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Vorwort 1

Zielgruppe

Diese Anleitung ist an Kunden und AulRendienstmitarbeiter (FSEs) gerichtet.

Technischer Support

SCIEX und seine Vertretungen beschaftigen weltweit einen Stab an ausgebildeten
Servicekraften und technischen Spezialisten. Der Support kann Fragen zum System oder
anderen auftretenden, technischen Problemen beantworten. Fir weitere Informationen
besuchen Sie die Website unter sciex.com.
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Skripte 2

In diesem Dokument wird die Installation und Verwendung von Analyst MD Softwareskripten
erklart. AuRerdem bietet es einen Uberblick tber die Verwendung jedes Skripts und wie ein
Skript bei Bedarf deinstalliert werden kann.

Installieren oder Deinstallieren von Skripten

Manche Skripte werden automatisch installiert, wenn die Analyst MD-Software installiert ist.
Alle Ubrigen Skripte stehen im Ordner ,Scripts* zur Verfliigung.

Skripte mussen installiert sein, damit sie verwendet werden kénnen. Siehe Abschnitt:
Installieren eines Skripts.

Installieren eines Skripts

1. Fdhren Sie einen der folgenden Schritte aus:

» Navigieren Sie auf dem Computer zum Ordner <Drive>:\Program
Files\Analyst\Scripts.

* Navigieren Sie auf der Software-DVD zum Ordner Extras\Scripts (falls verfligbar)
oder im entpackten Web-Download-Paket der Software.

2. Offnen Sie den Ordner ,Scripts®.

3. Fulhren Sie einen der folgenden Schritte aus:
» Doppelklicken Sie fir das sMRM Calculator-Skript auf sMRM Calculator Setup.exe.
» Fur alle anderen Skripte doppelklicken Sie auf ScriptRunner.exe.

4. Folgen Sie den Anweisungen auf dem Bildschirm, um die Skripte zu installieren.
Die installierten Skripte sind Uber das Menu Script verfligbar.

Deinstallieren eines Skripts

Hinweis: Deinstallieren Sie nicht die Skripte ,DFTTracker und ,MRM3 Optimization“. Wenn
diese Skripte entfernt werden, muss die Analyst MD Software erneut installiert werden, um
auf diese Skripte zugreifen zu kénnen.

Um das Skript zu deinstallieren, fihren Sie einen der folgenden Schritte aus:

* Fur die Skripte ,Create Quan Methods From Text Files®, ,Create Text File from
Quant Method® und ,MSServiceLog® navigieren Sie zum Ordner <drive>:\Analyst
Data\Projects\API Instrument\Processing Scripts und ldschen Sie script dll
manuell.

* Gehen Sie beim sMRM Calculator-Skript folgendermalen vor:

Analyst MD Software Skripthandbuch
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Skripte

» Klicken Sie bei einem Windows 7 Betriebssystem auf Start > All Programs > Control
Panel > Programs and Features.

» Klicken Sie bei einem Windows 10 Betriebssystem auf Start > Control Panel >
Programs and Features.

« Kilicken Sie mit der rechten Maustaste auf sMRM Calculator und dann auf Uninstall.

* Folgen Sie den Anweisungen auf dem Bildschirm.

Erstellen von Quantifizierungsmethoden und
Textdateien

Das Skript ,Create Text File from Quan Method*“ exportiert ein Quantifizierungsmethode
in eine tabulatorgetrennte Textdatei. Das Skript ,Create Quan Methods From Text Files®
importiert die in einer tabulatorgetrennten Textdatei enthaltenen Informationen in ein
Quantitation Method File (gmf). Derzeit unterstiitzt die Komponente ,Build Quantitation
Method® in der Analyst MD Software diese Funktion nicht.

Das Skript ,Create Text File from Quan Method* erstellt eine Quantifizierungsmethodendatei
als Darstellung in Form einer Textdatei. Fur jedes erforderliche Feld wird eine Spalte in der
Textdatei erstellt, wenn das Kontrollkastchen Export all columns markiert ist. Wenn das
Kontrollkastchen nicht aktiviert wurde, erzeugt das Skript die Textdatei nur mit Spalten fir die
Felder, in denen der Feldwert nicht fir alle Peaks gleich ist.

Das Skript ,Create Quan Method From Text Files” gibt Standardwerte fir jedes

der nicht erforderlichen Felder in der Textdatei an, wie zum Beispiel flir den
Integrationsalgorithmus oder die Regressionsparameter. Weitere Informationen finden Sie
im Abschnitt: Textdateiformat .

Verwenden des Skripts ,,Create Quan Methods From Text
Files“

1. Klicken Sie auf Script > Create Quan Methods From Text Files.

Skripthandbuch Analyst MD Software
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Abbildung 2-1: Dialogfeld ,,Create Quantitation Methods from Text Files*

( B3 Create Quantitation Methods from Text Files §1
Default Generic Parameters
Algorithm: iﬁ.nulyst Classic (TurboChrom) vl_
Extraction Type: -MFRM ~] Feriod: 1 - Experiment '.'l ~|
Expected BT, 01 min BT 'Window: 0 | sec Use Relatve RT
Bkg. Startimin). 0 Bhag. End (rmin): 0 |
Conc. Units Cale. Conc. Units:

Default Anahyst Classic (TurboChrom) Parameters
Bunching Factor. i'l - Moize Threshald: | Area Threshold: 200
Mum. Smooths 0 = Separation Width: Saparation Height 0,01

Exp. PeakRatio: 5 Exp. Adjusted Ratio: | Exp. Walley Fiatio: 3

Default General IntelliCuan Farameters Drefault IntelliCuan MO Il Farameters

hin, Peak Height 0 ops Moise Percent 50
in. Peak Width: 0 38 Base. Sub. Window: 1

Smaathing Wdth: o v-pcnrdi Pesk-Spliting Factor [2

Report Largest Paak

Regression Parameters Default Window Summation Farameters

Fit: Linear ¥ | Lize Baselina Subtrachon

Weighting: Mone

Parareter Arga Create One Method J

lterate; Mo

Creats Muliple Methods ]

2. Verwenden Sie die Parameter im Abschnitt ,Default Generic Parameters®, um eine
Quantifizierungsmethode zu erstellen. Die Felder Algorithm, Extraction Type, Period
und Experiment sind in der Analyst MD Software nicht verfiigbar. Stellen Sie die
folgenden Parameter nach Bedarf ein:

» Wahlen Sie einen Peak-Finder-Algorithmus aus der Liste Algorithm aus. Der
~Window Summation“-Algorithmus summiert alle Intensitaten in Retentionsgrenzwert
und findet keine Peaks.

* Wahlen Sie aus der Liste Extraction Type den Datentyp aus, der integriert werden
soll.

» Wahlen Sie aus den Listen Period und Experiment die Zeitabschnitts- und
Experimentnummer aus.

Die Gruppen ,Default Analyst Classic Parameters®, ,Default General IntelliQuan
Parameters®, ,Default IntelliQuan MQ Il Parameters” und ,Default Window Summation
Parameters” enthalten die Parameter, die von dem im Feld Algorithm ausgewahlten
Algorithmus verwendet werden.

3. Markieren Sie das Kontrollkdstchen Use Baseline Subtraction, damit der ,Window
Summation“-Algorithmus die Intensitaten zur horizontalen Linie an der minimalen

Analyst MD Software Skripthandbuch
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Skripte

Intensitat der Datenpunkte summiert, im Gegensatz zur Summierung nach unten zur
Null-Intensitat.

Wahlen Sie die Regressionsinformationen im Abschnitt ,Regression Parameters® aus.

Die hier angegebenen Informationen werden auf alle Analytpeaks angewendet. Im
Gegensatz zu den vorherigen Parametern kann diese Information nicht in den
Textdateien angegeben werden. Darum werden dieselben Regressionsparameter auf
alle Analyten angewandt. Eine vollstdndige Beschreibung der Parameter finden Sie im
Dokument: Hilfe.

Um eine Quantifizierungsmethode zu erstellen, klicken Sie auf Create One Method,
navigieren dann zu der Textdatei, die zur Erstellung der Quantifizierungsmethode
verwendet werden soll und klicken dann auf Open.

Es wird eine Quantifizierungsmethodendatei im Format gmf mit dem gleichen
Dateinamen wie die txt-Datei erstellt, wenn die Textdatei das korrekte Format hat

und die erforderlichen Spalten enthalt. Die erstellte Quantifizierungsmethode wird im
Ordner Quantitation Methods unter dem aktuellen Arbeitsprojekt in der Analyst MD
Software gespeichert, ungeachtet des Speicherorts der Textdatei.

Um mehrere Methoden aus mehreren Textdateien zu erstellen, klicken Sie auf Create
Multiple Methods, navigieren zu dem Ordner, in dem sich die Textdateien befinden und
klicken dann auf OK.

Es wird jeweils eine Quantifizierungsmethodendatei im Format gmf mit dem gleichen
Dateinamen wie die txt-Datei fir jede einzelne Textdatei in dem Ordner erstellt,

wenn sie das korrekte Format haben und die erforderlichen Spalten enthalten. Die
erstellten Quantifizierungsmethoden werden im Ordner Quantitation Methods unter
dem aktuellen Arbeitsprojekt in der Analyst MD Software gespeichert, ungeachtet des
Speicherorts der Textdateien.

Verwenden des Skripts ,,Create Text File from Quan
Method*

1.

Erstellen und speichern Sie eine Quantifizierungsmethode in der Analyst MD Software.

2. Klicken Sie auf Script > Create Text File from Quan Method.
Abbildung 2-2: Dialogfeld ,,Options“ (Optionen)
3 Options | = |[E]] 3%
Export all columns
(othenwise only if field wvalue is notthe same for all peaks)
Only show this dialog again if the control key is down
(] 4 | ‘ Cancel
Skripthandbuch Analyst MD Software
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Skripte

Aktivieren Sie das Kontrollkastchen Export all columns und klicken Sie dann auf OK.

4. Navigieren Sie dann zur Datei der Quantifizierungsmethode (gmf) und wahlen Sie sie

aus.

5. Navigieren Sie dann zum Speicherort der Textdatei und wahlen Sie sie aus.
Das Skript erzeugt die Textdatei mit allen Spalten. Wenn das Kontrollkdstchen Export
all columns in Schritt 3 nicht markiert wurde, erstellt das Skript die Textdatei nur mit den
Spalten fur die Felder, in denen der Feldwert nicht bei allen Peaks gleich ist.

Textdateiformat

Die Textdateien, die zur Erstellung der Quantifizierungsmethoden (,Create Quan Methods
from Text Files®) verwendet und aus den Methoden (,Create Quan Methods from Text Files®)
erzeugt werden, haben folgendes Format:

+ Trennen Sie die einzelnen Felder mit Tabulatorzeichen und schlielen Sie jede Zeile mit
Zeilenumbruch oder Zeilenvorschubzeichen ab.

* In der ersten Zeile der Datei mussen die Spaltenliberschriften stehen. Alle in der
folgenden Tabelle aufgefiihrten Spalten, die als ,Erforderlich® markiert sind, missen
vorhanden sein. Die Ubrigen Spalten sind optional. Die tatsachliche Reihenfolge der
Spalten ist nicht wichtig.

+ Jede folgende Zeile muss die Informationen wie in der Tabelle angegeben entweder fur
einen Analyt oder einen internen Standardpeak enthalten.

Tabelle 2-1: Textdateiformate

Spaltenname

Erforderlich

Beschreibung

Peak Name

Ja

Die Bezeichnung des Analyten oder internen
Standardpeaks.

First Mass

Ja

Bei MRM-Daten die Q1-Masse fur den Peak. Bei Voll-
Scan-Daten die Startmasse fur das zu integrierende
XIC. Bei Q1-MI- oder Q3-MI-Daten die Masse.

Second Mass

Eventuell

Dieses Feld ist bei der Integration von Voll-Scan-
oder MRM-Daten erforderlich, aber nicht bei Q1-Ml-
oder Q3-MI-Daten. Bei MRM-Daten ist dies die Q3-
Masse fir den Peak. Bei Voll-Scan-Daten ist dies die
Endmasse fir das zu integrierende XIC.

Extraction Type

Nein

Die Art der zu integrierenden Daten. Falls vorhanden,
sollte einer der folgenden Werte verwendet werden:
0 - MRM-Daten

1 - Q1-MI- oder Q3-MI-Daten
2 - Voll-Scan-Daten

Analyst MD Software
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Tabelle 2-1: Textdateiformate (Fortsetzung)

Spaltenname

Erforderlich

Beschreibung

Is IS

Nein

Gibt an, ob der aktuelle Peak ein interner Standard
oder ein Analyt ist. TRUE, wenn der Peak ein

interner Standard ist. Andernfalls FALSE. Wenn diese
Spalte nicht vorhanden ist, wird von allen Peaks
angenommen, dass sie Analyten sind.

Hinweis: Interne Standardpeaks muissen in der
Textdatei vor allen Analytpeaks definiert werden, die
dieses IS nutzen.

Name des IS

Nein

Bei Analytpeaks wird der Name des entsprechenden
internen Standards angegeben (falls vorhanden).
Wenn ein bestimmter Analyt keinen internen
Standard verwendet, dann lassen Sie dieses Feld
leer. Bei internen Standardpeaks selbst wird der
Inhalt dieses Feldes ignoriert.

Period

Nein

Die Zeitabschnittsnummer fir den Peak (von 1 bis zur
Anzahl der Zeitabschnitte in den Daten).

Versuch

Nein

Die Experimentnummer fur den Peak (von 1 bis
zur max. Anzahl von Experimenten im jeweiligen
Zeitabschnitt).

Use Relative RT

Nein

Fur Analytpeaks, die einen internen Standard
verwenden, gibt dies an, ob die erwartete
Retentionszeit relativ zur Retentionszeit des IS ist
oder nicht. Falls ja, dann TRUE. Andernfalls FALSE.
Der Inhalt dieser Feld wird von anderen Peaks
ignoriert, aber muss dennoch TRUE oder FALSE
enthalten.

Conc Units

Nein

Die Konzentrationseinheiten.

Calc Conc Units

Nein

Die berechneten Konzentrationseinheiten.

Bkg Start

Nein

Startzeit in Minuten flr den Peakhintergrund. Dieser
Parameter beeintrachtigt die Peakintegration in
keiner Weise, aber beeinflusst, wie das Rauschen,
und damit S/N, berechnet wird.

Bkg End

Nein

Endzeit in Minuten fur den Peakhintergrund.

Expected RT

Nein

Die erwartete Retentionszeit in Minuten von 0 bis
1666.

RT Window

Nein

Das Retentionszeitfenster in Sekunden von 1 bis
1000.

Skripthandbuch
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Skripte

Tabelle 2-1: Textdateiformate (Fortsetzung)

Spaltenname Erforderlich Beschreibung

Algorithm Nein Gibt an, welche Peak-Finder- und
Integrationsalgorithmen verwendet werden sollen.
Falls vorhanden, sollte einer der folgenden Werte
verwendet werden:
0 - Analyst Classic (TurboChrom)
1 - IntelliQuan - IQA Il (Automatisch)
2 - IntelliQuan - MQ I
3 - Window Summation

Bunching Factor | Nein (TurboChrom-Algorithmus) Der Blindelungsfaktor fur
den Peak, von 1 bis 100.

Num Smooths Nein (TurboChrom-Algorithmus) Die Anzahl der
Glattungen, von 0 bis 10.

Noise Threshold | Nein (TurboChrom-Algorithmus) Der Rausch-
Schwellenwert, von 1-6 bis 19.

Area Threshold Nein (TurboChrom-Algorithmus) Der
Flachenschwellenwert, von 1-6 bis 112.

Separation Width |[Nein (TurboChrom-Algorithmus) Die Trennungsbreite, von
0 bis 5.

Separation Height [ Nein (TurboChrom-Algorithmus) Die Trennungshdhe, von
0 bis 1.

Exp Peak Ratio Nein (TurboChrom-Algorithmus) Das exponentielle
Peakverhaltnis, von 1 bis 16.

Exp Adjusted Nein (TurboChrom-Algorithmus) Das angepasste

Ratio exponentielle Peakverhaltnis, von 2 bis 16.

Exp Valley Ratio | Nein (TurboChrom-Algorithmus) Das exponentielle
Talverhaltnis, von 1 bis 16.

Min Height Nein Die zulassige Mindestpeakhdhe, von 0 bis 116, bei
Verwendung des IntelliQuan-Algorithmus.

Min Width Nein (IntelliQuan-Algorithmus) Die zulassige
Mindestpeakbreite, von 0 bis 116, in Sekunden.

Smooth Width Nein (IntelliQuan-Algorithmus) Die halbe Breite des
Savitzky-Golay-Glattungsfilters, von 0 bis 20.

MQ 11l Noise Nein (IntelliQuan-Algorithmus) Der Rauschprozentsatz bei

Percent Verwendung der MQ-11I-Option. Dies muss eine

Ganzzahl zwischen 0 und 100 sein.

Analyst MD Software
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Tabelle 2-1: Textdateiformate (Fortsetzung)

Spaltenname Erforderlich Beschreibung

MQ Il Baseline Nein (IntelliQuan-Algorithmus) Das

Sub Window Basisliniensubtraktionsfenster, von 0 bis 10 Minute,
bei Verwendung der MQ-III-Option.

MQ Il Peak Nein (IntelliQuan-Algorithmus) Der Peak-Splitting-Faktor,

Splitting Factor von 0 bis 10, bei Verwendung der MQ-I1I-Option.

MQ 1l Use Nein (IntelliQuan-Algorithmus) Gibt bei Verwendung der

Largest MQ-I11-Option an, ob der gréRte Peak innerhalb

des Retentionszeitfensters oder der Peak, dessen
Retentionszeit am nachsten an der erwarteten Zeit
liegt, gemeldet wird. TRUE, um den gréfliten Peak
zu verwenden und FALSE, um den nachsten zu

verwenden.
Summation Nein (Spezieller Fenstersummierungsalgorithmus) Gibt an,
Baseline Sub ob der Bereich in die Zeile Intensity=0 oder in

den Intensitatswert des am wenigsten intensiven
Datenpunkts innerhalb des Fensters integriert werden
soll. TRUE, wenn der Bereich in den Intensitatswert
des am wenigsten intensiven Datenpunkts integriert
werden soll, oder FALSE, wenn der Bereich in die
Zeile Intensity=0 integriert werden soll.

Die folgende Tabelle zeigt eine Beispieltextdatei fir Voll-Scan-Daten. Die Textdatei enthalt
Tabulatoren zwischen den Spalten und einen Zeilenumbruch am Ende jeder Zeile.

Tabelle 2-2: Beispieltextdatei fiir Voll-Scan-Daten

Peak Name First Mass Second Mass Bunching Factor
Analyte Peak 1 500.1 500.7 1
Analyte Peak 2 812 813 2
Analyte Peak 3 400 401 3

Die folgende Tabelle zeigt ein weiteres Beispiel fir MRM-Daten. ,Analyte Peak 1“ ist so
konfiguriert, dass es den angegeben internen Standard verwendet, und ,Analyte Peak 2*
verwendet keinen internen Standard.

Tabelle 2-3: Beispieltextdatei fiir MRM-Daten

Peak Name Is IS Name des IS First Mass Second Mass
IS Peak 1 TRUE — 500.1 413.2
Analyte Peak 1 FALSE IS Peak 1 600.2 382.1
Skripthandbuch Analyst MD Software
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Tabelle 2-3: Beispieltextdatei fur MRM-Daten (Fortsetzung)

Peak Name

Is IS

Name des IS

First Mass

Second Mass

Analyte Peak 2

FALSE

IS Peak 1

400

312.1

Die folgende Tabelle enthalt eine Mischung aus Voll-Scan- und MRM-Daten in verschiedenen

Experimenten:
Tabelle 2-4: Beispieltextdatei fiir MRM-Daten
Peak Name Extraction Type Versuch First Mass Second Mass
Analyte Peak 1 0 1 500.1 413.2
Analyte Peak 2 0 1 600.2 382.1
Analyte Peak 3 2 2 812 813
Analyte Peak 4 2 2 400 401

DFT Tracker

Das Dynamic Fill Time (DFT) Tracker-Skript verfolgt die DFT-Einstellungen, die bei QTRAP
System-Scans verwendet werden. Sie kbnnen mit dem Skript die optimale Fullzeit fir den
linearen lonenfallen (LIT)-Modus bestimmen, um eine hohe Datenqualitat Uber einen weiten
Dynamikbereich zu erhalten. Der DFT Tracker Uberwacht die folgenden LIT-Scantypen:
.Enhanced MS* (EMS), ,Enhanced Resolution“ (ER), ,Enhanced Product lon“ (EPI) und

~MS/MS/MS* (MS3).
» Klicken Sie auf Script > DFTTracker.

Abbildung 2-3: Dialogfeld ,,Dynamic Fill Time Tracker“

File

MSMSME
Irﬂgnsll:-,- DFT

EMS ER EF

Inrgnsr!}r DFT Time In’.‘ensn}r DFT Time

Tima Inrgns-:y DFT Time

DFT Tracker uberwacht die dynamischen Veranderungen bei der Fullzeit wahrend eines
Echtzeitlaufs.

Skripthandbuch
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Das System berechnet dynamisch die erforderliche Zeit fur das Flllen der linearen
lonenfalle. Fur reichlich vorhandene Verbindungen reduziert eine kurze Fllzeit die
Raumladungseffekte durch Begrenzung der Anzahl der lonen in der lonenfalle. Eine langere
Fullzeit erhdht schwache Signale, indem sich die lonen ansammeln kénnen.

» Klicken Sie auf File > Save, um die nachverfolgte Fillzeit zu speichern.
» Klicken Sie auf File > Clear, um die nachverfolgte Fllzeit zu |I6schen.

» Klicken Sie auf File > Always On Top, um das Fenster ,Dynamic Fill Time Tracker* immer
Uber allen anderen geodffneten Fenstern oder Anwendungen zu halten.

* Klicken Sie auf File > Exit, um das DFT Tracker-Skript zu beenden.

Das Skript ,,MRM3 Optimization*

Verwenden Sie dieses Skript zur Quantifizierungsanalyse bei QTRAP Systemen, um eine
erhdhte Spezifitdt und damit eine verbesserte Erkennung bei der Quantifizierung von
Analyten in komplexen Matrices zu erhalten. Dieses Skript ist so konzipiert, dass eine
optimale MS3 Erfassungsmethode mit Infusion generiert wird. Das Skript flhrt die folgenden
Optimierungsschritte aus:

+ Bestatigen der Vorlaufermasse

« Optimieren der Ubertragung in die Kollisionszelle

+ Bestimmen der wichtigsten Fragmentionen

» Optimieren der Collision Energy (CE) (Kollisionsenergie) flr jedes Fragmention
* Durchfiihren eines MS3-Scans fiir jedes Fragmention

* Optimieren der Anregungsenergie (AF2) fir alle MS3-Scans

* Generieren eines Berichts

» Speichern aller Daten und Erfassungsmethoden

Das Skript kann auch bei qualitativen Anwendungen verwendet werden, um Sammlungen
von MS/MS-Spektren und MS3-Spektren fir Verbindungen in einer halbautomatischen
Weise (d. h. eine Verbindung nach der anderen) zu erzeugen.

Das Fenster ,,MRM3 Optimization“ — Ubersicht

Mit den Steuerelementen im Fenster ,MRM3 Optimization* kbnnen Sie navigieren. Das
Fenster zeigt auch die Optimierungsergebnisse, wahrend sie erzeugt werden. Im Folgenden
erhalten Sie einen Uberblick tiber die verschiedenen Abschnitte in diesem Fenster.

Tabelle 2-5: Das Fenster ,,MRM3 Optimization*

Feld Beschreibung

Status Window [Wenn das Skript zum ersten Mal gestartet wird, zeigt dieses Fenster

die aktuellen Optimierungseinstellungen, die beim Optimieren verwendet
werden. Wenn die Optimierung gestartet wird, werden in diesem Fenster
Spektralinformationen angezeigt.
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Tabelle 2-5: Das Fenster ,,MRM3 Optimization“ (Fortsetzung)

Feld Beschreibung

Log File Zeigt die beim Optimieren gefundenen Ergebnisse im Text-Format.
Jeder Eintrag in diesem Abschnitt wird auch zur erzeugten Log.txt-Datei
hinzugefiigt.

Overall Zeigt einen Gesamtuberblick tber den Fortschritt der Optimierung.

Progress

Main Controls

Enthalt alle wichtigen Funktionen, die mit der Einstellung und Ausflihrung
des Optimierungsprozesses zusammenhangen.

+ Klicken Sie auf View Results, um die Datei mit Microsoft Notepad zu 6ffnen und
zu Uberprifen. Nachdem die Optimierung beendet ist, wird eine Results.txt-Datei
automatisch generiert und gespeichert.

» Klicken Sie auf Settings, um ein Fenster zu 6ffnen und die fir den Optimierungsprozess
erforderlichen Compound-Informationen einzugeben.

* Durch Anklicken von Start beginnt der Optimierungsprozess. Wahrend der Optimierung
wird diese Schaltflache umbenannt in Abort, sodass Sie den Optimierungsprozess durch
Anklicken stoppen kénnen.

Abbildung 2-4: Das Fenster ,,MRM3 Optimization“

= MRM3 Optimization E]

Cuirent Setlings:
Analyst Project
ethod

Compound Hame

01 Rezokdion
Expected m/fz
Puolanby

Advanced Setlings:

ER Scan Rate
Q1M1 DP Ramgp
EF1 Scan Rate
EFl # 2nd Piec
M53 Scan Rate
Firial Mathods

ISB Kinaze
01, dam
Pephde

Urit
5610392 Da
Paositive:

1000 Dals
30N to 1508 with 5 step
1000 Dads

B
1000 Drar's
Sana all final methods

®

" Select [Seftings] bullan to modiy the cunenl setlings:
* Select [Advanced] butlon in Setlings to modily the advanced zettings

®

Start | Exit

Enhanced R esolution

[ Datamine acheal 15t precurson
31 Multiple lon

[]Optimize DP

[ ] Optimize EF
[

(4
@ Enhanced Product lon
[ Get 2nd precursors

Multiple Reaction Monitoring
[ Oplimize CEs for 2nd precursors

MS/MS/MS

[ Diptimize AF 25 for 2nd precursors
and get Jid pracursors [0 of 0]

Generate Final Methods

[ Genesate fnal k5 H5MS
acquisibon rrethods:

Element

Beschreibung

1

Status-Teilfenster
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Element Beschreibung
2 Protokolldatei
3 Hauptbedienelemente
4 Gesamtfortschritt

Festlegen der Voreinstellungen

Das Dialogfeld ,Settings” 6ffnet sich automatisch jedes Mal, wenn das Skript gestartet wird.

1.

Klicken Sie auf Browse, um zur ersten Erfassungsmethode zu navigieren. Diese
Methode enthalt die lonenquellenbedingungen, die bei der Optimierung verwendet
werden sollen.

Geben Sie einen beschreibenden Verbindungsnamen im Feld Compound Name ein.
Dieser Name wird als Prafix fur alle generierten Erfassungsmethoden und Dateien
verwendet.

Im Feld Expected m/z (amu) geben Sie das erwartete Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
(m/z) far die Verbindung ein. Wenn die m/z-Werte der Verbindung nicht bekannt

sind, dann klicken Sie auf Calculate from chemical formula, um diese anhand der
chemische Formel der Verbindung zu berechnen. Siehe Abschnitt: Berechnen von m/z.

Im Feld Q1 Resolution wahlen Sie die Q1-Auflésung, die fir MS/MS und MS3
verwendet werden soll.

In der Polarity-Gruppe, klicken Sie auf eine Polaritat, die sich von der ersten Methode
unterscheiden kann. Die Option Do both wird derzeit nicht untersttitzt.

Um einige der beim Optimierungsprozess verwendeten Einstellungen zu andern, klicken
Sie auf Advanced. Siehe Abschnitt: Verwenden des Dialogs ,Advanced Settings®.

Um die aktualisierten Einstellungen zu tberprifen und zu verwenden, klicken Sie auf
OK.

Verwenden des Skripts

1.

Erstellen Sie eine erste Erfassungsmethode, falls noch keine vorhanden ist. Die Starter-
Methode sollte eine mit Manual Tune angelegte Q1 Erfassungsmethode sein und die
lonenquellen-Bedingungen enthalten, die fiir den Tuning-Prozess erforderlich sind, weil
diese durch das Skript nicht optimiert werden.

2. Speichern Sie die Methode im Acquisition Methods-Ordner des entsprechenden
Projekts, in dem alle generierten Dateien gespeichert werden.

3. Klicken Sie auf Script > MRM3 Optimization.
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Abbildung 2-5: Dialogfeld ,,Settings*“

-

3 Settings

|

Acquisition Method:

01 .dam Browse. .

C\Analyst Data\Projects\Example\Acquisition Methods\

Folarity
Compound Name: ‘Cumpnund
@ Positive
Expected m/z (Da): |400.20) C Negative
Calculate from J i
; <
chemical formula

211 Resolution: |Unit ﬂ

(0]:4 | Cancel | Advanced

4. Geben Sie die fir den Optimierungsprozess erforderlichen Verbindungsinformationen

ein und klicken Sie dann auf OK im Dialogfeld ,Settings*.

5. Um den Optimierungsprozess einzuleiten, klicken Sie auf Start im Fenster ,MRM3
Optimization®.

Berechnen von m/z

Der m/z-Rechner wird Uber das Dialogfeld ,Settings“ aufgerufen.

1. Im Fenster ,MRM3 Optimization® klicken Sie auf Settings.

Das Dialogfeld ,Settings” wird gedffnet.

2. Klicken Sie auf Calculate from chemical formula.

Abbildung 2-6: Dialogfeld ,,Calculate m/z*

-

9. Calculate myz &J

Enter a formula {i.e. C6HB) and charge:

Chermical Farmula: ‘

Mum of charges: |0 (heutral)

Calculated my/z

se myz ‘ Cancel ‘
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3. Gegen Sie im Feld Chemical Formula die chemische Formel der Verbindung ein.
Verwenden Sie fir die Elemente GroRbuchstaben. Die chemische Formel flir Peptide
wird auch in diesem Dialogfeld eingegeben.

4. Klicken Sie im Feld Num of charges auf die Anzahl der Ladungen.

Um m/z fir die eingegebene chemische Formel und Ladung zu berechnen, klicken Sie
auf Calculate.

6. Um den Rechner zu schlieRen und das Feld Expected m/z (amu) im Dialogfeld
»Settings® mit dem berechneten m/z zu aktualisieren, klicken Sie auf Use m/z.

Verwenden des Dialogs ,,Advanced Settings*

In diesem Dialog wird eine Beschreibung fir jeden Optimierungsschritt gegeben. Einige der
Einstellungen kénnen geandert werden, um die Optimierung anzupassen.

1. Im Fenster ,MRM3 Optimization“ klicken Sie auf Settings.
Das Dialogfeld ,Settings” wird gedffnet.

2. Klicken Sie auf Advanced.

Abbildung 2-7: Dialogfeld ,,Advanced Settings*

-

==

3 Advanced Settings -

Enhnnced Resolution Enhonced Product lon MEMSME

HC graph smoothed 2 imes, Finds 2
mostintense Jrd precursors a1 5% mex
intensity. Exclude peaks within 2 Da
window of Znd precursor [parent must be
<10%; tokad bon count). (AF2 iz ramped for
aphirmal sansinaty.)

Fins this most mbense peak within & 2
Dia window of expected 158 pracirsor
molecularwaighl Mass range wandow
defaulied to 30 Da around expected
mass o change rakio

Fmds tha rmost imtense Snd prdcursor
peaks, excluding any peaks within a5
Dim windiow of 121 precursor

Scan Rate: [1000 | nvs)

S onn Rata: m (Dhayfs) 2nd Precursors: Iai {1-10y Scan Fate W * | (Days)
Syvcles: |20 Massrange: [300 10 [1000 [+ Use 00 Trapping
cE:[ cesfin Froed Fill Tirne: [50 (ms)
Hvcies | Mass range: W ] W
: Multiple Feaction Moniioring Generale Final Methods

Opbrzes DF and EF, DF re-optimized if

-IIKEP<i0. CEF is opimized only when
applicable. Smooths TIC 2 imes and finds
waoltage yielding greatest ion count

Dptimizes CE valves for the most intense
2nd precursor peaks by cycling through
wrach X0 cvislay, HC graph smodthed 2
times and voliage yielding greatast ion

Craates inal MEM5MS mathods with
mass range of 50 Dato #nd precursor «
0.8 Dra tor gach 1op Snd pricursor
Creates optimal MSAASME method with

St Stop Step count is determined. (CE is ramped for M0 Da mags range wandow sraund most
5 L h i T
OF Ramp IT Iﬁ IE‘_ (0-2000 e e LR e e preci
— Crwell Time:; |5 [rrs) % Sava Al Finel Maothods
Il T
Crwall Time () " Save Optimal Mathod Onby
[a]4 | Cancel |
LS .J

3. In den Scan Rate-Feldern der Gruppen ,Enhanced Resolution®, ,Enhanced Product lon*
und ,/MS/MS*, wahlen Sie eine Scanrate fir ER, EPl und MS3.

4. In der Q1 Multiple lon-Gruppe, in den DP Ramp-Feldern, geben Sie den ,Declustering
Potential“ (DP)-Bereich fiir die Optimierung ein. Der Bereich wird in absoluten Werten
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ausgedruckt und die entsprechende Polaritat wird automatisch aufgrund der im
Dialogfeld ,Settings” getroffenen Auswahlen Gbernommen.

5. In der Gruppe Enhanced Product lon flihren Sie folgende Schritte aus:

* Im Feld 2nd Precursors geben Sie die maximale Anzahl an zweiten Vorldufern
(Fragment-lonen) ein, die bei der MS3-Optimierung verwendet werden darf. Geben
Sie eine Zahl zwischen 1 und 10 ein.

* Im Feld Mass range geben Sie einen Massenbereich ein, der fiir die zweiten
Vorlaufer bei der MS3-Optimierung verwendet wird.

* Im CE-Feld geben Sie einen Wert fur die Kollisionsenergie und im CES-Feld eine
Kollisionsenergieverteilung ein, die ein gutes MS/MS-Spektrum ergeben, aus dem
Fragmentionen ausgewahlt werden kénnen.

6. Um alle endgiiltigen MS3-Methoden fir jeden zweiten Vorlaufer und die optimale
MS3-Methode flr die Quantifizierung zu erzeugen, klicken Sie in der Generate Final
Methods-Gruppe auf Save All Final Methods. Klicken Sie auf Save Optimal Method
Only, um nur die optimale MS3-Methode (die fir die Quantifizierung empfindlichste) zu
speichern.

7. Klicken Sie auf OK, um die aktualisierten ,Advanced Settings“ zu Gbernehmen.

Optimierung in Bearbeitung

Wenn die Optimierung gestartet wird, wird ,Manual Tune“ in der Analyst MD Software
automatisch gestoppt. Wahrend das Skript ausgefihrt wird, kdnnen alle Funktionen in
der Software weiterhin verwendet werden. Eine Log.txt-Datei wird auch nach jedem
abgeschlossenen Teil der Optimierung aktualisiert. Um das Skript an einer beliebigen
Stelle zu stoppen, klicken Sie auf Abort. Siehe die folgenden Abbildungen flir Beispiele
des Skripts. In Abschnitt ,Overall Progress® stellen die Checklistenbilder und Schriftarten
unterschiedliche Zustande dar, die im folgenden Abschnitt beschrieben werden.

Abbildung 2-8: Status-Beispiele

[rask not performed yet — text is black
(2)Task in progress — text is blue and italic
[¥il(3) —text is grey
E‘@Task completed (hyperlink) — text is blue and underlined
\ask completed (no link) — text is blue
@Daﬁ of task completed (hyperlink) — text is blue, underlined, and italic

Element Beschreibung
1 Aufgaben wurden noch nicht durchgefihrt - der Text ist schwarz
2 Aufgabe wird durchgeflihrt - der Text ist blau und kursiv
3 Aufgabe wird nicht durchgefiihrt - der Text ist blau und unterstrichen
Analyst MD Software Skripthandbuch
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Element Beschreibung
4 Aufgabe ist abgeschlossen (Hyperlink) - der Text ist blau und
unterstrichen
5 Aufgabe ist abgeschlossen (kein Link) - der Text ist blau
6 Aufgabe ist teilweise abgeschlossen (Hyperlink) - der Text ist blau,
unterstrichen und kursiv

Ist der Text unterstrichen, klicken Sie auf diesen wie bei einem Webseiten-Link und das
entsprechende Spektrum oder Chromatogramm wird angezeigt. Der Text unter MS/MS/MS
zeigt auch die gerade ausgefiihrte MS3-Scan-Nummer an, weil Sie zwischen 1 und 10 Scans
haben kénnen. Der Abschnitt ,Overall Progress“ enthalt auch einen Bereich ,Message®. In
diesem Bereich zeigt ein Fortschrittsbalken den Fortschritt des aktuell ausgefiihrten Schritts
an. Oberhalb des Fortschrittsbalkens werden verschiedene Meldungen angezeigt, wie z. B.
die Zeit und andere Status des aktuellen Optimierungsschritts.

Abbildung 2-9: Das Fenster ,,MRM3 Optimization“ nach einem EPI-Scan

= MRM3 Optimization Fz]

B .epigsa.19) OF (392 CES (200 0.053 10 0,98, Bax 4948 cps. Enhanced Rasoknion
Determine scheal 14 peacursos
20104
4108 4 07 Multiple lon
- a5 18 Dplirize DF
A8 -
2 2081 57 12 [+ Opliize EF
o 35500
=
E <034 B8 18 E.‘
z 282 66
£ 1pes 2fzoe 2P Enhanced Product lon
131.04»1 l |.jJ “ s dzﬁim ag1 28 Gat 2nd precursors
| k a a ld i
100 =00 300 400 =00 &0 Multiple Reaction Monitoring
miz, amu [ Sntimin £ E v Tocd mracursans
d il
S MS/MS/MS
[ Optimize AF2: for 2nd precursors
[Ec4E:55 PM) 2nd precursors: - and get Jid precursors [0 of 3)
[546:55 M| 301.001 amu, 1,795 +07 cpe
[5-46:55 PM] 207068 amu. 9 96E <06 cps Generate Final Methods
[Ecdb:55 FM) 346.021 amu, 9.67E<DE cps Geanesala firal MS/MS MS
[GdESE PM] -» MAM scan of 2nd precursees v Dmmn methoock:
@ Cireatiing rethod and subenifing baich...
| AENRERNERERNRERNERE
Element Beschreibung
1 Checkliste
2 Meldung

Im Fenster des spektralen Status wird das zuvor erzeugte Spektrum oder Chromatogramm
gezeigt. Wird einer der Checklistenpunkte ausgewahlt, wird das entsprechende Diagramm
angezeigt. Der Scan-Typ-Name zeigt an, welcher Scan gerade angezeigt wird. Fir jeden
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abgeschlossenen Schritt ist es moglich, die Erfassungsmethoden- (dam) oder Datendatei
(wiff) zu 6ffnen, die dem angezeigten Diagramm zugeordnet wurde. Wird ein MS/MS/MS-
Scan angezeigt, dann verwenden Sie die Schaltflachen, um durch die verschiedenen MS3-
Scans zu blattern.

Abbildung 2-10: Das Fenster ,,MRM3 Optimization“ wahrend eines MS3-Scans

= MRM3 Optimization Fz]

Zde5
Z2.0e5 4

1,55

Infansity, cps

B 53 (054, 150E07 0T) 2,134 min fom Sam Max. 3583 opF, Enhanced Aesolution

Determine scheal 151 peecursos

071 Multiple lon
[+ Oipliize EF
[
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Enhanced Product lon
Get #nd precursors

@5:::

100 150 200 :@ @ Multiple Reaction Monitoring
miz, amu Dphimize CE 3 for 2rd precursors

(ot ]| _dam wilt

M5/M5/M5
: [ ot 455 fv S mracimear
(4943 FM] Mo peaks found [parent not belove 105 tobal ion count]. - T O T YRy R o
[Bcdd3 PM) - MSMS/MS zcan of 2nd precursor 207 066 amu, 3.33E+06 cps..
[5:5203 PM] Optimized &F2 = 96 Generate Final Methods
[5c5203 FM] Mo peaks found [parent not belove 105 tobal ion count]. Generate final M55 MS
[5:5203 PM] > MS/MS/MS scan of 2nd precuisor 346,021 smu, SE7E+0B cps.. D;ﬁﬁﬂn thuls
Expecied baich Sme: 155511 zec
-l':il:ll:lt | ll l
Element Beschreibung
1 Scantyp
2 Schaltflachen zum Durchblattern der verschiedenen MS3-Scans
3 Verknupfungen

Abgeschlossene Optimierung

Wenn die quantitative Optimierung fir MS3 beendet ist oder abgebrochen wurde, wird
eine Results.txt-Datei generiert. Diese Datei wird automatisch in Microsoft Notepad (Editor)
gedffnet. Klicken Sie auf View Results aus dem Fenster ,MRM3 Optimization®, um die
Datei anzuzeigen. Die verschiedenen Teile der Datei ,Results.txt“ werden nachfolgend

beschrieben.

* Time and Duration: Zeigt das Datum und die Zeitdauer der Optimierung.

+ User Starting Conditions: Zeigt die Einstellungen und Erweiterten Einstellungen in

diesem Abschnitt.

+ Optimization Conditions Found: Zeigt die optimalen Bedingungen an, die bei den ER-

und Q1MI-Scans gefunden wurden.

Analyst MD Software
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+ MS3 Fragments Found and Associated Losses: Zeigt die Fragmente und optimalen
Bedingungen (Kollisionsenergie und Anregungsenergie), sowie die damit verbundenen
Verluste, die beim EPI- und MS3-Scan gefunden wurden.

Abbildung 2-11: Optimierungsbericht

Bie £t Fgrmst Yiew Help
Gquatitative optimization for Ms3
Thursday, July 15, 2004 (Start 10:12:49 &M, End 10:24:37 aM)

st-art1ng FardameTer s
analyst praject: opt Ms3
starting Method: starter Method.dam
Compound Hame: Reserpine
resolution: unit
Expected mSz: 609,281 amu @
Polarity: Positive

ER SCan Rate: 250 amu/ss
QM DF Ramp: OV To 2000 with 5V step
EPI Scan rate: 1000 amu/s
EFL # 2nd Prac: §
M53 Scan Rate: 1000 amu/ss
Final Methods: Zave all final methods

optimization Results

actual mSz: G09.172 amu, 7.23E+07 <ps
optimized pP: 90 (30 initial w-a.'lueg
optimized eP: 10 (10 inftial value
optimized CEP: 24 (24.774 dnitial walue)

[Ms/M= Fragment 1] 195.117 amu (Loss of 414), 5. 9BE+06 cps :

optimized CE: 47 (10 initial walue)
optimized aF2: 70 (100 indtial wvalue)

ME3 Peak centroid MmassCamu) 2nd Loss cCentrold Intensitw(cps)

1 167.04 28 5. QDE+D4
2 152.82 4z 1. GFE+d

Final Ms3 Method: Reserpine_FinalMs3_1%5.117.dam

[ME£/MS Fragment 2] 174.149 amu (Loss of 435), 8. 60E+06 cps

optimized CE: 55 Ell:l initial value)
optimized aFz: 70 (100 indtial valued

M33 Peak centroid MassCamu)  2nd Loss  centrodd Intensity(cps)

1 15,05 15 1. 00E+05
2 142, 209 32 5. 00E+(4

Final Ms3 Method: Reserpine_FinalMs3_174.14%, dam

Element Beschreibung
1 Zeit und Dauer
2 Benutzerdefinierte Bedingungen
3 Gefundene Optimierungsbedingungen
4 Gefundene MS3-Fragmente und damit verbundene Verluste
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Alle generierten Erfassungsmethoden haben einen aussagekraftigen Dateinamen im Format
[verwendeter Verbindungsname] + [Scantyp] + [m/z] + dam. Diese Methoden werden im
gleichen Ordner wie die erste Erfassungsmethode gespeichert.

Alle Daten-, Log.txt- und Results.txt- Dateien werden in einem Datenunterordner im
selben Projekt gespeichert, in dem auch die erste Erfassungsmethode gespeichert wurde.
Der Unterordner hat das Format [verwendeter Verbindungsname] + OptMS3 + ([Datum],
[Uhrzeit]). Die Dateien haben das Format [verwendeter Verbindungsname] + [Scantyp] +
[m/z] + wiff.

Detaillierte Beschreibung des Skriptaufbaus: Initialisierung

Dieser Abschnitt beschreibt die einzelnen Phasen des Optimierungsprozesses. Alle Scans
werden mit einer auf 3 eingestellten Anzahl zu summierender Scans durchgefuhrt.

Vor der Durchfiihrung von Optimierungsscans fiihrt das ,MRM3 Optimization“-Skript folgende
Initialisierungsschritte durch. Wenn ein Fehler wahrend der Durchfiihrung dieser Schritte
auftritt, stoppt das Skript den Optimierungsprozess.

1. Stellen Sie sicher, dass die Analyst MD Software ausgeflihrt wird.

2. Laden Sie die erste Erfassungsmethode, um zu prifen, ob sie gultig ist, und Gberprifen
Sie den Geréatetyp.

3. Erstellen Sie einen neuen Data-Unterordner, um die .wiff-Dateien zu speichern.

4. Erstellen Sie die Log.txt-Datei.

Scan ,,Enhanced Resolution“

Bei diesem Schritt wird die Masse des lons bestatigt, das fiir die Optimierung verwendet
wurde. Der ER-Scan wird flir 20 Zyklen bei der angegebenen Scanrate durchgefiihrt. Der
intensivste Peak innerhalb + 1 amu des erwarteten ersten Vorlaufer-m/z-Werts wird dann
ausgewahlt. Wie bei der Analyst MD Software wird dieser Scan mit einem Massenbereich
von 30 amu um den angegebenen m/z durchgefihrt. Fiir mehrfach geladene Spezies wird
das C12-lon in diesem Schritt bestimmt.

Q1 Multi-lonen-Scan

Bei diesem Schritt wird die Ubertragung der relevanten lonen bis zur StoRRzelle optimiert.
Dies erfolgt Uber einen Q1 MI-Scan. Das Skript optimiert zuerst die DP-Parameter, indem

es den Scan mit der angegebenen DP-Rampe durchfiihrt. Optimieren Sie den EP-Parameter
durch Hochfahren von 1 V bis 12V (-12 V bis —1 V fur den negativen Modus) mit einer
Schrittweite von 0,5 V. Betragt der optimale EP weniger als 10 V (gréer als —10 V

fur den negativen Modus), dann wird DP neu optimiert. Der CEP-Parameter wird auch

durch Hochfahren von 0 V bis 100 V (=100 V bis 0 V fur den negativen Modus) mit

einer Schrittweite von 2 V optimiert. Bei der Bestimmung der optimalen Spannung werden
Diagramme zweimal geglattet und die Spannung, die den groRten lonenzahlwert ergibt, wird
verwendet. Die Verweilzeit wird fur jeden Scan auf 100 ms eingestellt.
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Scan ,,Enhanced Product lon

Dieser Schritt wahlt die Fragment-lonen, die fiir die MS3-Optimierung verwendet werden.
Dies wird mit einem EPI-Scan fir drei Zyklen bei der gewahlten Scanrate durchgefihrt.
Geben Sie eine optimale CE fir die zu analysierende Verbindung ein. Wenn die optimale
CE unbekannt ist, geben Sie einen CES-Wert an, damit eine Reihe von CE-Einstellungen
verwendet wird. Die intensivsten Vorlaufer-Peaks werden dann gefunden und alle Peaks in
einem Bereich von = 2,5 amu zum ersten Vorlaufer werden ausgeschlossen. Die Anzahl
der zu verwendenden zweiten Vorlaufer wird in den ,Advanced Settings“ ausgewahlt. Der
Massenbereich, aus dem die zweiten Vorlaufer ausgewahlt werden, wird vom Benutzer
festgelegt.

Scan ,,Multiple Reaction Monitoring*“

Bei diesem Schritt wird die Kollisionsenergie fur jedes Fragmention optimiert, das beim EPI-
Scan ausgewahlt wurde. Dies erfolgt Uber einen MRM-Scan. Verwenden Sie CE-Rampen
von 5 bis 130 V (-130 bis -5 V im Negativ-Modus) mit einer Schrittweite von 2 V und

einer Dwell-Zeit von 50 ms. Jedes Uberlagerte Diagramm wird dann zweimal geglattet und
die Spannungen, die den gréflten lonenzahlwert ergeben, werden als optimale CE-Werte
verwendet.

MS/MS/MS-Scan (MS3)

Das Skript flihrt einen MS3-Scan (MS/MS/MS) fir jeden ausgewahlten zweiten Vorlaufer mit
der vorgesehenen Scanrate und einer AF2-Rampe von 0 bis 100 V mit Schrittweiten von

2 mV fur beide Polaritaten durch. Der Fullzeit des Scans wird eingestellt und QOtrapping
kann gegebenenfalls fur eine maximale Empfindlichkeit eingeschaltet werden. Die untere
Grenze des Massenbereichs fur den MS3-Scan (MS/MS/MS) kann angegeben werden und
die Obergrenze betragt zweiter Vorlaufer + 5 amu.

Die erzeugten Diagramme werden zweimal geglattet und die optimale AF2, wie in der
folgenden Abbildung gezeigt, erhalt man, wenn die Restintensitat des zweiten Vorlaufers
(bezogen auf XIC) bei 5 % seiner maximalen Intensitat liegt. Das Spektrum fir diesen AF2-
Wert wird dann verwendet, um die zwei intensivsten Fragment-lonen der zweiten Generation
zu finden, wobei Peaks innerhalb von £ 1 amu zum zweiten Vorlaufer ausgeschlossen
werden. Wenn der m/z-Wert des zweiten Vorlaufers gréf3er als 10 % des gesamten
lonenzahlwerts ist, dann wird keines der Fragmente aus diesem Spektrum verwendet. Diese
Bedingung besteht, weil keine ausreichende Fragmentierung entsteht, wenn der m/z-Wert
des zweiten Vorlaufers groRer als 10 % ist.
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Abbildung 2-12: Bestimmung von AF2
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,Generate Final Methods*

Nach Durchfiihrung der Optimierungsscans generiert das Skript die finalen MS/MS/MS-
Methoden. Wenn die Option Save Optimal Method Only im Dialogfeld ,,Advanced Settings*
angeklickt wurde, wird nur eine optimale MS/MS/MS-Methode mit £10 amu um das
intensivste Fragment-lon der zweiten Generation erzeugt. Wenn die Option Save All Final
Methods angeklickt wurde, wird die optimale Methode sowie eine MS/MS/MS-Methode

fur jede der besten zweiten Vorlaufer-lonen erzeugt, wobei ein Massenbereich zwischen
einer benutzerdefinierten Untergrenze und der Obergrenze von (zweiter Vorlaufer + 5) amu
verwendet wird.

MSServicelLog-Skript

Rucklesevorgange aus einem Massenspektrometer werden standardmaRig in der MS
Service-Protokolldatei aufgezeichnet. Verwenden Sie das MSServiceLog-Skript, um die
Aufnahme der Riicklesevorgange aus dem Instrument in die MS Service-Protokolldatei
auszuschalten. Das MSServicelLog-Skript gilt nur fir die 4500MD- und Citrine-Systeme
Systeme.

Das MSServicelLog-Skript kann ohne ein aktives Hardwareprofil verwendet werden, aber alle
Anderungen, die an den MS Service-Protokolleinstellungen vorgenommen werden, werden
erst nach Reaktivierung des Hardwareprofils gltig.

Installieren des Skripts

Siehe Installieren eines Skripts

Analyst MD Software Skripthandbuch
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Verwenden des Skripts

1. Deaktivieren Sie das Hardwareprofil.

2. Klicken Sie auf Script > MSServicelLog.

Abbildung 2-13: Dialogfeld ,,MS Service Log Settings“
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Element

Name

Beschreibung

1

Enable

Wahlen Sie diese Option aus, um die Aufnahme von
Rucklesevorgangen aus dem Massenspektrometer
in die MS Service-Protokolldatei mithilfe des
MSServicelLog-Skripts zu starten.

Disable

Wabhlen Sie diese Option aus, um die Aufnahme von
Ricklesevorgangen aus dem Massenspektrometer
in die MS Service-Protokolldatei mithilfe des
MSServicelLog-Skripts auszuschalten.

Log Interval
(min)

Geben Sie an, wie haufig (in Minuten) die
Rucklesevorgdngen aus dem Massenspektrometer in
die MS Service-Protokolldatei aufgezeichnet werden
sollen. Der Standardwert ist 15 Minuten und es sind
Werte zwischen 1 Minute und 1440 Minuten zulassig.
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Element Name Beschreibung
4 Log File Size Geben Sie die GroRRe der Protokolldatei an. Die
(MB) StandardgrofRe betragt 10 MB und es sind Werte

zwischen 1 MB und 1000 MB zulassig. Es kann bis
zu zwei Protokolldateien geben:

¢ Die aktuelle Protokolldatei, in der die
Rucklesevorgange vom Instrument aufgezeichnet
werden.

« Die archivierte Protokolldatei.

Wenn die aktuelle Protokolldatei die angegebene
GrolRRe erreicht, wird sie mit einem vordefinierten
Dateinamen archiviert und eine aktuelle
Protokolldatei wird erstellt, um die Rucklesevorgange
mit dem Protokolldateinamen aufzuzeichnen, der im
Dialog ,MS Service Log Settings“ angegeben ist.

5 Log Filename |Geben Sie einen Namen fir die Protokolldatei ein.
Als Dateierweiterung sind csv, txt oder log zulassig.

6 Log File Path Geben Sie den Speicherort an, an dem

die Protokolldatei gespeichert wird. Vergewissern
Sie sich, dass der neue Speicherort

innerhalb des Standardpfads C:\ProgramData\AB
SCIEX\Analyst\MSServiceLog erstellt wird.

7 Use Defaults Klicken Sie auf diese Option, um auf die
voreingestellten Werte in allen Feldern im Dialogfeld
zurtickzukehren.

3. Klicken Sie auf Disable, um die Aufzeichnung der Riicklesevorgange in die MS Service-
Protokolldatei auszuschalten.

4. Klicken Sie auf Enable, um die Aufnahme von Ricklesevorgdngen aus dem
Massenspektrometer in die MS Service-Protokolldatei zu starten.

5. Um die Werte in anderen Feldern im Dialogfeld ,MS Service Log Settings” zu andern,
siehe die folgende Abbildung: Abbildung 2-13.

6. Klicken Sie auf OK, um die Anderungen zu tibernehmen.

sMRM Calculator

Verwenden Sie das sMRM Calculator-Skript fur eine bildliche Darstellung der

Scheduled MRM-Algorithmus-Erfassungsmethode. Das Skript verwendet vier Diagramme,
um einen Uberblick Uber den MRM-Ubergang, die Nebenlaufigkeit, die projizierte Zykluszeit
und die anzuwendende Verweilzeit darzustellen. Siehe die Abbildung: Abbildung 2-15. Um
eine passende Anordnung der Ubergange im Verlauf der Laufzeit zu erreichen, andern Sie
solche Parameterwerte wie Maximum Dwell, Minimum Dwell, Target sMRM Cycle Time
oder Target sMRM Scan Time, Window Width, MRM Pause Time und Settling Time im

Analyst MD Software Skripthandbuch
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Skriptdialog. Die vier Diagramme werden entsprechend aktualisiert. Wiederholen Sie diesen
Vorgang, bis die erforderliche Anordnung der Ubergéange erreicht ist.

Hinweis: Wenn Target Cycle Time in der urspriinglichen Methode ausgewahlt ist, dann
kann sie nicht in Target Scan Time im Skriptdialog umgeandert werden. Wenn Target Scan
Time in der urspringlichen Methode ausgewahlt ist, dann kann sie nicht in Target Cycle
Time im Skriptdialog umgeandert werden.

Hinweis: Die Option Settling time kann nur fur die Citrine Systeme im Skriptdialog ,sMRM
Calculator” geandert werden.

Installieren des Skripts

Siehe Installieren eines Skripts

Verwenden des Skripts

Voraussetzungen

+ Stellen Sie sicher, dass die Analyst MD Software geo6ffnet und ein Hardwareprofil aktiv
ist.

+ Stellen Sie sicher, dass eine Scheduled MRM Algorithmus-Erfassungsmethode bereits
erstellt ist.

1. Klicken Sie auf Script > sMRM Calculator.
Das Dialogfeld sMRM Calculator wird gedffnet.

Abbildung 2-14: Dialogfeld ,,sMRM Calculator*
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2. Klicken Sie auf Load Method, um eine vorhandene Scheduled MRM-Algorithmus-
Erfassungsmethode auszuwahlen.
Das Dialogfeld Open wird geoffnet.

Hinweis: Im Skript ,sMRM Calculator” kann nur eine Erfassungsmethode

geoffnet werden, die Scheduled MRM Algorithmus-Experimente fur das aktive
Massenspektrometer im aktuell ausgewahlten Projekt enthalt. Es werden nur die Details
der Scheduled MRM Algorithmus-Experimente angezeigt. Die Nicht-Scheduled MRM
Algorithmus-Experimente werden als Nicht-Scheduled MRM im Skript angezeigt.

3. Wahlen Sie die Scheduled MRMAIgorithmus-Erfassungsmethode aus und klicken Sie

dann auf Open.

Die ausgewahlte Erfassungsmethode wird im Dialog ,sMRM Calculator” gedffnet.
Der Dateipfad der gedffneten Erfassungsmethode wird in der Titelleiste des Dialogs

angezeigt.

Abbildung 2-15: Im Dialog ,,sMRM Calculator“ gedffnete Erfassungsmethode
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Element

Beschreibung

1

Der linke Fensterbereich enthalt die Parameter des Instruments und
des Scheduled MRM Algorithmus. Die in diesem Bereich angezeigten
Fenster andern sich je nach gedffneter Erfassungsmethode.

Wenn die Anordnung der Ubergange in den vier Diagrammen im
rechten Bereich nicht passend ist, so andern Sie die Parameter

und Einstellungen im linken Bereich. Die betroffenen Spalten in der
Tabelle und die Diagramme werden entsprechend aktualisiert. Die
Parameterwerte kénnen innerhalb des zuldssigen Bereichs geandert
werden, bis eine passende Anordnung der Ubergénge erreicht ist.

Wenn zum Beispiel der Wert im Feld Target sMRM Scan Time
geandert wird, dann wird die Verweilzeit neu berechnet und in der
Tabelle aktualisiert und auch die Diagramme entsprechend aktualisiert.

Wenn zum Beispiel der Wert im Feld Windows Width gedndert

wird, dann wird dieser Wert bei allen Ubergéngen, die diese

globale Einstellung nutzen, in der Spalte Window geandert. Die
Verweilzeit fiir alle Ubergange wird neu berechnet und in der Tabelle
aktualisiert. Die Diagramme im rechten Fensterbereich werden ebenfalls
entsprechend aktualisiert. Bei Ubergangen mit eigenen Einstellungen

im Erkennungsfenster bei einer Scheduled MRM Pro-Algorithmus-
Erfassungsmethode werden durch die Aktualisierung der globalen
Einstellung Window Width im linken Bereich nicht die Werte in der
Spalte Window fiir diese Ubergénge in der Tabelle aktualisiert.

Hinweis: Die Felder, die im linken Fensterbereich grau angezeigt
werden, kénnen nicht bearbeitet und ihr Wert nicht gedndert werden.
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Element

Beschreibung

2

Im mittleren Fensterbereich werden Index, Compound-ID, Q1- und
Q3-Massen, Polaritat, Fensterbreite, Retentionszeit und Dwell-Zeit
angezeigt. Die Standardansicht ist nach Indexnummer sortiert.

Um die Ansicht basierend auf den Informationen in den anderen
Spalten neu anzuordnen, klicken Sie auf den Titel einer der sieben
Spalten: index, ID, Masses, +/-, RT, Window und Dwell. Der mittlere
Fensterbereich wird aktualisiert und zeigt die in alphanumerischer oder
numerischer Reihenfolge sortierten Informationen der ausgewahlten
Spalte.

Bei Methoden fur SCIEX 4500MD und Citrine Systemen kann

die Fensterbreite fir alle Ubergéange in diesem Scheduled MRM
Algorithmus-Experiment auch in der Tabelle bearbeitet werden. Die
Verweilzeit in der Tabelle und die Diagramme im rechten Fensterbereich
werden entsprechend aktualisiert. Durch Bearbeiten der Fensterbreite in
der Tabelle wird eine Scheduled MRM Algorithmus-Erfassungsmethode
zu einer Scheduled MRM Pro Algorithmus-Erfassungsmethode
konvertiert.

Hinweis: Die Fensterbreite, die die globale Einstellung aus dem
linken Bereich verwendet, hat einen gelben Hintergrund. Nachdem die
Fensterbreite in der Tabelle manuell fiir einen bestimmten Ubergang
geandert wurde, oder wenn sie bereits die erweiterte Fensterbreite
verwendet, die fir ihren Ubergang spezifisch ist, dann ist die
Hintergrundfarbe dieser Zelle weil}.

Der rechte Fensterbereich zeigt alle Scheduled MRM Algorithmus-
Ubergénge die in der geladenen Scheduled MRM Algorithmus-
Erfassungsmethode enthalten sind, grafisch in vier verschiedenen
Diagrammtypen an.

+ Der ausgewahlte MRM-Ubergang in der Tabelle wird durch die griine
vertikale Linie in den Diagrammen dargestellt.

» Die hellgrauen Bereiche in den Diagrammen stehen fir die
Retentionszeitzonen, in denen es in jedem Zyklus zu einem
Polaritatswechsel kommt.

+ Tooltipps in jedem Diagramm zeigen X- und Y-Werte flr den
Ubergang unter dem Cursor. Bei den Diagrammen ,Method
Overview“ und ,Dwell Time* wird auch die Verbindungs-ID im Tooltipp
angezeigt.

+ Durch Klicken auf einen MRM-Ubergang im Diagramm ,Method
Overview* wird dieser Ubergang in den anderen drei Diagrammen
und in der Tabelle ausgewahlt.

Analyst MD Software
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Element Beschreibung

4 Das erste Diagramm, ,Method Overview", zeigt alle Ubergénge und
das Erkennungsfenster jedes Ubergangs an. Die X-Achse zeigt die
Retentionszeit. Die Y-Achse zeigt die MRM-Indexnummer, in der
Reihenfolge, in der jeder Ubergang in die Methode eingegeben wurde.

5 Das zweite Diagramm, ,MRM Concurrency*, stellt die Retentionszeit
auf der X-Achse und die MRM-Ubergangsnebenlaufigkeit zu jedem
Retentionszeitpunkt auf der Y-Achse dar.

6 Das dritte Diagramm, ,Projected sMRM Cycle Time*, skizziert die
projizierte Zykluszeit im Verlauf der Retentionszeit. Die rote Linie stellt
die Target Cycle Time dar, falls verwendet. Wenn die Target Scan
Time verwendet wird, dann ist der Wert der roten Linie die Summe
aus der Target sMRM Scan-Dauer aller Scheduled MRM Algorithmus-
Experimente in der Methode.

Hinweis: Es werden weitere Datenpunkte erwartet bei Ubergéngen,
bei denen die Projected sMRM Cycle Time sehr viel geringer als die
Target Cycle Time oder die Summe der Target Scan Time (d. h. wo
der rote Balken ist) ist. Es werden weniger Datenpunkte erwartet bei
Ubergéngen, bei denen die Projected sMRM Cycle Time sehr viel
groler als die Target Cycle Time oder die Summe der Target Scan
Time (d. h. wo der rote Balken ist) ist.

7 Das vierte Diagramm zeigt die Dwell-Zeit fiir jeden Ubergang in seiner
Retentionszeit. Die X-Achse zeigt die Retentionszeit. Die Y-Achse zeigt
die anzuwendende Verweilzeit.

Andern Sie die Parameterwerte nach Bedarf, um die Methode zu optimieren und eine
bessere Verteilung der Projected sMRM Cycle Time zu erzielen.

Klicken Sie auf Save Method.
Das Fenster Save Method File wird gedffnet.

Die Anderungen an der Methode kénnen in der urspriinglichen Erfassungsmethode
oder als eine neue Erfassungsmethode gespeichert werden. Wenn die Anderungen in
der ursprunglichen Erfassungsmethode gespeichert werden, dann werden die originalen
Parameterwerte mit den neuen Werten Uberschrieben.

Geben Sie einen neuen Dateinamen ein oder wahlen Sie die urspriingliche Methode aus
und klicken Sie dann auf Save.

Offnen Sie die gespeicherte Erfassungsmethode im Acquisition Method Editor, um die
neuen Anderungen zu sehen.

Wenn die urspriingliche Methode im Acquisition Method Editor gedffnet war, dann
muss die Methode geschlossen und erneut geéffnet werden.

Klicken Sie das X in der oberen rechten Ecke des Dialogs sMRM Calculator an, um den
Dialog zu schlief3en.
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Kontaktangaben

Kundenschulung

* In Nordamerika: NA.CustomerTraining@sciex.com
* In Europa: Europe.CustomerTraining@sciex.com

* Die Kontaktinformationen fur Lander auf3erhalb der EU und Nordamerikas finden Sie
unter sciex.com/education.

Online-Lernzentrum

+ SCIEX Now Learning Hub

SCIEX Support

SCIEX und seine Vertretungen beschaftigen weltweit einen Stab an ausgebildeten
Servicekraften und technischen Spezialisten. Der Support kann Fragen zum System oder
anderen auftretenden, technischen Problemen beantworten. Weitere Informationen finden
Sie auf der SCIEX-Website unter sciex.com, oder kontaktieren Sie uns unter:

» sciex.com/contact-us

+ sciex.com/request-support

Cybersicherheit

Die aktuellsten Hinweise zur Cybersicherheit von SCIEX-Produkten finden Sie unter
sciex.com/productsecurity.

Dokumentation

Diese Version des Dokuments ersetzt alle vorherigen Versionen.

Fir die Anzeige des Dokuments wird der Adobe Acrobat Reader bendtigt. Um sich die
neueste Version herunterzuladen, besuchen Sie https://get.adobe.com/reader.

Softwareproduktdokumentationen entnehmen Sie den Versionshinweisen oder dem mit der
Software mitgelieferten Software-Installationshandbuch.

Informationen zur Hardware-Produktdokumentation finden Sie auf der mit dem System oder
der Komponente gelieferten Customer Reference-DVD.

Hinweis: Wenn Sie eine kostenlose gedruckte Ausgabe dieses Dokuments wiinschen,
wenden Sie sich bitte an sciex.com/contact-us.
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