HZDMNZ 26418 ESl+  [Ms#H]s 5
854  Mianserin-03 81957-T6-8  C18HITMZD3 267.18 ESl+  [Ms#H]s 5
855  Miconazole 2291847-8  C18H14CHNZO 41388 ESl+ [Ms#H]= 4
858  Midazolam 53487-T0-8  C18HI3CIFMN3Z 32508 ESl+ [Ms#H]= 5
857 Mibemectin A3 51598-10-2  C31H4407 E2B31 ESl+  [M+Mal 1
353  Mibemectin A4 51598-11-3  C3ZH4807 54232 ESl+  [M+Mal 4
859  Minacipran 02023-85-3 C15HZIN20 24617 ESl+ [Ms#Hs 5
880  Milrnone T8415-72-2 C1ZHEN3IOD 211.07 ESl+ [M:NH4+ 15
881  Minoxidil 38304-81-5  COHISNED 20813 ESl+  [Ms#H]= 5
832  Mirtazapine G1337-67-5 CITHIEN3 26518 ESl+  [Ms#H]s 5
883  Mivacurism 106331-44-3 C58HEONZO14 102356 ESl+ [ESIH+ 4
384  Moclobemide T1320-77-8  CI13HITCINZO2 26810 ESl+  [Ms#H]s 4
285  Moisidomine 25717-80-0  COHI4N4O4 24210 ESl+ [Ms#Hs 10
883  Monocrobophos 0923-22-4 CTH14NOSP 22308 ESl+  [Ms#H]= g
887  Monolinuron 1748-81-2 CAH11CIN2O2 21405 ESl+ [Ms#H]= g
833  Monuron 150-88-5 CAHT1CINZD 18808 ESI- M-H}- 3
839  Morphine 57-27-2 CATHIEN0D3 2B5.14 ESl+ [Ms#H]s 5
870 Morphine-G-glucuronide 20290-10-2  CZIHITNOB 45117 ESl+  [MsH]s 10
871 Morphine-D3 G7293-88-3 C1THIGNO3D3 2BB18 ESl+  [MsHs 5
872  Morpholin 110-81-8 CAHEBND 8707 ESl+ [Ms#H}+ 5
873 Moxisylyte 54-32-0 C1aH25M03 27e.18 ESl+ [Ms#H]s 5
874 m-toludine 108-44-1 CTHEN 107.07 ESl+ [Ms#H]= 4
875 Mydobutanil 83871-88-0 C15HITCIMNG 2BE11 ESl+ [MsH]s 5
ard  Mycophenolic acid 24230831 C1THIDOE 32013 ESl+ [Ms#H]= 15
877 MN-acetyl-dapsone 585-20-8 Cl4H14N2035 20007 ESl+  [Ms#Hs 16
873  Madolol 472200-33-8  CITHITNO4 30818 ESl+  [Ms#H}s i
878 Madoxolol 54083-51-3 C14HIENZO3 260.12 ESl+ [Ms#H]: 5
830  Maftidrofuryl 31329-574  C24HIINOC3 38325 ESl+ [Ms#H]= 5
831  Malbuphine 20594-B3-6 C21HITNO4 35718 ESl+  [Ms#H]= 5
832  Maled 300-76-5 CAHTBr2CI204P 37778 ESl+  [M+2+H]+ 15
833  Nalmefene 55098-26-6  C21HZENO3 338.18 ESl+ [Ms+Hs 5
834  Maloxone 435-85-6 C1aH2 1IN0 32715 ESl+  [Ms#H}s 5
835  Maloxone-DS 1261078-38-2 C19H1ENO4DS 33218 ESl+ [Ms#H]= 2
830  Maltrexone 18590-41-3  C20HZINC4 M1.18 ESl+ [Ms#H]= 5
837 Maltrexone-D3 1261080-26-5 C20HIZONO4D3 418 ESl+  [Ms#H]= 2
833  Maproxens 22204-53-1 C14H1403 23008 ESl+  [Ms#H] i1
838  MNarngn 10233472 CITHIZO14 5B0.18 ESI- [M-H]- 5
880  M-desmethylclobazam 22318-55-8 C15H11CINZO2 2BE0S ESl+  [Ms#H]s 5
891  Mebivolol 99200-08-6  CIZHZEFZNO4 405.18 ESl+ [Ms#H]= 5
892  Meburon 555-37-3 C12H18CIZNZO 27408 ESl+ [Ms#H]s 10
893 Mefopam 13883-70-0  CITHIEND 25315 ESl+ [Ms#H]s 5
384 Melfinawir 159930-64-T C3IZH4ENI04S BET.31 ESl+  [Ms#H]= 14
885 Mewvirapine 129813-40-2 C15H14N40 266,12 ESl+  [MsH]s 5
894  Miaprazine 27387-604  CIOHZEFM40 35620 ESl+  [Ms#H}= 4
897 Micardipine 55085-32-5 CIGHZBN30E6 47821 ESl+  [Ms#H]# 13
893  Micorandil 0514146-0 CAHEN3O4 211.08 ESl+ [Ms#H]= 5
889  Micotinic acid 59-87-6 CAHEND2 12303 ESl+ [Ms#H]= 5
800  Mifedipine 21829254  CI1THIBNZ2OE6 ME812 ESl+ [Ms#H]= 15



Morfentamyl
Morflucxetine
MNorflurazon
Morketamine
MNorL50_Mor-iso-LSD
Momarphine
Momxycodone
Momsycodome-D3
MNompseudoephednne
Moririptyline

Morverapami

Moscapine

Movaluron

MNuarimol

O-CPP (O-Chlorophenylpiperazine )
Octen-3-ol
o-desmethyltramadol
Olanzapine

Qleandrin

Omeprazole

Omethoate

Opipramol

Omidazole

Oryzalin

o-toluidine

COuabaine

Oxadiazon

Creamyl

Crearepam

Oweladin

Oxetorone

Crastropium
COxomemazine

PCEEA (M- 2-ethoxyethyl)- 1-phenyicyclohexanamine]
PCMPA (M- 3-methouypropyl - 1-phenyi-cyclohexanamineg)

P-CPP (P-Chlorophenylpiperazine)
Penbutolol
Penconaziole
Pendimethalin
Penflurdod
Pentazocine
Pentedrone
Pentifylline
Pentobarbital
Pentoxfylline
Periciazine
Perindoprilate

4304-00-7
T4723-10-7

24528-64-5
G1086-18-8
78715-23-8
202580-68-0
G104-71-B
187177241
1033-11-5
14333-15-4
1338-26-6
1608-66-1
56181-73-0
27314-13-2
35211-10-0
35779-43-2
408-97-7
57304-06-7
1428174-70-0
37577074
72-82-5
a7018-85-3
128-821
1187 14-46-6
33284-71-0
39512-50-0
3391-86-4
73988-53-5
132538-06-1
405-16-7
73500-58-6
1113-02-6
315-72-0
18773-42-5
19044-88-3
95-534
330-60-4
196888-30-0
23135220
B04-75-1
463-81-1
206020-55-3
30288-75-0
3688-50-7
3452-71-7
5633-20-5
TO-42-6
160227-46-3
n-12-2
129-20-4
15500-66-0
103-20-2
311-45-5
050-35-6
50-38-2
293-00-0
31389-08-7
148-20-1
1798021-80-2
1934-63-0
38212-33-8
38507-48-0
36248-86-6
40487-42-1
20384-56-2
358-331
379889-05-1
1028-33-7
T8-744
G493-05-6
20622-26-6
95153-314

C13HBF3N202
C15H10FN304
C21HMEN207
C15H11M303
C18H2GCING
C1aH18M2
C18H24N202
C25H3EN04
C14HADCINGD3
CI1THITCING
C18H1END4
C15HTICINZD
CAH13ND
C10HI2F3N
Cl14H20M20
C18HIGF3ND
C12HBCIF3NI0
C1ZHT4CING
C19HZIN30
C18H1TNO3
C1THIENO4
C17H1SN04D3
COH13ND
C18H21M
C2aHEN204
CIIHZINOT
C17THRCIFEN204
CATHI2CIFN2O
C10H13CINZ
CaH180
C1SHZING2
C1THIOMNAS
C32H4800
C1THIEN3035
CSH1ZNO4PS
C23H2EMN30
CTH1DCINGO3
C12H1BN4065
CTHEN
C29H44012
C15H1BCI2ZN203
CTH12N3033
C15HTICINZO2
C20HI3N03
C21HZ1NC2
C18H2GN04
C18HEINZ025
C15HZING3
C22H31NO3
C1aH21NO4
C18H18NC4D3
CaH1504P52
C19HMIMN203
CI5HEIMN204
CaHBNG2
C10H14MO6P
CAH10MOEP
C10H14MOEPS
CAH10MO5PS
C19H20FMNO3
CTHE04
C18H25M0
C18H25M0
C10H13ACINZ
C18H2BM02
C13H15CI2N3
C13H1EN304
C28H2TCIFGNG
C19H2THNO
C12H1THNO
C13HM0MN402
C11HIEN203
C13H1EN403
C21HZINIOS
C17HZEN205

261 14

2B5.21
181.13
264.18
226.13
27814
365.18
40.20

ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
E3l+
E3l+
E3l+
E3l+
E3l+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+

ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
E3l+
ESl+
E3l+
ESl+
E3l+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl+
ESl-
ESl+
E3l+
ESl+

[MsH]+
[MsH]+

[MsH]+
[MsH]+
[MsH]+

mmaaummumumuuumammmmmmmmammmmammmummmummuuuumumumr.'nr.nm
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a7a
977
a7a
a7a
930
931
932
933
Q34
o35
933
937
933
233
290
a9
g9z
993
gga
295
29d
97
293
et
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1008
1007
1003
1009
1010
1011
1012
1013
1014
10115
1018
1017
1013
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1028
1027
1023
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1035
1037
1033
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1048
1047
1043
1049
1050

Compound

Perphenazine
Pethidine
Phenacetin
Phencycidine
Pheniramine
Phenmediphan
Phenobarbital
Phenothrn
Phentesmine
Phenyi-2-phenol
Phenyibiguanide
Phenylbutazone
Phenyipropylamine
Phenyitoloxamine
Phenysemicarbazide
Phenytoin
Phlgreglucanol
Pholcodine
Phorate
Phosalone
Phosmet
Phosphamiden
Phoxime:
Phthalaldehyde
Picloram
Pilocarpine
Pimethixens
Pimozide
Pindolol

Pindone
Pipamperone
Piperaclin
Piperony-butoxide
Pipotiazine
Piracetam
Pirbutens]
Piretanide
Piribedil
Pirimicart
Pirimicarb-desmethy
Pirimiphos ethiyl
Pirmiphos metw

Pircaicam

PMA {p-methoxyamphetamine)
PMMA (para-Methoxy-N-methylamphetamine)

p-nitrophenol (PMNP)
Posaconazole
Pravastatine
Prazepam
Prazosin
Prednisolone
Prednisons
Pregabalin
Prifinium
Primidone
Procainamide
Procaine
Procarbazine
Prochloaz
Prochlomperazine
Procyclidine
Profenophos
Proguanil
Prolintane
Promecarb
Promethazine
Propachior
Propafenons
Propamocart
Propaquizafop
Propargite
Propazine
Progham
Propiconazole
Propoxr

CAS

58-32-0
57421
§2-44-2
7r-1-1
38-21-5
13032634
50-08-6
20002-80-2
122-08-B
00-43-7
102-02-3
50-33-0
G822-80-0
92-12-6
103-03-7
57410
108-73-6
509-67-1
203-02-2
2310-17-0
732-11-6
13171-21-6
14318-18-3
G43-70-8
1913-021
92137
314-03-4
2082-78-4
13523-86-0
83-28-1
1393-33-0
G1477-86-1
51-03-6
30880-00-6
T401-74-0
33677-81-5
55837-27-0
3005-01-4
23103-08-2
30814-22-3
23505411
20232-03-7
30322-00-4
23238-32-0
3393-68-3
100-02-7
171223-48-2
81131-70-6
2055-38-6
10218-56-0
50-24-8
53-03-2
143553-50-8
4330-85-0
125-33-7
50-08-8
50-48-1
a71-16-8
G7r47-08-5
58-33-8
77-37-2
4£1198-08-7
500-92-5
£03-02-5
2831-37-0
80-37-7
1913-16-7
54083-53-5
24579-73-5
111472-05-1
2312-35-8
138-40-2
122-42-0
G0207-80-1
114-26-1

Formula

C21H2ECIN3OS
C15H21MN02
C10H12M02
C17TH2EN
C16H20M2
C16H18M204
C1ZH12M203
C23H2603
C10H15M
C12H100
CaH11N5
C19H20M202
COH12N
CITHZIMO
CTHEN30
C15H12M202
CaHE02
C23H30M204
CTHITO2P53
C12H15CINO4PS2
C11HIZMO4PS2
C10H18CINOSP
C1ZH18M203P5
CaHa02
CAHICI3N202
C11H18M202
C18H1EMS
C28HIEF2N30
C14HIM202
C14H1403
C21H20FN302
C23HZTME0TS
C19H3005
C24H3IM30352
CaH10N202
C12HM203
C1TH18M2055
ClaH1aM402
C11H1EM402
Cl0H18M402
C13H4M303PS
C11HM303P5
C15H13M3045
C10H15MO
C11H1TNO
CAHENO3
C3TH42F2Na04
C23H3807
C18H1TCINZO
C19HZ1ME04
C21HZEO5
C21H2805
CaH1TNG2
C22H28M
C12H14M202
C13H21M30
C13H2M202
C12H18M30
C15H18CI3N302
C20H24CIN3S
C18HZEMO0
C11H15BrCIO3PS
C11H18CING
C15HZM
C12H1TM02
C1THIOM25
C11HT4CING
C21HZTMO3
COH2ON202
C22HZICINAOS
C19HI8045
COH18CING
C10H12M02
C15H1TCI2ZN302
C11H1EN03

ard. 4
287.22
R R
26311
217.18
207.13
28413
211.08
M1.20
1B8.15
44312
360.18
22211
17e.08
HM1.07
20211

Mode  lon
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH+
ESl+  [MeH]s+
ESl+ [M+NH4+
ESI-  [M-HF
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]:
ESl-  MH}
ESl+  [MeHJ:
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeHJs
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeH]s
ESl-  MHF
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH+
ESl+  [MeH]s+
ESl+  [MsH}+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ:
ESl+  [MeH]s
ESI-  MHF
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH+
ESl+ [M+NH4l+
ESl+  [MsH}
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ:
ESl+  [MeH]s
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MsH]:
ESl-  MHF
ESl+  [MsH]+
ESI-  [MH}
ESl+  [MsH]s
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ:
ESl+  [MeH]s
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]s
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeH]:
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MeH]+
ESl+  [MeHJ:
ESl+ [M+NH4+
ESl+  [MeHJ+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]s+
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Compound CAS Formula Maode lon

1051 Propranolal 525866 CIBH2INODZ A8 ESl+  [MeH]: 5
1052 Propyens thiourea 2122-18-2  CAHEN2S ESl+  [MeH]: 4
1053 Proscillaridin 488-06-8  C30H4208 53020 ESl+  [MeH]+ 5
1054 Prosulfuron 84125-34-5  CISHIGFINSO4S 41208 ESl+  [MeHls 10
1055 Prothioconazole 178928-T0-6 C14HISCIZNIOS 34303 ESl+  [MeH]: 10
1058 Prothioconazoke-desthic 120983-644 C14HISCIZNIO 31108 ESl+  [MsH]+ 5
1057 Prothiophos 34843464 CIIHISCIZ02PS2 34398 ESl+  [MsHl 5
1053 Pratriptyfine 433808  CI9HZIN 26317 ESl+  [MeH]e 5
1058 Prosyphylline B03-00-8  CI0H14N403 23811 ESl+  [MsH]e 5
1080  Pseudoephedrne 00-82-4 CI0H15MD 18512 ESl+  [MeH]s 5
1081  Psilocine 530536 CIZHIENZO 20413 ESl+  [MeHle 5
1082  Psilocybine 530525  CIZHITMIO4P 284080 ESl+  [MeHl 5
1083 Putrescine 110-80-1 CAH12N2 8910 ESl+  [MeH]: 4
1084 PVP 14530337 CASH2IND 23118 ESl+  [MeHle s
1085 Pymetrozine 123312-80-0 C1OH11NSO 21710 ESl+  [MsHle 5
1088 Pyraclostrabine 175013-16-0 C1SHIBCINIO4 38710 ESl+  [MeH]+ 8
1067 Pyrantel 15888-63-6  C11HI4M25 20508 ESl+ [MsHle 5
1088 Pyrazinamide g3-08-4 CSHENZO 123.04 ESl+  [MeH]: 5
1088 Pyrazingic acd 05-07-5 CSH4NZOZ 124.03 ESl+  [MeH]: 4
1070 Pyrazophos 13457186 CI4H2ON3OSPS 37308 ESl+  [MeH]s 10
1071 Pyridaben 06439713 CIHISCINZOS 36414 ESl+  [MeH]e 5
1072  Pyridafenthion 118120 CI4H17TNZO4PS 34008 ESl+  [MeH]s 5
1073 Pyridate 55512330 CI9HZICINZO2S 37812 ESl+  [MeH 5
1074  Pyridoxine 85-23-8 CaH11NO3 180.07 ESI+  [MeH]: 10
1075  Pyrifenox 89233414 CI4HIZCIZN2O 20403 ESl+  [MeHle 5
1078 Pyrimethani 53112280 C12H13N3 18211 ESl+  [MeH]: s
1077  Pyriproagfen 0573768-1  C2OH1SNOD3 32114 ESl+  [MeH]+ 5
1078 Quazepam 36735225 CITHIICIF4MZS 38503 ESI-  [MHF 5
1078  Quetiapine 111974-68-7 C2IHZEN3025 38317 ESl+  [MsH]: 5
1080 Quinalphos 13503-03-8 C1ZHISM203PS 20805 ESl+  [MeH+ 5
1081  Quinapril 85441618 CISHIONZOS 43877 ESl+  [MeHe 15
1082 Quinidine 58-54-2 C20H24N202 32418 ESl+  [MeH]+ 5
1083  Quinine 130-850  C2OH24NZOZ 32418 ESl+  [MeH]s 5
1084 Quinmerac 80717036 C11HECINOZ 22102 ESl+  [MeHe 5
1085 Quinoweyfen 124405-18-7 CISHECIZFNO  307.00 ESl+  [MeH]+ 5
1088  Quinupramine MTAT-2 C2HNE 30410 ESl+  [MeH]s 5
1087 Quizalofop ethyl 7B573-14-8  CIOHITCINZO4 37200 ESl+  [MeHls 5
1083 Ramipri 8733310-5  C23HIN205 41823 ESl+  [MeHl s
1083 Rangasi 3793074  CI3HM4CINOZ 25107 ESl+  [MeHl 5
1080 Rantidine BE357-35-5 CI3HIINGDIS 31414 ESl+  [MeHls 10
1081 Reserpine 50-55-5 C33H4INZOB 60827 ESl+ [M:H]+ 5
1082 Retigabine 150812-12-7 C1BHISFN302 30314 ESl+  [MeH]+ 5
1083 Retrorsine 490-54-6  C1SH2ENOE 35117 ESl+  [MeH]+ 5
1084 Ribavirine IE7914-5  CAHIZN4OS 24408 ESl+  [MeH 3
1085 Riboflavin 83895 C17H2ON4OE I7E14 ESl+  [MeH]s 5
1098 Rifabutin 72550-06-0  CABHEIN4D11  B4844 ESl+  [MeH 10
1087 Rilmenidine 541374-1  CIO0HIENZO 18013 ESl+  [MeHJ: 5
1083 Risperidone 108286-06-2 C23HDTENAO2 41021 ESl+  [MeH]+ 5
1089 Ritalinic acid 10305416 C13H1TNO2 21213 ESl+  [MsHle 5
1100 Ritodrine 28852-00-5  CITH2INGD3 26715 ESl+  [MeHle s
1101 Ritonavir 155213-67-5 C37TH4ENGOSS2Z 72031 ESl+  [MeH]+ g
1102  Rivaraxaban 306738-02-8 CISHIBCINAOSS 43507 ESl+  [MsHle 16
1103 Rocurcnium 143553-00-3 C3ZHEINZO04 52940 ESl+ [M:H]+ 5
1104  Rorne! 209-84-3  CEHECI303PS 31280 ESl+  [MeH 3
1105 Ropvacaine B4057-054  CI7H2ENZO 7430 ESl+  [MeH]e 5
1108 Ropvacaine Hydrochloride 09717-15-8  CI7H2ENZO 27430 ESl+  [MeHe 5
1107 Rotenone 83-70-4 C23HZI08 30414 ESl+  [MeH]s 5
1108 Rosithromycin B0214-83-1 C4IHTENZOIS  B3852 ESl+  [MeHl 5
1108 Rufinamide 10830344-5 C10HEF2MN40 23807 ESl+ [MsHls 5
1110 Salazopyrine 509-78-1 C13H14M4D5S 30807 ESl+  [MeHl 10
111 Salbutamol I5783-26-0  C13H2IND3 23215 ESl+  [MsHle 10
1112 Salicyic acid 0-72-7 CTHE032 138.03 ESI-  [M-H}F 5
1113 Salmeterml 89385504 C25HITNO4 41537 ESl+  [MeHle 10
1114  Salvinorine A 8aT2801-5  C23HIE08 43218 ESl+  [MsHle 5
1115 Sagquinavir 127779-20-8  C33HEONGOS 670.38 ESl+ [M:H]+ 15
1118 Scoparone 120-06-1 C11H1004 20808 ESl+  [MeH]e 5
1117 Scopolamine 51-34-3 CI7THZIND4 30315 ESl+  [MeH]s 5
1113 Secobarbital 78-73-3 C12H18N203 23813 ESI-  [MHF 2
1118 Selegiline 14811518 C13HITN 1B7.14 ESl+  [MeHJ: 5
1120 Sertrafine 7OB17-06-2  CITHITCIZN 30507 ESl+  [MeH]+ 8
1121 Sibutramine 108850-56-0  CATH2ACIN 27218 ESl+  [MsHle 5
1122 Sildenad 130755-83-2 C2OMIONGOMS 47420 ESl+  [MeH]: 10
1123  Simazine 122348 CTHI2CINS 201.08 ESl+ [MeHle 5
1124  Simvastatine 70002630 C25H3805 41837 ESl+ [MeNH4+ 15

1125 Sirolimus 53123-868-8  CS1HTENO13 B1358 ESl+ [M+Nak
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1128
1127
1128
1128
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1138
1137
1138
1138
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1148
1147
1148
1148
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1158
1157
1158
1158
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1168
1187
1188
1183
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1178
1177
1178
1178
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1138
1187
1188
1138
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1198
1197
1198
1199
1200

Compound

Sotalol

Sotalol-Dd
Sparteine
Spinetoram
Spinosad
Spirodickofen
‘Spiromesifen
Spironolactone
Spirctetramat
Spirotetramat-cis-keto-hydnoxy
Spirotetramat-enal
Spirotetramat-enol-glucoside
Spirctetramiat-mono-hydroxy
Spircxamine
Stiripentol
Strophanthidin
Strychnine
Sufentanyl
Sulbactam
Sulbutiamine
Sulfadiazine
Sulfadoxine
Sulfaguanidine
Sulforidazine
Sulfosulfuron
Sulfotep

Sulindac

Sulpiride
Sultopride
Suriclone

Tacrine
Tacrolimus
Tapendalol
Taurine
Taurochenodeoxycholic acid
Taurolithocholic acid
Taurcursodemaycholic acid
Tazobactam
Tebuconazole
Tebufenozide
Tebufenpyrad
Teflubenzunon
Temazepam
Temephos
Tenofowr
Tenoxicam
Terbinafine
Tertarfos
Terbumeton
Tertutaline
Tertuthylazine
Tertutryn
Terfenadine
Terfluzine
Tertatoiol
Tetracame
Tefraconazole
Tetrahydrozoline
Tetrazepam
TFMPP

THC

THC-COOH
Thecbromine
Theophylline
Thiabendazole
Thiacloprid
Thiametomam
Thiamphenicol
Thiobencarb
Thiocolchicoside
Thiocyclam
Thiodicark
Thiometon
Thiopental
Thiophanate-methyl

CAS

3030-20-0
1248012-17-3
90-321

187 160-40-1
131920-60-7
143477-71-8
233584-80-1
52-01-7
203313-25-1
1172124-11-0
203312-38-3
1172614-86-6
11721234-1241
118134-30-8
40733-06-4
G6-28-4
57-24-8
50030-54-7
83373-14-8
3298-46-2
33-35-0
2447-57-6
57-870
14759-06-0
141778-32-1
3038-24-5
33184-50-2
15878-16-1
53583-70-2
53313-83-5
321-34-2
104837-11-3
175591-23-8
107-35-7
518-35-8
518-20-5
14605-22-2
39738-04-0
107534-06-3
112410-23-8
118183-77-3
83121-18-0
943-50-4
3333-06-8
147127-20-6
5930+-37-4
21181-71-6
13071-78-8
33893-D4-8
23031-25-6
591541-3
838-50-0
50879-08-8
117-80-5
33833-84-D
84.24-6
112281-77-3
84-22-0
10379-14-3
15532-75-0
1972-08-3
50354-06-4
83-870
53-55-0
148-70-B
111833-48-8
153719-23-4
15313-45-3
23240-T7-6
B602-41-5
31395-21-3
50889-26-D
40-15-3
78-75-5
23584-05-8

Formula

C1ZHINMN2035
C12H14N203508
C15H26M2
C42HE2N010
C41HEEN010
C21H24C1204
C23H2004
C24H3I2045
C21HZTNOS
C18HIIND4
C18HZIND3
C24HI3NOB
C13H2EN03
C13H3EN02
C14H1803
C23H3206
C21HZN202
C22HIOMN2025
CaH11NOES
C32H45MBOES2
C10H10MN4025
C12H14N4045
CTHION4O2ZS
C21H26M20252
C18H1BNGBOTS2
CaHADO5F252
C2OH1TFO33
C15HZIN3O4S
CATH2EN2045
C2OHMCINGDIS2
C13H14N2
C44HE2N012
C14HZIND
C2HTNO3S
C28H4EN0ES
C26H45N055
C2BH4SNOES
C10H12N405S
C18HZ2CINIO
C22H2BN202
C13H24CINIO
C14HGCI2ZF4N202
C18H13CIN2O2
C16H2008FP253
COHT4NGO4P
C13H1IN30452
C21H2EN
COHZ102P53
C10H18N50
C12H1EN03
COH1BCING
C10H18MNES
C3ZH41NO2
C21H24F3N3S
C18H2EMN025
C15H24N202
C13HT1CI2ZF4N30
C13H16M2
CABHITCINZO
C11H13F3N2
C21H3002
C21H2804
CTHEN4O2
CTHEN4O2
C10HTN3S
C10H2CINGS
CaH10CINSO3S
C12H15CIZNO5SS
C12H16CINGS
C2THIINO10S
CAH11NS3
C10H1EN40453
CaH1502P53
C11H18N2025
C12H14MN40452

7212
27818
MM
74740
731.48
410.11
370.21
416.20
LR
718
017
462,22
302.18
28727
2313
40422
3T
3B6.20
233.04
702.30
260.05
310.07
214.05
40214
470.07
32202
356.00
M4
5418
477.07
18812
BD2.43
221.18
125.01
4080.30
483.30
482.30
300.05
307.15
35222
33318
arear
300.07
465.09
287.08
337.02
281.20
2BB.04
225.18
22514
PR B
24114
4713
407.18
20518
264.18
ari.oz
200.13
2B8.10
230.10
31422
34420
180.08
180.08
201.04
25202
201.02
355.00
257.08
563.18
181.01
35405
245.00
421
205

Mode ]

ESl+  [MeHJ+

ESl+  [Ms#H}+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH}
ESl+ [MsH}:
ESl+ [Ms#Hj:
ESl+  [Ms#H]+
ESl+ [MeNH4:
ESl+  [MsHj
ESl+ [MsH}:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [Ms#H}+
ESl+  [MsHj:
ESl+ [MsH}
ESl-  [MH}
ESl+  [Ms#H]
ESl+  [Ms#H]+
ESl+ [MsH}s
ESI-  [MH}
ESl+ [M:H}:
ESl+  [MsH]:
ESl+  [Ms#H}+
ESl+  [MsHj:
ESl+  [MsH}
ESl+  [MsH}:
ESl+  [Ms#H}
ESl+  [Ms+H]+
ESl+ [MsH}s
ESl+  [MsHj
ESl+ [MsH}:
ESl+  [Ms+H]
ESl+ [M:NH4}
ESl+  [MsHj
ESl+  [MsH}
ESl+ [M:NH4:
ESl+ [MeMH4H+
ESl-  [MHF
ESl+  [MsH}:
ESl+  [MsH}:
ESl+ [M:H}
ESl+  [MsH]
ESl+ [M:Hj
ESl+  [MsHj:
ESl+ [MeNH4:
ESl+  [MsH}:
ESl+  [Ms#H}+
ESl+  [Ms#H]+
ESl+  [MsH}
ESl+  [MsH}:
ESl+ [M:H}
ESl+  [Ms#H]
ESl+  [MsHj
ESl+  [MsH}:
ESl+  [MsH}
ESl+  [MsH}:
ESl+ [Ms#Hj:
ESl+  [MsHj
ESl+  [MsH}
ESl+  [MsHj
ESl+ [M:H}:
ESl+  [Ms#H]
ESl+  [MsHj
ESl+  [MsH}:
ESl+  [MsH}
ESl+  [MsHj:
ESl+  [Ms#H}
ESl+  [MsHj
ESl+ [MeNH4:
ESl+  [MsHj
ESl+  [MsH}
ESl+  [Ms#H]+
ESl+  [MsHjs
ESl+  [MsHj:
ESI-  [MH}
ESl+  [MsHj:

m:ﬁmmamamumuzm:‘ammmmmu—-mmmammmﬁ

ammmummamummmmmmmmnummmmummmmamammmam
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121
1202
1203
1204
1205
1208
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1113
1214
1215
1218
17
1218
1218
1220
1211
1222
1223
1224
1225
1228
1227
1228
1229
1230
123
1232
1233
1234
1235
1238
1237
1238
1238
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1248
1247
1243
1248
1250
1251
1252
1253
1254
1255
1258
1257
1258
1258
1240
1281
1282
1283
1264
1285
1268
1267
12483
1268
1270
1271
1272
1273
1274
1275

Compound
Thioproperazine
Thiondazine
Thiram

THP1

Threohydrobupropion

Tiagabine
Tianeptine
Tianeptine MC (5)
Tiapnde
Ticledipine
Tiemaonium
Tienilic acid
Timolol
Tinidazole
Tioclemarol
Tipranawir
Tolbutarmide
Tolmetin
Tolonidine
Toloxatons
Topiramate
Topiramate-012
Tramadol

Trans trans muconic acid

Trazodone
Triadimefon
Triadimencl
Triallate
Triamterens
Triazamate
Trigzclam
Trigzclarm-D4
Trichlorion
Triclopyr
Tridemorphe
Trietazine
Triflexystrobin
Triflurmnizole
Triflurnuron
Triflucrperidol
Triflupromazine
Trifluralin
Triflusulfuron-methyd
Trihexyphenidyl
Trimebutine
Trimetazidine
Trimethoprime

Trimethoxybenzaldehyde

Trimethylaniline
Trimipramine
Triprofidine
Tropatepine
Uridine
Walone
‘alpromide
‘Wamidothicn
Wecuronism
Wenlafaxine
Veralipride
‘erapamil
eratndine
igabairin
Viloxazine
Vinbumine
Vincamine
incristine
Winylbital
Voriconazole
Warfarin
Xipamide
‘fangonin
fohimbine
Zidovudine
Zipeprol
Zolazepam

CAS

3g-814
50-52-2
137-26-8
35-40-5
153385-62-3
145321-508-6
G3981-73-5
104732-22-1
51012-32-0
53335-35-1
144-12-7
40130-04-0
91524-16-2
19337-01-8
22819-35-8
174434414
34-77-7
28171-23-3
4201-22-3
28218-27-7
97240-70-4
1279037-05-4
27203-02-5
3588-17-8
19784-03-5
43121-43-3
55219-65-3
230317-5
398-011-0
112143-82-5
2891101-5
145225-04-3
52-83-6
55335-06-3
31412-43-3
1912-26-1
141517-21-7
99337-58-0
G4328-44-0
T49-13-3
148-54-3
1582-00-8
128535-15-7
144-11-6
39133-31-8
5011-34-7
738-70-5
54081-00-4
1487-35-2
738-71-0
438-12-4
27574-24-0
58-28-8
83-28-3
2430-27-5
2275-23-2
50700-72-6
93413-60-5
AdaL4-81-3
52-53-0
71-82-5
60843-86-0
43317-81-8
4330-86-D
1817-80-8
57-22-7
2430-48-1
137232-62-0
31-31-2
14283-44-5
500-32-8
143-48-5
30518-87-1
34758-83-3
31352-82-6

Formula

C22H2M40252
C21H28M252
COHTZNZ54
CaHaNe2
C13H2DCING
C20HZEMNO252
C21HZECINZO45
C19HZ1CINZO45
C15HMM2045
C14H14CING
C18H24MO25
C13HECI2045
C13HMM4035
CAH1IN304S
C22H1BCI2045
C31HIIF3INDOSS5
C12H18M2035
C15H15M03
C10H12CING
C11H13M03
C12ZH21MNOBS
C12ZHENOBSDI2
C18H25M02
CoHE04
C10HZCINGD
C14H18CIN302
C14H18CIN3O2
C10H18CI3NDS
C1ZHTINT
C13HIIMN4035
CITHI2C12N4
CITHECIZNADS
CAHBCI304P
CTHACIZND3
C18H3EM0
COH1GCINSG
C20H18F3N204
C15H15CIFIN30
C15H10CIFIN203
C22HIIF4ANOZ
C18H18F3N2S
C13H18F3N304
C1TH18F3NG0E5
C20HIMO
C22HZEMO5
C14HIIMN203
Cl4H18MN403
C10H1204
COH12N
C20H2EM2
C19HIIMN2

CaH1TND
C3H1ENC4PS2
C34HETM204
C1THZTMO2
C1THZEM3065
C2THIEMN204
C3GHEINO
CBH11NC2
C13H18MN03
C18HZIN20
C21H2EM203
CAGHEEMNA010
C11H18N203
C18H14F3NS0
C18H1604
C15H15CINZO45
C15H1404
C21HIEM203
C10H13M504
C23HIM203
C15H15FN40

Mode  lon
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl-  [M-HE
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+ [MeNH4+
ESl+ [MeNH4+
ESl+ [MsH+
ESI-  [M-HE
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+ [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]:
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESI-  [M-HE
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+ [ESIk
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH}+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl-  [MH-
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl-  [M-H-
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+
ESl+  [MsH]+

Transitions

mmmaammm.ﬁum
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Compound CAS Formula M Mode lon MRM

Transitions
12376 Zolpidem B26826-48-0 C18H21N3I0 307.17 ESl+ [M+H}+ =
1277 Zonisamide GE281-87-4 CEHANZOAS 21203 ESl+ [M+H} 15
1278 Zopiclone 43200-80-2 CATHITCINGO3 38811 ESl+ [M+HP 11
1435833-78- C1TH13CINGO3
1278 Zopiclone-D4 0 D4 30213 ESl+ [M+HpE 2
1280 Zuclopenthixol B3TT2-83-1 C22H25CIN2OS 40014 ESl+ [M+HP 5
B Conclusions B References
The Forensic & Toxicology method package provides the tools 1. Sauvage, F.L.. Gaulier, J.M.. Lacha tre, 5., Mamuet, P
fior method development for both wnknown screening and (2003) Pitfalls and Prevention Strategies for Liguid
tangeted screening workflows. Chromabography-Tandem Mass Spectrometry in the Selected
Reaction—Monitoring Maode for Drug Analysis, Clinical Chemisfry,
54-0, 15181527
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1)) Méthodes développées avec une préparation manuelle d’échantillon

Sur la base d’'une extraction manuelle a I'aide des sels QUEChERS, nous avons d’abord
testé 2 approches de screening différentes :

- Une approche combinant une acquisition en mode GUS et la recherche ciblée d’une
vingtaine de molécules couramment rencontrées en toxicologie clinique, avec
possibilité de quantifier ces derniéres en cas de détection

- Une approche ciblée pour un panel d’'une centaine de molécules et permettant leur
guantification en cas de détection.

Dans une troisiéme étude, nous avons testé I'approche « micro QUEChERS » sur un panel
de molécules de la classe des stupéfiants.

1) Evaluation de la méthode combinant GUS et MRM

Dans cette étude, nous avons testé la capacité de la méthode GUS a détecter des molécules
médicamenteuses usuellement observées lorsque des demandes de screening parviennent
au laboratoire. Afin de pouvoir également les quantifier, des transitions MRM ont été
ajoutées a la méthode d’acquisition. 23 molécules ont été considérées : des anxiolytiques,
des antidépresseurs, des neuroleptiques, des antiépileptiques, des antalgiques et des anti-
inflammatoires.

Des échantillons sanguins ont été préparés a 2 niveaux de concentrations: une
concentration thérapeutique et une concentration réputée toxique.

Les extraits ont été préparés par la méthode QUEChERS décrite précédemment (voir VIII
Choix des méthodes d’extraction).

Lors de l'acquisition spectrale, trois spectres de masse complets pour les 3 énergies de
collision (210, 35, 55V) (voir VIl Création des méthodes d’acquisition) étaient obtenus. Ces
spectres ainsi que les temps de rétention obtenus lors de I'analyse permettaient d’identifier
les composés, par comparaison a la bibliothéque de référence.

Parmi les 23 molécules, 4 n‘ont pas été détectées a la plus faible concentration en
acquisition GUS. Méme a une concentration élevée (500 pg/L), cette méthode GUS ne
permettait pas de mettre en évidence I'oxazépam, par exemple.

Les performances quantitatives étaient excellentes, les fortes concentrations entrainant
toutefois une saturation du signal nécessitant une dilution des échantillons.

L’ensemble de ce travail a fait 'objet d’'un poster présenté lors du congrés la Société

Américaine de Spectrométrie de Masse (American Society of Mass Spectrometry) en 2016.
Le contenu de ce poster est présenté dans les pages suivantes.
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1. Introduction

Forensic toxicological sample measurement can take two paths commonly referred to as
targeted and untargeted analysis. Targeted approaches on triple quadrupole platforms are
well established with MRM/SRM detection and quantitation for pre-determined lists of
compounds. For untargeted analysis, general unknown screening (GUS) acquires full scan
MS data to trigger MS/MS spectra at a broad range of collision energies above a predefined
threshold. This work describes the application of a nominal mass library acquired with certified
reference materials to screen and identify forensic toxicology samples in a routine clinical
laboratory. The LC-MS/MS method was designed to acquire MRM and scanning data with
polarity switching in a single data file. The MRM data was used to provide guantitative results
on commonly encountered target compounds and full scan data to help confirm identification.

2. Methods and Materials

Whole blood samples were spiked with a panel of the most commonly detected compounds
reported in toxicological screening. Among them included: psychoactive drugs
{antidepressants, anxiolytic drugs, antipsychotics), analgesic, antipyretics and anti-
inflammatory agents, antiepileptics. These samples were prepared by QUEChERS method
with the inclusion of ten intemnal standard compounds for quality control purposes. Data
acquisition was set to pos/neg Q3 scan with data dependant MS/MS in addition to MRM for a
panel of commonly encountered compounds.

UHPLC Mexera LC system LC-MS/M5 LCMS-B040
Analytical column ?_?iﬁkﬁﬁ"ﬂ_?m’aﬂ lonisation made Heated ESI
Column temp. 50°C Scan speed 30,000 u'sec
Injection cycle 5 pL inpection volume Polarity switching time 5 msec
Flow rate 0.3 mL{min MRM Dwell time 5 msec
Solvent A Water + 2mM ammanium formate -
- +0.002% formic acid Pause time 3 msee
ent B Methanol + 2mM ammanium formate
+0.002% formic acid Interface temp. e
Binary Gradient Time {mins) B Heating block 400°C
1.00 5 Desolvation line 250°C
2.00 40 Heating gas 10 Limin
10.50 100 Drying gas 10 Limin
13.00 100 Mebulising gas 3 Limin
13.01 5 CID gas pressure 250kFPa
17.00 Stop Interface voltage 4 kY

11-14.2 0.5 mLimin

C-M5/M5 method set up for simultaneows full scan and MRM data with polarity switching

Type Event Polarty Name | m/z Time (0-13mins)

G Scan 1 + Mass range 100-1000

Product lon Scan 2 + = CE:-10, 30.00-1000.00

Product lon Scan 3 + = CE: -35, 20.00-1000.00

Product lon Scan 4 + = CE: -50, 30.00-1000.00

G} Scan 5 - Mass range 100-1000

Product lon Scan a = CE: 10, 30.00-1000.00

Product lon Scan 7 > CE: 35, 30.00-1000.00

Product lon Scan | > CE: 50, 30.00-1000.00

MRM a - Metfiormin 130.10=71.10. 130:10=80.05, 130.10=85.05
MRM 10 + Paracetamol 152.05>110.10, 152.05=85.05. 152 05=83.10
MRM " + Levetimcetam 171.10=126.10, 171.10=154.10, 171.10=82.10
MRM 12 + Codeine 300.15=152.10. 300.15= 215.15, 300.15=185.15

Table 1. LC-MS/MS data acquisition conditions. The method included full scan and MRM data
acquisition in both positive and negative ion mode. Full scan data was acquired with three
collision energies to generate a broad range of fragment ions {(events 1-8; polarity switching
time Smsecs). MRM data was acquired for targeted analysis (events 10-35) and each MRM
event contained two reference ions. 10 internal standard compounds were also included in
the method.
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2-2. Spectral Library >1200 compounds

Each library spectrum was acquired by authentic standard flow injection at collision energies
10-55V. Compounds that ionised efficiently in more than one adduct state were saved
resulting in 1476 Library enfries from 1207 compounds (1278 positive mode, 229 negative
mode). Spectral Library information was registered for three collision energies comesponding
to CE 10, 35 and 55V. Optimised MRM fransitions were also determined for all compounds
together with retention time and peak area data ratio of response between quantifier and
qualifier transitions. RT analysis included internal standard compounds for relative RT
calculation. Compound information was populated including: CAS number, formula,

SYNonyms,

[Compouwnd CAS CAS lom Precursor Product Pre-bias CE PreBias RT (min)
ion ion Hote 1
G miz G@3miz a1 Q3
Ibwprofen 51146-56-6 C13H1802 [M-HJ- 205.10 16120 22.00 10.00 16.00 7.70
Ibwprofen 51146-56-6 C13H1802 [M-HJ- 205.10  146.30 10.00 10.00 18.00 7.70
Ibuprofen 51148-56-6 C13H1802 [M-H}- 20510 150.10 10.00  13.00 15.00 7.70
Ibuprofen 51148-56-6 C13H1802 [M-H]- 20510 131.00 10.00  17.00 12.00 7.70
Ibwprofen 51148-56-8 C13H1802 [M-H]- 20510 113.00 14.00 26.00 10.00 7.70
Levetiracetam 102787-28-2  CEBH14N202  [M+Hl+ 17111 128.10 -20.00 -15.00 -20.00 3.43
Levetiracetam 102787-28-2 CEH14M202  [M+H]+ 17111 15410 -19.00 -12.00 -23.00 3.48
Levetiracetam 102767-28-2 CEH14M202  [M+H]+ 17111 88.10 -19.00 -28.00 -2300 3.43
Levomepromazine 60-29-1 C10H2M4MZ0S  [M-HJ- 32047 10015 -1200 -21.00 -2200 7.83
Lewomepromazine 60-28-1 C10HMMZOS  [M-HJ- 32817 5805 -1200 -38.00 -1000 7.83
Levomepromazine 60-89-1 C1oHM4M205  [M-H]}- 32047 24205 -1200 -2200 -16800 7.83
Levomepromazine 60-89-1 C10H24M205  [M-H}- 32017 168710 1200 -81.00 -17.00 7.83
Levomepromazine 60-89-1 C10H24M205  [M-HJ- 32017 21010 1200 -33.00 -21.00 7.83

Table 2. The spectral library data base included full scan spectrum at three defined collision
energies and optimized MRM transitions for multi-targeted screening and quantitation.
Expected retention times commespond to the retention on a Biphenyl phase.

,e.cebutg|g|.|:i=. Benzoylecgonine-D3 Zolpidem Diazepam-D5
Sotalol-D6 Caffeine
‘ Quetiapine
Diazepam
Paracetamol
Mianserin-D3 Hydroeyzine
i Amisulpride ’ Alimemazine
[ ” Cetirizine
Desmetiyl
famitrazepam-04
Cyamemazine
‘ le'r:pra“ | ‘ ’i_ Levomepromazine
. N Proprancdol ‘ ‘ ‘ | |
Morphine-D3 Tramadal i | || | |
| | Lne'.~51|r3-:xetarr | | D12-Topiramate | Mianserin |N'3"'3329F’3'" |
|||||| [l oo ||II || uﬂl Inll | | | || Os@azepam R | ||
odeine | e
ATV AP | A AW A ST '
R N

a0 35 40 45 50 55 6.0 6.5 70 75 BO B.5 an min

Figure 1. A whole blood sample was spiked with a panel of drugs which are commonly
encountered in routine forensic toxicology and extracted using a QUEChERS method. The
triple quadrupole mass spectrometer acquired full scan and MRM data throughout the
analysis switching polarity with a speed of Smsecs. MRM chromatograms for the panel of
drugs (blue MEM chromatograms) and associated stable isotope labelled internal standards
{highlighted in red) are shown above.
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3. Results

3-1. Library searching

Library searches were performed on spiked blood at low and high concentrations. Each
collision energy acquired was searched against a library with search parameters set to search

with same precursor ion and collision energy.

Compound 1D _
Quetiapine M
Molecular Formulz
C21H25N3025 Y
CAS
111874-50-7

Quetiapine _"/"""-".I" . R4

e
CE 10V (N NNy |
Acquired spectium -

Quetiapine
CE 35V
Acguired spectrum

Quetiapine
CE 55V
Acquired spectrum

d.let apine
Library Spectrum
Merged spectrum

""E0 00 150 200 250 300 350 miz
Figure 2. Intensity triggered product ion
spectrum for quetiapine spiked into a whole
blood sample at a high level toxicological
sample (corresponding fo a concentration of
0.5mg/L). Product ion spectra are shown for
each of the three collision energies (10, 35
and 55V) together with a merged spectrum
and library spectrum (CE10-55V).

There are 4 spectral library databases;
Positive ion | Merged Spectra

Positive ion | 3 collision energies
Megative ion | Merged Spectra

Megative ion | 3 collision energies
Libraries can be searched individually or
collectively in automated search routines.

Compound 1D P
Levomepromazine

Molecular Formula
CIZHZMNIOS " \l
CAS

.-'KW"'H

60-00-1 b e g e
2809
o ., “x._\‘,,d
ntensity 7 026 : - 320
Levomepromazine
Low concentration QC
58 acquired Spectrum
W00 439 187, ;
o . [ |ggﬂ_i
- | jg7186 | 221
100
L]
Levomepromazine
Library Reference Spectrum
Merged spectrum CE10-55Y
324
Tryrrrrrrrrrrrr e
50 100 150 200 250 00 350
miz
ritensity 7 Def
. - 220
Levomepromazine
High econcentration QC
Acqguired Spectrum
58
2| el BT L T
i] | e7ie6 | 237 miz
100
BB
Levomepromazine
Library Reference Spectrum
Merged spectrum CE10-55V
329
50 100 150 200 250 300 350
mZ

Figure 3. Merged product ion spectra (CE '
10-55V) for levomepromazine spiked into
whole blood at a low concentration QC
(100ug/L) and a high concentration QC
(200ug/L). Both spectra result in a high
library match score despite the difference in
concentration levels.
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2-2. Quantitation

The method was designed to deliver robust quantitation data together with higher confidence
in compound identification using threshold triggered product ion spectra.

Megative lon . 70| Positive ion 104 Positive ion '
20] lpuprofen 4 Levetiracetam Levomepromazine
Matrix spiked calibration Matrix spiked calibration o Matrix spiked calibration
1] LowQC Emgill Low QC 100mgL Low QC 0. 1mg/L
High QC S0mglL I High GC 500mglL 204 High GC 0.78mgiL
12 (n=8 at each level} (n=a at each kevel) "1 (n= at each level)
15
0.8 Ibuprofen Levetiracetam Levomepromazini
R=0.891 2 R=0.998 o R=0.004
RT 7.711 mins RT 3.485 min RT 8124 min
04 MRM 205.10>161.20 MRM 50 MRM
171.10=126.10 3201510015
0.0

0
D 5 10 15 20 256 30 35 40 45 50 0D 50 100150200250300350400450500 0009020204 0508607080010
Concentration (mgL) Concentration (mgiL) Concentration {mgiL)

Figure 4. Calibration curve data for ibuprofen (negative ion mode, calibration range 2-50mg/L},
levetiracetam (positive ion mode, calibration range 5-500mg/L) and levoemepromazine (positive ion
mode, calibration range 0.05-1.0mg/L) spiked into whole blood and extracted using QUEChERS.

{af:n} ""I’_I';:’Y High (mg/L) [CV {area) “t;l"i't'“' Cal range
Toxic
5.0
100.0
50.0
0.1
0.5
1.0
0.5
15.0
05
05

e e i i & o B

e e e i el e b

-

Table 3. Reproducibility for 2 quality control levels spiked into blood (low and high level at mg/L
concentrations; n=5 for each level) for a panel of drug compounds.

4. Conclusions

Screening by GUS successfully identified spiked compounds at therapeutic and toxic concentrations
using generic LC and MS conditions with few exceptions.

This combined screening and MRM approach has been used, not only screen but also fo quantify
samples for toxicological screening and reduce false reporting by confirning compound
identification using spectral based library searching.

Future work will aim to validate a larger panel of compounds and determine which compounds are
suitable for routine GUS forensic and toxicological screening.

Disclaimer: The Shimadzu LCMS-8060 ig intended for Research Use Only (RUO). Mot for use in diagnostic procedures.

65



2) Evaluation de la méthode MTS

Dans cette étude, une méthode MTS comprenant 32 étalons internes deutérés et 90
composés dont des benzodiazépines, des dérivés de la cocaine (C), des dérivés
amphétaminiques (A), des opioides (O) et des anti-psychotiques a été développée. Cette
méthode a été comparée a deux méthodes MRM validées sur un systéeme LC-MS/MS
(modéle 8050) de Shimadzu, accréditées selon la norme 15189 et utilisées en routine dans
le laboratoire du CHU de Limoges : une dédiée a la quantification des « CAO » et une
dédiée a la quantification des benzodiazépines.

24 échantillons sanguins issus de l'activité de routine ont été extraits a l'aide de sels
QUEChERS et analysés a la fois sur le systeme LC-MS/MS modéle 8060 (méthode MTS) et
le systéme LC-MS/MS modele 8050 (méthodes MRM validées).

Dans les 24 échantillons de patients, 54 molécules ont été détectées. En terme de
guantification, la méthode MTS développé sur le 8060 présentait des résultats tout a fait
comparables a ceux de chacune des 2 méthodes de référence.
Ces travaux ont fait 'objet d’'une note d’application qui est présentée dans les pages
suivantes. lls ont également fait I'objet :

- d'un poster a 'ASMS (2016)

- d’'un poster a TASMS (2017)

- d'un poster a l'International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical

Toxicology (IADTMC 2017)
- d’une présentation orale au congres de toxicologie du CHU de Liége.
- d'un article dans LCGC The column (Mars 2018)
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M Abstract

A multi-residue assay was developed measuring 90 drugs of
abuse in addition to deuterated intemal standards (32
compounds). Compounds measured included benzodiazepines,
cocaine and related stimulants, amphetamines and opioids; in
addition antipsychotic compounds were screened for also. The
Multi-Targeted Screening (MTS) method was developed using
the Shimadzu Forensic & Toxicology method package
containing over 1200 compounds.

Blood samples were prepared by QUEChERS and measured by
MTS using a Shimadzu LCMS-8060 and results compared to
validated MRM analysis from a Shimadzu LCMS-8050. MTS
operates by acquiring data with 2 MRMs per compound with the
addition of threshold triggered product ion scan MS/MS at three
different collision energies. Each product ion spectrum is then
combined into a single merged spectrum for automated library
searching.

There are 2 clear advantages of acquiring MRM triggered
product ion spectrum data, the first is the higher confidence in
compound identification as a result of library searching and the
second is the quantitative data is near identical to a
conventional 2 MRM method. This approach was evaluated in a
routine clinical toxicology laboratory to detect and identify
compounds in unknown samples.

Keywords. Spectral Library; Reduced false negative
reporting; Toxicological screening; LCMS-8060; higher
specificity
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M Introduction

In forensic and toxicological environments, the increased use
of both illicit and legalised recreational drugs has created a
considerable challenge in sample measurement and LC-MS/MS
analysis. Increasing the scope and context of the assay also
increases the complexity of the assay and may compromise the
likelihood of false positve and false negative reporiing in
routine clinical toxicology. To minimize the possibility of false
defect reporting without compromising the accuracy, precision
and limits of detection, methods were developed to combine the
sensitivity of MRM detection with the identification power of a
full scan product ion spectrum. The method has the capability of
simultaneously using both precursor and product ion
information enabling precise, accurate guantitation and library
searchable compound identification. In a similar approach to
previously published methodologies®, threshold triggered
product ion scan evenis were included at three collision
energies (10, 35 and 55V) to create an absolute intensity
merged spectrum representing all three collision energies.

In this study, the method was designed not only to reduce false
defect reporting by using product ion scan library matching but
also considered the needs of a routine clinical toxicology and
forensic laboratory by taking into account sample preparation
and component separation across a diverse chemical space.

To develop a generic sample preparation method in clinical
toxicology analysis, QUEChERS (an acronym for “quick, easy,
cheap, effective, rugged, and safe”) were used. QUEChERS are
widely used in other application fields most notably food safety
and pesticide analysis, however, few studies have used this
approach in clinical toxicology. The method requires an initial
extraction of the blood sample with acetonitrile, followed by
liquid—ligquid partitioning using salts such as
MgSO,/MNaCliNaOAc. Component separation was also
optimized with a view to developing a single method capable of
resolving targets in four panels of compounds normally
measured in separate assays, these included cocaine and
related stimulants, amphetamines, opioids and
benzodiazepines in addition to complementary deuterated
internal standard compounds for select compounds. To quantify
and identify detect targets in the four test panels MS/MS
methods were developed using

To test the viability of this approach and to quantify and identify
targets in the four test panels, the MRM triggered product ion
spectrum acquisition method was applied to a series of patient
blood samples and compared against a validated LC-MS/MS
method using 2 MRM's for each target compound.

Figure. 1 MRM threshold triggered product ion scans acquired

at low, medium and high collision energies (corresponding to
10, 35 and 55V) are merged together to create a library

searchable spectrum for midazolam. This approach increases
the fragment ion information for each target and helps reduce

false defect reporting.
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News Table 1. LC acquisition parameters

H Experimental Liquid chromatography

UHPLC Nexera LC system
Patient blood samples were analysed from a diverse range of =Y

backgrounds commonly encountered in a routine pathology CEE R L E R G T

laboratory including emergency overdose, routine drug testing, 2.1mm)

driving under the influence of drugs (DUID) and samples Column 40°C

provided by patients undergoing psychiatric treatment. All blood temperature

samples were extracted using an established QuUEChERS Flow rate 0.3 mL/minute

based method?®?2. Solvent A 2 mmollL ammonium formate and

0.002% formic acid

100pL whole blood sample was added to 200 pl acetonitrile Solvent B 2 mmol/L ammonium formate and

containing intemal standard compounds. Samples were 0.002% formic acid in methanol

vortexed for ~5 seconds then incubated at room temperature = - -

for 10 min. 40mg of QUECHERS salts were added, samples BinaryGradient iimel(mins} ks

were then vortexed for ~5 seconds. Samples were then LT el

centrifuged (16,0009, 10min), 50Ul of supematant was 20 40

removed and added to 150 pL mobile phase A. Calibration 10.5 100

curves were prepared in the range 5 to 2000 pglL for 13.5 100

benzodiazepines, and 5 fo 500 pg/L for cocaine and related 13.51 5

stimulants, amphetamines and opioids. 17.0 Stop
Column 11-16.2 min 0.5 mL/min

Data was acquired to monitor a predefined MRM transition for conditioning

each compound. Once the MRM signal was above a set Injection volume 5L

threshold intensity of 10,000 counts, a series of altemating
product ion scans were acquired at three collision energies (10,
35, 55V) with an automatic exclusion for 3 seconds after 2
consecutive MS/MS scans. Product ion spectrum data from

Table 2. LC-MS/MS method used to acquire a library
searchable data

each collision energy was merged together to create a fragment LC-MS/MS MRM Spectrum mode
InfiehESinglE Spectrum for library searching. Mass spectrometry generating library
: searchable spectra
: Hydromorphone Compound Hydromorphone Target number of compounds 122 (including 32 ISTDs)
3.0 RT 3.712min Formula C17H19NO3
CAS 466-99-9 Pause time/dwell time 1 msec./3 msec.

[M+H]+ 286.14

oe Q:286.1 > 185.1, CE-29.0 S — p—

- R-286.1 > 1571 CE--40.0 Polarity switching time 5 msec
: Interface temperature 300°C
Heat block temperature 400°C

1.0 MRMtrigger Desolvation line temperature  250°C

: threshold
- 3
: Countx10 Nebulising gas 3 Limin
0 (2=esecccesces : Heating gas 10 Uimin
B R e R RN R | [ERN] 1 " R Dryi 10 L/'mil
30 32 34 36 38 4.4min RIS o
; Table 3. In the MS/MS method, each target compound
5
Intensity 5x10 28610 combined MRM and product ion scan acquisition’s. The
Product ion scan10Vv MRM threshold trigger was set to an intensity of 10,000
counts, above this threshold product ion scan data was
acquired. As one example, MS/MS acquisition parameters
237,-1 5 for hydromorphone and morphine-8-glucuronide are
shown below.
Intensity 1x10° 185.05
Product ion scan 156,95 MS/MS method
3sv 99119915, o “Acquisition time 1] 2.962-4.462 (mins
. “153.10 90.70 127.10 ‘ 11_’402 28595 Compound name Hydromorphone
40 10 Pl bl | 3N fOesse0 | Y E——— ﬂ P
Intensity 7x10¢ 198 9015195 e
Product ion scan MRM 36
55V 1145 Channel 1 CE:-290, 266.15>185.10
930 o065 ‘ 184.65 Channel 2 CE:-40.0, 286.15>157.10
L4657 | bl 234.30 Product lon Scan 37 CE=-10.0, 30.00:291.50
_ Product lon Scan 38 CE:-35.0, 30.00:291.50
Intensity 5x10° 286.10 Product lon Scan 39 CE:-55.0, 30.00:291.50
Product ion scan Merged
s 199.15 cq.llsrll time | ] 9?1_471 (mins)
. ; mpound name orphine
55.10 \ 128.00156.9485:05 21140 25580 — — rp =
3930 9070 |' | /226.95 MS/MS acquisition Acquisition parameters
) | A P A VPR AR AN mode
|IIII‘IIII|IIIIl\llI|IIII|I\II|IIII|IIII|IIII‘IIIIlIIIIlIIIIl
100 150 200 250 miz MRM 40
Figure 2. MS/MS acquisition data for hydromorphone. Above a Channel 1 CE=-31.0, 286.15>185.10
predefined MRM intensity threshold, product ion scans are Channel 2 CE:-45.0, 286.15>157.10
triggered acquiring scan data at different collision energies (10, Product lon Scan a1 CE-10.0. 30 00-467 20

35 and 55V). For library based identification, the production

scans from each collision energy are merged together. ERicHEH S oy 2 SEEIL ST T AT

Product lon Scan 43 CE:-55.0, 30.00:467.20
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Table 4. CAO compound summary: Library hit, accuracy and R2 for calibration standard 100 pgiL.

Compound Library Hit Accurac
y
(%)

Ecgonine methylester Ecgonine methylester 77 1.06 ? 0.9995
107.

Norephedrine Norephedrine 48 3.25 2 0.9967

Norpseudoephedrine Norephedrine 81 3.32 98.2 0.9999

Anhydroecgonine methyl ester Anhydroecgonine methyl ester 32 3.40 97.6 0.9925
102.

Morphine Morphine 74 341 = 0.9989
109.

Ephedrine Ephedrine 71 3.51 9 0.9992

Pseudoephedrine Pseudoephedrine 80 3.58 95.8 0.9997

Hydromorphone Hydromorphone 85 3.62 97.0 0.9956
103.

Methiopropamine Methiopropamine 82 3.68 2 0.9998
100.

Amphetamine Phenylpropylamine 82 3.70 1 0.9993

Methcathinone Methcathinone 93 37 93.3 0.9995
120.

Noroxycodone Noroxycodone 73 3.93 5 0.9949

Methamphetamine Methamphetamine 79 3.96 94.8 0.9981
110.

MDA MDA 76 3.98 3 0.9975
115.

Naloxone Naloxone 61 3.98 0 0.9960
110.

Dihydrocodeine Dihydrocodeine 76 4.09 9 0.9957

Naltrexone Naltrexone 77 4.11 99.8 0.9973

Ritalinic acid Ritalinic acid 84 4.21 98.2 0.9990
114.

Codeine Codeine 90 4.11 = 0.9948

Pholcodine Pholcodine 80 4.47 98.4 0.9940
108.

Oxycodone Oxycodone 71 4.20 1 0.9988

MDMA MDMA 89 4.24 92.2 0.9927

6-MAM 6-MAM 81 424 98.4 0.9972

Mephedrone Mephedrone 84 443 89.5 0.9989
104.

BDB BDB 82 4.45 0 0.9983

Norfenfluramine Norfenfluramine 94 4.51 93.9 0.9990
102.

MDEA MDEA 96 4.55 = 0.9987

Benzoylecgonine Benzoylecgonine 94 4.64 99.1 0.9985
112.

Hydrocodone Hydrocodone 75 4.52 0 0.9919

MEDB MBDB 97 4.74 96.4 0.9995
104.

Ethylmorphine Ethylmorphine 93 4.71 6 0.9998
101.

4-MTA 4-MTA 84 4.89 2 0.9980

M-CPP (meta-Chlorophenylpiperazine) M-CPP (meta-Chlorophenylpiperazine) 86 4.89 99.0 0.9969
103.

2-CB 2-CB 42 5.03 9 0.9993

Methylphenidate Methylphenidate 45 5.20 89.2 0.9977

Cocaine Cocaine 93 5.53 97.4 0.9997

2-Cl 2-Cl 83 5.53 91.9 0.9989

3,4-Methylenedioxypyrovalerone 3,4-Methylenedioxypyrovalerone 92 5.81 89.7 0.9983

Cocaethylene Cocaethylene 96 6.11 98.3 0.9998

Dextromethorphan Dextromethorphan 90 7.35 92.9 0.9897

EDDP EDDP 88 7.66 971 0.9990
100.

Methadone Methadone 90 8.32 4 0.9999
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Table 5. Benzodiazepine compound summary: Library hit, accuracy and R2 for calibration standard 100 pg/L.

Compound Library Hit Sl score RT Accuracy R2
(min) (%)
7-aminonitrazepam 7-aminoni am 96 5.27 95.3 0.9969
7-aminoclonazepam 7-aminoclonazepam 79 5.32 103.8 0.9986
7-aminoflunitrazepam 7-aminoflunitrazepam 95 5.99 99.8 0.9989
3-Hydroxybromazepam 3-Hydroxybromazepam 54 6.19 103.1 0.9994
Zopiclone Zopiclone 75 6.72 107.6 0.9992
Desmethylflunitrazepam Desmethylflunitrazepam 58 7.16 112.9 0.9988
Bromazepam Bromazepam 68 7.19 105.1 0.9969
Flurazepam Flurazepam 85 7.22 87.7 0.9974
N-desmethylclobazam N-desmethylclobazam 63 7.25 108.3 0.9972
Lorazepam Lorazepam 70 7.26 100.0 0.9997
3-hydroxy-flunitrazepam 3-hydroxy-flunitrazepam 61 741 118.8 0.9943
Oxazepam Oxazepam 63 7.44 102.9 0.9941
Clonazepam Clonazepam 62 7.46 922 0.9943
2-(2-amino-5-bromobenzoyl)pyridine  2-(2-amino-5-bromobenzoyl)pyridine 89 747 112.4 0.9961
Nitrazepam Nitrazepam 81 7.49 102.9 0.9996
Zolpidem Zolpidem 87 7.56 93.9 0.9990
Desalkylfluraze| Desalkylflurazepam 63 7.65 112.3 0.9852
Hydroxyalprazolam Hydroxyalprazolam 83 7.85 86.1 0.9985
Chlordiazepoxide Chlordiazepoxide 70 7.94 102.5 0.9993
4-hydroxymidazolam 4-hydroxymidazolam 64 8.07 91.3 0.95973
1-hydroxymidazolam 1-hydroxymidazolam 88 8.07 89.1 0.9967
Clobazam Clobazam 87 8.11 100.6 0.9990
Nordiazepam Nordiazepam 79 8.13 1124 0.9951
Flunitrazepam Flunitrazepam 83 8.23 100.7 0.9991
Lormetazepam Lormetazepam 80 8.25 97.3 0.9953
Estazolam Estazolam 88 8.30 104.3 0.9992
Triazolam Triazolam 85 8.33 99.1 0.9994
Temazepam Temazepam 76 8.40 104.5 0.9998
Ethyl loflazepate Ethyl loflazepate 86 8.49 100.3 0.9994
Alprazolam Alprazolam 97 8.53 112.1 0.9972
Midazolam Midazolam 96 8.94 94.2 0.9973
Diazepam Diazepam 92 9.07 96.1 0.9993
Clotiazepam Clotiazepam 94 9.49 90.5 0.9959
Tetrazepam Tetrazepam 90 9.62 90.0 0.9992
Loprazolam Loprazolam 76 9.68 97.3 0.9987
‘ “ | “ |
-
| | ‘
i ' |l
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Figure 3. MRM chromatograms for 35 Benzodiazepines (blue trace) separated in under 10min (Table 4 lists each benzodiazepine
in the test panel). The mobile phase composition was based on a previously published method with the aim of accommodating a
broad chemical space for both positive and negative modes of ionisation® (the orange trace includes the CAO compounds by

way of a comparison).
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Figure 4. MRM triggered product ion scan MS/MS data for morphine and hydromorphone extracted from blood samples using a
QUuECHhERS extraction protocol. The identification of isobaric compounds such as morphine and hydromorphone in blood
samples was confirmed by matching acquired product ion spectrum data with a reference library generated using certified

materials.
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Figure 5. Calibration curve data for morphine and hydromorphone extracted from blood samples (calibration range 5-500ug/L).
As the MS/MS method uses MRM triggered product ion scans the quantifier ion was used to generate the calibration curve for

target compounds.
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Figure 6. Insight software helps to accelerate data review-by-exception, in this case a reporting flag was enabled to filter drug
concentration when measured above a set value. MDA was identified by matching the merged product ion scan data and
retention time with a reference library of spectra and retention times (similarity score of 98; retention time variance of 0. 1minute
compared with the reference library).
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Figure 7. To help differing needs in data review the data browser can be simply changed to show or hide alternative data views.
In this blood sample, ecgonine methylester resulted in a similarity score of 96 with the reference library.
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LCMS-8060 MTS (ug/L)

W Comparison with conventional MRM
methods .

In Figure 9, 24 patient blood samples were analysed by both
MS/MS methods. For a number of patient samples more than
one target compound was measured resulting in 54 sample
points in the regression analysis. Regression analysis shows a
close agreement between both methods (slope=0.9996;
regression coefficient r2=0.99).
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Figure 8. Regression analysis comparing the results from
24 patient blood samples acquired using the LCMS-8060
MTS method with library searching to a conventional
LCMS-8050 MRM method. (Results reported from
compounds with complementary ISTD compounds using
internal standard calibration curve).

B Conclusions

A generic method was developed for clinical toxicology and
forensic analysis using a QUEChERS sample preparation
method, a single LC analysis and an MRM triggered product ion
spectrum acquisition method. The method was designed to
meet the needs of a routine clinical toxicology and forensic
laboratory by delivering a single approach to the analysis of a
diverse range of target panels which is not only cost effective
but also helps to reduce false defect reporting. By combining
product ion scan data and MRM data acquisition, the MS/MS
method results in higher confidence in compound identification
as a result of library searching with robust guantitative data.
Library identification added increased confidence to compound
identification in situations where reference ion ratios were
outside method tolerances or if concentrations measured were
below or above LLOQ or ULOQ.

When the same samples were analysed by different methods (a
conventional 2 MRM quantitative method compared to the MRM
triggered product ion scan approach) the quantitative results
were near identical (24 patient blood samples, 54 drug target
compounds in total, regression analysis resulted in a
slope=0.9996; regression coefficient r2=0.99).

This was implemented successfully to enable screening and
quantitation by MTS for a broadly targeted drugs of abuse
panel of compounds. Library identification added increased
confidence to compound identification in situations where
reference ion ratios were outside method tolerances or if
concentrations measured were below or above LLOQ or ULOQ.
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3) Application du kit micro-QUEChERS a I’analyse de produits stupéfiants

Dans cette étude nous avons testé et appliqué la méthode d’extraction du kit micro-
QUEChERS a l'analyse de 44 molécules parmi des dérives de la cocaine, des
amphétamines et des opiacés. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux de la méthode
de référence utilisée en routine au CHU de Limoges (extraction par les sels QUEChERS,
analyse avec un LC-MS/MS 8050) (26).

18 échantillons de patients (14 urines, 4 salives) ont été analysés par les deux procédures.
76 composés ont été détectés et quantifiés. La régression linéaire rapportait des résultats
satisfaisants avec un R?>0.98.

La répétabilité a été évalué a I'aide de deux contrbles qualité (une concentration faible et une
concentration intermédiaire) préparés dans le sang. Le coefficient de variation et la précision
étaient similaires entre les deux méthodes.

Le kit micro-QUEChERS permet d’éviter I'étape manuelle d’ajout des sels et donc de
diminuer le temps dédié a I'extraction.

Ces travaux ont été présentés sous la forme d’un poster :
- au congrés de TASMS en 2019.
- AT'European Association for Clinical Pharmacology and Therapeutics (EACPT 2019)
- A Forum labo (2019)
- A Euromedlab (2019)
Les pages suivantes rapportent le contenu de ce poster.
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1.Introduction

Extraction procedures using QUEChERS consist of manually adding salts to
the analyzed matrix, previously mixed in a polar solvent (acetonitrile, ACN).
This approach is largely employed for pesticides residues but also for multiples
classes of drugs.

In this study, we explored the performance of a QUEChERS extraction based
on a new pre-packed kit containing 100 mg of salts (Micro Volume
QUEChERS; MVQ) and compared it to a previously validated procedure,
routinely used in a clinical lab [1].

The example of an LC-MS method for the analysis of 44 Drugs Of Abuse
(DOA) using this new device is presented.

2. Methods and materials
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PRE-PACKED QUEChERS SALTS

QUEChERS tube : ready to use

The tube contains QUEChERS salts previously weight :
80 mg magnesieum sulfate (MgSO4)
40 mg sodium acetate (CH3COONa)

Step 1

1. Addinthetube: 2. Add sample :

+ 300 UL ACN 100 pL (whole
« 200 pL water blood,...)
Step 2

N d
Mix the solution with a vortex

Step 3

©

oo 7
Centrifuge the solution 3 slayers must be obtained :
at room temperature + ACN
(10 000 rpm, 10 min) «  Whole blood
+  water
Step 4

s '. FU:

Transfert  the LC-MS/MS analysis

supernatant
into a LCMS
vial

Sample preparation < 30 min

MANUAL PROCEDURE

Step 1

/

1. Add the sample 2. Add in the tube :

100 pL (whole + 200 uL ACN at -
blood) 20°C

Step 2

i } ‘
Mix the solution with a vortex

Step 3

Let the tube at -20°C during 10 min

Step 4 :

Add manually 40 mg QUEChERS salts

Step 5

&
= <

Centrifuge the solution
at room temperature

(10 000 rpm, 10 min) ° ACN

*  Whole blood

Step 6

/|e

Transfert the
supernatant
into a LCMS
vial

T~

LC-MS/MS analysis [1]

Sample preparation < 45 min

2 slayers must be obtained :
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3. Application to patients samples

The two procedures were applied to 18 real samples (14 urines and 4
oral fluids) from patients tested for DOA consumption.

79 molecules were detected by the two procedures : 6-acetylmorphine
(2), amphetamine (1), anhydroecgonine methyl ester (1),
benzoylecgonine (12), cocaethylene (4), cocaine (9), dihydrocodeine
(3), EDDP (4), ecgonine methylester (11), hydrocodone (2),
hydromorphone (4), MDA (3), MDMA (4), methadone (4),
methamphetamine (1), methylmorphine (5),morphine (7),
norbuprenorphine (2).

A regression analysis for concentrations measured from 3 to 500 pg/L
(LOQ and ULOQ of the method, respectively) reported a R? greater than
0.98.

450
y = 0.9188x - 0.5401

400 R2 = 0.9859
350

300
250
200
150
100

50

Concentration obtained with the pre-packed
QUEChERS salts(ug/L)

0 100 200 300 400 500
Contration obtained with the manual procedure (ug/L)

Figure 2 : Real samples with the pre-packed QUEChERS salts
and the manual procedure.
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4. Application to Internal quality controls (IQC)

Repeatability (n=6) was explored using 2 different whole blood IQC

containing 16 molecules at

low concentration (QC A) and

intermediate concentration (QC B). Similar CV and accuracy were
obtained for the 2 procedures.

. Pre-packed
Manual Extraction QUEChERS
Reference interval Ccv Accuracy CVv Accuracy
. CA 18.88 - 28.32 5.0 107.8 18 93.0
Amphet Q
mphetamine oCcB 55.52 - 83.28 5.2 104.5 3.1 91.9
) CA 19.04 - 28.56 2.9 1117 2.4 93.6
Methamphet Q
ethamphetamine - g 56.80 - 85.20 26 109.4 28 92.9
VDA QCA 18.32 - 27.48 12.0 113.4 3.2 99.9
ocB 56.00 - 84.00 47 106.1 35 91.0
VIDEA QCA 18.88 - 28.32 5.0 108.7 26 89.2
ocB 55.76 - 83.64 2.8 105.2 2.8 87.0
VDMA QCA 19.44 - 29.16 25 116.8 25 96.4
ocB 55.76 - 83.64 0.9 116.4 18 93.3
Mephedrone QCA 16.96 - 25.44 9.7 99.1 3.0 74.8
oCB 46.24 - 69.36 6.6 99.9 2.7 75.7
. QCA 11.68 - 17.52 16 102.1 1.4 95.0
c
ocaine ocB 59.96 - 85.44 2.6 103.4 3.0 90.7
. CA 22.88 - 34.32 2.1 1243 2.6 98.8
B | Q
enzoylecgonine - g 93.60 - 140.40 2.4 118.0 a6 95.0
Ecgoninmethylester  QCA 12.72 - 19.08 3.0 122.9 5.5 100.7
ocB 45.60 - 68.40 18 121.4 3.1 96.6
CA 10.72 - 16.08 16 104.4 2.8 98.7
Cocaethyl Q
ocaethylene ocB 52.72 - 79.08 17 102.2 3.0 92.3
: CA 7.76 - 11.64 9.8 139.4 5.2 100.7
Morph Q
orphine QoCB 56.32 - 84.48 25 115.6 8.6 87.8
Codeine QCA 7.52 - 11.28 42 113.0 10.9 97.3
ocB 53.12 - 79.68 2.6 115.4 45 96.8
. . CA 19.2 - 28.8 3.7 107.6 4.8 95.1
Dihydrocod Q
thydrocodeine " 5c g 54.00 - 81.00 25 1105 3.9 95.2
6-MAM QCA 8.08 - 12.12 6.6 1186 41 91.9
QoCcB 30.48 - 45.72 6.1 137.0 4.0 89.4
Oxycodone QCA 16.56 - 24.84 3.0 100.1 2.7 96.7
ocB 57.28 - 85.92 0.9 102.2 3.9 90.0
e | OOA TamE s @i Ao
Min-Max CV 0.9 -155 1.4-10.9
Mean accuracy 112.8 93.0

Table 1 : Repeatability study for the two procedures

Conclusion

Using the example of the preparation of samples for measurements of
DOA, this preliminary study suggests that the MVQ kit has the same
performance as the manual sample preparations based on QUEChERS
salts. It avoids weighing the salts and having to put them into tubes,
which obviously shortens the time required for extraction and

reduces possible human errors.

Reference

1. Dulaurent S et al. Anal Bioanal Chem 2016
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) Méthodes d’extraction automatisées

1) Evaluation de la méthode MRM-Spectrum mode : application a un panel de
substances illicites

L’objectif de ces travaux était a la fois de développer une méthode d’extraction automatisée
avec le CLAM-2000 et de tester la capacité du MRM-Spectrum mode a détecter et quantifier
un panel de molécules de la classe des stupéfiants.

De multiples méthodes de LC-MS/MS pour rechercher et identifier des molécules classées
comme stupéfiants ont été reportées (27-35). Pour ces méthodes, les préparations
d’échantillons peuvent étre basées sur une extraction liquide/liquide, une extraction en phase
solide (on-line ou off-line), une précipitation de protéines ou une extraction par les sels
QuUEChERS. Ces méthodes permettent d’obtenir une bonne sensibilité et des extraits
« propres » mais elles nécessitent toutes de multiples étapes manuelles.

Intuitivement, on comprend que I'élimination de ces étapes manuelles et 'automatisation
compléte du procédé de préparation des échantillons puisse étre un réel progrés. Diverses
méthodes d’extraction en partie automatisées ont été proposées, mais celles-ci nécessitent
toujours, au moins, un transfert manuel de I'extrait vers 'auto-sampler de la LC-MS (15-18).
C’est dans ce contexte gue nous avons développé un procédé entierement automatisé avec
le CLAM-2000. Le protocole d’extraction est celui décrit dans le paragraphe VIl « Choix des
méthodes d’extraction ».

Concernant les méthodes d’acquisition, celles proposées pour I'analyse des stupéfiants sont
généralement basées sur des méthodes MRM « classiques » avec le suivi de 2 ou 3
transitions par molécule. Des méthodes MTS ont également été proposées. Si ces deux
types d’approches ont permis de développer des méthodes aux performances tout a fait
acceptables, il est apparu évident que le mode d’acquisition MRM-SpM permettrait de faire
un bond important en terme de spécificité, puisque, comme nous I'avons décrit plus haut
(partie 2, paragraphe VII), ce dernier donne une information spectrale trés riche (multiples
transitions par molécule) acquise a des énergies de collision optimisées pour chaque
transition, tout en conservant la possibilité de quantifier les molécules.

Concrétement, ces travaux ont consisté a validé une méthode de recherche et dosage de 42
molécules dans le plasma.

Pour I'extraction et les paramétres de séparation chromatographique, nous avons utilisé les
conditions que nous avions optimisées a 'aide du mélange de référence de 23 molécules.
Une fois la vérification faite que ces conditions soient adéquates pour I'analyse du panel de
stupéfiants a étudier, la méthode a été entierement validée selon les recommandations de la
norme ISO 15189. Pour chacun des composés, tous les criteres d’acceptation ont été
atteints avec, notamment, des limites de quantification de 1 ou 5 ng/mL.

Une étude de robustesse a été réalisée pour évaluer le temps pendant lequel une droite de
calibration pourrait étre utilisée pour assurer une quantification acceptable. Autrement dit,
nous voulions estimer la fréquence nécessaire de calibration du systéme. Dans le cas d’'un
screening de plus de 200 composés, il parait difficile voire impossible de réaliser une droite
de calibration journaliére pour 'ensemble des composés. |l est donc intéressant d’avoir une
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méthode suffisamment robuste pour permettre I'utilisation d’anciennes droites de calibration,
acquises tout le long de la vie du systéme.

Pour se faire, deux contréles qualité comprenant chacun les 42 molécules a analyser ont été
guantifiés avec 12 droites de calibration préparées jusqu’a un 1 mois avant leur analyse. Le
biais et le coefficient de variation obtenus pour chacune étaient inférieurs a 20%, quel que
soit le délai écoulé entre la préparation de I'échantillon et I'acquisition de la droite de
calibration. Ce résultat suggérait qu’'une analyse puisse étre réalisé en urgence sans
calibration systématique du systeme.

Nous avons également analysé des contrbles qualité préparés a des concentrations
correspondant aux limites de quantification. Chaque composé était systématiquement
détecté et classé comme « Hit 1 » avec un score de similitude (SS) supérieur a 80 ; la
molécule classée en « Hit 2 » ayant généralement un score beaucoup plus faible. Ainsi, la
spécificité était significativement meilleure que celle obtenue avec les modes d’acquisition
classiques.

Les bonnes performances globales de la méthode ont été confirmées par I'analyse de 43
échantillons issus de patients qui ont été a la fois quantifiés avec la nouvelle procédure et
avec la méthode utilisée en routine au CHU de Limoges (extraction par les sels QUEChERS
et analyse avec une méthode MRM « classique »). Dans cette étude, 76 molécules ont été
détectées a la fois par la nouvelle procédure et la méthode de référence du laboratoire.
D’autre part, les concentrations mesurées étaient tout a fait comparables.

Ces premiers travaux ont montré que le MRM-SpM permet d’augmenter la spécificité tout en
conservant les capacités de détection et de quantification des méthodes MRM
« classiques ».

Ces travaux ont également démontré la capacité du CLAM-2000 a proposer des méthodes
entierement automatisées. L'intégration de ce dernier permettait ici de diminuer
significativement le temps nécessaire a la préparation des échantillons sanguins pour
l'analyse des stupéfiants : 45min (extraction par les sels QUEChERS) vs 9 min (extraction
par le CLAM-2000). L'ensemble de la procédure présentait €également une excellente
robustesse et ne nécessitait pas une calibration systématique pour pouvoir quantifier un
composé avec une précision acceptable. Ce dernier point paraissait trés intéressant dans le
cadre d’une utilisation d’'un couple CLAM-2000 / 8060 dans un laboratoire fonctionnant 24/24
7-7.

Ces travaux ont fait 'objet d’'une publication, présentée ci-dessous, dans Analytical and
Bioanalytical Chemistry (2018).
lls ont également fait I'objet :

- D’une note d’application Shimadzu

- D’un poster au congrés de 'ASMS 2018

- D’un article dans Magazine Chromatography today (Juin 2017)
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Abstract

For the analysis of drugs and pharmaceutical compounds in biological matrices, extraction procedures are typically used for LC-
MS/MS analysis often requiring manual steps in sample preparation. In this study, we report a fully automated extraction method
carfed out by a programable liquid handler directly coupled to an LC-MS/MS system for the determination of 42 components
(illicit drugs and/or metabolites) (plus 20 deuterated internal standards). The acquisition was performed in positive ionization
mode with up to 15 MRM transitions per compound, each with optimized collision energy (MRM spectram mode) to enable
qualitative library searching in addition to quantitation. After placing the sample tube into the system, no further intervention was
necessary: automated preparation used 50 pL ofblood or plasma with 3 uL of extracted sample injected for analysis. The method
was validated according to the requirements of 1SO 15189. The limit of detection and quantification was 1-5 ng/mL depending
on the compound. Stability experiments found that historic calibration curve data files could accurately quantify forup to 1 month
with less than 20% uncertainty. Comparison to a QuEChERS method was made using patient samples providing a regression
correlation B* = 0,98 between the two methods. This approach was successfully designed to support parallel sample preparation
and analysis therefore significantly increasing sample throughput and reduced cycle times.

Keywords Liquid chromatography - Mass spectrometry - Automated sample preparation - Drugs of abuse

Abbreviations Introduction

DOA  Drugs of abuse

15 Internal standard Opiates, amphetamines (including analogues), and cocaine
LLOD  Lower limit of detection are widely used drugs of abuse (DOA) and many laboratories
LLOQ Lower limit of gquantitation have developed LC-MS/MS procedures to identify and quan-
MRM  Multiple reaction monitoring tify these compounds [ 1-9]. Such measurements are needed in
ULOQ  Upper limit of quantitation multiple contexts within clinical and forensic toxicology (sus-
RT Retention time picion of overdose, monitoring of addicts, driving under the

influence of drugs (DUID), doping control, and abstinence).
To prepare biological samples prior to DOA detection, the
following approaches are cumrently used: liquid-liquid extrac-
tion [ 1], protein precipitation [9], off-line solid-phase extraction
59 Franck Saint-Marcow [3. 6], on-line solid-phase extraction (2D chromatography) [4,
franck saint-marcotx @ unilim. fr 5, 107, and *QuEChERS extraction™ (which consists of adding
salts to a matrix that is previously mixed in a polar solvent) [7,
Deparment of Pharmacology and Toxicology, Limoges University &]. Whichever the approach, multiple manual steps are still

Hospital, 2 avenue Martin-Luther King, 87042 Limoges, France necessary to prepare a sample. Intuitively, progress would come

?  Shimadzu Corporation, Manchester M17 1GP, UK from eliminating these manual steps and fully automating the
3 Shimadzn Europa GmbH, Albert-Hahn Strafie 6, process. The diverse approaches of automation of LC-MS/MS
47269 Duisbure, Germany analyses have been extensively reviewed by Vogeser and

‘a Springer
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Kirchhoof [11]. Many of these automated methods involve be-
spoke configuration of liquid handling components and cannot
be considered commercially available solutions except to high-
ly experienced method development chemists. Furthermore, the
automated liquid handling systems are configured to prepare
extracts onto a secondary sample carrier which is then manually
ransferred onto the autosampler of'the LC-system. An example
of an off-line automated method is by Bjork et al. in which 31
illicit and medicinal drugs and metabolites were quantified from
whole blood [12].

Mass spectrometry acquisition methods are generally
based on multiple reaction monitoring (MRM).
Conventional MRM methods with 2-3 fragment ion transi-
tions per compound are considered the gold standard produc-
ing good specificity and sensitivity [14, 15]. An altemative
approach is the multiple targeted screening (MTS) method:
only when a specific ion reaches a predefined threshold, this
MRM triggers MS/MS product ion scans at different collision
energies to enable confirmation of the compound identifica-
tion using library spectra. However, this approach does not
optimize the collision energies for each compound.
Furthermore, these methods do not eliminate false positive
or false negative results. Therefore, a better approach, such
as providing a higher number of MRM transitions for each
compound, has significant benefits because each transition
has optimized collision energies for each ion. lon intensities
from each transition are used to construct an MEM spectrum
that can be used to search against registered library spectra.

Here, we present a fully automated sample preparation pro-
cedure to measure a panel of DOA using multiple optimized
MRM transitions and acquired by MRM spectrum mode.

Material and methods
Chemicals and reagents

Table 1 reports the 42 compounds analyzed in the present study.
Norfenfluramine and meta-chlorophenylpiperazine (m-CPP)
were supplied by Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier
France). 4-Methylthioamphetamine (4-MTA),
benzodioxolylbutanamine (BDB), dextromethorphan, 2-
methylamino- 1-(3,4-methylenedioxyphenyljbutane (MBDB),
norpseudoephedrine, pholcodine, dihydrocodeine D5, 3.4-
methylenedioxy-methamphetamine (MDMA) Ds, 2.5-
dimethoxy-4-iodophenethylamine (2-CI), and buprenorphine
were supplied by Lipomed (Arlesheim, Switzerland). 3.4-
Methylenedioxypyrovalerone (MDPV), 4-bromo-2,5-
dimethoxyphenethylamine (2-CB), 6-monoacetylmorphine (6-
MAM), ritalinic acid, amphetamine, anhydroecgonine
methylester, cocaethylene, cocaine, dihydrocodeine, ecgonine
methylester, EDDP, ethylmorphine, hydrocodone,
hydromorphone, 3,4-methylenedioxy-N-ethvlamphetamine

ﬂ Springer

(MDEA), MDMA, methadone, methamphetamine,
methiopropramine, methylmorphine, methylphenidate, mor-
phine, naloxone, naltrexone, norbuprenorphine, noroxycodone,
oxycodone, mephedrone, 6-monoacetylmorphine D5, amphet-
amine Ds, benzoylecgonine D, ecgonine methy lester D, ephed-
rine D3, 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA) D5, MDEA
D, naloxone Ds, naltrexone D;, noroxyeodone D4, and oxyco-
done Dy were purchased from Cerilliant (Round Rock, TX,
USA). Benzovlecgonine, MDA, norephedrine, methcathinone,
cocaethylene Ds, cocaine Dy, methylmorphine Ds, and morphine
D were supplied by LGC Standards Molsheim, France.
Methanol was purchased from Carlo Erba Reactifs (Val de
Reuil, France). Formic acid, ammonium formate, and acetonitrile
were purchased from Biosolve (Dieuze, France). Pure water was
obtained using a Millipore Direct () purification system (Saint
Quentin en Yvelines, France).

Sample preparation

The extraction procedure was performed by an automated
sample preparation system: the CLAM-2000 (Shimadzu
Corporation, Mamne-la-Vallée, France) coupled to an LC-
MS/MS system (see below). Briefly, once the plasma or whole
blood sample was loaded onto the automated system, no fur-
ther human intervention was required. The plasma sample
could be either contained in an EDTA tube (5 or 7 mL) that
was centrifuged or in a secondary tube. The whole blood
samples were contained in EDTA tubes (5 or 7 mL).

The sample was automatically delivered to a tube contain-
ing a filter, to which reagents were added, mixed, and then
filtered. Precisely, 100 pL of acetonitrile was added to a
polytetrafluoroethylene (PTFE) filter vial (0.45 pm pore size)
previously conditioned with 20 pL methanol. Then, 50 pL of
plasma (or whole blood) and 10 pL of isotopically labeled
internal standards (IS 0.2 pg/mL in acetonitrile) were added.
The mixture was agitated for 120 s (1200 rpm) then filtered by
application of vacuum pressure (— 60 to —65 kPa) for 120 s
into a collection vial. Finally, 3 puL of the extract was injected
into the LC-MS/MS system.

LC-MS/MS conditions

The chromatographic system consisted of two Shimadzu LC-30
AD pumps (Nexera X2), a CTO 20 AC oven, and a SIL-30 AC-
MP autosampler (Shimadzu Corporation, Marne-la-Vallée,
France). Chromatographic separation was performed in a
Raptor biphenyl, 2.7 pm (100 = 2.1 mm LD.) column (Restek,
Lisses, France), using a gradient of (A) ammonium formate
2 mMA.002% formic acid buffer, and (B) methanol ammonum
formate 2 mM/0,002% formic acid buffer as mobile phase at a
flow-rate of 0.3 mL/min (0.6 mL/min 11-16.2 min to accelerate
column conditioning and equilibration), as follows: 0.00—
1.00 min, 5% (B); 1.00-2.00 min, 5 to 40% (B): 2.00—
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Table1 MRM transitions, retention times, and the total number of MEM transitions measured using MRM spectrum mode during the acquisition for
42 compounds and their 20 intemal standard compounds

Compounds Precursor ion Product ion Retention  Number
time (min) total of MRM
iz Q1 pre- Quantitation Reference ransitions
bias (V)
milz Collision Q3pre-  miz Collision 3 pre-
energy (eV) bias (V) energy (eV)  bias (V)
| 30800 —11.0 29085 —14.0 —130 27585 —24.0 =290 503 15
2C-B 26005 —100 24290 —120 —-11.0 22785 —-220 —230 458 15
i4-Methylenedioxypyrovalerone  276.15 —10.0 126,10 —14.0 —120 17500 —12.0 —-170 518 15
4-MTA 18210 —12.0 11710 -21.0 —110 16505 —120 —100 445 15
t-acetylmorphine 32835 — 120 16495 -390 —160  211.00 —27.0 —21.0 357 15
6-acetylmorphine-D3 33135 —240 16515 —430 170 21110 —27.0 —210 361 2
Amphetamine 13610 —10.0 91.00 —220 170 11905 —150 =200 342 g
Amphetamine-D35 141.10 —15.0 93.10 —180 170 12415 —14.0 —-130 342 2
Anhydroecgonine methyl ester 18210 120 11800 -23.0 -11.0 91.05 -29.0 =200 317 15
BDB 19410 —13.0 13500 -200 —-130 177.05 —12.0 =170 406 8
Benzoylecgonine 20015 —11.0 16805 —100 —16.0 77.00 —29.0 —13.0 457 15
Benzoylecgonine-D3 20315 — 140 17120 —200 —17.0 7705 —56.0 —13.0 457 2
Buprenorphine 46830 —16.0 54.95 —520 =200 39600 —41.0 =260 731 15
Buprenorphine-D4 47230 —13.0 59.10 —50.0 =220 8810 —350.0 —-160 713 2
Cocaethylene 3815 —2000 19600 —100 =200 76.95 —32.0 =300 549 15
Cocacthylene-D3 32115 —120 19925 -21.0 —-220 8520 —32.0 —160 549 2
Cocaine 30415 —11.0 18200 —100 —20.0 7695 —30.0 —20.0 494 15
Cocaine-D3 30715 —220 18515 190 =200 8525 —31.0 —150 494 2
Codeine 30015 —11.0 21500 —250 —220  151.95 —62.0 —280 356 15
Codeine-D3 30315 —14.0 21525 260 —200 18120 —37.0 —170 358 2
Dexromethorphan 27220 - 10,0 17100 —200 —-17.0 21505 —12.0 —140 643 15
Dihydrocodeine 30220 —11.0 19895 —33.0 —-19.0 12795 —64.0 -230 351 15
Dihydrocodeine-D3 30520 —150  199.15 —350 —-21.0 12830 —55.0 —250 3356 2
Ecgonine methy lester 20015 —120 18205 —180 —18.0 82.05 —26.0 —13.0 097 15
Ecgonine methylester-D3 203.15 — 140 18525 —180 —13.0 8520 —26.0 —300 097 2
EDDP 27820 — 100 2300 —170 —200  249.05 —13.0 —160 696 15
EDDP-D3 28120 —19.0 23430 —-31.0 —160 24935 —250 —170 695 2
Ephedrine-D3 16915 —17.0 15125 —140 —16.0 91.20 —33.0 —-17.0 328 2
Ethylmorphine 31420 —120 15200 —65.0 —140 16500 —42.0 —160  4.04 15
Hydrocodone 30015 —11.0 19895 -31.0 —200 12790 —359.0 —220 382 15
Hydromorphone 286,15 — 100 18500 —300 —19.0  157.00 —42.0 —150 324 15
MBDB 20815 —2000 13495 -60 =200 50.95 —60.0 —19.0 428 9
m-CPP 197.10 —12.0 11810 —34.0 =110 15400 —200 —150 438 15
MDA 18010 — 120 10505 -21.0 =220 163.05 —13.0 =160 366 15
MDA-DS 185.10 —13.0 110,15 220 —11.0 16815 —13.0 —180 364 2
MDEA 20815 —11.0 16300 —13.0 —150 10500 —25.0 —100 411 11
MDEA-D3 21315 —23.0 16315 —140 —300 10520 —28.0 —180 410 2
MDMA 19410 —13.0 16305 —150 —280 10505 —25.0 —180 384 12
MDMA-D3 19910 —21.0 16515 —150 —180 107.15 —25.0 —11.0 383 2
Mephedrone 178.10 —13.0 14505 -200 —140 16005 —15.0 —-100 399 15
Methadone 31020 — 180 31020 -8R0 -21.0 76.95 —30.0 =130 760 14
Methadone-D9 31920 —200 26825 —200 =200 10505 —250 =200 7.60 2
Methamphetamine 150.15 —10.0 91.00 —220 =200 119.05 —160 —210 363 8
Methcathinone 164.10 —30.0 13105 —21.0 —230 14605 —16.0 —300 343 13
ﬂ Springer
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Iable 1 (continued)

Compounds Precursor ion Product ion Retention  Number
time (min) total of MEM
iz Q1 pre-  Quantitation Reference ransitions
bias (V)
miz Collision Qipre miz Collision Q3 pre-
energy (eV) bias (V) enegy (eV) hias (V)
Methiopropamine 15610 —11.0 97.00 —23.0 =100 5SRO0 —12.0 =230 339 15
Methylphenidate 234.15 -20.0 B4.00 —RO =200 910 —46.0 =170 471 7
Morphine 286.15 — 100 15200 —60.0 =150 20100 -27.0 =200 311 15
Morphine-D3 28015 —14.0 15210 —590 =260 20115 —26.0 =210 313 2
Naloxone 32815 —12.0 31000 —-21.0 =210 21200 -39.0 =220 364 14
Naloxone-D3 333.15 —12.0 31520 -200 =220 258.10 —-29.0 =270 360 2
Naltrexone 342,15 —12.0 32405 -220 -150 27005 -28.0 —-280 375 14
Naltrexone-D3 34515 —160 32715 220 =230 27015 -28.0 =290 376 2
Morbuprenorphine 41425 —28.0 5490 —63.0 =240 2305 —50.0 —140 550 15
Maorephedrine 15210 —10.0 13405 —150 =130 11505 -250 —-11.0 302 11
Norfenfluramine 20410 —14.0 15900 -200 =150 10905 -40.0 180 416 15
MNoroxycodone 302,15 —11.0 19900 —-370 =200 19695 -26.0 =200 351 15
MNoroxycodone-D3 30515 —22.0 28715 —170 =200  190.10 —25.0 =200 356 2
MNorpseudoephedrine 152,10 —10.0 13405 —150 =130 11505 —-250 =110 312 11
Oxycodone 316.15 —12.0 29800 -200 =200 24095 -29.0 —-240 374 14
Oxycodone-D3 319.15 —-23.0  30L10 —19.0 —21 259.10 —26.0 =270 3793 2
Pholcodine 39925 —14.0 11405 -360 =110 38105 -250 180 320 5
Ritalinic acid 220,15 —14.0 g84.10 220 —14.0 5605 —44.0 =220 414 10

(Quantitative data was measured using quantifier ion and reference ion with ion ratio percentage tolerance of 20%. Additional MRM transitions were used

for ibrary identification

10.50 min, 40 to 100% (B); 10.50-11.00 min, 100% (B); 11.01-
13.50 min, 100% (B); 13.50-13.51, 100 to 5% (B); 13.51-
18 min, 5% (B). Oven temperature was set at 40 °C.

LC-MS/MS analysis was performed on an LCMS-8060
triple quadrupole mass spectrometer (Shimadau Comporation,
Marne-la-Vallée, France) used in positive electrospray ioniza-
tion mode. The interface parameters and common settings
were as follows: interface voltage: 1.5 kV: nebulizing gas
flow: 3 L/min; heating gas flow: 10 L/min; interface temper-
ature: 300 °C; desolvation line (DL) temperature: 250 °C; heat
block temperature: 400 °C; drying gas flow: 10 L/min, colli-
sion gas pressure 250 kPa.

Acquisition by MRM Spectrum mode

All compounds were measured by scheduled MRM, with up
to 15 transitions per compound throughout the entire sched-
uled window using 1 ms pause time and 3 tol0 ms dwell time.
The number of data points measured over a chromatographic
peak was greater than 10 for all compounds. All transitions
were collision enerngy optimized from authentic standard flow
injection analysis. Column separated analyses were integrated
and chromatographic peak apex intensity used to extract ion
intensities for construction of an MRM Spectrum. Sample

ﬂ Springer

MRM spectra were searched against in-house library spectra.
Library spectra were registered from fully optimized MRM
data which were chromatographically separated using authen-
tic standards. The screening library contained over 1000 reg-
istered compounds including compound class information,
retention time, and additional meta-data (formula, structure,
CAS number). Library searching was restricted to matches
within £ 0.5 min of the measured compound. Library search
result score was generated by measuring the difference of
intensity for a spectral peak at a given m/z value; the smaller
this difference, the greater the maitch enabling a similarity
index (SI) score to be generated using LabSolutions Insight
Screening software (version 3.1, Shimadzu Corporation,
Marne-la-Vallée, France).

Validation procedure

The laboratory of Phamacology-toxicology of the Limoges
University Hospital works toward accreditation by the
International Standards Organization (ISO) 15189 standard
{accreditation number: 8-2607). According to this accredita-
tion, the validation protocol and the set of acceptance criteria
were as follows:
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—  The intra-assay precision and accuracy (# =6) and the
inter-assay and accuracy (n =6) were assessed at lower
limit of quantitation (LLOQ; 1 or 2.5 or 5, depending on
the compound), 50, and upper limit of quantitation (ULOQ)
500 ng/'mL) after complete extraction procedure and anal-
ysis of six different spiked plasma samples (compound-
free human plasma) for each level. To assess the inter-
assay precision and accuracy, a set of calibrating samples
was analyzed each day for 6 days. The LLO(Q) was defined
as the lowest concentration of compound that could be
measured with both an intra-assay and inter-assay preci-
sion (CV%) and an accuracy (bias) less than 15%.

— Calibration standards were prepared by automatically
adding appropriate working standard solutions to
100 pL of plasma prior to extraction in order to obtain
concentrations ranging from 1 to 500 ng/'mL for all com-
pounds (6 levels, 1 or 2.5 or 5 depending on the com-
pound, 10, 50, 100, 200, and 500 ng/mL). Calibration
graphs of the compounds of interest-to-internal standard
peak-area ratios of the quantification transition versus ex-
pected compounds of interest concentration were con-
structed using a quadratic with 1/x or 1/x* weighting re-
gression analysis.

—  Recoveries were determined at two concentration levels
(LLOQ and 500 ng/mL) by measuring analyte/internal
standard peak area ratios and comparing values obtained
after extraction of pre-spiked plasma samples (n=6) to
blank plasma spiked at the correct concentration after
automated sample preparation (n=3).

—  The effect of dilution was investigated using samples
manually spiked at 1 50% of ULOQ) then re-analvzed after
two-, four-, and ten-fold dilutions. Precision CV and bias
were set less than 15% to successtull y validate.

—  The absence of carrvover was checked.

— Matrix agreement was tested for whole blood: the
intra-assay precision and accuracy were assessed by
preparing six replicates at LLOQ and at 500 ng/mL
in whole blood from six different individuals and cal-
culated with a calibration standard prepared in plasma.
Precision CV and bias were set less than 15% to suc-
cesstully validate.

—  Matrix effects were evaluated in whole blood and plasma,
for the 42 molecules. As previously published [#], six
different whole blood and plasma samples were tested.
In each case, potential ion suppression or enhancement
was tested by checking average peak intensity was within
15% for the molecule of interest within matrix (whole
blood or plasma spiked at 50 ng/mL) compared to that
obtained from Milli Q water/acetonitrile (1/2).

— A robustness study was performed to evaluate how long
acceptable quantitative accuracy could be provided by
historic calibration curve data files. Freshly prepared
quality control samples (5 and 50 ng/mL) were quantified

with freshly prepared calibration standards over a 4-week
period. Control sample data was first processed using
calibration standards prepared on the same day as control
samples and then re-processed using historic calibration
standard data files from up to 4 weeks old (n =12).

Application of the whole procedure to real samples

The whole automated sample preparation and LC-MS/MS
analysis was tested with 43 patient samples (plasma or whole
blood) comparing quantitative results from the developed
method and compared to a pre-existing validated method
using an LCMS-8050 system, using QuEChERS salts extrac-
tion method, routinely used in our lab [8]. The developed
method was measured by MRM spectrum mode, whereas
the LCMS-8050 system measured samples using a conven-
tional MEM method. Patient blood or plasma samples were
obtained from a diverse range of backgrounds commonly en-
countered in the laboratory including routine drug testing,
DUID, or emergency overdose.

Results

Automated sample preparation was performed in & min
followed by chromatographic separation of the DOA in about
9 min (with an additional 9 min for column wash and equili-
bration) with retention time from 0.97 min for ecgonine
methylester to 7.9 min for methadone. About 26 min were
needed to obtain the first result and then, extraction and sep-
aration were performed in parallel with the system producing
a result every 18 min. Mobile phase composition was based
on a previously published method with the aim of accommo-
dating a broad chemical space for both positive and negative
modes of ionization separating over 1000 compounds regis-
tered to the compound library [16]. A typical extracted ion
chromatogram for a plasma spiked at 100 ng/mL is presented
in Fig. 1. This work is part of a larger screening study in which
the gradient and mobile phase were optimized for additional
compound classes such as benzodiazepines, cannabinoids,
and barbiturates (data not shown). These compounds are later
eluting and require acquisition in both positive and negative
ion modes necessitating only a small amount of formic acid
additive to enhance peak shape but not suppress ionization in
negative mode. In the screening workflow, it is anticipated
that patient samples should only be analyzed once for speed
and efficiency in emergency situations. Although better sepa-
ration and sensitivity could be achieved with bespoke methods
for different compound classes, in toxicological screening
workflows frequently patient samples exceed ULOQ hence
the upper calibration level set to 500 pg/L. Careful consider-
ation was made in the compounds selected for this validated
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12500000
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Fig. 1 TIC of42 compounds quantified by MRM spectrum mode: calibration standard spiked concentration at 100 ng'mL measured in whole blood

method to ensure retention time separation of potentially
interfering compounds such as morphine (RT 3.11 min)
and hydromorphone (RT 3.24 min). Library identification
through coelution interference was not affected for the
compounds included in this work. Over 200 commonly
encountered illicit and medical compounds tested in blood,
plasma, and urine using an in-house spectral library
contacting over 1000 entries from chromatographically
separated compounds (data not shown). Study design was
a key element in this work to avoid scenarios coelution and
interference. Selectivity and specificity of the method was
developed during both MRM optimisation and chromato-
graphic separation. MRM optimisation was performed for
each compound by flow injection analysis with up to 15
transitions selected per compound with optimized bias
voltage for Q1 and Q3 and collision energy for each tran-
sition. Compounds were separated chromatographically
and transitions experiencing interference from coeluting
compounds or matrix effects were removed from the meth-
od file. Some compounds experienced very high sensitivity
on the LC-MS/MS system so, in order to quantify success-
fully, quantifier and reference ions were carefully selected
and in some cases collision energy de-optimized by — 5 V
in order to reduce signal intensity.

Table | summarizes the results of the optimization of
MRM transitions acquisition. Up to 15 MRM transitions
were obtained for a targeted compound. Each transition
had an optimized collision energy and the MRM spectrum
was extracted averaging ten points from the peak apex.
All transitions were scanned for 0.5 min around the ex-
pected retention time of each compound (schedule MRM),
except for norephedrine and norpseudoephedrine (1 min)
and pholcodine (0.8 min). MRM spectrum mode was used
for reliable compound identification as opposed to the
more conventional method of ion ratios, typically using
20% tolerance. This provided greater confidence at LLOQ
levels where ion ratio levels can become less reliable.
Codeine, for example, is typically measured using the
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reference ion m/z 300.15 > 165.00; however, in this work,
this transition fell outside of the 20% tolerance at 5 ng/
mL; however, accuracy and precision data of the quanti-
fier ion (m/z 300.15> 151.95) enabled LLOQ of 2.5 ng/
mL. The similarity index score for codeine at 5 ng/mL
was 95 with the next possible library identification being
hydrocodone with a score of 62. Preliminary data analysis
found similarity index scores lower than 80 which indi-
cated false positive identification of a compound.
Processing parameters for this method therefore set SI
80 as a threshold below which identification would be
invalid. In this work, the first reference ion was still used
in the conventional manner from which 20% tolerance
was required with all MRM transitions used for library
identification.

The results of the validation study are summarized in Table
2. Acceptance criteria were obtained for all explored parame-
ters. Conceming the intra-assay and the inter-assay precision
and accuracy, the CV values were less than 15%, except for
benzoylecgonine, cocaethylene, EDDP, and naltrexone for
which values less than 20% were reported at the LLOQ.
Using quadratic models, due to the large range of concentra-
tion (LLOQ to 500 ng/mL), with a 1/x or 1/x* weighting
regression, the correlation coefficients of the calibration
curves were higher than 0.99 for all the compounds.
Depending on the molecule, the lower limit of detection
(LLOD) and the LLOQ were set at 1. 2.5, or 5 ng/mL. The
LLOD is defined by accuracy within 80-120% and repeat
analysis CV <20% according to EMA guidelines (EMEA/
CHMP/EWP/192217/2009 Rev 1). Among the 42 com-
pounds, matnx effect was negligible except for EME. For this
compound, the mean ion suppression effectwas 16.4% (CV =
12%) in blood and 15.7% (CV =9.7%) in plasma. Dilution
tests also reported satisfactory results (accuracy and CV less
than 15%); though most analytes showed a bias around — 10%
for the tentfold dilution test

Figure 2 demonstrates virtually no loss in sensitivity by
acquiring data in MRM spectrum mode compared to
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Fig.2 Comparison between acquisition by MRM spectrum mode and standard 2 MRM of whole blood calibration standard concentration 100 ng/mL; a
ethylmorphine and b cocaine, demonstrate comparable sensitivity between the two different modes of acquisition

conventional 2 MRM per compound. The dwell time and
pause time for data acquisition were typically 3 and 1 ms
meaning maximum sample loop time was less than | s even
at the most intense region of overlapping compound elution
(3.4]1 min). At this time point, 220 MRM were measured
simultaneously, but still achieved an average of 20 data points
measured across a peak. Library identification achieved reli-
able SI scoring over 80 for all compounds at LLOK) always
achieving number 1 hit in a spectral library containing over
1000 compounds with number 2 typically scoring very low SI
score (Fig. 3).

Quantification of quality control samples (5 and 50 ng/mL)
with 12 historic calibration curves acquired up to I month be-
fore their injection produced accuracy vanation between 85 and
115% for 93% of the molecules at 50 ng/mL and 84% at 5 ng/
mL (maximum CV value was 13.0% for the control at 5 ng/mL
and 14.9% at 50 ng/'mL). Accuracy within 85-115% was ob-
tained for the quantification of the control samples with calibra-
tion curves acquired up to 1 month after the injection of the
controls. Within-batch maximum CV was 13.4% for the control
at 5 ng/mL (n=12) and 14.2% at 50 ng/mL (n=12) demon-
strating system stability over a 2-month period.

Biological samples from 43 patients were analyzed
using both the newly developed procedure and that rou-
tinely used in the lab. Nineteen different compounds were
detected in these patient samples (opiates, cocaine deriva-
tives, and amphetamines) corresponding to a total of 76
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data points in a regression analysis. When a compound
was positively detected with the validated reference proce-
dure, the sample was also analyzed on the new system
using the MRM spectrum mode method. A global agree-
ment in terms of quantitation of these compounds was ob-
served as illustrated in Fig. 4. We observed four cases with
significant differences (> +28D): 1 for benzoylecgonine
(but there was a good agreement between the 2 methods
in 11 other cases for this molecule), 1 for methylmorphine
{good agreement for 5 other cases), and 2 for ecgonine
methylester (good agreement for 12 other cases).

Discussion

We report the first fully automated LC-MS/MS analysis meth-
od for the detection and determination of DOA in blood with
the inclusion of library identification using MRM spectrum
mode. There have been numerous published methods for
assaying DOA by LC-MS/MS in biological matrices; howev-
er, these have been based on a variety of sample preparation/
pre-treatment methods [1-9]. They are based on LLE extrac-
tion methods [1], protein precipitation [9], off-line SPE
methods [3, 6], or on-line SPE methods [4, 5. 9]. These
methods provide good sensitivity and clean extracts but re-
quire many manual steps. On-line methods typically measure
plasma or serum necessitating sample centrifugation prior to
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Fig.3 Comparison of Library identification of cocaine measured in whole blood at a LLOGQ (1 ng/mL) and b ULOG (500 ng/mL)

analysis and have longer analytical run times compared to off-
line prepared samples. More recently, extraction with
QuEChERS salts has been proposed [7. 8, 13, 17, 18].
QuEChERS, an acronym for “quick, easy, cheap, effective,
mugged, and safe” was first coined by Anastassiades et al. for
the determination of pesticide residues in fruits and vegetables
[17]. This QuEChERS salt approach is significantly faster
than other approaches but still requires manual steps. The
implementation of automation for all or part of the analysis
process eliminates technical emrors made by manual prepara-
tion and saves time in the laboratory enabling technicians to
perform other manual tasks while the system performs the

analysis automatically. In the present study, we have devel-
oped a method to quantify illicit drugs in plasma where no
human intervention was necessary when the primary tube was
loaded on board the system. Sample preparation was synchro-
nized with the LC-MS/MS system resulting in no time being
lostwhile maintaining the ability to prepare the sample on-line
and direct injection immediately after preparation.

We used a novel spectral acquisition method that allows to
reconstruct a spectrum containing all the specific transitions ofa
molecule. Unlike other previously published approaches where
two or three collision energies were applied to all moleculesina
method using product ion scanning, we have optimized
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Fig. 4 Bland-Altman plot comparing the results of a pre-existing validated methed based on QuEChERS prepared samples (a) and the developed
approach with a fully automated sample prepamtion (b) in 43 patients samples. Difference is (a, b); Meanis (a, b)2
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collision energy for up to 15 transitions from a molecule. This
approach makes it possible to obtain extremely specific and rich
spectral information. Furthermore, no threshold triggering was
applied, so all MRMs were measured during the entire sched-
uled acquisition period therefore meaning even at very low
signal intensities an MRM Spectrum could be generated. By
using very fast dwell and pause times, the burden of measuring
additional MRM transitions did not alter the sensitivity com-
pared to the standard 2-3 transition approach.

According to the requirements of ISO 15189 accreditation,
we validated the specificity, sensitivity, and robusmess of this
method for the analysis 0f 42 DOA and we compared its perfor-
mance with that of another accredited method used in the labo-
ratory, in a panel of samples obtained from patients. Investigation
in to the system stability and robustness by repeat calibration
curve analysis demonstrated excellent reproducibility. With in-
clusion of spiked deuterated standards in unknown samples for
quality control purposes, we estimated our results could be quan-
tified with a reasonable uncertainty using a calibration curve
dating up to 1 month. In the case of emergency patient sample
analysis, quantifying a concentration from an unknown sample
to this level of accuracy with such speed may mean that lifesav-
ing reatment might be administered within a time frame not
nomally possible with conventional sample treatment and anal-
ysis. In the case that compounds are detected in an unknown
sample that require freshly prepared calibration curve standards,
new calibration samples would be prepared accordingly akin to
standard work flows.

Conclusion

We completed drugs of abuse analysis using a LC-MS/MS
coupled to an automated sample preparation system. The re-
sults showed the capability of this solution with good accuracy
and precision regardless of hydrophilicity-hydrophobicity of
the compounds. The accuracy and reproducibility support the
feasibility of an integrated and automated system for LC-MS/
MBS analysis. The simplicity of operation and the minimal user
involvement in the sample preparation process will help trans-
form high throughput laboratories by the combined automated
preparation and analysis process enabling time previously
spent on sample preparation to be used more efficiently.
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2) Evaluation de la méthode MRM-Spectrum mode : application a une méthode de
screening quantitative pour un panel de 245 composés d’intérét en toxicologie
clinique

Ces travaux avaient pour objectifs de développer une méthode de screening reposant sur
une extraction automatisée et permettant a la fois d’identifier et de quantifier, en une seule
analyse, des molécules d’intérét.

En toxicologie clinique, le screening aide le clinicien a expliqué l'origine d’une défaillance
neurologique (dont le stade le plus sévére est le coma), d'une défaillance respiratoire
(bradypnée ou tachycardie), d’'une défaillance cardio-circulatoire (tachycardie, bradycardie,
hypo- ou hypertension). En mettant en évidence la présence d'un ou plusieurs
xénobiotiques, le screening permet de comprendre l'origine de telle ou telle défaillance, et
permet d’aiguiller la prise en charge, notamment si un des toxiques présente une toxicité
fonctionnelle ou lésionnelle particulierement dangereuse (paracétamol et toxicité hépatique,
ou morphine et arrét respiratoire, par exemple).

Il est également important de comprendre qu’en toxicologie clinique, le screening est une
analyse permettant d’exclure la présence de toxiques particulierement redoutés. En d’autres
termes, le screening peut étre vu comme un outil utilisé pour s’assurer que tel ou tel
xénobiotique n’est pas présent, notamment ceux ayant une toxicité retardée (antidépresseur
tricycliques et toxicité cardiaque, par exemple).

Le laboratoire doit donc disposer d’'un screening, non seulement capable de détecter les
xénobiotiques usuellement responsables d’intoxications, mais de les détecter a des
concentrations relativement faibles.

Le plus souvent, une fois identifi€, le toxique doit étre quantifié par une méthode spécifique
(36-41). Un premier axe d’amélioration consiste donc a pouvoir identifier et quantifier au
cours d’'une méme analyse pour assurer une prise en charge du patient plus rapide et plus
efficace. Le deuxiéme axe qui permettrait également de réduire le délai de rendu de résultats
est l'automatisation de la méthode d’extraction puisque celle-ci peut étre longue et
fastidieuse pour les méthodes de screening.

Il n’existe pas de méthode universelle de préparation et la littérature rapporte soit de simples
dilutions, soit de la précipitation de protéine, soit du salting-out par les sels QUEChERSs, soit
des extractions en phase solide, soit des extractions liquide-liquide (42). Comme nous
'avons déja mentionné dans le chapitre précédent, des solutions en partie automatisées ont
également été proposées (15-18).

Concretement, dans cette partie de mes travaux, nous avons étendu la méthode développée
lors de nos précédents travaux (paragraphe lll.1 Evaluation de la méthode MRM-SpM :
application a un panel de drogues d’abus) a un panel bien plus large de molécules.

Nous avons appliqué les mémes parameétres a un panel de 245 composés connus pour étre
fréquemment rencontrés en toxicologie clinique. Parmi ces substances, nous avons inclus,
notamment, des anti-coagulants, des anti-dépresseurs, des anti-épileptiques, des anti-
psychotiques, des barbituriques, des benzodiazépines, des béta-bloquants, des diurétiques
et des drogues d’abus.

Comme pour le travail précédent, nous nous sommes efforcés a suivre les recommandations
de la norme 1SO 15189 pour valider la méthode. Nous avons également étudié en détail sa
robustesse et I'avons appliquée a un grand nombre d’échantillons réels issus de la routine
du laboratoire.
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Pour chacune des 245 molécules, nous avons vérifié la capacité d’identification de la
méthode a limite de quantification. Dans cette étude, nous avons observé que chaque
substance était proposée comme « Hit 1 » lors de la recherche en librairie avec un score de
similitude (SS) supérieur a 80.

Eu égard aux trés grandes différences de concentrations attendues parmi les 245 molécules,
trois ranges de calibration ont été définis lors de la validation afin de couvrir les
concentrations thérapeutiques et toxiques de chaque composé. La majorité des composés
ont rempli les critéres d’acception. Par exemple, les tests de répétabilité et de reproductibilité
ont rapporté que 97.5% des composés pouvaient étre quantifiés avec une imprécision
inférieure & 20 % (avec un CV également inférieur & 20%).

L’étude de robustesse a été réalisée sur le mélange de référence de 23 composés utilisé lors
du développement. Deux niveaux de contrdles qualités (CQ) (LLOQ et concentration
intermédiaire) ont été extraits et analysés avec des droites de calibration acquises jusqu’a 4
semaines avant leur analyse. Le biais moyen était compris entre 80 et 120% pour 'ensemble
des composés pour les 2 CQ. Le CV maximum était de 18,5%. De plus, aucune perte de
sensibilité et aucun décalage de temps de rétention n’a été noté pendant cette période.

L’analyse de 127 échantillons issus de patients a montré que lorsqu'un composé était
détecté avec une méthode quantitative de référence utilisé en routine dans le laboratoire, il
I'était également avec la méthode de screening. En termes de quantification, une étude de
régression linéaire a montré une excellente corrélation (Rz>0.96) entre les méthodes
spécifiques du laboratoire et la méthode de screening.

En conclusion, nous avons montré la capacité du MRM-SpM a identifier et a quantifier avec
une précision suffisante des « molécules de premiere ligne » de toxicologie clinique, en une
seule analyse, tout en conservant une sensibilité suffisante. Sa principale limitation est
inhérente aux méthodes de screening ciblé : «la méthode ne détecte que ce qu’elle
cherche ». Nous avons donc choisi un panel représentatif de la routine hospitaliére.

Le mélange de référence peut étre utilisé pour la qualification journaliére du systéme
(sensibilité et temps de rétention) et des droites de calibration historique permettent
d’estimer avec une précision acceptable la concentration. Ceci permet un gain de temps
important, car peut éviter une calibration systématique en cas de détection d’'une molécule.
Enfin, 'automatisation de I'extraction permet également de simplifier et d’accélérer le rendu
de résultats.

Tous ces éléments permettent de disposer d’'une méthode de screening de premiére ligne
pour un laboratoire travaillant 24/24 7-7.
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- D’un poster a Euromedlab 2019
- D’une communication orale au congrés Mass Spectrometry and Advanced in Clinical
Lab (MSACL 2018)
- D’une communication orale au congrés Shimadzu clinical day Benelux (2019)
- D’une communication orale au congrés Novergian Society of Mass Spectrometry
(NSMS 2019)
- D’une communication orale au congrés London Toxicology Group 2019

96



First-line Toxicological Screening with Fully Automated
Extraction

Tiphaine Robin' : Souleiman El1 Ba.l.ld}il; Sylvain Dulaurent* : Pierre Marquetl; Franck Saint-Marcoux'

(1) Department of pharmacology, toxicology and pharmacovigilance, Limoges Umiversity Hospital, France

Running title: Fully automated LC-MS-MS screemng

Corresponding author :

Franck Saint-Marcoux

Department of pharmacology. toxicology and pharmacovigilance
Limoges Umversity Hospital

France

Tel: +33555056143
Fax: +33555056162
franck saint-marcoux(@unilim fr

© The Author(s) 2020. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For

Permissions, please email: journals.permissions(@oup.com

Iwepese ) sdyy Wwoly papec|umad

0Z0Z AInr #0 uo Jesn pueBug man jo Aysiealun Aq LZ6E98S/SL0ERNAARIEB0L 0 LIopAoesqe-2olefelwoa dno

97



Abstract

Background: In clinical toxicology. laboratories need screening methods allowing
unambiguous identification of the compounds in a short turnaround fime to either confirm or
exclude the hypothesis of drug overdose, or poisoning with a toxicant.

Methods: We developed a fully automated screening procedure designed fo identify and
quantify in a single run 245 compounds of interest in clinical toxicology. Sample exiraction
was carried out by a programmable liquid handler directly coupled to a liquid
chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) system. Data acquisition was
performed in the positive and negative ionization modes with up to 15.multiple reaction
monitoring (MRM) transitions per compound, each with optimized cellision energy to enable
both qualitative library searching and quantitation. The methodwas validated according to the

ISO 15189 requirements and was applied to real patient samples (n=127).

Results: The 15 MRM transitions per comipound provided higher confidence for the
identification of all the compounds.The,quantitative method was fully validated with
satisfactory intra- and inter-assay,imprecision and inaccuracy with CV% lower than 20%. For
only 9 molecules. impreeisioniand inaccuracy were relatively high but never exceeded 31.7%.
Comparison with dedicated quantitative methods using conventional MRM monitoring
performed using 127 patient samples (n=175 pairs of measured concentrations) showed
excellent comrelation (R? = 0.96). A robustness study showed that calibration curves prepared
forup-te'one month yielded uncertainty < 20%. Retention times ranged from 0.89 min for
metformin to 9.72 minutes for difenacoum. The automated sample preparation required 8

minutes and was followed by 10 min chromatographic separation.
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Conclusion: This first-line screening procedure yields high confidence in compound detection
and should be useful in core labs facing clinical toxicology situations where rapid and reliable

results are needed.
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Introduction:

Screening methods for compounds of interest in clinical toxicology have been
historically employed as first-line analysis to either confirm or exclude the hypothesis of drug
overdose, or poisoning with a toxicant. Nowadays, liquid chromatography (LC) coupled to
mass spectrometry (MS) or tandem mass spectrometry (MS-MS) is a well-established and
widely used technique in this field (1-6).

For a screening dedicated to clinical toxicology using LC-MS-MS, labs ¢an cheose
between targeted and untargeted. The main advantages and drawback of these tworapproaches
have been reviewed in detail elsewhere (7). Actually, when using low resolution mass
spectrometry (MS), untargeted screening generates information-rich product ion spectra (PIS)
by selecting the most intense ions from the full scan MS data to fragment them and screen the
product ions in the third quadrupole, a concept often called general unknown screening (GUS)
(7, 8). The obtained PIS can be searched against libraries of reference mass spectra. GUS is an
untargeted method that needs no prior information about the precursor ion, hence no pre-
selection of the analytes of interest. which may be ideal for clinical toxicology. Its weakness
is that the PIS cycle time can‘be long as compared to multiple-reaction monitoring (MRM).
Fast eluting compounds with medium to low intensity may also be missed, increasing the risk
of false negative results. Targeted screening with low resolution systems, also known as
multi-targeted screening (MTS) is typically based on the survey of a limited list of MRM
transitions, specific for targeted compounds. and the generation of PIS whenever one of these
MRM transitions is detected. The targeted MTS method is restricted to a predefined list of
compounds but is more sensitive than GUS. However. it can also lead fo false negative results
as it is dependent on MRM intensity thresholds to trigger PIS acquisition. Screening
techniques based on the sole MRM mode also bear the risk of mistaking isobaric compounds

(9). Consequently. guidelines have proposed to monitor at least 2 or 3 ion transitions per
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compound and use their relative ratios for positive identification (10, 11). However,
measuring such ion ratios from trace to toxic concentrations is challenging and generally
requires loosening the acceptance criteria (12). In a previous work on 42 drugs of abuse. we
proposed a new paradigm based on the acquisition of up to 15 optimized ion transitions for
each compound, to improve compound identification confidence (73). With this approach, no
threshold triggering was applied, so that all transitions were measured during the entire
scheduled acquisition period.

With regards to the rapidity needed to report results in clinical toxicology, saniple
exfraction may be a limiting step. There is no universal extraction procedure for human
samples prior to screening analysis and literature broadly reports the use of simple dilution.
protein precipitation. solid-phase or liquid-liquid extraction andsalting-out extraction (74).
Most recent extraction procedures involving any automated step of sample preparation were
extensively reviewed by Vogeser and Kirchhoff73§). Zheng et al (16). Prabhu and Urban (17)
or Wei (18). Off-line automated extraction offers'a-wide range of possibilities. but they are
not, by definition, 100% automated as the extracts need at least to be transferred into the
autosampler. Several online sample exfraction strategies have been used, including online
solid-phase extraction (SPE).turbulent flow chromatography, online dried blood spots (DBS)
and online immunoeaffinity extraction (18). They allow very high throughput analysis but
require complex systems that generally lack flexibility, implying that one system is generally
dedicated to a sinigle type of analysis. In this context, we published the LC-MS-MS
measurement of drugs of abuse using fully synchronized, on-line sample preparation where no
human intervention was necessary after the primary tube was loaded on the system (13).

After identification using a screening method, quantification using specific methods is
often necessary in a second time to assess the severity of intoxication. This obviously

increases the turnaround time and has an impact on patient care. Therefore. a method able to
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both screen and provide a good estimate of the concentration for compounds most often
involved in clinical toxicology cases is the next goal to achieve. In the present study, our
objective was to develop a targeted and quantitative screening procedure designed for clinical
toxicology. combining fully automated sample preparation and LC-MS-MS analysis. The

procedure had to be developed for a large panel of compounds selected based on their

relevance to. and occurrence in. clinical toxicology. including anticoagulants. antidepressants:

antiepileptics. antipsychotics. barbiturates. benzodiazepines. beta-blockers, diuretics‘and

drugs of abuse.

Material and methods:

Chemicals and reagents:
Table I reports the 245 compounds analyzed inthepresent study and the 11 internal standards

included in the method.

The compounds were supplied either by Sigma—Aldrich (Saint-Quentin Fallavier. France),
Lipomed (Arlesheim. Switzerland), LGC Standards (Molsheim. France) or by Cerilliant
(Round Rock. TX. USA). Methanol was purchased from Carlo Erba Réactifs (Val de Reuil.
France). Formic a¢id.;ammonium formate and acetonitrile were purchased from Biosolve
(Dieuze, Franice). Pure water was obtained using a Millipore Direct Q purification system

(Saint-Quentin-en-Yvelines, France).

Samiple preparation:
Exiraction was performed by an automated sample preparation system, the CLAM-2000
(Shimadzu Corporation, Marne-la-Vallée, France). coupled to LC-MS-MS. Briefly. once the

primary tube was loaded onto the automated system. no further human intervention was
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required. Blood could be contained either in an EDTA tube (5 or 7 mL), which was then

centrifuged by the CLAM-2000, or plasma in a secondary tube.

Once on frack, plasma was automatically pipetted in a pre-conditioned fube containing a filter,

to which reagents were then added. mixed and filtered. Precisely: 100 uL of acetonitrile was
added to a PTFE (polytetrafluoroethylene) filter vial (0.45 pm pore size) previously
conditioned with 20 puL. methanol. Then, 50 pL of plasma and 10 pL of isotopically labelled
internal standards (at 20 mg/L for phenobarbital-ds, 10 mg/L for topiramate-d;, arid 0.2 mg/L
for atenolol-ds, benzoylecgonine-ds, clonazepam-d4, diazepam-ds, haloperidol-ds smianserin-
d;, morphine-d; and THC-COOH-d; in acetonitrile) were added. The mixture was agitated for
120 seconds then filtered by application of vacuum pressure (—60:to=65-kPa) for 120 seconds

into a collection vial. Finally, 3 pL of the extract was injected in the LC-MS-MS system.

LC—MS-MS conditions.

The chromatographic system consisted of two Shimadzu L.C-30 AD pumps (Nexera X2), a
CTO 20AC oven and a SIL-30 AC-MP autosampler (Shimadzu Corporation, Marne-la-
Vallée. France). Chromatographic separation was performed using a Raptor biphenyl. 2.7 pm
(100 « 2.1 mm I.D.) column'(Restek, Lisses, France). and a gradient of (A) water containing
ammonium formate2 mM/0.002% formic acid buffer. and (B) methanol containing

ammonium feimate 2>mM/0.002% formic acid buffer as mobile phase at a flow-rate of 0.3

mL/min/(0.6 mE/min from11 tol6.2 min to accelerate column conditioning and equilibration).

as follows: 0.00—1.00 min, 10% (B): 1.00-2.00 min, 10 to 40% (B): 2.00—10.50 min, 40 to
100% (B): 10.50—-11.00 min. 100% (B): 11.01-13.50 min. 100% (B): 13.50-13.51. 100 to 5%
(B): 13.51-18 min. 5% (B). Oven temperature was set at 40°C.

LC-MS-MS analysis was performed on an LCMS-8060 triple-quadrupole mass spectrometer

(Shimadzu Corporation. Marne-la-Vallée, France) used in the positive and negative
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electrospray ionization modes. The interface parameters and common settings were as
follows: interface voltage: 1.5kV: nebulizing gas flow: 3 L/min: heating gas flow: 10 L/min:
interface temperature: 300°C: DL (desolvation line) temperature: 250°C: heat block

temperature: 400°C: drying gas flow: 10 L/min, collision gas pressure 250 kPa.
MS Acquisition:

All compounds were measured in the MRM “Spectrum mode™, which involves monitoring up
to 15 transitions per compound throughout the entire scheduled window using 1/ ms pause
time and 1 to 30 ms dwell time (Table I). The number of transitions depesrids'on the chemical
structure of the molecule and all transitions are collision-energy optimized using authentic
standard flow injection analysis. Column-separated analyses were integrated and
chromatographic peak apex intensity used to extract ion intensities for construction of the so-
called “MRM Spectra”. Sample MRM Spectra were sedarched against inhouse library specira,
constituted of fully optimised MRM data from ¢hromatographically separated authentic
standards. The inhouse library included’eompound class information. retention time and
additional meta-data (formula, structure, CAS number). Library searching was restricted to
matches within +/- 0.5 mindetention time of the measured compound. The library search
result score was generated-by measuring the difference of intensity of each transition in a
spectral peak. the smaller this difference the greater the match enabling a similarity index (SI)
score to be-generated by LabSolutions Insight Screening software (version 3.1, Shimadzu

Corporation.-Marne-la-Vallée, France).
Validation procedure:

The validation protocol followed the EMEA guidelines (70). Additionally, the laboratory of

Pharmacology-toxicology of the Limoges University Hospital has been accredited according
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to the International Standards Organization (ISO) 15189 standard (accreditation number: 8-
2607).

Calibration model/linearity: Three calibration ranges were used depending on the family of

compounds. Calibration standards were prepared by automatically adding appropriate
working standard solutions to 100 puL of plasma in order to obtain concentrations ranging
from 5 to 1000 ng/mL (5. 10. 50, 100, 200, 500 or 1000 ng/mL). from 50 to 5000 ng/mI+(50.
100. 500. 1000, 2500 and 5000 ng/mL). or from 1000 to 50 000 ng/mL (1000, 2000.'4000,
10 000, 20 000 and 50 000 ng/mL). Calibration curves were constructed using quadratic
regression analysis with 1/x or 1/x? weighting.

Limit of quantification: The lower limit of quantitation (LLOQ) was defined as the lowest

compound concentration that could be measured with infra-assay.and inter-assay imprecision
(CV2%). and inaccuracy (bias) all < 20%. For medicines in\particular, the concentration ranges
usually observed in patients given therapeutic doses,and the minimal toxic concentrations

were a priori explored to help define a suitable LLOQ (19-22).

Accuracy and precision: The intra-agsay precision and accuracy (n = 6) and the inter-assay
precision and accuracy (n = 6) were assessed at LOQ. intermediate concentration and ULOQ
after extraction and analysis of six different plasma samples (compound-free human plasma)
spiked with workingsolutions of compounds of clinical toxicology interest at each level. To
assess the inter-assay precision and accuracy, a set of calibration standards was analysed each
day for 6 days.

The effect of dilution was investigated using samples manually spiked at 150% of ULOQ then
re-analyzed after 2, 4 and 10-fold dilutions with blank human serum.

Carry-over: According to EMEA guidelines (10) carry-over was accessed by injecting blank

samples were systematically injected after the calibration standard at the upper limit of

10
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quantitation (ULOQ) to evaluate the carry-over effect. should not be greater than 20% of the
LLOQ for the analyte and 5% of spiked amount for the internal standard.

Selectivity: was tested by analyzing 6 different blank plasma and checking that interferences
had a response less than 20% of the LLOQ for the analytes and 5% for the internal standard.
Matrix effect: It was assessed for the 245 molecules. Six different plasma samples were
extracted and then spiked at an intermediate concentration of all molecules. Pure standard
solutions were prepared at the same concentration in water/acetonitrile (1:2). Potential ion
suppression or enhancement was tested by checking that the average peak intensity in'the
matrix was within 20% that of the pure solution.

In order to verity that co-eluting analytes did not influence each pother’s analytical signal,
quantification was performed with 6 mixtures (M1 to M6) containing at least 50 compounds.
In each mixture, multiple compounds with very closeser siniilar retention times were selected.
Additionally. in cases where significant ion suppression or enhancement was suspected.,
molecules were injected alone and with coelutingmolecules at intermediate concentration to
compare average peak intensities.

Recoveries: Recoveries were determingd at three concentration levels (LLOQ. intermediate
concentration and at ULOQ) by measuring analyte / internal standard peak area ratios and
comparing values ebtained after extraction of pre-spiked plasma samples (n = 6) to blank
plasma spiked at the correct concentration after automated sample preparation (n = 3).

Robusiness study: As the preparation of several calibration points containing 245 molecules at

every.batch run is hardly feasible in routine settings, a robustness study was performed to
evaluate the stability of the system in terms of retention time, sensitivity and calibration
stability. The aim was to assess how long acceptable quantitative accuracy could be
maintained using calibration curves acquired in the previous days or weeks. The study was

based on a reference mix of 23 compounds distributed throughout the chromatographic

11
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separation times and chemical characteristic (Table II). Spiked samples freshly prepared in
blank human matrix at the LOQ and the intermediate concentration were quantified using

historic calibration standard data files obtained for up to 4 weeks before (n=9).

Application of the whole procedure to routine patient samples:

Patient samples were obtained from a diverse range of backgrounds commonly encounteredin
the lab. Using 127 such samples. the new procedure was tested by comparing its quantitative
results to those of pre-existing. validated quantitative LC-MS-MS methods routinely used in
our lab (i.e.. methods dedicated to one compound or one class of compounds). The screening
method employed the MRM Spectrum mode whereas the others were-operated in

conventional MRM modes (23 transitions per compound).
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Results:

Sereening and identification:

Library identification achieved reliable SI scoring (>80) for all compounds when spiked in
plasma at LLOQ and in the M1 to M6 solutions. The correct result was always ranked first,
whereas the second best hit typically yielded a very low SI score. Table I reports the MRN
transitions used (with optimized collision energy for each) from which the MRM spéectium
was reconstifuted by averaging ten points around the peak apex. All transitions were

measured for = 0.25 min to 0.5 min around their expected retention time {schedule MRM).

Figure 1 reports spectra obtained from a plasma spiked with four molecules-at the LLOQ.

Quantitative method validation:

The results of the validation study are available in a supplemental data files (Tables S1 and
S2). Intra-assay imprecision (CV%) was lowenthan 20% at the LLOQ for 236 molecules.
However. for 9 molecules (i.e.. 3.7% ofithecases) it was greater than 20% at the tested LLOQ
(maximum value was 28.8% for lamotrigine). For intra-assay and inter-assay imprecision
(CV?%) and inaccuracy (bias), 97.5%0f the tests reported values less than 20%. In rare cases.
where expected valuestwere not obtained. imprecision and inaccuracy never exceeded 31.7%.
The acceptance criterfaswere fulfilled for recovery. dilution, carry-over and selectivity testing.
Matrix effect was noticed for only 12 molecules at 15-20% and was more pronounced for
only.4 melecules at 20-25% (amoxapine, atenolol, clotiazepam, labetalol and norclozapine).
Examination of the peak areas and area ratios in presence of co-eluting molecules also gave
satisfactory results. In Figure 2, we report typical examples of coeluting molecules injected at
intermediate concentration: 3.4 MDPV coeluates with 10-OH carbamazepine while

paroxetine coeluate with desipramine.

13
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The possibility of measuring the plasma concentration of the detected compounds using
historic calibration curves gave satisfactory results with calibration curves acquired up to one
month before (n = 9 calibration curves over the period). The results of this study are given in
Table II. Accuracy varied between 80 and 120% for 100% of the molecules spiked at their
LLOQ or at an intermediate concentration. and the maximum imprecision CV% was 18.2%.
Additionally. no loss of sensitivity was noted over one month and the retention times wete

stable within their scheduled MRM timeframe for all compounds.

Application of the whole procedure to routine patient samples:

The analysis of 127 clinical samples received as part of our routine hospital-activity showed
that when a compound was positively detected with a quantitative reference method, it was
always detected using the current screening technique. Sixty-one different compounds were
identitied in these 127 patient samples. corresponding toatotal of 175 pairs of concentrations.
whose regression analysis showed excellent-agreement (R? 0.96, slope 0.91). A summary of

these results is presented in supplemental data (Figure S1).

Of note, the automated sample preparation required 8 minutes and was followed by 10 min
chromatographic separatien and 8 min column wash and equilibration. Retention times ranged
from 0.89 min fordnetformin (an antidiabetic drug) to 9.72 minutes for difenacoum (an
anticoagulanf). About 26 minutes were needed to obtain the first result and then, extraction
and separation were performed in parallel with the system producing a result every 18

iiftes:

14
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Discussion:

We report an innovative, targeted screening technique able to screen and quantify a
panel of 245 relevant compounds for clinical toxicology in plasma. It is characterized by fully
automated extraction directly coupled to an LC-MS-MS system, and an innovative
acquisition mode ensuring unambiguous identification and accurate quantification.

To the best of our knowledge. only a limited number of targeted screening procedures based
on low resolution mass spectrometry and covering an important range of analytes from
different diug classes have been published so far. Shah et al. developed a method for 200
substances of interest in forensic and doping analysis of hair samples23). The method
monitored at most four MRM transitions per compound using a“‘dymamic MRM™ mode
(proprietary software) that collected data for a given MRM during’a predetermined time
window. Di Rago et al. published a method for the analysis of 132 drugs and poisons in whole
blood (24) that employed manual protein precipitation, an API 2000 LC-MS-MS system
(ABSciex®) with electrospray ionization (ESI) in the positive and negative modes and two
transitions per analyte. Remane et.al. developed two LC—MS-MS procedures (positive and
negative ESI) for the analysis“of 100 ahalytes of interest in drug-facilitated crimes (25).
Applied to urine samples.theselast methods used a scheduled MRM mode following two
transitions per compound. Gergov et al proposed a qualitative screening for 238 drugs in
blood based with a two-step liquid-liquid extraction and an identification based on the
compound's absolute retention time and one representative fragment ion obtained by multiple
reaction monitoring (MRM) at an individually selected collision energy of 20, 35, or 50 eV
(26). Rosano et al reported the targeted detection of over 200 analytes with dual transition ion
monitoring using an Acquity UPLC System with a TQ Detector (Waters®) and its application
to forensic cases (3). In the present work. multiple ion transitions (up to 15. depending on the

chemical structure of a molecule) were monitored for each molecule. Each was obtained at its

15
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optimized collision energy ensuring that its infensity is maximal. A few years ago. our team
published forensic cases illustrating the fact that many compounds of interest can share
several common transitions: for example. a metabolite of zolpidem can be mistaken for
lysergic acid diethylamide, benzoylecgonine mistaken for atropine, and clomipramine for 3
phenothiazines (27). Obviously. the higher the number of ion transitions the lesser the risk of
false positives. The LOD obtained for the 245 compounds and the comparative study with
conventional MRM methods using 134 patient samples support the fact that the propesed
‘MRM Spectrum’ mode is very sensitive, despite the high number of transitions it follows for
each molecule, and that its quantitation accuracy fits the purpose.

The different benefits of sample preparation automation have been largely discussed
elsewhere (14-18) and it is fair to consider that “automation has-to dominate where it is most
effective (i.e.. repetitive tasks), while creative tasks will remain the domain of humans™ (28).
When using pretreatment processes such as proteifvprecipitation, liquid-liquid extraction or
solid phase extraction. good performances‘can beebtained to eliminate the interference from
matrices. However, all these multiple-step procedure are labor intensive and costly.
Automation also reduces exposute of lumans to hazardous environment, risk of sample
contamination, chemical use‘and production of waste (18). Herein, we used fully automated
sample preparation-encompassing sample centrifuging. aliquoting, extraction and dilution,
which altogether represent the most time-consuming step of LC-MS-MS analysis with direct
impact gn assay throughput, performance and overall cost.

The present method was validated according to the ISO 15189 requirements for clinical
laboratories. Multiple guidelines propose standard practices for method validation (29-32),
with some more dedicated to clinical and/or forensic toxicology (33-35). Recently, the French
society of analytical toxicology has proposed recommendations for the accreditation of

toxicological screening methods (36). For the present procedure, robustness assessment
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showed that molecules could be quantified with reasonable uncertainty using historic
calibration curves dating back up to one month. A reference mix of 23 standards (spiked at
their LLOQ) is systematically analyzed daily before any clinical sample. For each molecule,
observed retention time, relative retention times and ion ratios are compared to their expected
values to test the system response in the positive and the negative modes across wide ranges
of mass and chromatographic retention time.

The present method permits the identification and quantification of 245 compounds of chnical
toxicology interest in less than 30 min. Indeed. in most clinical contexts identification is not
sufficient and quantitation, or at least semi-quantitation (lower-therapeutic, therdpeutic, supra-
therapeutic or toxic -- when known) of the identified compounds is required. When applying
GUS approaches, this implies additional analyses which inevifably increase the time to final
results reporting, impacting patient care and increasing.the overall costs. For each drug.
included in the present procedure, the LLOQ was'much less than the concentration ranges
usually observed in patients given therapeutic doses: for example the LLOQ was 5 ng/mL for
antidepressants and benzodiazepins, 5 to 50 ng/mL for antidiabetics and 5 to 50 ng/mL for
drugs affecting cardiovascular filnction.

The main limitation of the present method is that inherent to all targeted screenings: it is only
suitable for a predefined panel of compounds. We have selected 245 compounds based on
their relevance to.'and occurrence in, clinical toxicology. including anticoagulants.
antidepressants, antiepileptics, antipsychotics, barbiturates, benzodiazepines, beta-blockers,
diuzetics.and drugs of abuse. Addition of other molecules to the procedure is possible but will

require validation.
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Conclusion:

We have developed and validated a quantitative screening technique based on LC-MS-MS
integrated with automated sample preparation for a panel of 245 compounds most frequently
involved in clinical toxicology cases. The innovative MS acquisition mode employed
provides high confidence in compound identification and accurate quantification with a shost
turn-around time. It could be proposed as a complement or an alternative to untargeted

screening procedures in core labs working 24/7. when quick results are expected:
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figure captions

Figure 1. Four examples of MS spectra obtained with the MRM spectrum mode. In each case,

the lower MS is the library reference and the upper MS is the observed spectrum

(amitryptiline, diazepam. warfarin. and benzoylecgonine spiked at 5 ng/mL in plasma).
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Figure 2. Evaluation of signal area in case of coelution.
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Table I. MRM Transitions. Retention Times and Total Number of MRM Transitions Measured as Part
of the “MRM Spectrum” Mode for 245 Compounds and their 11 Internal Standards*

Precursor 1on

Product 10n

. ) Q1 Quantitation Reference RT Numb. LLOQ
Compounds Class iz pre- . CE Q3 N (min) MRM (ng/mL)
bias mi - m/z
W) \ 4]
1-Hydroxymidazolam Bzd metab. 342.10 —13.0 | 324.00 —22.0 | -15.0 | 202.95 798 15 5
10-Hydroxycarbamazepine Antiepileptic 255.10 | -16.0 | 19400 [ 40 —19.0 | 236.95 5.31 14 1000
11-OH-THC Iilicit drug metab. 331.25 —12.0 | 193.05 —15.0 | —14.0 | 313.15 9.29 13 5
2-ABBP Bzd metab. 277.00 19.0 78.05 —28.0 | -14.0 | 106.05 742 4 5
24-D[¥] Pesticide 21895 11.0 161.00 14.0 16.0 2 475 2 5
2C-B Iilicit drug 260.05 —10.0 | 242.90 —12.0 | -11.0 | 227.85 4.52 15 5
2-CI Jilicit drug 308.00 —11.0 | 290.85 —140 | —130 | 27585 5.03 15 5
3.4 MDPV Jllicit drug 276.15 -10.0 | 175.00 —23.0 | -17.0 | 126.10 5.18, 15 5
3-Hydroxybromazepam Bzd metab. 332.00 | -22.0 | 287.00 | —20.0 | —30.0 | 31495 .12 5 3
3-Hydroxyflunitrazepam Bzd metab 330.10 -120 | 28395 —210 | =130 | 238.00 738 13 5
4-Hydroxymidazolam Bzd metab. 34210 | -24.0 | 32505 | =22.0 | =220 | 297.05 7.70 5 5
4-MTA Jilicit drug 182.10 -12.0 | 117.10 —-21.0 | -11.0 | 137.05 4.39 15 5
6-Acetylmorphine Iilicit drug metab. 32835 | -12.0 | 16495 | -39.0 | -16.0 | 211.00 3.57 15 5
7-Aminoclonazepam Bzd metab 28605 | —200 | 12105 | —29.0 [ 210 | 222.00 5.25 15 5
7-Aminonitrazepam Bzd metab. 25210 | -150 | 121.00 | -26.0 | -11.0 | 77.00 5.19 15 5
7-Aminoflumtrazepam Bzd metab. 284.10 | -10.0 | 13500 | —26.0 | —-13.0 | 226.00 5.91 15 5
9-Hydroxyrispenidone Antipsych. metab 42720 -150 | 11000 —300 | =190 | 41.10 552 10 5
Acebutolol Cardiovasc - renal | 337.20 | -12.0 | 116.05 | -25.0 | =200 | 5595 4.07 15 3
Acenocoumarol Anticoagulant 352.10 24.0 265.00 300 27.0 145.00 7.70 5 5
Acepromazine Antipsychotic 327.15 —12.0 | 222.05 —39.0 | =23.0 | 254.00 7.24 8 5
Aceprometazine Antipsychotic 327.15 —12.0 | 239.85 —24.0 | =11.0 | J1.10 735 15 5
Acetazolamide Cardiovasc - renal | 223.00 | -15.0 | 18090 | —14.0 | —180 | 163.85 2.80 6 50
Alimemazine Antipsychotic 299.15 | -11.0 | 180.00 | —35.0%.—19.0 |»100.05 7.07 7 5
Alprazolam Brd 309.10 —11.0 | 280.95 —20.0 |.-180 | 20495 843 15 5
Alprenolol Cardiovasc - renal | 25020 | —-17.0 | 116.05 | —16.0 | =11.0 | 56.00 5.38 15 5
Altizide Cardiovasc - renal | 382.00 25.0 340.85 16.0 27.0 204.95 537 13 50
Amiloride Cardiovasc - renal | 230.08 —15.0 | 170795 —10.0 | -17.0 | 142.95 3.04 15 50
Amiodarone [*] Cardiovasc - renal | 646.05 | =200 | 73:10 —36.0 | -15.0 | 72.15 10.24 9 50
Amisulpride Antipsychotic 370.20 —14.04 112010 —27.0 | =26.0 | 195.95 4.02 15 5
Amitryptiline Antidepressant 278.20 | -200. | 91.00 -26.0 | —14.0 | 233.00 7.19 15 5
Amlodipine Cardiovasc - renal | 40915 | 140 | 40915 | 130 | -260 | 29400 6.98 14 5
Amoxapine Antipsychotic 314.10 —12.0.| 270.890 —25.0 | -18.0 | 192.95 6.90 13 5
Amphetamine [*] Iilicit drug 136.10 —250 | 91.00 —220 | 170 | 65.00 331 3 5
AEME Iilicit drug metab. 182.10 —12.0 | 91.05 —29.0 | =20.0 | 122.10 2.96 15 5
Apixaban [*] Anticoagulant 460200, | —16.0 | 443.05 | —-16.0 [ —30.0 | 199.00 8.54 15 5
Anpiprazole [*] Antipsychetic 448.15 -16.0 | 285.00 —270 | —130 | 146.00 876 15 5
Atenolol [*] Cardiovasc - renal _|'267.15 | —10.0 | 145.00 | —-26.0 | -14.0 | 190.05 2.96 14 5
Atropine Cardigvasc yrenal | 29020 —11.0 | 93.00 —25.0 | -16.0 | 124.05 392 15 5
Baclofen Muscle relaxans, 214.05 | -14.0 | 115.00 | —45.0 | —20.0 | 116.00 3.20 12 50
BDB Jilicit drug 194.10 -13.0 | 135.00 —20.0 | -13.0 | 77.00 398 3 5
Bendroflumethiazide Cardiovase=genal | 420.05 15.0 288.90 24.0 12.0 196.95 5.94 15 30
Benzoylecgonine [*] Lllicit drugimetab. 290.15 | -11.0 | 168.05 [ -20.0 | -16.0 | 77.00 4.5 15 5
Betaxolol Cardiovase - renal | 308.20 -11.0 | 116.05 —210 | -19.0 | 72.05 5.81 15 5
Bisoprolol Cardioyasc - renal | 32625 | —12.0 | 116.05 | —12.0 [ -11.0 | 74.05 5.29 14 5
Bromazepam Bad 316.00 —12.0 | 182.05 —310 | —11.0 | 209.00 702 15 5
Bumetamide Cardiovasc - renal | 36510 | —26.0 | 24010 | 180 | —250 | 18405 7.00 14 50
Buprenorphine [*] Iilicit drug 46830 | -16.0 | 5495 —20.0 | 414.10 7.40 15 5
Bupropion Jilicit drug 468.30 —16.0 | 54.95 —20.0 | 396.00 4.93 15 5
Cannabidiol Jilicit drug 315.25 —20.0 | 193.10 —20.0 | 123.10 9.45 2 5
Cannabinol Jilicit drug 223.00 —11.0 | 223.00 —22.0 | 293.10 10.00 15 5
Canrenone Cardiovasc - renal | 341.20 —12.0 | 107.05 —16.0 | -18.0 | 187.0 . 1042 15 50
Carbutamide Cardiovasc - renal | 272.10 -10.0 | 7405 —6.0 —120 | 15595 —27.0 | 478 9 1000
Carpipranude Cardiovasc - renal | 44730 | -10.0 | 98.00 —40.0 | =20.0 | 141.00 —13.0 | 850 7 5
Carteolol Cardiovasc - renal | 293.20 | -20.0 | 237.00 | -15.0 | —20.0 | 202.00 —20.0 | 3.56 14 3
Carvedilol Cardiovasc - renal | 407.20 —14.0 | 100.00 —290 | —10.0 | 224.00 —220 | 718 15 5
Celiprolol Cardiovasc - renal | 38025 | =200 | 251.05 | -25.0 | =200 | 74.05 —200 | 474 15 5
Cetinzine Antipsychotic 389.15 | -27.0 | 165.05 | —42.0 | -16.0 | 201.00 —21.0 | 7.81 3 5
Chlordiazepoxide Bzd 300.10 —11.0 | 226.90 —24.0 | =23.0 | 281.90 —18.0 | 792 15 5
Chlorophacinone Anticoagulant 373.05 18.0 201.05 22.0 21.0 145.05 13.0 7.55 5 3
Chlorpromazine Bzd 319.10 —12.0 | 58.00 —25.0 | =24.0 | 86.00 —16.0 | 7.62 8 5
Chlortalidone Cardiovasc - renal | 356.05 | -13.0 | 321.90 | -16.0 | —22.0 | 150.00 —250 | 4.70 15 50
Citalopram [*] Antidepressant 32515 -220 | 262.10 —200 | —280 | 109.05 -210 | 584 14 5
24
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Clobazam Bzd 301.05 —11.0 | 25890 —140 | —170 | 22395 | 330 | 140 | 8.05 15 5
Clomipramine Antidepressant 31515 | —11.0 | 31515 | -30.0 | —-16.0 | 86.00 -9.0 -14.0 | 7.69 ] 5
Clonazepam Bzd 316.05 —22.0 | 269.90 —25.0 | —17.0 | 21390 | 380 | 220 | 744 14 5
Clopamide Cardiovasc - renal | 346.10 —20.0 | 249.95 —21.0 | —=20.0 | 98.10 —33.0 | -17.0 | 530 5 50
Clotiazepam Bzd 319.05 —12.0 | 154.00 —29.0 | -16.0 | 218.00 | -26.0 | -21.0 | 947 15 5
Clozapine Antipsychotic 327.15 —120 | 269.95 —13.0 | 180 | 16500 [ =630 | 160 | 6.11 8 5
Cocaethylene dllicit drug metab. 318.15 | —-12.0 | 8195 -32.0 | -14.0 | 7695 —60.0 | -300 | 549 15 5
Cocaine Illicit drug 304.15 —11.0 | 7695 —60.0 | —29.0 | 18200 | -100 | 200 | 494 15 5
Codeine Opiate 300.15 —11.0 | 151.95 —62.0 | —28.0 | 165.00 | —42.0 | -16.0 | 3.56 15 5
Colchicine Anti-inflammatory | 40020 | —14.0 | 358.05 | -23.0 | -16.0 | 310.0 —28.0 | -21.0 | 6.88 15 1
Cyamemazine Antipsychetic 32415 —120 | 5795 —18.0 | -230 | 10005 | —6.0 -17.0 [ 7.21 8 5
Desalkylflurazepam Bzd metab. 289.05 —20.0 | 139.95 —28.0 | —-13.0 | 226.00 | —28.0 | -22.0 | 7.60 12 5
Desipramine Antidepressant 26720 —10.0 | 72.05 —10.0 | —13.0 | 44.00 —310 | -160 [ 6.82 14 5
Desmethylcitalopram Antidep. metab. 311.15 | -11.0 | 26195 | -17.0 | —28.0 | 10895 | -15.0 | -11.0 | 5.80 15 5
Desmethylclomipramine Antidep. metab. 301.15 | -11.0 | 72.05 -10.0 | -12.0 | 44.00 —48.0 | -16.0 | 7.53 14 5
Desmethylflunitrazepam Bzd metab. 300.10 | —20.0 | 25390 | -25.0 | —25.0 | 19790 | —39.0 | -200 | 7.12 13 5
Desmethylmianserin Antidep. metab. 251.15 | -13.0 | 208.05 | -20.0 | -13.0 | 118.05 | -29.0 | -21.0 | 6.17 15 5
Desmethylmirtazapine Antidep. metah 25215 | —160 | 20900 | -250 | —200 | 19400 | -390 | -180 | 538 15 5
Desmethylsertraline Antidep. metab. 29205 | -21.0 [ 15890 | -28.0 | —29.0 | 12295 | —53.0 | -12.0 ["7:59 14 5
Desmethylvenlafaxine Antidep. metab. 26420 | —10.0 | 5795 —220 | 210 | 24605 | -13.0 | 270/ | 3.88 10 5
Dextrometorphan Opiate 272.20 —10.0 | 127.95 —63.0 | —=20.0 | 213.05 [ -28.0 | =21.0°) 645 15 5
Diacetolol Cardiovasc - renal | 30920 | -11.0 | 116.05 | -21.0 | —26.0 | 5595 —32.0 | -20.0,| 330 15 5
Diazepam Bzd 285.10 —10.0 | 183.00 —33.0 | =200 | 15395 | =27.0° -15.0 | 9.04 15 5
Dihydrocodeine Opiate metab. 302.20 —11.0 | 198.95 —33.0 | -19.0 | 12795 | —64.0 | =230 351 15 5
Diltiazem Cardiovasc —renal | 41515 | —15.0 | 17795 | =5.0 —20.0 | 31195 | —20.0 | 140 | 746 7 5
Difenacoum Anticoagulant 445.20 —10.0 | 178.95 —32.0 | —19.0 | 256.95 ["=21.00=17.0 | 9.72 15 50
Dosulepine Antidepressant 296.15 —11.0 | 20195 —57.0 | -200 | 22290 | —740 | -140 | 6.77 15 5
Doxepin Antidepressant 280.15 —10.0 | 107.00 —23.0 | —-10.0 | 165.00 | =550 | -16.0 | 6.17 15 5
Dropendol Antipsychotic 38020 | —27.0 | 12300 | —35.0 | —21.0 Yu165.05 4 ~17.0 [ -16.0 | 635 4 5
Duloxetine Antidepressant 29815 | —220 | 4405 -140 | -160 | 15400-| 90 -160 | 694 14 5
Ecgonine methyl ester Illicit drug metab. 200.15 | -12.0 | 182.05 | -18.0 | —18.0 | 82.05 -26.0 | -13.0 | 0.97 15 5
EDDP Illicit drug metab. 278.20 —10.0 | 219.00 —42.0 | —230. | 18605 | 350 | —180 | 6.96 15 5
Ephedrine dllicit drug 166.10 —11.0 | 166.10 —140 |"=140 | 115.00 | =270 | -19.0 | 3.12 14 5
Esmolol Cardiovasc —renal | 296.20 —11.0 | 145.00 —25.0 [~~140 | 219.00 | —20.0 | —22.0 | 4.80 15 5
Estazolam Bzd 295.05 —11.0 | 204.95 =40.0 | =200 | 266.95 | —24.0 | -12.0 | 8.22 15 5
Ethyl loflazepate Bzd 361.05 —130 | 36105 —31.0 | 170 | 28695 | 200 | -13.0 | 846 14 5
Ethylmorphine Opiate metab. 31420 —120 | 16500 —420 | =160 | 15200 | —650 | —140 | 404 15 5
Felbamate Antiepileptic 239.10 —15.0 |117.00 =8.0 —26.0 | 178.00 | —5.0 =300 | 444 ] 1000
Flecainide Cardiovasc —renal | 41515 —15.07),208.95 —48.0 | 210 | 232.00 | 400 | -150 | 537 15 50
Fluanisone Antipsychotic 35720 | -16.0° [ 123.00° | -18.0 | —20.0 | 95.10 -35.0 | =210 | 6.79 4 5
Fluindione Anticoagulant 24105 | 4290 [ 21300 | —18.0 | 220 | 18500 | —25.0 | -250 | 570 3 50
Flunitrazepam Bzd 314.10 —11.00| 26795 —27.0 | =170 | 23900 | 350 | -240 | 8.18 14 5
Fluoxetine Antidepressant 310.15 -21.0 | 44.10 —13.0 | -17.0 | 148.10 | 5.0 -150 | 6.24 2 5
Flupenthixol Antipsychotic 435.15 —30.0 | 304.90 —30.0 | —14.0 | 264.85 | —40.0 | -17.0 | 846 15 5
Fluphenazine Antipsychotic 43820 ). —30.0 | 100.10 | 450 | —-10.0 | 248.00 | =540 | -25.0 | 8.13 15 5
Flurazepam Bzd 38815 —140 | 31490 —130 | 210 | 31695 | 200 | -150 | 6.52 15 5
Fluvoxamine Antidepressant, 315.15 | —23.0 | 71.00 -17.0 | -11.0 | 41.05 —42.0 | -180 | 6.14 15 5
Furosemde CardiovascAwenal | 329.00 220 284.90 14.0 12.0 20495 | 220 220 5.22 5 50
Glibenclamide Antidiabetic 49415 —18.0 | 368.90 —-17.0 | =170 | 16890 | —360 | =170 | 9.13 11 5
Glibornuride Antidigbetic 367.15 —24.0 | 170.15 —17.0 | =300 | 152.05 | —=20.0 | —30.0 | 8.03 13 50
Ghelazide Antidiabefic 32415 —240 | 127.05 —200 | —120 | 11005 [ 210 | 200 | 799 15 50
Glimepiride Antidiabelfic 491.25 —18.0 | 325.00 —15.0 | —=12.0 | 12590 | -250 | -21.0 | 9.66 10 50
Glipizide Antidiabetic 446.20 —10.0 | 320.95 —15.0 | —21.0 | 10295 [ —44.0 | —18.0 | 7.95 15 5
Haloperidol [*] Antipsychotic 376.15 —22.0 | 123.00 —25.0 | =23.0 | 95.05 —50.0 | -17.0 | 6.06 4 5
Hydrochlorothiazide Cardiovasc - renal | 29595 15.0 268.85 19.0 26.0 205.00 | 22.0 13.0 3.10 9 50
Hydrocodone Opiate 300.15 —11.0 | 198.95 —31.0 | =20.0 | 12790 | —59.0 | -22.0 | 3.80 15 5
Hydromorphone Opiate 286.15 —10.0 | 128.00 —59.0 | —23.0 | 157.00 [ —420 | -15.0 | 3.11 15 5
Hydroxy alprazolam Bzd metab 32510 —12.0 | 29695 -270 | -130 | 216.00 | 380 220 | 7.78 15 5
Hydroxy halopefidol Antipsych. metab. 378.15 —20.0 | 360.15 —15.0 | =200 | 109.05 | —33.0 | -22.0 | 548 4 5
Hydroxyzine Antipsychotic 37520 | 26.0 | 16505 | 350 | —21.0 | 166.10 | -25.0 [ -23.0 | 7.10 3 5
Thuprofen Anti-inflammatory | 205.10 22,0 161.20 6.0 16.0 / ! / 7.86 1 1000
Imipramine Antidepressant 281.20 | -20.0 | 58.00 -24.0 | -20.0 | 193.00 | —35.0 | -19.0 | 6.98 9 5
Indapamide Cardiovasc - renal | 36605 | —13.0 | 132.00 | -15.0 | —22.0 | 91.05 —41.0 | =200 | 6.11 9 50
Ketamine [*] dllicit drug 238.10 —15.0 | 12495 —17.0 | —=12.0 | 220.00 | -15.0 | -23.0 | 4.80 15 5
Labetalol Cardiovasc - renal | 329.20 —20.0 | 311.05 —15.0 | —20.0 | 91.00 —40.0 | 200 | 5.08 15 5
Lacosamide Antiepileptic 251.15 —17.0 | 108.05 -2.0 —20.0 | 116.05 | —8.0 —20.0 | 445 12 50
Lamotrigine Antiepileptic 256.00 —17.0 | 158.90 —150 | —300 | 16595 | -130 | 300 | 434 15 1000
Levetiracetam Antiepileptic 171.10 —30.0 | 69.05 —280 | —120 | 12610 | 8.0 -200 | 3.27 10 1000
Levobunolol Cardiovasc - renal | 292.20 | -11.0 | 236.05 | -10.0 | —25.0 | 201.00 | -21.0 | -20.0 | 4.61 15 5
Levomepromazine Antipsychatic 32915 —12.0 | 100.10 —21.0 | —100 | 167.00 | —440 | -160 | 7.50 9 5
Lidocaine [*] Anesthesic 235.20 —20.0 | 86.05 —6.0 —20.0 | 30.10 —51.0 | -30.0 | 3.85 5 50
Loprazolam Bzd 46515 | -11.0 | 111.05 | -26.0 | —11.0 | 408.05 | -28.0 | -19.0 | 9.12 15 5

25

0z0z AINf $0 o sasn pue|Bug map Jo Aysienun AQ LZ6C98S/S 0EENGARIEE0L 0L/I0PAR NSqe-2|0ILE/ e Woa dno dlWwapese) :sdiy Wol papeojumoq

120



Lorazepam Bzd 321.00 —12.0 | 27485 —220 | -17.0 | 30285 [ -140 7.25 13 5
Lormetazepam Bzd 335.05 —12.0 | 288.90 —23.0 | -13.0 | 17695 [ —41.0 8.20 15 5
Loxapine Antipsyehotic 328.10 —12.0 | 164.00 —60.0 | —16.0 | 22790 [ —340 7.75 11 5
Maprotiline Antidepressant 278.20 | -10.0 | 250.05 | -20.0 | -16.0 | 191.00 | -36.0 6.91 15 5
MBDB Iilicit drug 208.15 —14.0 | 134.95 —5.0 —20.0 | 5095 —60.0 4.23 9 5
MC-Tianeptine Antidep. metab 409.10 —15.0 | 291.85 —12.0 | -19.0 | 22785 [ -35.0 7.08 15 5
m-CPP 1ilicit drug 197.10 —12.0 | 118.10 —34.0 | -11.0 | 15400 [ =200 4.38 15 5
MDA Iilicit drug 180.10 —13.0 | 77.00 —38.0 | —=30.0 | 105.05 [ =210 3.57 15 5
MDEA Iilicit drug 208.15 —12.0 | 105.00 —25.0 | -10.0 | 163.00 [ -13.0 4.06 11 5
MDMA Tilicit drug 25020 —13.0 | 105.05 —250 | —18.0 | 77.00 —45.0 3.77 12 5
Medifoxamine Antidepressant 258.15 | —10.0 | 16400 | —-11.0 | -16.0 | 71.00 —23.0 5.90 10 >
Mephedrone Hllicit drug 178.10 | —12.0 | 14505 [ -20.0 | -14.0 | 14405 | -30.0 4.00 15 5
Metformin [*] Antidiabetic 130.10 —10.0 | 71.00 —220 | -13.0 | 60.00 —14.0 0.89 15 50
Methadene Iilicit drug 310.20 —11.0 | 265.00 —9.0 —21.0 | 105.00 | —-13.0 7.60 14 5
Methamphetamine Iilteit drug 15015 | —-10.0 | 91.00 220 | -20.0 | 65.00 —42.0 3.54 8 5
Methaqualone Iilicit drug 251.10 | -16.0 | 91.05 —38.0 | -16.0 | 132.00 | -28.0 7.74 15 5
Methcathinone Iilicit drug 164.10 —30.0 | 131.05 —21.0 | —23.0 | 130.05 [ —30.0 331 13 5
Methiopropamine Iilicit drug 156.10 —10.0 | 97.00 —23.0 | -10.0 | 58.00 —12.0 329 15 5
Methoxetamine Iilicit drug 248.15 —17.0 | 121.00 —20.0 | =22.0 | 17505 [ =200 511 15 5
Methylphenidate Iilicit drug 234.15 —20.0 | 84.00 —7.0 —20.0 | 56.00 —27.0 4.71 7 5
Metipranolol Cardigvasc - renal | 31020 | —11.0 | 19095 | —24.0 | -20.0 | 116.00 [ —21.0 5.29 14 5
Metoprolol Cardiovase - renal | 268.20 —100 | 116.05 -200 | -11.0 | 7400 —23.0 436 15 5
Mianserin Antidepressant 265.15 | -10.0 | 208.00 | -20.0 | -22.0 | 5795 —25.0 6.66 14 5
Midazolam Bzd 32610 | —-12.0 | 22195 | —50.0 | -22.0 | 24390 | -26.0 8.76 14 5
Mirtazapine Antidepressant 325.15 | =22.0 | 262.10 | —20.0 | -28.0 | 234.10 | -28.0 5.84 14 5
Moclobemide Antidepressant 269.10 | —18.0 | 139.00 | -21.0 | -25.0 | 111.00 [=35.0 4.19 4 5
Morphine [¥] Opiate 286.15 —10.0 | 152.00 —60.0 | -15.0 | 165.05 [ —41.0 292 15 5
Nadolol Cardiovasc - renal | 310.20 —11.0 | 254.00 —17.0 | -16.0 | 20085 [ -23.0 3.62 5 5
Nadoxolol Cardiovasc - renal | 261.10 | —18.0 | 117.05 16.0 —12.0 Y=99.05 ~22.0 540 12 5
Naloxone Opiate 328.15 —12.0 | 310.00 —21.0 | =21.0 |\ 26800 [ -27.0 3.64 14 5
Naltrexone Opiate 342.15 —12.0 | 32405 —220 | 150 | 27005 [ 280 3.76 14 5
N-Desmethylclobazam Bzd metab. 287.05 | —11.0 | 24490 | -20.0 | -11.0. | 210,00 | -31.0 7.20 13 5
Nebivolel Cardiovasc - renal | 406.20 | —15.0 | 15095 | 3¥0.|»=140 |'10295 | —55.0 7.04 15 5
Nitrazepam Brd 282.10 —10.0 | 236.00 —250 =150 | 18000 [ —37.0 746 4 5
Norbuprenorphine Opiate metab. 41425 | -15.0 | 101.0 =40.0 | -10.0 | 83.05 —50.0 534 15 5
Norclozapine Antipsych. metab 313.10 | —11.0 | 16505 | —50.0 | -16.0 | 25295 | —-21.0 5.97 11 5
Nordiazepam [*] Bzd 271.05 —18.0 | 140.05 —27.0 | =240 | 208.10 [ =270 8.11 14 5
Norephedrine Iilicit drug 152.10 —10.0 | 115.05 =250 | -11.0 | 91.00 —31.0 2.7 11 5
Norfenfluramine Iilicit drug 204.10 —14.0,109.05 —40.0 | -18.0 | 159.00 [ -20.0 4.08 15 5
Norfluoxetme Antidep. metab 296.15 | —190° | 134.15 | 8.0 —20.0 | 30.15 6.22 2 5
Norketamine Tilicit drug metab. 22410 | <150 | 12495 | -230 | -12.0 | 207.00 462 15 5
Noroxycodone Opiate metab. 302.15 —11.00 227.00 —29.0 | =23.0 | 283.95 3.50 15 5
Norpseudoephednine Iilteit drug 152.10 | 100 | 11505 | 250 | —-11.0 | 91.00 2.8 11 5
Nortriptylline Antidepressant 26415 | -10.0 | 233.00 | -140 | -15.0 | 91.00 7.05 15 5
o-Desmethyltramadol Antalgic 250.20—17.0 | 58.10 —7.0 —24.0 | 42.10 3.56 4 5
Olanzapine Antipsychotic 31315 —11.0 | 19795 —42.0 | -19.0 | 256.00 5.21 15 5
Oxazepam Bzd 287.05 —19.0 | 24095 —23.0 | -16.0 | 268.90 740 11 5
Oxprenolol CardiovascAwenal | 26620 | —10.0 | 72.05 —22.0 | -20.0 | 116.05 5.21 15 5
Oxycodone Opiate 316.15 —12.0 | 298.00 —20.0 | =20.0 | 24095 3.70 14 5
Paracetamol Antalgic 152.02 —10.0 | 11005 —180 | —11.0 | 65.00 2.64 11 50
Paroxetine Antidepressant 330.15 —12.0 | 70.05 —29.0 | -12.0 | 192.00 6.85 15 5
Penbutolol Cardigvasei-renal | 29225 | —17.0 | 236.05 | —14.0 | -24.0 | 74.00 7.05 15 5
Pentobarbital Tilicit drug 22510 26.0 18220 12.0 18.0 42 05 582 2 1000
Perampanel Cardigvasc - renal | 35015 | —13.0 | 104.05 | —32.0 | -19.0 | 247.05 9.42 15 50
Periciazine Antipsyehotic 366.15 —13.0 | 4410 —49.0 | -19.0 | 98.10 7.01 15 5
Perphenazine Antipsychotic 404.15 | 140 | 143.00 | -29.0 | -23.0 | 143.00 8.26 15 5
Pethidine Opiate 248.15 —16.0 | 174.10 200 | -11.0 | 70.05 4.78 15 5
Phencyclidine Iilicit drug 24420 | -16.0 | 86.05 —8.0 —-16.0 | 91.00 6.48 3 5
Phenobarbatal [*] Antigpileptic 231.10 250 42.05 150 16.0 188.15 5.02 3 1000
Pholcodine Opiate 399.25 —14.0 | 114.05 —36.0 | -11.0 | 11405 | =250 | —18.0 | 3.13 5 5
Pimozide Antipsychotic 462.25 —10.0 | 109.00 —56.0 | -10.0 | 14695 | —400 | 140 | 7.75 15 5
Pindolo] Cardiovasc - renal | 249.15 —16.0 | 116.05 —180 | =20.0 | 172.05 | -17.0 [ 170 | 362 15 5
Pipamrenone Antipsychotic 376.25 —13.0 | 123.00 —35.0 | -12.0 | 95.00 —65.0 | -180 | 5791 9 5
Pipotiazie Antipsychatic 476.20 —17.0 | 142.00 —270 | =250 | 17005 | —30 —220 | 751 15 5
Pramipexole Antipsychotic 212.10 —14.0 | 153.05 —12.0 | =27.0 | 111.00 | =26.0 | -19.0 | 2.50 15 5
Pregabalin Antigpileptic 160.15 —11.0 | 55.00 —23.0 | =22.0 | 142,10 | -16.0 | =280 | 2.98 15 1000
Prochlorperazine Antipsychotic 37415 | —13.0 | 113.00 | -20.0 | -11.0 | 141.15 | —-8.0 —14.0 | 8.60 10 5
Promethazine Antipsychotic 285.15 —10.0 | 86.05 —14.0 | -15.0 | 19795 | -240 | -20.0 | 6.81 15 5
Propanolol Cardiovasc - renal | 26015 | —18.0 | 98.00 —180 | -100 | 12700 | —440 [ 240 | 556 15 5
Pseudoephedrine Iilicit drug 166.10 —11.0 | 166.10 —14.0 | -14.0 | 115.00 | =270 | -19.0 | 3.21 14 5
Quetiapine Antipsyehotic 384.15 —14.0 | 20990 —390 | -210 | 24705 | 410 | -250 | 737 13 5
Repaglinide Antidiabetic 45330 —11.0 | 230.20 —18.0 | =20.0 | 162.15 | =240 | -16.0 | 9.52 15 5
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Retigabine Antiepileptic 304.15 -21.0 | 258.05 —5.0 —17.0 | 23010 | -20 —230 | 6.87 5 1000
Risperidone Antipsychotic 41120 | =220 | 191.00 | -10.0 | -21.0 | 11000 | -15.0 | —-11.0 | 6.39 5 5
Ritalinic acid Ilicit drug 220.15 —140 | 8410 —220 | —140 | 56.05 —44.0 | 220 | 404 10 5
Rivaroxaban Anticoagulant 436.05 | -20.0 | 231.05 [ -21.0 | 240 | 318.15 | =20.0 | —-20.0 | 7.23 12 5
Rufinamide Antiepileptic 239.05 —17.0 | 221.90 —5.0 —230 | 77.00 —50.0 | 140 | 494 13 1000
Salicylic acid [*] Antipyretic 137.00 29.0 93.05 17.0 12.0 65.10 27.0 23.0 .92 5 1000
Scopolamme Illicit drug 30415 | -11.0 | 138.00 | —24.0 | —-13.0 | 156.00 | -16.0 | —-15.0 | 3.52 15 5
Sertraline Antidepressant 306.10 —11.0 | 158.90 —27.0 | -15.0 | 27485 | -13.0 | =27.0 | 7.60 10 5
Sotalol Cardiovasc - renal | 273.15 —10.0 | 255.00 —13.0 | -16.0 | 133.00 | -27.0 | =23.0 | 2.80 15 5
Spironolactone Cardiovasc - renal | 34130 | -13.0 | 107.10 | -30.0 | —20.0 | 187.10 | -21.0 | —18.0 | 6.39 15 50
Sulforidazine Antipsychotic 403.15 —28.0 | 98.00 —32.0 | =21.0 | 126.05 | -25.0 | =200 | 8.11 10 r
Sulpiride Antipsychotic 342.15 -12.0 | 112.05 —20.0 | =20.0 | 21390 | —-34.0 | -21.0 | 3.19 15 5
Sultopride Antipsychotic 355.15 —13.0 | 133.95 —49.0 | =240 | 22690 | —-32.0 | =220 | 391 13 5
Temazepam Bzd 301.05 —11.0 | 25490 —200 | -160 | 28295 | -150 | -180 | 838 12 5
Tertatolol Cardiovasc - renal | 296.15 | -11.0 | 56.00 —27.0 | =21.0 | 24000 | -10.0 | -15.0 | 6.50 15 5
Tetrazepam Bzd 289.10 —11.0 | 253.10 —240 | —17.0 | 19700 | —31.0 | 200 | 956 13 5
THC Illicit drug 315.25 —22.0 | 193.05 —22.0 | -19.0 | 123.00 | —33.0 | -12.0 | 10.18 15 5
THC-COOH [*] Illicit drug metab. 34520 —17.0 | 29920 —200 | —140 | 32720 | —170 | —150 | 9.61 12 5
Thioproperazine Antipsychotic 44720 | -16.0 | 141.00 | -27.0 [ —14.0 | 113.05 | -33.0 | —19.0 |'825 13 5
Thioridazin Antipsychotic 371.15 —26.0 | 58.00 —43.0 | —22.0 | 371.15 | -10.0 | —30.0/ | 8.88 13 5
Tiagabine Antiepileptic 376.15 —14.0 | 246.95 —20.0 | -16.0 | 111.00 | —=35.0 | =19.0°} 7.77 15 5
Tianeptine Antidepressant 437.15 -10.0 | 291.85 —10.0 | -13.0 | 22795 | —=37.0 | 240 | 809 15 5
Tiapride Antipsychotic 329.15 —12.0 | 255.95 —15.0 | =20.0 | 21290 | =29.0° =22.0 | 3.50 15 5
Timolol Cardiovasc - renal | 317.15 | =20.0 | 74.00 —25.0 | =20.0 | 261.00 | -15.0 | =20 438 15 5
Topiramate Antiepileptic 357.15 -17.0 | 184.15 —21.0 | -18.0 [ 264.05 | -50 —29.0 | 536 15 250
Tramadeol [¥] Antalgic 264.20 —19.0 | 58.05 —6.0 —20.0 | 42.10 =35.00=18.0 | 446 2 5
Triamterene Cardiovasc - renal | 254.10 —17.0 | 19495 —31.0 | -190 | 168.0 =370 | 170 [ 452 15 50
Triazolam Bzd 343.05 —12.0 | 308.00 —27.0 | —14.0 | 314595 | -28.0 | -21.0 | 8.24 15 5
Trimipramine Antidepressant 29520 -11.0 | 58.00 —17.0 | —10.0 Y 100.10 4 ~9.0 —20 735 6 5
Tropatepine Antipsychotic 334.15 —12.0 | 178.05 —45.0 | =29.0 [, 21095-] -27.0 | —14.0 | 7.83 15 5
Venlafaxine Antidepressant 27820 | -10.0 | 12100 | —58.0 | 110 | 14700 | -25.0 | —-14.0 | 520 11 5
Verapamil [*] Cardiovasc - renal | 45530 | -16.0 | 150.00 | —400 | 150, | 16500 | -22.0 | =20 6.92 15 5
Viloxazine Antidepressant 238.15 —16.0 | 55.95 —250.]"=20.0 | 10005 | —-18.0 | —10.0 | 4.65 15 5
Warfarin [*] Anticoagulant 309.10 —17.0 | 162.95 —16.0 |~=200 | 25100 | =200 | =240 | 7.79 15 5
Xipamide Cardiovasc - renal | 353.05 24.0 122.05 o=23.0 210 274.00 | 6.0 17.0 6.01 15 50
Zolpidem Bzd 308.20 —20.0 | 235.00 —20.0 | =20.0 [ 92.00 —53.0 | =20.0 | 7.09 15 5
Zonisamide [*] Antiepileptic 213.05 —15.0 | 50.95 —420 | =22.0 | 10400 | =220 | =220 | 422 10 1000
Zopiclone Bzd 389.10 | -14.0 | 24490 "|,-19.0 | -16.0 | 21685 | -33.0 | -22.0 | 589 9 5
Zuclopenthixol Antipsychotic 401.15 | -14.0°),220.85 | -51.0 | —22.0 | 23090 | -39.0 | -22.0 | 8.54 15 5
Internal standards

Atenolol-d; 274.20 =100 | 145.05 —26.0 | —14.0 | 19005 | -19.0 | -19.0 | 2.96 2
Benzoylecgonine-d; 293.15 —11.00) 171.05 —20.0 | -17.0 [ 77.00 —56.0 | -13.0 | 45 2
Clonazepam-dy 318.05 30.0 282.05 17.0 29.0 290.00 | 17.0 29.0 744 2

Cocaine-ds 30715 | 220 | 18515 | -19.0 | —20.0 | 85.25 —31.0 | -150 | 494 2
Diazepam-ds 29010 =100 | 198.00 —330 | =190 | 15395 | =270 | =150 | 9.04 2
Haloperidol-dy 380.15 -20.0 | 127.05 —40.0 | =200 | 169.15 | -25.0 | -20.0 | 6.06 2
Mianserin-d; 268.20 —10.0 | 208.00 —210 | —130 [ 61.05 —250 | 100 | 6.66 2
Morphine-ds 289.15 —10.0 | 151.95 —59.0 | -15.0 | 201.00 | -26.0 | -13.0 | 2.92 2
Phenobarbital-ds 236.10 17.0 41.90 22.0 11.0 19310 | 90 11.0 5.02 2
THC-COOH-d; 348.20 -17.0 | 33025 —15.0 | -15.0 | 30215 | -14.0 | -15.0 | 9.60 2
Topiramate-dya 369.20 | -13.0 | 27000 | -17.0 | —18.0 | 35210 | -11.0 | —-12.0 | 536 2

[*]: molecule belonging to a reference mix of 23 standards systematically analyzed daily before any clinical sample.
T Abbreviatens: RT:setention time: Numb. MRM: number of MRM followed transitions; LLOQ: lower limit of quantitation; 11-OH-THC:
11-hydroxy-delta9-tetrahydrocannabinel; 2-ABBP: 2-(2-amino-5bromobenzoyl)pyridine: 2.4-D: 2. 4-dichlorophenoxyacetic: 2.5-dimethoxy-
4-bromephenethylanine: 2-CB; 2 5-dimethoxy-4-iodophenethylamine: 2-CI; 3 4-methylenedioxypyrovalerone: 3.4 MDPV: 4-

Methylthioamphetamine: 4-MTA: AEME: anhydroecgonine methyl ester; Bzd: benzodiazepme; benzodioxazolyl-butanamine: BDB

Cardiovase=renal: drug affecting cardiovascular and/or renal function; EDDP: ethylidene-1.5-dimethyl-3.3-diphenylpyrrolidene N-Methyl-
1.3-Benzodioxolylbutananne: MBDB; 3-Chlorophenylpiperazine: m-cpp; Methylenedioxyamphetanine: MDA
Methylenedioxyethylamphetamine: MDEA: Methylenedioxymethylamphetamine: MDMA: Metab._: metabolite; THC: delta9-
tetrahvdrocannabinol; Tetrahydrocannabinel-COOH: 11-nor-9-carboxy-delta9-tetrahydrocannabinol
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Table II. Determination of the Plasma Concentrations of 23 Compounds in Plasma using Nine
Different Calibration Curves Prepared Up to Four Weeks Previously

Molecule LLOQ Intermediate concentration
Mean accuracy sD CV (%) Mean accuracy (%) sD CV (%)
%)

2 4-D* 83.00 1012 12.19 116.79 §.15 6.98
Amiodarone 30.84 13.87 17.16 112.04 12.21 10.90
Amphetamme 118.42 10.78 9.10 111.93 9.00 8.04
Apixaban 92.73 13.59 14.65 100.81 14.79 14.67
Aripiprazole 105.15 19.17 18.23 105.72 537 5.08
Atenolol 112 47 12 88 1145 112.52 6.51 5778
Benzoylecgonine 83.03 16.09 19.38 87.69 12.04 13.73
Buprenorphme 85.68 15.69 1831 97.57 9.44 9.68
Citalopram 104.77 1221 11.66 96.15 8.01 833
Haloperidol 110.68 10.30 931 106.47 10.70 10.05
Ketamine 87.39 11.92 13.64 97.07 10.14 10.45
Lidocaine 91.80 16.74 18.23 107.66 16.72 15.53
Metformine 92.38 11.69 12.65 96.57 948 9.82
Morphine 11827 13.22 11.18 100.52 10.74 10.69
Nordiazepam 103.90 8.85 §.52 90.23 958 10.62
Phenocbarbital 81.50 12.60 1546 85.20 12.78 15.00
Salieylic acid 107 23 1534 1431 103.12 1023 992
THC 99.43 14.71 14.79 95.92 3.86 4.03
THC-COOH 118 47 16.19 13.67 117.51 16.67 14.19
Tramadol 10260 13.76 1341 102.56 797 777
Verapamil 116.26 9.05 1.79 116.53 9.86 8.46
Warfann 85.02 8.87 1043 89.73 13.16 14.66
Zonisamide §3.00 10.12 12.19 116.79 §.15 6.98

* Abbreviations: LLOQ. lower limit of quantitation; SD. standard'deviation; 2:4-D. 2 4-dichlorophenoxyacetic acid; THC. delta9-

tetrahydrocannabinel; THC-COOH: 11-nor-9-carboxy-delra9-tetralydrocannabinol
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3) Application a la quantification de I'uracile (U) et du dihydrouracile (UH,) dans le
plasma

L’objectif de ces travaux était de mettre au point une méthode de dosage de l'uracile et du
dihydrouracile en utilisant le couple CLAM 2030 - LCMS 8060. Longtemps resté
« anecdotique », le suivi thérapeutique pharmacologique des fluoropyrimidines au travers du
dosage de l'uracile et de son métabolite est désormais fortement recommandé. En effet, en
Décembre 2018, L'HAS (Haute Autorité de Santé) a recommandé le dépistage systématique
de la déficience de la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) avant l'instauration d’un
traitement par fluoropyrimidines (43). Ainsi les besoins analytiques ont été totalement
bouleversés et pour faire face a I'afflux des échantillons et maintenir des analyses rapides et
fiables, nous avons développé une méthode entierement automatisée pour caractériser la
déficience de la DPD.

Les fluoropyrimidines sont d’importants agents anti-néoplastiques (44,45). En effet, le 5-
fluorouracile (5-FU) et sa pro-drogue, la capécitabine, sont la pierre angulaire pour le
traitement de nombreux cancers (colorectal, pancréatique, gastrique, ...) (46,47). Cependant,
leur usage est souvent associé a un risque de toxicité. La plupart du temps, celle-ci est due a
un déficit d’activité de 'enzyme impliquée dans leur catabolisme : la DPD. Jusqu’a 15% des
patients peuvent avoir une déficience partielle et 0.1 & 0.5% une déficience compléte.

Cette déficience peut étre détectée soit par une approche génotypique (recherche des
polymorphismes du géne DPYD), soit par une approche phénotypique qui consiste a
mesurer, dans le plasma, la concentration en uracile (« uracilémie ») ou a calculer le rapport
dihydrouracile/uracile (UH,/U). Cette mesure peut étre réalisée par LC-DAD ou LC-MS mais
nécessite des préparations d’échantillon complexes basées sur de la précipitation de
protéines, de la LLE (liquid-liquid extraction) ou de la SPE (solid phase extraction). Jusqu’a
présent, seules des méthodes d'extraction avec de multiples étapes manuelles
(centrifugation, filtration, évaporation, ...) ont été rapportées (48-54). Méme si, elles sont
associées a des résultats satisfaisants, elles sont a la fois longues et fastidieuses.
Historiquement, elles ont été développées dans les laboratoires ayant le plus souvent des
activités modérées.

Les récentes recommandations proposent des valeurs seuils de 16 ng/ml et de 150 ng/ml en
l'uracilémie pour diagnostiquer respectivement un déficit partiel et un déficit complet. Cela
implique que les méthodes analytiques soient les plus précises, les plus fiables et les plus
robustes possible, en particulier autour de ces valeurs seuils qui sont concrétement et
directement associées au diagnostic et a la prise en charge du patient.

Comme nous l'avons déja discuté plus haut, 'automatisation est la meilleure solution pour
réduire, ou au moins minimiser, les risques de variations et d’erreurs. Dans ce contexte,
nous avons donc décidé de mettre au point une méthode impliquant le CLAM 2030. Le
développement a été réalisé par Doriane Toinon (ingénieur d’application a Shimadzu Paris)
et la méthode a été entierement validée a Limoges selon les recommandations de la norme
ISO 15189.

En ce qui concerne l'extraction, une fois a bord du CLAM, le tube primaire est conservé a
+4°C. Pour l'analyse, le systeme préléve 20 uL qui subissent une déprotéinisation, puis une
filtration et une dilution. L’ensemble de ces étapes entierement automatisées dure 8 minutes
La séparation chromatographique s’effectue ensuite en 15 minutes, permettant un premier
résultat en 23 minutes, puis un résultat toutes les 15 minutes.
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En ce qui concerne la spectrométrie de masse, nous avons appligué une méthode MRM
classigue avec 2 transitions par compose et 2 étalons internes.

A la valeur seuil de 16 ng/ml, I'imprécision et le CV étaient inférieurs a 5% ce qui réduit le
risque d’'un mauvais diagnostic de I'activité de la DPD. Cette procédure a été appliquée a 64
échantillons patients qui ont également été mesuré par la méthode utilisée en routine au
CHU de Limoges (extraction liquide/liquide) (55). Parmi ces patients, dans 5 cas les 2
méthodes auraient proposé un diagnostic différent. Cependant, les différences n’étaient que
de 1,8 a 5,6 ng/mL, uniquement pour des patients mesurés entre 14 et 18 ng/mL par la
méthode de référence.

Cette méthode est applicable a la routine clinique. L’automatisation garantit de maintenir des
performances stables au cours du temps et de diminuer le temps humain dédié a I'extraction.

Ces travaux ont fait 'objet d’'une publication, présentée ci-dessous, dans le Journal of
Chromatography B (2020).
lls ont également fait I'objet :

- D’un poster au congrés de la MSACL 2019

- D’un article dans le Clinical Laboratory Magazine (2020)

- D’un article dans I'European Hospital Magazine (Décembre 2019)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Fluoropyrimidines-based chemotherapies are the backbone in the treatment of many cancers. However, the use
LC-MS/MS of 5-fluorouracil and its oral pre-prodrug, capecitabine, is associated with an important risk of toxicity. This
Automated sample preparation toxicity is mainly due to a deficiency of dibydropyrimidine dehydrogenase (DPD). This deficiency may be de-
5_'“‘ tected by using a phenotypic approach that consists in the measurement of uracilemia or the calculation of
ll:'H dihydrouraecil (UH,)/uracil () ratic. For uracilemia, a threshold value of 16 ng/ml has been proposed for partial
DPI; deficizncy deficiency, while a value of 150 ng/ml has been proposed for complete deficiency.

‘We have developed a rapid, accurate and fully-automated procedure for the quantification of U and UH: in
plasma. Sample extraction was carried out by a programmable liquid handler directly coupled to a liquid
chromatography — tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) system. The method was validated according to the
EMA guidelines and IS0 15189 requirements and was applied to real patient samples (n = 64).

The limit of quantification was 5 and 10 ng/ml for U and UH; respectively. Imprecision and inaccuracy were
less than 15% for inter and intra-assay tests. Comparison with dedicated routine method showed excellent
correlation.

An automated procedure perfectly fulfills the need of low inaccuracy and CVs at the threshold values (less
than 5% at 16 ng/ml) and is highly suitable for the characterization of DPD deficiency.

Automatization should guaranty reliable and robust performances by minimizing the sources of variation

such as volume inaccuracies, filtration or manual extraction related errors.

1. Introduction

Fluoropyrimidines-based chemotherapies remain important anti-
neoplastic agents since first approval for testing in humans about
60 years ago [1.2]. Indeed, 5-fluorouracil and its oral pre-prodrug ca-
pecitabine are the backbone in the treatment of colorectal, pancreatic,
gastric, breast, head and neck cancers [3.4]. However, the use of
fluoropyrimidines is associated with an important risk of toxicity, in-
cluding a painful skin condition known as hand-foot syndrome, diar-
rhea, mucosal ulceration and immune suppression [5-7]. As a result,
this toxicity limits or delays the administration of optimal or successive
courses, which impacts the clinical outcome of patients with cancer.
The mechanisms of fluoropyrimidines-based chemotherapies toxicity
and the different strategies to prevent this toxicity are of great im-
portance and numerous works have been published [5-10]. The dihy-
dropyrimidine dehydrogenase (DPD), a rate-limited enzyme, is re-
sponsible of 80% of the catabolism of fluoropyrimidines. Most of the

toxicities under fluoropyrimides treatment can be explained by an in-
herited deficiency in DPD activity. Up to 15% of patients could exhibit a
partial deficit exposing them to moderate or even severe adverse ef-
fects. However, in 0.1 to 0.5% of patient, the complete DPD deficiency
could lead to lethal toxicity. This deficiency may be detected by using
genotyping that detect the DPYD gene inactivating polymorphisms or
by using a phenotyping by measuring uracilemia. The calculation of the
dihydrouracil (UHg)/uracil (U) ratio to determine the phenotypes has
been also used but it has raised some controversies.

Currently, there is no clear European regulatory obligation for DPD
deficiency screening in patients given a fluoropyrimidine-based che-
motherapy. However, based on the levels of evidence from the litera-
ture, the Group of Clinical Pharmacology in  Oncology
(GPCO)-UNICANCER and the French Network of Pharmacogenetics
(RNPGx) has recently established the following recommendations [5]:
(i) to explore DPD deficiency before initiating any chemotherapy con-
taining fluoropyrimidines-based chemotherapies by measuring plasma

* Corresponding author at: Department of Pharmacology, Toxicology and Pharmacovigilance, Limoges University Hospital, France.

E-mail address: franck.saint-marcoux@unilim.fr (F. Saint-Marcoux).

https://doi.org/10.1016/j. jchromb. 2020.122038

Received 6 January 2020; Received in revised form 14 February 2020; Accepted 18 February 2020

Available online 21 February 2020
1570-02327 © 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.



T. Robin, et al

U concentrations (possibly associated with UH»/U ratio); (ii) to geno-
type DPYD by exploring different variants; (iii) to reduce the initial
dose, when partial deficiency is diagnosed or to proscribe fluoropyr-
imidines-based chemotherapies when the deficiency is complete. For
uracilemia, a threshold value of 16 ng/ml has been proposed for partial
deficiency, while a value of 150 ng/ml has been proposed for complete
deficiency [11-13]. No consensus has been defined for the interpreta-
tion of UHo/U ratio, due to a great interlaboratory variability in the
measurements [13-16].

In the past years, many labs have developed methods with UV de-
tection [17-26] and more recently some have reported the use of mass
spectrometry (MS) detection [26-32]. All these methods were based on
classical manual sample preparations with protein precipitation, solid-
phase or liquid-liquid extractions. With regards to the rapidity needed
to report results and the increase in the number of patients to be
monitored, the time dedicated to sample extraction may be a limiting
step and its automation will offer a great added value. To our knowl-
edge, no such automated extraction procedure coupled to LC-MS has
been proposed yet for the measurement of U and UHg Most recent
extraction procedures involving any automated step of sample pre-
paration (for the measurements of drugs or toxic compounds) were
extensively reviewed by Vogeser and Kirchhoff [33], Zheng et al [34],
Prabhu and Urban [35] or Wei [36]. Their main drawback is that they
were not fully automated as the extracts needed at least to be trans-
ferred into the autosampler. In this context, we recently published a
very high throughput method for the measurement of illicit drugs
where extraction procedure was fully synchronized to LC-MS and where
no human intervention was necessary after the primary tube was loaded
on the system [37]. The main objective of this study was to develop a
LC-MS method for the measurement of U and UH; in plasma with a
fully-automated sample preparation.

2. Material and methods
2.1, Chemicals and reagents:

Dihydrouracil, dihydrouracil-'*C'®Ny, uracil and uracil-"*C'*N,
were supplied by LGC Standards (Molsheim, France). These analytes
were stable in stock solution for 6 months at — 20 °C [29]. Acetonitrile
and isopropanol were purchased from Carlo Erba Réactifs (Val de Reuil,
France). Bovin serum albumin was purchased from Sigma Aldrich (ref.
A7030) (Saint-Quentin Fallavier, France). Formic acid and acetic acid
were supplied from Fisher Chemical (Illkirch, France). Pure water was
obtained using a Millipore Direct () purification system (Saint-Quentin-
en-Yvelines, France).

2.2, Sample preparation

Extraction was performed by an automated sample preparation
system, the CLAM-2030 (Shimadzu Corporation, Mame-la-Vallée,
France), coupled to a LC-MS/MS system (see below). Briefly, once the
primary (or secondary) tube was loaded onto the automated system, no
further human intervention was required.

Blood samples were collected in heparinized tubes and plasma was
separated within 1 h30 by centrifugation at +4 °C and stored at —20°C
according to the recommendations [6.38].

Once on board, 20 pl plasma (store at +4 °C) were automatically
pipetted in a pre-conditioned tube containing a filter, to which reagents
were then added, mixed and filtered. Precisely: 40 pl of acetonitrile/
acid formic (1%) was added to a PTFE (polytetrafluoroethylene) filter
vial (0.45pm pore size) previously conditioned with 20pL of iso-
propanol. Then, the 20 uL of plasma and 10 pL of isotopically labelled
internal standards (at 1500 ng/ml: namely, 167 ng/mL in the tube)
were added. The mixture was agitated for 120s (1900 rpm) then fil-
tered by application of vacuum pressure (—60 to —65kPa) for 120s
into a collection vial. Finally, the extract was diluted with 550 pL of
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water and 50 pL. were injected in the LC-MS/MS system.
2.3 LC-MS/MS conditions:

The chromatographic system consisted of two Shimadzu LC-30 AD
pumps (Nexera X2), a CTO 20AC oven and a SIL-30 AC-MP autosampler
(Shimadzu Corporation, Mame-la-Vallée, France). Chromatographic se-
paration was performed using a Hypercarb 3 pm, 15021 mm column
(ThermoFisher, Illkirch, France), and a gradient of (A) water containing
0.5% acetic acid, and (B) acetonitrile containing 0.5% acetic acid as mo-
bile phase at a flow-rate of 250 pL./min, as follows: 0.00-3.00 min, 5% (B);
3.00-5.00 min, 5 to 25% (B); 5.00-9.1 min, 25% (B); 9.1-9.2min, 25 to
100% (B); 9.2-10.5min, 100% (B); 10.5-10.6, 100 to 5% (B);
10.6-15min, 5% (B). Oven temperature was set at 25 °C.

LC-MS5/MS analysis was performed on an LCMS-8060 triple quad-
rupole mass spectrometer (Shimadzu Corporation, Mame-la-Vallée,
France) used in the positive electrospray ionization modes. The inter-
face parameters and common settings were as follows: interface vol-
tage: 1kV; nebulizing gas flow: 3 L/min; heating gas flow: 14 L/min;
drying gas flow: 10L/min; interface temperature: 380°C; DL (deso-
Ivation line) temperature: 300 °C; heat block temperature: 500 °C; col-
lision gas pressure 170 kPa.

All compounds were measured by scheduled-MBRM (Multiple
Reaction Monitoring) using 1 ms pause time and 30ms dwell time.

2.4, Validation procedure:

The calibration range was 5 to 320 ng/mL for U concentration and
10 to 640 ng/ml for UHz. The calibration standards and the 3 quality
controls (QC) prepared in BSA at 80g/L were used: (i) QC1 13 and
23 ng/ml, (ii) QCZ 16 and 32 ng/ml and (iii) QC3 150 and 300 ng/ml
for U and UHy, respectively.

The laboratory of Pharmacology-toxicology of the Limoges
University Hospital activities has been accredited following the
International Standards Organization (ISO) 15189 standard (accred-
itation number: 8-2607). The methods validation protocol respects also
the EMA guidelines and examines the following criteria:

- The lower limit of quantitation (LLOQ) was defined as the lowest
concentration that could be measured with intra-assay and inter-
assay imprecision (CV%), and inaccuracy (bias) all less than 20%.

- The intra-assay precision and accuracy (n = 6) and the inter-assay
precision and accuracy (n = 6) were assessed by analysis of the 3
different QC. To access the intra-assay precision and accuracy &
replicates of each QC were analyzed in one day. To assess the inter-
assay precision and accuracy, each QC were analyzed each day for
6 days. The CV% values and bias values had to be less than 20% at
the LLOQ and less than 15% for the other levels.

- Calibration standards were prepared by adding appropriate working

standard solutions to 100 pl. of BSA prior to extraction in order to

obtain the following 6 concentration levels for uracil: 5, 10, 15, 20,

80 or 320 ng/mL; and the following for dihydrouracil: 10, 20, 30,

40, 160 and 640 ng/mL. Calibration curves of the compounds-to-

internal standard peak-area ratios of the quantification transition

versus expected compound concentrations were constructed using a

linear with 1/x weighting regression analysis.

Recoveries were determined for the 3 QC by comparing analyte/

internal standard peak area ratios for sample spiked either before or

after the automated sample preparation.

- The carry-over effect was evaluated by analyzing the blank samples
that were systematically analyzed after the injection of calibration
standards at the upper limit of quantification (respectively 320 and
640 ng/ml for U and UHz). According to EMA guidelines [39] carry-
over should not be greater than 20% of the LLOQ for the 2 analytes
and 5% of their internal standards.

- Matrix effects were evaluated using deuterated internal standards.
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Table 1
Results of the validation study.
Compound Associated IS Recovery (%) (WRSD) (n = 3) Intra-assay precision (%) (WRSD} Inter-assay precision (%) (YRS} Matrix effect
n=§&) in—g) (%]
oc1 ooz QCa Qc 1 faloge) ol QC1 Qe 2 oC 3
Dihydrouracil  Dihydrouracil “IC'*N; 64.8 (7.7) 8.9 60.6 85.3 (7.7) 856.5(5.7) 101.3(8.8) 80.5(3.0) G3.8 (2.8) 1006 (4.8) 10.2 (4.9)
57 (4.2)
Uracil Uracil *CN, 76.5 720 78.8 104647 966(44) 984(3.1) 1008 (6.6) 97.1 (3.8) 983 (6.0) 10.5 (2.2)
(14.2) (5.6) (8.9)
RSD: relative standard deviation; QC: quality control.
Table 2
Optimised mass spectrometry parameters.
Compounds Precursor ion Product ion Retention time (min)
msz Q1 pre-bias (V) Quantitation Reference
miz Collision energy (V) 03 (V) miT Collision energy (V) Q3 (V)
Dihydrouracil 114.9 —120 301 —18.0 —-13.0 550 -23.0 —-21.0 4.26
Dihydrouracile **C'*Na 118.3 —10.0 55.0 -25.0 —20.0 76.1 140 —12.0 428
Uracil 113.1 —14.0 701 -19.0 —-27.0 a6.0 -22.0 -17.0 871
Uracil *c"*Ny 116.2 -10.0 711 -19.0 —28.0 080 —-20.0 —18.0 B.71

In fact, U and UHz are endogenous compounds. Six different human
plasma and 6 different water samples were extracted and secondary
spiked with internal standards at 100ng/ml. Potential ion sup-
pression or enhancement was evaluated by comparing the average
peak intensity obtained in the two different conditions. The differ-
ence had to be less than 15%.

- Selectivity examination is not applicable for U and UH2 since the
analytes are naturally present in human plasma at concentrations of
approximately 10 ng/mL and 100 ng/mL, respectively. However, we
examined the selectivity of IS by evaluating the interference in 6
different blank plasmas. Selectivity of IS was proven by the absence
of any peaks at the same retention time.

- The stability of U and UH; were studied by others [25-31]. Ac-
cording to Jacobs et al [31] the U and UHy are stable in whole blood for
4h at +4°C at maximum. Noteworthy, 13% increases in the U con-
centration after 4 h has been observed. Both U and UH; were stable in
plasma at — 20 °C after long term storage. This is why all samples have
to be centrifuged within 1 h30 and stored at —20°C

2.5, Application af the whole procedure to real patient samples:

The automated sample preparation and LC-MS/MS analysis proce-
dure was tested using 64 patient samples by comparing its quantitative
results to those of a pre-existing and validated quantitative LC-MS/MS
method routinely used in our lab and considered as a reference here
after. Briefly, this method was based on a liquid-liquid extraction of
500 pL of plasma with ethyl acetate/2-propanol preceded by a protein
precipitation with ammonium sulfate. The chromatographic separation
was performed using a XSelectsCSH™ C18, 2.5um (100 = 2.1 LD.)
column and mass detection and quantification were performed on an
AB-Sciex QTRAP24500MD triple quadrupole mass spectrometer (Sciex,
Villebon sur Yvette) operated in the positive electrospray ionization
(ESI+) with selected reaction monitoring mode.

3. Results and discussion

As DPD deficiency screening in patients receiving a fluoropyr-
imidine-based chemotherapy is an obligation in France and highly re-
commended in other countries, most labs in charge of the measurement
of U (and UH2) will or are already facing a great increase of this

activity. We propose here a fully-automated solution able to ensure an
accurate and robust measurement without requiring precious man-
power and allowing high throughput by running samples continuously
when necessary. The method was validated according to EMA guide-
lines. A summary of the results of validation and the MRM conditions
are reported in Tables 1 and in 2.

® Selectivity

Among validation criteria, the specificity examination is challenging
since U and UHj3 are both endogenous compounds in human plasma and
that most determination methods use BSA to build matrix matched
calibrations. We examined the selectivity of the IS by evaluating in-
terferences in & different plasma. No significant signal (less than5%)
were observed at the RT of the IS.

An elegant approach has been proposed by Jacobs et al [31] where
control human plasma was spiked with U-"*Ny and UH,-"*C4-""N; and
quantified using U and UH3 as internal standards for examination of the
selectivity, the recovery and the matrix effects. However, for selectivity,
only the selectivity of the IS was examined but any interference from
possible co-administered medications could not be verified. As patients
receiving fluoropyrimidines-based chemotherapies are generally poly-
medicated, this verification is necessary, though. Therefore, we ex-
amined, in our in-house built library, a list of 900 drugs and metabolites
of interest to identify a potential interfering compound. None of these
drugs presented a mass of 114.0 or 112.0. Collision induced dissocia-
tion ions, produced in the ESI source, with these m/z could be another
source of interference. But it is still unlikely that such a compound
would have the same retention time and transitions as U and HU;. In
addition, the use of a column allowing a significant retention of very
polar molecules, such Hypercarb, contributes to improve the selectivity
of the method. Table 3 resumes the published methods assessing U and
UHa.

o Linearity and limits of quantification:

Correlation coefficients values were greater than 0.99 for each
standard calibration curves in the concentration range from 5 to
320 ng/ml for U and from 10 to 640 ng/ml for UHz. The LLOQs were
5ng/ml for U and 10 ng/ml for UHz All LLOQs were below the phy-
siological concentrations and were quantifiable with an accuracy and a
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Fig. 1. Typical MEM chrematograms of uracil (bottom) and dihydrouracil (top) at the lower and upper limits of gquantification (LLOGQ and ULOQ). Blank samples

were obtained after ULOGQ.

precision within 20%. ULOQs were above the concentrations observed
in DPD deficient patients, namely: 320 and 640 ng/ml for U and UH;

respectively.
» Carry over, recovery and matrix effect:

By inspecting blank samples used during the validation procedure,
no carry over was observed after the injection of calibration standards
prepared at the ULOQ. A typical example of chromatogram is presented
in Fig. 1 for U and UHz. The mean recoveries were very stable for all the
tested concentrations: 65 to 70% for UHz and 75 to 80% for U, with low
CV% values for the 2 molecules. The mean matrix effects were 10.5 and
10.2% for U 'C"*N; and UH; "*C'"Ny, respectively.

® Accuracy and precision

Intra and inter-assay precisions (%RSD) varied from 2.8 to 8.8
complying with EMA validation guidelines. Intra and inter-assay ac-
curacies varied from 85.3 to 104.6 and were also within these accep-
tance criteria. The inaccuracy and CV were less than 5% for intra and
inter-assay tests for the threshold value 16 ng/ml.

Recent recommendations proposed threshold walues of 16 and
150 ng/ml for uracilemia to characterize a partial or a complete DPD
deficiency, respectively. This implies that analytical methods have to be
the most accurate, reliable and robust as possible. Indeed, a suboptimal
quantification, in particular around threshold values may change or
delay patient’s care and medical decisions. Generally, inaccuracy and
CV less than 15% are the common acceptance criteria to validate each
parameter of a method [39]. Unfortunately, the French recommenda-
tions do not mention any acceptable inaccuracies for the 2 thresholds.
In this case, a range of quantification from 13.6 to 18.4 ng/ml could be
expected for the threshold wvalue set at 16ng/ml. When the re-
commendations are strictly respected, for patient’s care, such range
may have different consequences: (i) Wrongly measured less than
16ng/ml, a patient could be considered as having no DPD deficiency.
The clinician may not reduce the dose of 5-FU and the patient could be
averexposed with a risk of toxieity; (i) Wrongly measured more than
16 ng/ml, a patient could be considered as having a partial DPD defi-
ciency. The 5-FU dose may be reduced and the patient could be

underexposed with a suboptimal treatment. Practically, to prevent
these risks it may be recommended to re-analyze the sample or to ex-
plore the deficiency by genotyping. Both solutions delay the treatment
whereas it's highly recommended that patients benefit from it as soon
as they are diagnosed.

Obviously, a method with very low inaccuracy is needed to explore
DPD deficiency. Even if they can provide such performances, the ana-
Iytical methods reported up to now for the measurement of U and UH;
are particularly long and tedious (Table 3). Most of these methods re-
quired 200 to 500 pL of plasma (except for [33]) and a preparation of
the sample with a protein precipitation was always necessary before the
extraction. Each also needed a liquid/liquid extraction (LLE) or solid
phase extraction (SPE) with multiple manual steps including cen-
trifugation, filtration and evaporation. In this study, we have auto-
mated the sample preparation in order to insure and maintain low ac-
curacy. The automated sample preparation required 8 min. Then, after
the automated transfer of the extract, the chromatographic separation
was performed in 15 min. About 23 min were needed to obtain the first
result. Then, as extraction and separation were performed in parallel,
the system produced a result every 15min.

Once the sample is on board of the system, this approach drastically
decreases the manpower dedicated to sample preparation. In addition,
automation is an ideal solution allowing the analysis of patients’ sam-
ples rapidly/immediately in labs willing to perform this analysis every
day/at all times.

® Clinical practice

The relevance of UH2/U ratio was already review by French group
(ref HAS). The UH2/U ratio as a biomarker for severe toxicities under
fluoropyrimidines treatment is still controversial. In addition, no con-
sensual value could be set between the different laboratories. The main
reason is the presence of interfering compounds of UH2 when analyzed
by LC-UV. The genotyping approach for the diagnosis of DPD deficiency
focuses on only 4 variants leading to a lack of sensitivity (false nega-
tives). Therefore, the use of U concentrations as phenotypic approach of
DPD deficiency is recommended currently by the French health au-
thorities. The validated method here is now used for routine analysis
and allowed the comparison of results obtained for 64 patients with a
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Fig. 2. Bland Altman analysis for uracil and dihydrouracil quantified with the newly procedure and a validated LC-MS method with manual sample preparation. d:

mean difference. ssd: standard deviation.

reference method. Our results show reliable quantification. The con-
centrations of U in 63 patients ranged between 4.9 and 36.6 ng/mL.
Seventeen patients have concentrations between 14 and 18 ng/ml.
Among these, the 2 methods would have proposed different diagnosis
for 5 patients (based on the threshold of 16ng/ml). The difference
varied from 1.8 to 5.6ng/ml. In this study, 100% and 93.7% of the
Bland Altman plots were within the = 25D interval for or U and UH2
concentrations, respectively. A summary of this study is presented in
Fig. 2.

4. Conclusion

To our knowledge, a fully-automated LC-MS/MS method for accu-
rate and robust quantification of U and UHz has not been published yet.
This method could be used in routine labs facing a great increase in this
activity since it allows high throughput by running samples con-
tinuously when necessary. It is application in routine clinical for the
characterization of DPD deficiency is an ideal solution to reduce in-
cidence of errors and thus insure best reproducibility, robustness and
reliability [33.35].
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Discussion - Conclusion

Basés sur un systeme LC-MS et un préparateur d’échantillons alors tout juste
commercialisés, mes travaux de thése avaient pour but de développer (i) différentes
méthodes analytiques avec des applications de toxicologie cliniques (ii) et différentes
procédures d’extraction automatisées des échantillons.

Le premier projet imaginé par le laboratoire du CHU de Limoges et la société Shimadzu a
été de développer différentes procédures de screening permettant de proposer des
« méthodes clés en main » a des laboratoires faisant I'acquisition d’'un LCMS 8060 et/ou un
CLAM.

Dans un premier temps, deux librairies de spectres de masse contenant I'information
spectrale d’'un trés grand nombre de xénobiotiques d’intérét en toxicologie ont été
développées. La premiéere contient 4 spectres par molécule correspondant aux PIS acquis a
3 énergies de collision différentes (+ 10,35, 55 eV), en mode négatif ou positif, plus un
« merged spectrum » correspondant a la somme de ces 3 PIS. La deuxieme a été construite
avec un mode dit « MRM spectrum mode» consistant a suivre pour chaque molécule jusqu’a
15 transitions, chacune avec des énergies de collision optimisées, puis a reconstruire un
spectre contenant toute I'information spectrale (« MRM spectrum »). Nos travaux suggerent
que ce mode d’acquisition présente une bien meilleure spécificité que les modes
d’acquisition classiques pour des applications de screening. En effet, une méthode MRM ne
suit usuellement que 2 ou 3 transitions par molécules. Dans un contexte de recherche sans
a priori comme le screening, cette information spectrale est le plus souvent trop pauvre. Les
PIS peuvent, eux, manquer de spécificité car les énergies de collision « fixes » ne sont, par
définition, pas optimales pour chaque molécule. En conditions réelles, avec des échantillons
issus de la routine hospitaliére, les scores d’identification en librairies peuvent alors ne pas
étre trés élevés et laisser un doute a 'opérateur.

Ces librairies réunissent 'ensemble des informations nécessaires a la création de méthodes
de screening « a fagon ». Pour chacune sont disponibles les transitions MRM optimisées de
chaque composé (maximum de 15), ses temps de rétention et diverses informations telles
que le numéro CAS, la classe pharmacologique, la formule chimique, etc... Un opérateur
peut définir la liste des molécules qu’il souhaite inclure dans sa méthode de screening. Il est
ainsi possible de limiter la recherche aux molécules psychotropes ou aux substances illicites,
ou bien encore aux cardiotropes...

Dans un deuxieme temps, sur la base d’'un mélange de référence de 23 molécules, nous
avons da définir des conditions chromatographiques qui doivent permettre I'élution de
composeés trés polaires ou trés apolaires. Le propre d’un screening est de pouvoir détecter
des molécules aux propriétés physicochimiques trés différentes. Pour ne citer que ces deux
exemples, un screening doit pouvoir « chromatographier » des métabolites de médicaments
(ou de toxiques) qui sont le plus souvent extrémement polaires, mais également des
pesticides qui sont souvent des molécules trés apolaires. En I'état, environ 1300 « molécules
d’intérét » ont pu étre « chromatographiées » selon les conditions que nous avons définies.
La méthode incorpore 11 étalons internes, répartis tout au long du chromatogramme.
Chaque molécule est recherchée par son TRR vis-a-vis de I'étalon interne qui lui est le plus
proche. Ce nombre d’étalons est un gage de robustesse et permettra également de pouvoir
modifier au cours du temps les conditions chromatographiques sans nécessiter de « re-
chromatographier » I'ensemble des molécules. Plus précisément, apres injection d’un
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mélange contenant les 11 étalons internes et les 23 molécules de référence, il est possible
d’appliquer une équation tenant compte des modifications de TR observées tout au long du
chromatogramme (le plus souvent un polyndme du premier degré).

Dans un troisieme temps, des méthodes d’extraction ont été développées. La premiére est
basée sur l'utilisation de sels QUEChERS. Le laboratoire du CHU de Limoges ayant déja
démontré l'efficacité de cette approche pour la recherche et le dosage de pesticides, de
stupéfiants et de benzodiazépines, nous avons décidé de l'appliquer a nos méthodes de
screening. Nous avons testé cette approche sur un panel d’environ 120 molécules ainsi que
sur notre mélange de référence. Cette extraction est trés simple a mettre en ceuvre : une
spatule de sels dans I'’échantillon sanguin ou urinaire auquel a été au préalable ajouté de
'acétonitrile, centrifugation et injection du surnageant. Par exemple, la préparation d’'une
gamme, de 2 CQ et d’'une série de 10 échantillons patients, nécessite moins de 45 minutes
pour un opérateur méme peu expérimenté. Nos travaux suggérent qu’elle soit une bonne
approche pour un laboratoire h24 7-7 devant réaliser des screening en urgence.

Cependant, cette méthode nécessite toujours un temps humain précieux la ou il peut étre
nécessaire de rendre un résultat en urgence. Ainsi, dans un deuxiéme temps, nous avons
développé une deuxiéme méthode d’extraction entierement été automatisée a l'aide du
CLAM-2000. Le développement s’est basé sur le mélange de référence, dans un premier
temps. Il s’agissait bien sOr de trouver le meilleur compromis. Au final, 9 min sont
nécessaires a I'extraction du 1*" échantillon. Le temps de préparation est ensuite « masqué »
puisque I'échantillon suivant est extrait pendant I'analyse du précédent. Cette approche est
un véritable bon en avant car, une fois I'échantillon chargé a bord du CLAM-2000, plus
aucune intervention humaine n’est nécessaire. Au-dela d’un gain de temps manifeste,
I'utilisation d’un préparateur d’échantillons entierement automatisé et directement couplé au
systeme LC-MS, permet de libérer totalement le personnel technique vers d’autres taches.
Dans des travaux menés pour mettre en place une méthode de dosage de I'uracile et du
dihydrouracile dans le cadre du STP des fluoropyrimidines, nous avons également montré la
possibilité d’introduire cette approche pour des activités de dosage de médicaments en
routine.

Par la suite, nous avons testé différents modes d’acquisition spectrale dans le but de mettre
au point une méthode de screening a la fois qualitative et quantitative. Fort des résultats
obtenus lors de la validation de la méthode combinant MRM-SpM et CLAM-2000 pour un
panel de drogues d’abus nous avons décidé d’appliquer les mémes paramétres a un panel
de 248 composés. Finalement, une méthode de screening permettant d’identifier et de
guantifier avec une précision acceptable ce panel de composés pour des applications en
toxicologie a été validée. La méthode est simple a mettre en ceuvre puisque (i) I'extraction
est automatisée, (ii) sa robustesse permet de ne pas calibrer quotidiennement le systéme,
(i) un mélange de référence permet la qualification opérationnelle du systeme (temps de
rétention et sensibilité). |l s’agit seulement d’'un exemple de méthode de screening qu’un
utilisateur peut mettre en place. Nous avons ici « pioché » 248 molécules dans la
bibliotheque dans I'optique d’obtenir un screening répondant au mieux a une utilisation en
premiere ligne dans un laboratoire de garde ayant des demandes de toxicologie clinique.
Comme nous l'avons indiqué plus haut, chaque utilisateur pourra inclure dans ce type de
méthode les molécules qu’il jugera les plus pertinentes en fonction de ses activités. Si nous
n‘avons pas testé le nombre maximal de molécules pouvant étre inclues, nous avons
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démontré que les conditions chromatographiques et les conditions d’acquisition permettaient
de suivre au moins, environ, 250 molécules.

Stricto sensu, cette méthode n’est pas une méthode de recherche large sans a priori. Son
mode d’acquisition est basé sur le suivie de transitions MRM, donc elle ne sera en mesure
de détecté que les molécules a priori ciblées. C’est pourquoi il est important que I'utilisateur
définisse une liste des molécules qu’il souhaite absolument détectées. En aucun cas cette
approche ne pourra signaler la présence d’'un spectre, et donc d’'un produit inconnu. Elle doit
étre positionnée comme une méthode de premiére ligne pour des laboratoires travaillant
24h/24 7j/7, dans un contexte d’urgence.

Pour proposer une autre alternative, le prochain projet est de développer des méthodes de
screening sur le nouveau spectrometre de masse haute résolution de Shimadzu, le LCMS
9030. La haute résolution ouvre le champ des possibilités avec notamment d’autres modes
d’acquisitions, tel que le Data Independant Acquisition (DIA), plus adaptés aux méthodes de
screening non ciblées.
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Mise au point de méthodes de recherche large de xénobiotiques par chromatographie
liguide couplée ala spectrométrie de masse en tandem.

Dans de nombreux contextes de toxicologie clinique, le screening ou criblage toxicologique
est la premiére analyse effectuée chez un patient, lorsque la nature ou la présence méme de
médicaments ou de toxiques est totalement inconnue. Le plus souvent, le screening précéde
la mise en ceuvre de méthodes quantitatives spécifiques. Les méthodes d’extractions
peuvent étre diverses mais celles-ci restent en général manuelles.

Les objectifs de nos travaux étaient de développer des méthodes de screening qualitatives,
guantitatives et automatisées avec un spectrométre de masse en tandem (modéle 8060 ;
Shimadzu) et une préparateur automatisé d’échantillons (CLAM-2000 ; Shimadzu).

Des bibliotheques regroupant les paramétres spectraux et chromatographiques d’environ
1 300 molécules d’intérét en toxicologie ont été construites. Sur la base de ces bibliothéques
plusieurs méthodes de screening faisant appel a différents modes d’acquisition spectrales
ont été développées et évaluées (MTS, MRM, MRM-SpM,...). Différentes méthodes
d’extraction ont été également mises en place : préparation manuelle basée sur I'utilisation
des sels QUEChERS et approche entiérement automatisée grace au CLAM-2000.

Ses approches ont été appliquées a des échantillons réels et ont vu leurs performances
comparées a celles de méthodes déja accréditées selon les exigences de la norme ISO-
15189. Elles pourraient notamment étre positionnées comme des méthodes de premiére
ligne pour des laboratoires travaillant 24h/24 7j/7, dans un contexte d’'urgence.

Mots-clés : screening, criblage toxicologique, chromatographie liquide, spectrométrie de
masse

Development of screening procedures using chromatography-tandem mass
spectrometry for forensic and clinical application.

Screening methods for compounds of interest in clinical toxicology have been historically
employed as first-line analysis to either confirm or exclude the hypothesis of drug overdose,
or poisoning with a toxicant. After identification using a screening method, quantification
using specific methods is often necessary in a second time to assess the severity of
intoxication. This obviously increases the turnaround time and has an impact on patient care.
With regards to the rapidity needed to report results in clinical toxicology, sample extraction
may be a limiting step. There is no universal extraction procedure for human samples prior to
screening analysis Our goal were to developed screening procedures using a programmable
liquid handler (CLAM-2000; Shimadzu®) directly coupled to a liquid chromatography -
tandem mass spectrometry (LC-MS 8060; Shimadzu®).

Libraries with spectral and chromatographic parameters were built for about 1300
compounds selected based on their relevance to, and occurrence in, clinical toxicology.
Using these libraries, screening methods were developed using different acquisition modes.
Two different extraction procedures were developed: one using QUEChERS salts, another
using the CLAM-2000.

Each approach was validated according to the 1ISO 15189 requirements and was applied to
real patient samples. The different screening methods yielded high confidence in compound
detection and should be useful in core labs facing clinical toxicology situations where rapid
and reliable results are needed.

Keywords : screening, LCMS 8060, CLAM-2000, MRM-SpM



