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Supplementary Figure 9. High  resolution MS/MS analysis of  15N18O2
‐‐derived NO2‐CLA  isotopologues 

generated during acute peritoneal inflammation. a, LC‐MS/MS analysis revealed two positional isomers 

for  each NO2‐CLA  isotopologue,  i.e. 9‐NO2‐CLA  and 12‐NO2‐CLA. An  identical  chromatographic profile 

and  retention  times were  observed  for  both  synthetic  standards  (upper  panel)  and  peritonitis  plus 
15N18O2  supplementation  samples  (lower panel). b‐c,  Individual high  resolution MS/MS analysis of  the 

positional 9‐NO2‐CLA (b) and 12‐NO2‐CLA (c)  isomers and their corresponding containing  isotopologues 

showed  the expected  losses of H2O  (Δ mass = 18.0106) and H2
18O  (Δ mass = 20.0148)  from  the NO2 

group  to  form  product  ions  with m/z  306.2082,  307.2054,  and  309.2099  (peaks  F,  f’  and  f’’).  The 

naturally‐occurring  13C  containing  product  ions  were  also  resolved  and  were  distinct  from  the  15N 

products at a 60000 resolution (Panel b, peak f. Panel c, peaks g‐i). Specific product  ions derived from 

carbon chain  fragmentation of  the  isotopologues  further confirmed  the  incorporation of  labeled NO2
‐ 

and the formation of nitroalkene isomers identical to those observed in chemical reaction systems and 

in vitro cell culture models. In this regard, fragmentation of the isotopologues of 12‐NO2‐CLA generated 

the same pattern of product  ions as the synthetic standard and as previously reported (References 13 

and 14 in the main text). In addition to the 13C isotopes observed in both the synthetic 12‐NO2‐CLA and 

the peritoneal inflammation sample, easily recognizable products ions containing isotopically‐labeled O 

atoms  were  identified  and  confirmed  at  a  3  ppm  resolution  (Panel  b,  peaks  A‐D,  a‐d  and  d’).  As 

previously reported, product  ions stemming from carbon chain fragmentation of 12‐NO2‐CLA  lose their 

nitrogen as the result of a cyclization reaction, thus no ions containing 15N are observed (Figure 5b).  The 

same approach was used to characterize 9‐NO2‐CLA isomers, where the fragmentation of this isomer is 

characterized by retaining the N atom. Biologically‐generated 9‐NO2‐CLA shows the same fragmentation 

pattern as  synthetic 9‐NO2‐CLA with  the addition of  the  labeled 
15N and  18O atoms confirmed at high 

resolution at the 3 ppm level (Panel c, peaks G‐I, g’‐i’). Corresponding structures and measured m/z for 

product ions detected in this figure are provided in Supplementary Table 2. 
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Supplementary  Table  1.  Exogenous  and  endogenous  nitrite  levels  in  peritoneal  lavages  1  h  post 

CLA/15N18O2
‐ injection. 

Peritoneal Nitrite (nmoles) 

Nitrite Injected 
[14N] NO2

‐  [15N] NO2
‐ 

Total  % [15N] 
Mean  SD  Mean  SD 

     20 nmoles  3.61  ± 0.71  0.18  ± 0.15  3.78  4.7 % 

   200 nmoles  3.27  ± 1.97  0.30  ± 0.14  3.57  8.4 % 
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