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PEG, PEG-Steroide und PEG-Peptide aus 
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Allgemeine Gedanken zum PEG-Nachweis 
mit HPLC-MS oder MS/MS
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Methoxy polyethylene glycol succinimidyl succinate
(mPEG-SS)

Polyethylene glycol (PEG)

PEG
4,6k

PEG
10k

matrix: SDHB (10 mg/mL), dried droplet technique

reflectron mode linear mode

used for PEGylation of primary amines

Isotopic resolution with rTOF possible up to 6 kDa!
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PEG und gekoppeltes PEG
� 1.) Molekülgröße von PEG häufig zwischen 1 – 100 kDa, RP-

Chromatographie oder SEC (size exclusion chromatography) ?

� 2.) PEG-Peptid: wenn PEG gewichtsmäßig dominiert, dann 
kann man vermutlich das MS/MS Signal des Peptids nicht mehr 
sehen und daher kann dadurch ein selektiver Nachweis PEG-
Peptid vs. PEG nur mehr bedingt möglich sein.

� 3.) Plasma: zahlreiche Probeabnahmeröhrchen (von diversen 
Herstellern) haben verschiedene eher kleinere PEGs (teilweise 
> 1 kDa) drinnen-ohne Deklaration!

� 4.) Ionisierung von Peptiden mit ESI - na klar! 

� 5.) PEGs für Tandem-MS Nachweis, womit ionisieren ? ESI 
Vielfachladungen vs. APCI Bruchstücke, und welche 
Fragmente? 
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PEG Trennung auf einer GFC P4000 
Säule, Mischung aus 10 PEGs (in kDa) 

932/496/271
118

43

18

6.5

2
0.6/0.23

Precursor Ion Scan auf 133.1 m/z

Zwischen 2 und 200 kDa optimaler Trennbereich dieser Säule
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Determination of 60 kDa branched PEG in rat 
plasma using LC-MS,  LLOQ: 1 µg/mL

Linear Polyethylene glycol (PEG)

CH3O(CH2CH2O)n

CH3O(CH2CH2O)n

X Y

Analyte (branched PEG)

Commonly available:
from 0.3 to 35 kDa

60 kDa
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direct infusion with LC flow,
ESI pos., full scan 

multiple charged PEGs
(several charge states and

PEG size distribution)

All peaks below m/z 100 are unspecific => MS2 necessary

using APCI: only Na-adducts observed (poor fragmentation of Na-adducts!)

35 kDa PEG

Startversuche mit reinen PEGs ohne 
Kopplung anderer Moleküle
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main MS/MS fragments:
m/z 45.0 [C2H5O]+, m/z 89.1 [C4H9O2]+, m/z 133.1 [C6H13O3]+, m/z 177.1 [C8H17O4]+

all fragments have
m/z 44 increments

direct infusion with LC flow,
ESI pos., product ion scan

35 kDa PEG (linear, ungekoppelt)
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Size exclusion chromatography:
� no benefit when using a gradient => isocratic method
� more than 50 % MeOH necessary to elute PEG from column
� signals are more intensive when using a higher percentage of MeOH

Reversed Phase C-18 and HILIC column:
� PEGs with higher MWs elute later
� Leeching from columns
� Leeching co-elutes with 35 kDa PEG
� less retention on HILIC columns compared to C18

Constant parameters:
50 mM formic acid 
in water/MeOH

Conditions for HPLC-MS-Detection of different PEGs
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BIOSEP SEC-S-2000

y = -0,9214x + 6,9273
R2 = 0,9814
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BIOSEP SEC-S-4000

y = -1,043x + 7,8669
R2 = 0,993

2,50

3,00

3,50

4,00

4,50

5,00

5,50

6,00

6,50

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5

RT [min]
lo

g
 M

W

BIOSEP SEC-S-3000

y = -0,865x + 7,382
R2 = 0,9906
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Applied Chromatography:

Biosep SEC,
300x4.6 mm, 5µm (Phenomenex)

isocratic, 10 min, 0.8 mL/min
50 mM FA in 90 % MeOH
max. temperature: 50 °C
max. back-pressure: 70 bar

12 different linear PEGs between 1 kDa and 1000 kDa were applied
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1.) PEG Nachweis aus Plasma

� PEG (linear) mit etwa 35 kDa

� PEG (verzweigt) mit etwa 60 kDa
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protein precipitation with MeOH (4+1) protein precipitation with ACN (4+1)

blank blank

LLOQ
LLOQ at 1 µg/mL Plasma, 
PEG 35 kDa

Injection volume: 15 µL
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calibration range: 1 - 200 µg/mL
without internal standard

Determination of 35 kDa linear PEG in rat plasma
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PPG 3000 from Applied Biosystems
Calibration Kit (d.f. 100)

PPG 3.4 kDa from Sigma-Aldrich
(50 µg/mL)

Example: PolyPropyleneGlycol: MRM 600/59.0

Specific requirements for an internal standard:
� High molecular weight (about >3 kDa)
� Synthetic, well homologous polymer
� No ethylene glycol building blocks
� Soluble in MeOH (IS-WS solution)
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2.) PEG-Steroid Nachweis aus Plasma

� PEG mit etwa 2000 Da

� Gekoppelt an Steroid mit etwa 400 Da

� API 4000 verwendet, da Scanbereich bis 
3000 m/z möglich (API 5000 nur bis 1250 m/z 
möglich und reduzierte Sensitivität im obersten 
Bereich) 
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ESI positive infusion of a pegylated steroid, single and double charged ions 
clearly visible of the PEG distributions

∆ = 22 m/z

∆ = 44 m/z

Molecular weight of steroid + PEG 
at around 2500 amu
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Calibration Curve for the pegylated Steroid in Human 
Plasma (from 0.1 to 10 ng/mL)

Nach ACN Fällung
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Chromatograms of pegylated Steroid in Human Plasma 
at about 0.9 ng/mL and its Internal Standard

Sum of 5 MRM 
transitions
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3.) PEG-Peptid Nachweis aus Plasma

� PEG mit etwa 20 kDa

� Gekoppelt daran ein Peptid mit etwa 3 kDa
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PEG-Peptid nach tryptischem Verdau, 
offline

Zahlreiche Übergänge von 2 Hauptprodukten
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PEG-Peptid 40 µg/mL Plasma, online 
tryptisch gespalten nach C18 Trennung

Injizierte Absolutmenge: etwa 200 ng von PEG-Peptid, 
entspricht etwa 30 ng Peptid, gezeigt sind Übergänge von 
Peptidbruchstücken

MRM 976 (2 fach geladen) auf 1169

MRM 651 (3 fach geladen) auf 501

Pseudo MRM 651 (3 fach geladen)
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PEG-Peptid Leerplasma, online tryptisch
gespalten nach C18 Trennung

Verschleppung > 1-2 % durch Trypsin Säule
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Wenn Sie Hilfe suchen 
- wir sind kompetent 
und freundlich und 
jederzeit für Sie da!


