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Tutoriel de l’algorithme
Scheduled MRM

Objectifs
Les utilisateurs apprendront à :

• créer une méthode pour contrôler les transitions de l’algorithme Scheduled MRM,

• visualiser les transitions de l’algorithme Scheduled MRM dans un chromatogramme d’ions
extraits,

• analyser les données quantitatives en créant une méthode de quantification et en
examinant le tableau des résultats,

• créer une méthode d’acquisition avec l'algorithme Scheduled MRM Pro,

• créer une méthode d’acquisition IDA avec l’algorithme Scheduled MRM Pro.

À propos de l’algorithme Scheduled MRM
L'algorithme Scheduled MRM facilite l’acquisition de centaines de composés en se fondant
sur une liste de transitions MRM (Multiple Reaction Monitoring), de temps de rétention et
d’identifiants de composé fournis lors de la création de la méthode d’acquisition. L'algorithme
Scheduled MRM réduit la nécessité d’effectuer des expériences à périodes multiples. Il
est également possible de l’utiliser comme balayage d’exploration dans une méthode IDA
(Information Dependent Acquisition).

L’algorithme maximise les points sur le pic chromatographique pour permettre une meilleure
détection des pics et améliorer la reproductibilité. Cette fonctionnalité permet également
d'afficher des fichiers de données comportant de nombreuses transitions MRM en affichant
les colonnes de l'identifiant du composé, de l'indice AIQ (Analyte Integration Quality)
et de l'indice IS (Internal Standard) dans le tableau de résultats. Pour les systèmes
SCIEX 3200MD, 1 000 transitions au maximum sont prises en charge par l’algorithme
Scheduled MRM. Pour les systèmes SCIEX 4500MD et Citrine, 4 000 transitions au
maximum sont prises en charge par l’algorithme Scheduled MRM.

Remarque : Les colonnes Analyte Integration Quality Index et IS Integration Quality
Index sont également disponibles pour les données MRM dans le tableau de résultats.

La figure suivante montre un exemple d'analyse LC avec l'algorithme Scheduled MRM. Le
nombre de transitions MRM contrôlées simultanément varie au cours de l’analyse LC, mais
reste stable entre les injections.
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Illustration 1 : Exemple type de procédure LC avec algorithme Scheduled MRM

Élément Description

1 Transitions MRM contrôlées

2 Nombre élevé de transitions MRM contrôlées

3 Nombre faible de transitions MRM contrôlées

Pour traiter un grand nombre de transitions avec l’algorithme Scheduled MRM, utilisez le
logiciel MultiQuant MD. Pour plus d’informations, contactez un commercial SCIEX.

Documentation connexe
• Guide de l’utilisateur du système pour le spectromètre de masse

• Guide de l’utilisateur avancé

• Guide de l'utilisateur de scripts (pour plus d’informations sur les scripts Create Quan
Methods From Text Files et Create Text File from Quan Method)

• Tutoriel sur l’acquisition dépendante de l’information (pour plus d’informations sur la
création de méthodes avec l’IDA)

• Aide d’Analyst
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Conditions préalables
Conditions préalables

Les utilisateurs doivent être en mesure de :

• Créer une méthode d’acquisition

• Envoyer un lot

• Créer une méthode de quantification, et créer et examiner un tableau de résultats

Les périphériques suivants doivent être compris dans le profil matériel :

• Pompe LC

• Auto-échantillonneur

Créer un fichier csv ou txt
En option, les informations de transition d’une méthode Scheduled MRM peuvent être créées
et stockées dans un fichier csv ou txt, et importées dans le tableau des plages de masses
d'une méthode Scheduled MRM. Utilisez les critères suivants pour créer le fichier csv ou txt :

• Le fichier ne doit pas contenir de titres d’en-tête, e colonne ou de ligne.

• L’ordre et le nombre de colonnes dans le fichier doivent correspondre à l’ordre et au
nombre de colonnes dans le tableau des plages de masses.

• Pour les méthodes avec l'algorithme MRM ou Scheduled MRM, il ne doit y avoir aucune
cellule vide. Pour les méthodes utilisant l'algorithme Scheduled MRM Pro, les colonnes
Window et Threshold peuvent rester vides pour pouvoir utiliser des valeurs par défaut.
La colonne Group peut également rester vide.

Vérifiez que le fichier est enregistré avec une extension csv ou txt.

Créer une méthode d’acquisition avec
l’algorithme Scheduled MRM
Remarque : Pour les systèmes SCIEX 4500MD et Citrine, 1 250 transitions MRM non
planifiées et 4 000 transitions MRM avec l'algorithme Scheduled MRM peuvent être acquises
au maximum. Pour les systèmes SCIEX 3200MD, 300 transitions MRM non planifiées
et 1 000 transitions MRM avec l’algorithme Scheduled MRM peuvent être acquises au
maximum.

1. Dans la barre de navigation, sous Acquire, double-cliquez sur Build Acquisition
Method puis, dans le volet Acquisition Method, sélectionnez l'icône Mass Spec.

2. Vérifiez que la valeur Scan Type sélectionnée est MRM, puis cochez la case Enabled
dans le groupe Scheduled MRM. Pour créer une méthode pour les systèmes SCIEX
4500MD et Citrine, consultez les fonctionnalités dans la figure Illustration 2. Pour créer
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une méthode pour les systèmes SCIEX 3200MD, consultez les fonctionnalités dans la
figure Illustration 3.

Illustration 2 : Fonctionnalités logicielles de l’algorithme Scheduled MRM pour les
systèmes SCIEX 4500MD et Citrine

Élément Description

1 Case Enabled dans le groupe Scheduled MRM : cochez cette case
pour activer les fonctionnalités de base et avancées de l’algorithme
Scheduled MRM.

2 Option Basic : cochez cette case pour activer les fonctionnalités de
l’algorithme Scheduled MRM. L’option prédéfinie est Basic.

3 Case Q1/Q3 Resolution : cochez cette case pour appliquer différents
paramètres de résolution Q1 et Q3 à chaque transition. Lorsque cette
option est sélectionnée, les colonnes Q1 Resolution et Q3 Resolution
sont ajoutées au tableau des plages de masses.

4 Bouton Import List : cliquez dessus pour importer des transitions MRM,
une durée, un identifiant et des paramètres dépendant des composés à
partir d'un fichier txt ou csv.

5 Colonne Retention Time (min) : saisissez le temps de rétention
attendu, en minutes, pour la transition MRM correspondante. Cette
colonne affiche le temps de résidence en ms des méthodes MRM.

6 Colonne ID : (facultatif) saisissez un identifiant de composé pour la
transition considérée.

7 Champ MRM detection window (sec) : saisissez la durée de détection
qui encadre le temps de rétention de chaque transition.
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Élément Description

8 Option Target Cycle Time (across sMRM experiments) : sélectionnez
cette option pour spécifier et utiliser le temps de cycle cible de toutes
les expériences utilisant l’algorithme Scheduled MRM pendant toute
la période ou toute la méthode. La sélection ou la non-sélection de
cette option dans une expérience utilisant l’algorithme Scheduled MRM
applique automatiquement le même paramétrage à l’autre expérience
utilisant l’algorithme Scheduled MRM, si la méthode contient deux
expériences utilisant l’algorithme Scheduled MRM. Au maximum, deux
expériences utilisant l’algorithme Scheduled MRM sont autorisées dans
une période ou une méthode. La durée de cycle cible peut être réglée
de manière à cibler une durée spécifique parmi l'ensemble des cycles,
afin d'obtenir une distribution plus homogène des points de données sur
un pic, sans tenir compte d'un éventuel changement de polarité entre
des transitions simultanées au cours d’un cycle. Target Cycle Time est
le paramètre prédéfini.

9 Champ Target Scan Time (per sMRM experiment) (sec) :
sélectionnez la durée cible à utiliser pour l'expérience dans chaque
cycle. Le logiciel maintiendra le temps de balayage total de cette
expérience proche de la durée cible dans chaque cycle, sauf si le temps
de résidence minimal ou maximal est appliqué à certaines transitions
simultanées. Le temps de balayage cible est réglable de manière à
cibler un nombre spécifique de points sur les pics LC.

Illustration 3 : Fonctionnalités logicielles de l’algorithme Scheduled MRM pour les
systèmes SCIEX 3200MD
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Élément Description

1 Case Enabled dans le groupe Scheduled MRM : cochez cette case
pour activer les fonctionnalités de l'algorithme Scheduled MRM.

2 Case Q1/Q3 Resolution : cochez cette case pour appliquer différents
paramètres de résolution Q1 et Q3 à chaque transition. Lorsque cette
option est sélectionnée, les colonnes Q1 Resolution et Q3 Resolution
sont ajoutées au tableau des plages de masses.

3 Bouton Import List : cliquez dessus pour importer des transitions MRM,
une durée, un identifiant et des paramètres dépendant des composés à
partir d'un fichier txt ou csv.

4 Colonne Retention Time (min) : saisissez le temps de rétention
attendu, en minutes, pour la transition MRM correspondante. Cette
colonne affiche le temps de résidence en ms des méthodes MRM.

5 Colonne ID : (facultatif) saisissez un identifiant de composé pour la
transition considérée.

6 Champ MRM detection window (sec) : saisissez la durée de détection
qui encadre le temps de rétention de chaque transition.

7 Option Target Cycle Time (across sMRM experiments) : sélectionnez
cette option pour spécifier et utiliser le temps de cycle cible de toutes
les expériences utilisant l’algorithme Scheduled MRM pendant toute
la période ou toute la méthode. La sélection ou la non-sélection de
cette option dans une expérience utilisant l’algorithme Scheduled MRM
applique automatiquement le même paramétrage à l’autre expérience
utilisant l’algorithme Scheduled MRM, si la méthode contient deux
expériences utilisant l’algorithme Scheduled MRM. Au maximum, deux
expériences utilisant l’algorithme Scheduled MRM sont autorisées dans
une période ou une méthode. La durée de cycle cible peut être réglée
de manière à cibler une durée spécifique parmi l'ensemble des cycles,
afin d'obtenir une distribution plus homogène des points de données sur
un pic, sans tenir compte d'un éventuel changement de polarité entre
des transitions simultanées au cours d’un cycle. Target Cycle Time est
le paramètre prédéfini.

8 Champ Target Scan Time (per sMRM experiment) (sec) :
sélectionnez la durée cible à utiliser pour l'expérience dans chaque
cycle. Le logiciel maintiendra le temps de balayage total de cette
expérience proche de la durée cible dans chaque cycle, sauf si le temps
de résidence minimal ou maximal est appliqué à certaines transitions
simultanées. Le temps de balayage cible est réglable de manière à
cibler un nombre spécifique de points sur les pics LC.
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3. Pour utiliser différents réglages de résolution Q1 et Q3 pour chaque transition, cliquez
sur Q1/Q3 Resolution dans le groupe Scheduled MRM.

Deux colonnes sont ajoutées dans le tableau de plages de masses : Q1 Resolution et
Q3 Resolution.

Illustration 4 : Option Q1/Q3 Resolution sélectionnée pour les systèmes SCIEX
4500MD et Citrine

Élément Description

1 Colonne Q1 Resolution : mode utilisé par le balayage Q1 pour séparer
les composants faiblement espacés. Il correspond à la capacité de
résolution du premier quadripôle. Les options disponibles sont : High,
Unit, Low et Open.

2 Colonne Q3 Resolution : mode utilisé par le balayage Q3 pour séparer
les composants faiblement espacés. Il correspond à la capacité de
résolution du troisième quadripôle. Les options disponibles sont : High,
Unit, Low et Open.

Les options Resolution Q1 et Resolution Q3 dans l'onglet Advanced MS ne sont pas
sélectionnables.

Si la case Q1/Q3 Resolution est cochée dans le Tune Method Editor, les options Q1
Resolution et Q3 Resolution dans l'onglet Resolution ne sont pas sélectionnables.

4. Complétez le tableau de plages de masses pour chaque transition MRM intéressante en
utilisant l’une des méthodes suivantes :

• Saisissez manuellement les transitions MRM : la masse Q1, la masse Q3, le
temps de rétention et l’identifiant de composé pour chaque transition intéressante.
Pour chaque transition, sélectionnez des valeurs dans les colonnes Q1 Resolution
et Q3 Resolution. Cliquez avec le bouton droit de la souris pour ajouter des
paramètres dépendants du composé selon les besoins. Un nombre maximal de
quatre paramètres dépendants du composé peut être ajouté au tableau de plages
de masses.
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• Importer des transitions MRM : cliquez sur Import List, puis dans la fenêtre Open,
sélectionnez un fichier CSV (valeurs séparées par des virgules) ou TXT (valeurs
séparées par une tabulation) qui contient les informations de transition MRM. Après
avoir sélectionné le fichier, cliquez sur Open. Le contenu du fichier s’affiche dans le
tableau de plages de masses. Pour plus d’informations sur la création de registres,
consultez la section Créer un fichier csv ou txt.

• Copier et coller des transitions MRM : sélectionnez les cellules contenant les
informations requises à partir d’un fichier CSV ou TXT, puis appuyez sur Ctrl+C.
Lors du collage de lignes d’informations, sélectionnez la première cellule Q1 Mass
(Da) du tableau de plages de masses, puis appuyez sur Ctrl+V.

Remarque : Avant d’importer ou de copier et coller, vérifiez que les colonnes de
données du fichier CSV ou TXT correspondent à celles du tableau de plages de masses
du logiciel. Le nombre et l’ordre des colonnes dans le fichier source et dans le tableau
de destination doivent être identiques. Ajoutez, supprimez ou réorganisez les colonnes
du fichier source, le cas échéant. Pour ajouter une colonne au tableau de plages
de masses, cliquez avec le bouton droit de la souris dans le tableau de plages de
masses, puis sélectionner un paramètre dépendant du composé. Pour les paramètres
dépendants du composé, les valeurs doivent se situer dans les plages admises pour la
polarité sélectionnée.

5. Dans le champ MRM detection window (sec), saisissez la durée de détection qui
encadre le temps de rétention pour chaque transition. Cette fenêtre doit refléter la
largeur attendue du pic chromatographique et la variabilité du temps de rétention
chromatographique de l’analyte de sorte que tout le pic MRM soit toujours visible dans la
fenêtre.

Utilisez la chromatographie LC comme guide pour sélectionner les meilleurs paramètres
pour l’algorithme Scheduled MRM. Déterminez la largeur de base habituelle du pic
puis consultez le tableau suivant pour connaître les paramètres recommandés. Veillez
également à prendre en compte la stabilité du temps de rétention dans la définition de la
fenêtre de détection MRM.

Tableau 1 : Paramètres recommandés pour l’algorithme Scheduled MRM

Largeur de base de la pic Fenêtre de détection MRM Target Scan Time ou
Target Cycle Time

30 secondes 90 secondes 2 secondes

15 secondes 60 secondes 1 seconde

10 secondes 30 secondes 0,5 seconde

Pour l’algorithme Scheduled MRM, le nombre d’analytes par cycle contrôlé est ajusté
selon la fenêtre de temps de rétention des analytes. Pour optimiser le temps de
résidence utilisé pour chaque analyte et son rapport signal/bruit, il est recommandé
d’utiliser une fenêtre de temps de rétention plus petite mais adaptée, qui permet la
capture du pic à l’étude. Une valeur de 60 secondes est un bon point de départ.
Cette valeur est suffisante pour la chromatographie qui produit une largeur de pic de
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15 secondes et une variation potentielle du temps de rétention de 20 secondes à droite
et à gauche du pic.

Par exemple, si le temps de rétention attendu est de 4,5 minutes, un réglage de
60 secondes définit une fenêtre de détection entre 4 et 5 minutes.

Remarque : Si Retention Time est réglé sur 0, le logiciel contrôle cette transition
pendant toute la durée de l’analyse

6. Effectuez l'une des opérations suivantes selon les besoins :

• Au besoin, laissez l’option Target Cycle Time (across sMRM expts) sélectionnée,
puis saisissez une durée de cycle cible, en secondes, comme indiqué sur la figure
suivante. Si l’option Target Cycle Time est sélectionnée, le logiciel tente d'appliquer
cette durée à chaque cycle. Cependant, la durée utilisée pour chaque cycle varie
essentiellement en fonction de la somme des temps de résidence de toutes les
transitions du cycle.

Pour calculer le temps de résidence de chaque transition d'un cycle, le logiciel utilise
la durée de cycle cible, les temps de changement de polarité le cas échéant, et
tous les temps de pause. Le temps de résidence alloué à une transition dépend du
temps de résidence calculé pour chaque cycle dans la fenêtre de détection (que
ce dernier soit inférieur au temps de résidence minimal ou supérieur au temps de
résidence maximal), ainsi que de l’importance avec laquelle il empiète sur chacune
des autres transitions dans la fenêtre de détection. Si le temps de résidence calculé
est inférieur à la valeur minimale en raison d’une concurrence élevée ou supérieur à
la valeur maximale en raison d'une faible concurrence, le temps de résidence minimal
ou maximal sera utilisé pour cette transition dans ce cycle lors de l’étape suivante
du calcul. La moyenne des temps de résidence de l’ensemble des cycles de cette
transition est le temps de résidence final alloué à cette transition.

Illustration 5 : Target Cycle Time (across sMRM expts)

• Si nécessaire, cliquez sur Target Scan Time (per sMRM expt), puis saisissez, en
secondes, la durée souhaitée de l’expérience pour chaque cycle, comme indiqué
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dans la figure suivante. Ce paramètre permet de définir le nombre de points sur le pic
chromatographique.

Illustration 6 : Target Scan Time (per sMRM expt)

Utilisez la largeur des pics chromatographiques comme guide pour définir cette
valeur. Une valeur de 1 seconde est un bon point de départ pour la chromatographie
qui produit une largeur de pic de 15 secondes. Dans ce cas, un temps de balayage
cible de 1 seconde générera environ 15 points de données sur un pic de 15 secondes
si aucun temps de résidence minimal ou maximal n’est appliqué à l’une des
transitions simultanées dans cette fenêtre de détection.

7. Indiquez les valeurs requises dans les autres champs de la méthode d’acquisition.

8. Enregistrez la méthode d'acquisition dans le projet à partir duquel l'acquisition sera
réalisée.

Remarque : Les champs de l’algorithme Scheduled MRM sont également disponibles
dans Tune Method Editor.

Créer une méthode d'acquisition en
utilisant deux expériences avec l'algorithme
Scheduled MRM
Utilisez cette procédure pour créer une méthode permettant l’inversion de polarité.

1. Créez une méthode d’acquisition avec l’algorithme Scheduled MRM en utilisant les
étapes de la section Créer une méthode d’acquisition avec l’algorithme Scheduled MRM.

2. Dans le volet Acquisition method, cliquez avec le bouton droit ide la souris sur Period,
puis cliquez sur Add experiment.
Une seconde expérience de balayage MRM est créée.

3. Dans l'onglet MS, sélectionnez l'une des options suivantes selon le spectromètre de
masse utilisé :
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• Pour les systèmes SCIEX 4500MD et Citrine, cochez la case Enabled dans le groupe
Scheduled MRM. Pour créer une méthode d'acquisition normale avec l'algorithme
Scheduled MRM, vérifiez que l'option Basic est sélectionnée dans le groupe
Scheduled MRM. Pour créer la méthode, consultez les caractéristiques dans la
figure Illustration 2. Pour créer une méthode avec l'algorithme Scheduled MRM Pro,
vérifiez que l'option Advanced est sélectionnée. Pour créer cette méthode, consultez
la section Créer une méthode d'acquisition avec l'algorithme Scheduled MRM Pro.

• Pour les systèmes SCIEX 3200MD, cochez la case Enabled dans le groupe
Scheduled MRM. Pour créer la méthode, consultez les caractéristiques dans la
figure Illustration 3.

4. Finalisez la méthode d’acquisition comme indiqué dans la section Créer une méthode
d’acquisition avec l’algorithme Scheduled MRM.

5. Enregistrez la méthode d'acquisition dans le projet à partir duquel l'acquisition sera
réalisée.

Remarque : Pour les systèmes SCIEX 3200MD et SCIEX 4500MD, le temps de
stabilisation par défaut sera appliqué en cas de changement de polarité durant ce cycle.
Pour la série d’instruments Citrine, le temps de stabilisation configuré par l'utilisateur
sera appliqué en cas d'inversion de polarité durant ce cycle.

Créer un chromatogramme d’ions extraits
Remarque : Si un fichier wiff d'algorithme Scheduled MRM contenant plus de 2 500
transitions est ouvert, un TIC s'affiche au lieu d'un XIC.

1. Après avoir généré des données d’algorithme Scheduled MRM en utilisant la méthode
d’acquisition créée dans la procédure précédente, sur la barre de navigation, sous
Explore, double-cliquez sur Open Data File, puis sélectionnez le fichier de données et
l’échantillon.
Les données d’algorithme MRM et Scheduled MRM sont prédéfinies pour s’afficher sous
la forme d’un XIC superposé.

2. Cliquez sur Explore > Extract Ions > Use Dialog.
La boîte de dialogue Extract Ions s’ouvre et affiche chaque transition MRM dans le
fichier de données sélectionné ainsi que le temps de rétention estimé et l’identifiant de
composé correspondants, s’ils ont été entrés.
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Illustration 7 : Boîte de dialogue Extract Ions

3. Sélectionnez l’option appropriée pour trier la liste selon la masse Q1, la masse Q3, le
temps de rétention ou l’identifiant du composé.

4. Sélectionnez une ou plusieurs transitions.

5. Cliquez sur OK.
Le XIC s’affiche sous le chromatogramme et l’identifiant du composé de la première
transition sélectionnée s’affiche dans le titre.
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Illustration 8 : Exemple de XIC superposé s’ouvrant lorsque plusieurs ions sont
extraits

Afficher les transitions MRM
1. Générez un XIC.

2. Cliquez avec le bouton droit de la souris sur le titre du XIC pour afficher les transitions
MRM actives dans la région. Sélectionnez la transition MRM souhaitée pour afficher un
libellé du temps de rétention dans le chromatogramme.
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Illustration 9 : Transitions MRM actives

3. Faites glisser le curseur le long de l’axe des abscisses pour agrandir une période
précise.
Le XIC est redimensionné sur le pic le plus élevé dans les données affichées.

4. Cliquez avec le bouton droit de la souris sur le titre du XIC à nouveau pour afficher les
transitions MRM actives dans la période concernée.
Toutes les transitions situées au-dessus du seuil et dans la zone agrandie s’affichent. Le
titre est réduit au nombre de transitions comprises dans la zone agrandie.

Créer des méthodes de quantification
Remarque : Dans le logiciel Analyst MD, vous devez utiliser Build Quantitation Method
pour créer une méthode de quantification pour un fichier de données contenant plus de
94 transitions. Le Quantitation Wizard ne peut créer des méthodes de quantification que pour
des fichiers de données comportant au plus 94 transitions.

Avant toute chose, vérifiez que l’algorithme IntelliQuan-MQ III recommandé est utilisé. Pour
plus d’informations sur la sélection d’algorithmes, consultez le document Aide.

1. Dans la barre de Navigation, sous Quantitate, double-cliquez sur Build Quantitation
Method.
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Remarque : Les utilisateurs peuvent utiliser l'assistant Quantitation Wizard pour créer
une méthode de quantification qui analyse des données comprenant moins de
94 transitions.

2. Sélectionnez le fichier de données et l’échantillon acquis, puis cliquez sur OK.
Une colonne Name apparaît dans le tableau Analytes. Comme les transitions sont
sélectionnées pendant l’acquisition, cette colonne contient les identifiants de composé
de la méthode d’acquisition.

Illustration 10 : Méthode de quantification : onglet Components

Remarque : Si la méthode contient plusieurs expériences, examinez chacune d’elles
en la sélectionnant dans la liste Data Source pour pouvoir utiliser ses analytes dans
la méthode de quantification. Si les analytes sont nombreux, la liste Data Source peut
mettre un certain temps à s'afficher.

3. Définissez les valeurs nécessaires dans les champs restants de la méthode de
quantification, puis enregistrez la méthode d’acquisition.

4. Utilisez le Quantitation Wizard pour créer le tableau de résultats. Vérifiez que la méthode
de quantification créée et sélectionnée.

Conseil ! Si le fichier de données contient un grand nombre de transitions MRM,
utilisez les scripts Create Quan Methods From Text Files et Create Text File from Quan
Method pour créer ou modifier une méthode de quantification. Pour plus d'informations,
consultez le Guide de l'utilisateur de scripts.
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Examiner le tableau de résultats
1. Pour afficher les résultats d’une transition, cliquez avec le bouton droit de la souris dans

le tableau de résultats, sélectionnez Analyte, puis sélectionnez la transition dans la liste
des ID de composé.

Illustration 11 : Tableau de résultats : sélection d’analyte

2. Cliquez avec le bouton droit de la souris dans le tableau de résultats, puis cliquez sur
Table Settings > Edit pour ouvrir la boîte de dialogue Table Settings.

3. Double-cliquez sur Columns, puis sélectionnez Analyte dans la liste.

4. En regard de Analyte Peak Name, cochez la case Shown.

5. Cliquez sur OK, puis sur Done.
La colonne Analyte Peak Name est ajoutée au tableau de résultats et contient les ID de
composé de chaque transition.
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Illustration 12 : Tableau de résultats : colonne Analyte Peak Name

6. Cliquez avec le bouton droit de la souris dans le tableau de résultats, puis cliquez
sur Table Settings > Edit pour afficher les colonnes Analyte Integration Qualityet IS
Integration Quality dans le tableau.

7. Double-cliquez sur Columns, puis sélectionnez Analyte dans la liste.

8. En regard de Analyte Integration Quality, cochez la case Shown, puis cliquez sur OK.

9. Sélectionnez Internal Standard dans la liste .

10. En regard de IS Integration Quality, cochez la case Shown.

11. Cliquez sur OK, puis sur Done.

Les deux colonnes sont ajoutées au tableau de résultats. La qualité d’intégration indique
la qualité de l’intégration du pic. Les valeurs les plus proches de 1 indiquent des pics
bien intégrés. Les valeurs plus faibles indiquent que le pic n’est pas bien intégré, que le
bruit de fond est important ou qu’il y a un autre pic dans la zone.

Ces colonnes facilitent l’examen des pics car l’utilisateur peut facilement voir les
pics ayant des valeurs faible d’indice Integration Quality d'analyte à examiner
manuellement. De plus, l’utilisateur peut interroger les valeurs d’indice Integration
Quality d'analyte, qui sont inférieures à une valeur jugée acceptable pour afficher et
examiner manuellement un sous-ensemble des données.

Tutoriel de l’algorithme Scheduled MRM

Tutoriel sur l’algorithme Scheduled MRM MRM
IVD-IDV-05-0249-FR-E

Logiciel Analyst MD
21/31



Illustration 13 : Colonnes du tableau de résultats

Élément Description

1 Colonne d’indice Analyte Integration Quality

2 Colonne d’indice IS Integration Quality

À propos de l’algorithme Scheduled MRM Pro
Algorithme
Scheduled MRM Pro est pris en charge dans les systèmes SCIEX 4500MD et Citrine.

Scheduled MRM Pro ajoute des fonctionnalités avancées à l’algorithme Scheduled MRM.
Il améliore la fiabilité du temps de rétention des expériences en permettant la définition
de fenêtres d’acquisition propres à chaque transition dans la méthode d’acquisition. Les
utilisateurs peuvent régler les fenêtres en fonction des composés quand ceux-ci présentent
de larges pics LC ou que leur temps de rétention varie beaucoup.

Par ailleurs, l’algorithme Scheduled MRM Pro inclut la fonctionnalité suivante :

• Scheduled MRM Pro prend également en charge l’extension automatique de la fenêtre
lors de l’acquisition. Les utilisateurs ont la possibilité d'activer ou de désactiver Dynamic
Window Extension (DWE). Les utilisateurs peuvent également définir un seuil DWE et
un seuil de déclenchement différent pour chaque transition. Par exemple, un seuil de
déclenchement bas et un seuil DWE élevé sont plus susceptibles de déclencher une
transition secondaire, mais évitent une extension de fenêtre dynamique inutile. Lorsque
DWE est activé, si le temps de rétention d’un composé se révèle être plus long que
prévu et que l'intensité n'a pas chuté en dessous du seuil d'extension prévu une fois son
temps de rétention écoulé, l'algorithme Scheduled MRM Pro prolonge automatiquement
la fenêtre de détection jusqu'à ce que l'intensité redescende en dessous du seuil. La
transition est encore surveillée pendant la moitié de la fenêtre de détection spécifiée par
la méthode. La fenêtre de détection étendue équivaut au double de la durée de la fenêtre
d'acquisition spécifiée. Cette fonctionnalité permet l’utilisation de fenêtres réduites tout en
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garantissant la capture de chaque pic dans son intégralité. Elle améliore également la
solidité de la méthode, qui s’adapte à la plupart des variations de temps de rétention.

• L’utilisateur peut étiqueter plusieurs transitions pour un analyte comme principales ou
secondaires. Les transitions principales sont suivies sur toute la fenêtre d’acquisition,
tandis que le suivi des transitions secondaires n’est assuré qu’une fois que les transitions
principales qui y sont associées ont franchi leur seuil de déclenchement. La durée des
cycles est ainsi minimisée, car le nombre de transitions MRM à étudier est moindre. Le
temps d’acquisition est consacré au recueil de données relatives aux analytes présents
dans un échantillon, et non aux analytes qui en sont absents.

• L’algorithme est également compatible avec l'utilisation de la pondération du temps de
résidence. La valeur Dwell weight permet d’exprimer le temps de résidence requis de
manière relative. Pour ce faire, il suffit d’attribuer une valeur faible aux composés très
abondants et une valeur élevée aux composés moins abondants. Lors de l'analyse, le
temps de résidence est déterminé en fonction de ce poids.

• L’algorithme prend en charge Dynamic Background Subtraction (DBS) pour déclencher
des transitions secondaires. L’option DBS n’est disponible que pour les autres méthodes
qu’IDA et les expériences qui utilisent l’algorithme Scheduled MRM. Pour ces méthodes
ou ces expériences, lorsque l’option DBS est activée, elle est appliquée aux transitions
principales afin de déclencher les transitions secondaires dans cette expérience.

Pour les méthodes IDA qui utilisent l'algorithme Scheduled MRM pour les balayages
d’exploration, si l’option DBS est activée dans les critères IDA, elle est appliquée aux
transitions principales afin de déclencher les transitions secondaires et les balayages
dépendants.

Lorsque les DWE et DBS sont activés pour l'expérience de l'algorithme Scheduled MRM,
le déclenchement de la DWE dépend des données non traitées sans le DBS des
transitions principales.

Lorsque le DBS est activé pour une expérience qui utilise l’algorithme Scheduled MRM,
les transitions secondaires, une fois déclenchées, continuent l’acquisition jusqu’à ce que
leurs transitions principales les arrêtent.

Créer une méthode d'acquisition avec
l'algorithme Scheduled MRM Pro
L’algorithme Scheduled MRM Pro n’est pris en charge que dans les systèmes SCIEX
4500MD et Citrine.

Utilisez cette procédure pour créer une méthode avec l'algorithme Scheduled MRM Pro dans
la fenêtre Method Editor. Il est aussi possible de créer ce type de méthode dans la fenêtre
Manual Tune.

1. Activez un profil matériel pour le spectromètre de masse pris en charge. Pour les
systèmes Citrine, le cas échéant, , sélectionnez un mode de masse différent dans le
profil matériel, puis activez le profil matériel.
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2. Ouvrez une méthode d'acquisition avec l'algorithme Scheduled MRM existante ou créez-
en une en suivant la procédure dans la section Créer une méthode d’acquisition avec
l’algorithme Scheduled MRM.

3. Sélectionnez l'option Advanced dans la section Scheduled MRM de l'onglet MS
dans Acquisition Method Editor. Ceci active les fonctionnalités de l'algorithme
Scheduled MRM Pro.

Cinq colonnes sont ajoutées au tableau des plages de masses, et les cases à cocher
Dynamic Window Extension et Dynamic Background Subtraction sont affichées
dans la section Scheduled MRM.

Illustration 14 : Paramètres de l’algorithme Scheduled MRM Pro

Élément Description

1 Group column : utilisez cette colonne pour regrouper les différentes
transitions d'un composé. Attribuez le même nom à toutes les
transitions d’un même groupe.

2 Champ MRM Window (sec) : indiquez la durée du suivi de la transition,
dont la période centrale est le temps de rétention. Les valeurs attribuées
aux transitions dans ce champ remplacent la valeur par défaut dans
le champ MRM detection window de la fenêtre de la méthode. La
colonne MRM Window joue un rôle semblable à celui du champ MRM
detection window, mais la valeur saisie ne concerne que la transition
qui lui correspond. Si elle est vide, la valeur utilisée est celle du champ
MRM detection window.

3 Primary/Secondary : utilisez cette colonne pour indiquer si une
transition est principale ou secondaire. Les transitions principales
sont suivies pendant toute la fenêtre d'acquisition. Les transitions
secondaires sont suivies pendant la fenêtre d’acquisition, mais tant que
les transitions principales sont au-dessus de leur seuil respectif.

Dans un groupe, attribuez le 1 aux transitions principales et le chiffre
2 aux transitions secondaires. Un groupe peut contenir plusieurs
transitions principales et plusieurs transitions secondaires.
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Élément Description

4 Trigger Threshold : indiquez le niveau d'intensité qui déclenche
les transitions secondaires. Dans les méthodes IDA, l'option Trigger
Threshold sert également à déclencher des balayages dépendants.

Cette valeur peut être égale ou supérieure à 0.

5 Dwell Weight : utilisez cette colonne pour indiquer si une transition
spécifique doit avoir un temps de balayage (temps de résidence) plus
long que les autres transitions. La valeur par défaut est « 1 ».

La valeur Dwell Weight permet d’exprimer le temps de résidence de
manière relative. Pour ce faire, il suffit d'attribuer une valeur faible (< 1)
aux composés très abondants et une valeur élevée (> 1) aux composés
moins abondants. La fourchette pour le paramètre Dwell Weight va de
0,1 à 10. Lors de l'analyse, le temps de résidence est déterminé en
fonction de ce poids.

Remarque : Le poids de résidence total équivaut à la somme des poids
de résidence de toutes les transitions principales plus la moitié de la
somme des poids de résidence de toutes les transitions secondaires
du cycle considéré. Toutefois, l'affectation du temps de résidence utilise
toujours le poids de résidence individuel de la transition, divisé par le
poids de résidence total. Exemple : le poids de résidence est égal à 1
pour les transitions principale et secondaire d’une méthode qui n’en
comprend que deux avec le même temps de rétention. Le poids de
résidence total est de 1 + 0,5 = 1,5. Le temps de résidence des deux
transitions correspond au temps de résidence total qui peut être affecté
à toutes les transitions simultanées, multiplié par 1/1,5. Ce temps de
résidence total est calculé après soustraction des temps de pause et
des temps de changement de polarité le cas échéant, puis corrigé d’un
facteur de 1,2. Pour tous les poids de résidence vides, utilisez la valeur
par défaut 1.

Remarque : Lorsque le temps de résidence calculé varie pendant la
fenêtre du temps de rétention des cycles d'une transition, c’est le temps
de résidence moyen de tous les cycles qui sera utilisé pour l'acquisition.
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Élément Description

6 Dynamic Window Extension : cochez cette case pour utiliser la
fonction Dynamic Window Extension dans la méthode d'acquisition
Scheduled MRM Pro. Si la fonction Dynamic Window Extension, n’est
pas utilisée, décochez la case Dynamic Window Extension. Lorsque
cette case est cochée, la colonne Extension Threshold est ajoutée
au tableau des plages de masses. Si cette case est cochée et si
l’intensité des pics d’une transition est supérieure au seuil d’extension
à la fin du temps de rétention, l’algorithme Scheduled MRM Pro étend
automatiquement la fenêtre de détection jusqu’à ce que l’intensité passe
en dessous du seuil d’extension et le suivi de la transition continue
pendant la moitié de la fenêtre de détection spécifiée dans la méthode.
La fenêtre d'acquisition étendue peut atteindre le double de la durée de
la fenêtre de détection spécifiée dans la méthode.

7 Dynamic Background Subtraction : cochez cette case pour utiliser
la soustraction dynamique du bruit de fond dans la méthode
d'acquisition Scheduled MRM Pro. Dans une méthode IDA déclenchée
par l’algorithme Scheduled MRM Pro, la case à cocher Dynamic
Background Subtraction n’est pas disponible dans l’expérience
utilisant l’algorithme Scheduled MRM Pro algorithm si elle est activée
dans les critères IDA. Dans la section des critères IDA, la case à cocher
Dynamic Background Subtraction sert à déclencher des transitions
secondaires et des balayages dépendants.

8 Extension Threshold : spécifiez le seuil de l'extension de fenêtre
dynamique dans la méthode d'acquisition Scheduled MRM Pro. Cette
valeur peut être égale ou supérieure à zéro. Consultez la figure
Illustration 15.

Illustration 15 : Dynamic Window Extension sélectionné - Colonne Extension
Threshold

4. Renseignez le tableau des plages de masses pour chaque transition MRM
en fournissant les valeurs adéquates dans les cinq colonnes de l'algorithme
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Scheduled MRM Pro. Utilisez les règles suivantes et les informations dans la figure
Illustration 14.

• Toutes les transitions d’un même groupe doivent être répertoriées les unes à la suite
des autres dans le tableau des plages de masses.

• Toutes les transitions du même groupe doivent avoir le même temps de rétention
dans la colonne Retention Time (min).

• Toutes les transitions du même groupe doivent avoir la même durée dans la colonne
MRM Window (sec).

• Toutes les transitions principales du même groupe doivent être entrées avant les
transitions secondaires du groupe. Si un groupe ne contient qu’une transition, cette
transition doit être une transition principale.

5. Enregistrez la méthode d'acquisition.
La méthode d'acquisition avec l’algorithme Scheduled MRM Pro ne peut contenir qu’une
période et jusqu'à deux expériences Scheduled MRM.

Conséquences de l’algorithme Scheduled MRM
Pro sur les IDA
Si un balayage d'exploration IDA (Information Dependent Acquisition) est effectué à l'aide
de l'algorithme Scheduled MRM Pro, un balayage dépendant dans la méthode IDA n’est
effectué que lorsque les intensités de toutes les transitions MRM d'un groupe sont
supérieures aux seuils de déclenchement. La durée du cycle est optimisée, car le risque
de déclenchement accidentel de balayages dépendants est évité.

Créer une méthode d'acquisition IDA avec
l’algorithme Scheduled MRM Pro
1. Créez une méthode d’acquisition avec l’algorithme Scheduled MRM Pro, en utilisant

la procédure dans la section Créer une méthode d'acquisition avec l'algorithme
Scheduled MRM Pro.

2. Le cas échéant, pour ajouter une expérience de balayage ER, ajoutez-la avant les
critères IDA.

3. Cliquez avec le bouton droit de la souris sur l’icône Period, puis cliquez sur Add IDA
Criteria Level.

4. Spécifiez les paramètres des critères IDA. Consultez le document Tutoriel pour
l’acquisition dépendante des informations.

5. Cliquez avec le bouton droit de la souris sur l’icône Period, puis cliquez sur Add
experiment.

6. Dans l'onglet MS, dans la liste Scan type, sélectionnez un type de balayage dépendant.
Pour cet exemple, sélectionnez Product Ion (MS2) ou Enhanced Product Ion (EPI).
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Remarque : Pour tous les types de balayages dépendants, le champ Product Of doit
avoir la valeur 30 Da.

7. Le cas échéant, copiez ou ajoutez d'autres expériences dépendantes.
Cela dépend des critères IDA, de X à Y ions les plus intenses.

8. Précisez les paramètres de l'expérience.

9. Enregistrez la méthode d’acquisition dans le projet à partir duquel l’acquisition sera
exécutée.

Remarque : Lors d’une acquisition de données avec une méthode IDA utilisant
l’algorithme Scheduled MRM Pro, c’est le seuil de chaque transition MRM de la méthode
qui est utilisé, plutôt que le seuil IDA.

Remarque : Pour optimiser une méthode Scheduled MRM en fonction du temps de
maintien, de la concurrence et de la durée de cycle projetée, installez et utilisez le script
sMRM Calculator. Pour plus d'informations, consultez le Guide de l'utilisateur de scripts.

Afficher les paramètres de l’algorithme
Scheduled MRM Pro dans le volet File
Information
Une fois l’acquisition d’un échantillon terminée, les informations du fichier de données acquis
avec la méthode de l'algorithme Scheduled MRM affiche l’ensemble des paramètres définis
par l’utilisateur, pour chaque transition. Ces paramètres incluent les suivants :

• MRM (Scheduled ou pas)

• Q1

• Q3

• Retention Time

• ID

• Group

• MRM Window (sec)

• Primary/Secondary

• Trigger Threshold

• Extension Threshold (si la case Dynamic Window Extension a été cochée)

• Dwell Weight

• Q1 Resolution

• Q3 Resolution (si la case Q1/Q3 Resolution a été cochée)
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Les paramètres Dynamic Background Subtraction, Dynamic Window Extension, Dwell
Time, Target Scan Time et Target Cycle Time sont également affichés.

1. Dans la barre de Navigation, sous Explore, double-cliquez sur Open Data File.
La boîte de dialogue Select Sample s'ouvre.

2. Dans le volet Data Files, sélectionnez le fichier wiff.

3. Dans le volet Samples, sélectionnez l'échantillon.

4. Cliquez sur OK.
Les données d’échantillon acquises s’affichent.

5. Pour afficher les informations sur le fichier, cliquez sur Show File Info  sur la barre
d'outils.
Le volet des File information s’ouvre sous le graphique.

6. Développez la période souhaitée dans la partie gauche du volet File Information.

7. Cliquez sur le lien de l’expérience de la période requise.
Les valeurs correspondant aux paramètres de l'algorithme Scheduled MRM Pro pour
chaque transition sont enregistrées sous la section Period Experiment, située dans le
volet droit.

Illustration 16 : Paramètres de l’algorithme Scheduled MRM Pro dans le volet File
Information

Créer une méthode d’acquisition avec
l’algorithme Scheduled MRM Basic ou Pro,
avec Scheduled Ionization
1. Créez une méthode d'acquisition avec l'algorithme Scheduled MRM Basic ou Pro.

2. Sélectionnez des expériences dans la méthode, puis cochez la case Scheduled
Ionization.
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3. Dans le groupe Scheduled Ionization, renseignez les champs Start Time et Stop
Time. Vérifiez que les pics concernés s'éluent entre Start Time et Stop Time. Si la case
Dynamic Window Extension est aussi cochée, vérifiez que l’heure indiquée dans Stop
Time est postérieure à la dernière heure de rétention dans le tableau de masses plus
1,5 fois la fenêtre de détection pour cette transition. Vérifiez également que le paramètre
Synchronization Mode de la méthode d'acquisition et la méthode LC sont configurés
comme lorsque Scheduled Ionization n’est pas utilisé.

Remarque : Scheduled Ionization n’est disponible que dans les méthodes
d'acquisition à une période.

La figure suivante montre que le paramètre LC Synchronization Mode est utilisé et
que la méthode LC a une durée de 7 minutes. Tous les pics concernés s'éluent après
0,5 minute et avant 5,0 minutes. Comme la dernière fenêtre d'acquisition des pics
élués peut être étendue d’une fenêtre de détection complète, la durée 5,5 minutes
est utilisée dans Stop Time. Lorsque Scheduled Ionization est utilisé, une tension
IonSpray de 0 est appliquée avant le Start Time et après le Stop Time. La tension
IonSpray définie dans la méthode MS n’est appliquée qu’entre Start Time et Stop
Time. La fonctionnalité Scheduled Ionization peut réduire le disque de contamination
de l’instrument et, donc, le temps d’immobilisation du spectromètre de masse. Pour plus
d’informations sur Scheduled Ionization, consultez le Guide de l’utilisateur avancé.

Illustration 17 : Algorithme Scheduled MRM Pro avec Scheduled Ionization

4. Enregistrez la méthode d'acquisition.
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