SCIEX

The Power of Precision

Logiciel Analyst MD

Tutoriel sur l'algorithme Scheduled MRM MRM

AL

IVD-IDV-05-0249-FR-E Janvier 2022



Ce document est fourni aux clients qui ont acheté un équipement SCIEX afin
de les informer sur le fonctionnement de leur équipement SCIEX. Ce document
est protégé par les droits d'auteur et toute reproduction de tout ou partie de son
contenu est strictement interdite, sauf autorisation écrite de SCIEX.

Le logiciel éventuellement décrit dans le présent document est fourni en vertu IVD
d'un accord de licence. |l est interdit de copier, modifier ou distribuer un logiciel
sur tout support, sauf dans les cas expressément autorisés dans le contrat de
licence. En outre, I'accord de licence peut interdire de décomposer un logiciel
intégré, d'inverser sa conception ou de le décompiler a quelque fin que ce soit.
Les garanties sont celles indiquées dans le présent document.

Certaines parties de ce document peuvent faire référence a d'autres fabricants

ou a leurs produits, qui peuvent comprendre des piéces dont les noms sont C €
des marques déposées ou fonctionnent comme des marques de commerce

appartenant a leurs propriétaires respectifs. Cet usage est destiné uniquement
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ses équipements et n'induit pas implicitement le droit et/ou l'autorisation de tiers

d'utiliser ces noms de produits comme des marques commerciales.

Les garanties fournies par SCIEX se limitent aux garanties expressément offertes
au moment de la vente ou de la cession de la licence de ses produits. Elles UK
sont les uniques représentations, garanties et obligations exclusives de SCIEX. Cn
SCIEX ne fournit aucune autre garantie, quelle qu'elle soit, expresse ou implicite,

notamment quant a leur qualité marchande ou a leur adéquation a un usage
particulier, en vertu d'un texte |égislatif ou de la loi, ou découlant d'une conduite
habituelle ou de I'usage du commerce, toutes étant expressément exclues, et
ne prend en charge aucune responsabilité ou passif éventuel, y compris des
dommages directs ou indirects, concernant une quelconque utilisation effectuée
par I'acheteur ou toute conséquence néfaste en découlant.

Usage réservé au diagnostic in vitro. Produit(s) non disponible(s) dans tous les
pays. Pour plus d’informations, contactez votre représentant commercial local ou
consultez la page Web sciex.com/diagnostics.

Rx only.

La disponibilité des produits est variable en fonction des pays. Pour plus
d'informations, contactez votre représentant commercial local ou consultez
la page sciex.com.

Les marques commerciales et/ou marques déposées mentionnées dans le
présent document, y compris les logos associés, appartiennent a AB Sciex Pte.
Ltd, ou & leurs propriétaires respectifs, aux Etats-Unis et/ou dans certains autres
pays (voir sciex.com/trademarks).

AB Sciex™ est utilisé sous licence.
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Tutoriel de I'algorithme
Scheduled MRM

Objectifs

Les utilisateurs apprendront a :

» créer une méthode pour contrdler les transitions de 'algorithme Scheduled MRM,

* visualiser les transitions de '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 I'algorithme Scheduled MRM Pro.

A propos de I'algorithme Scheduled MRM

L'algorithme Scheduled MRM facilite '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 a périodes multiples. |l

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 AlQ (Analyte Integration Quality)

et de l'indice IS (Internal Standard) dans le tableau de résultats. Pour les systémes

SCIEX 3200MD, 1 000 transitions au maximum sont prises en charge par 'algorithme
Scheduled MRM. Pour les systémes SCIEX 4500MD et Citrine, 4 000 transitions au
maximum sont prises en charge par I'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 contrdlées simultanément varie au cours de I'analyse LC, mais
reste stable entre les injections.
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Tutoriel de I'algorithme Scheduled MRM

lllustration 1 : Exemple type de procédure LC avec algorithme Scheduled MRM

Scheduled MRM Algorithm

o
]
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Elément Description
1 Transitions MRM controlées
2 Nombre élevé de transitions MRM controlées
3 Nombre faible de transitions MRM controlées

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

Documentation connexe

» Guide de I'utilisateur du systeme pour le spectrométre 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 I'acquisition dépendante de I'information (pour plus d’informations sur la
création de méthodes avec I'IDA)

» Aide d’Analyst
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Conditions préalables

Conditions préalables

Les utilisateurs doivent étre 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 étre 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 étre 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 critéres suivants pour créer le fichier csv ou txt :

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

* L'ordre et le nombre de colonnes dans le fichier doivent correspondre a '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 I'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
I’algorithme Scheduled MRM

Remarque : Pour les systémes SCIEX 4500MD et Citrine, 1 250 transitions MRM non
planifiées et 4 000 transitions MRM avec l'algorithme Scheduled MRM peuvent étre acquises
au maximum. Pour les systémes SCIEX 3200MD, 300 transitions MRM non planifiées

et 1 000 transitions MRM avec l'algorithme Scheduled MRM peuvent étre acquises au
maximum.

1. Dans la barre de navigation, sous Acquire, double-cliquez sur Build Acquisition
Method puis, dans le volet Acquisition Method, sélectionnez I'icbne 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 systémes SCIEX
4500MD et Citrine, consultez les fonctionnalités dans la figure lllustration 2. Pour créer
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une méthode pour les systemes SCIEX 3200MD, consultez les fonctionnalités dans la

figure lllustration 3.

lllustration 2 : Fonctionnalités logicielles de I'algorithme Scheduled MRM pour les
systémes SCIEX 4500MD et Citrine

Acqusiton method
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Edéi Parameters

Elément Description

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

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

3 Case Q1/Q3 Resolution : cochez cette case pour appliquer différents
paramétres de résolution Q1 et Q3 a 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 paramétres dépendant des composés a
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.

Logiciel Analyst MD
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Tutoriel de I'algorithme Scheduled MRM

m
[}

lément

Description

o

Option Target Cycle Time (across sMRM experiments) : sélectionnez
cette option pour spécifier et utiliser le temps de cycle cible de toutes
les expériences utilisant I'algorithme Scheduled MRM pendant toute

la période ou toute la méthode. La sélection ou la non-sélection de
cette option dans une expérience utilisant I'algorithme Scheduled MRM
appliqgue automatiquement le méme parameétrage a I'autre expérience
utilisant I'algorithme Scheduled MRM, si la méthode contient deux
expériences utilisant I'algorithme Scheduled MRM. Au maximum, deux
expériences utilisant I'algorithme Scheduled MRM sont autorisées dans
une période ou une méthode. La durée de cycle cible peut étre réglée
de maniére a cibler une durée spécifique parmi I'ensemble des cycles,
afin d'obtenir une distribution plus homogéne 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 paramétre prédéfini.

Champ Target Scan Time (per sMRM experiment) (sec) :
sélectionnez la durée cible a utiliser pour I'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 a certaines transitions
simultanées. Le temps de balayage cible est réglable de maniére a
cibler un nombre spécifique de points sur les pics LC.

lllustration 3 : Fonctionnalités logicielles de I'algorithme Scheduled MRM pour les
systémes SCIEX 3200MD

Aequisition method

= [ Acquisition Method
& Mass Spec 5.000 min
@ Period 5000 rmin

H «MRM
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Expedment: |1 . | Enabled Impart List @
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@ Pesiod Summary
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Tutoriel de I'algorithme Scheduled MRM

Elément

Description

1

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

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

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

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.

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

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

Option Target Cycle Time (across sMRM experiments) : sélectionnez
cette option pour spécifier et utiliser le temps de cycle cible de toutes
les expériences utilisant I'algorithme Scheduled MRM pendant toute

la période ou toute la méthode. La sélection ou la non-sélection de
cette option dans une expérience utilisant I'algorithme Scheduled MRM
applique automatiquement le méme paramétrage a I'autre expérience
utilisant I'algorithme Scheduled MRM, si la méthode contient deux
expériences utilisant I'algorithme Scheduled MRM. Au maximum, deux
expériences utilisant I'algorithme Scheduled MRM sont autorisées dans
une période ou une méthode. La durée de cycle cible peut étre réglée
de maniére a cibler une durée spécifique parmi I'ensemble des cycles,
afin d'obtenir une distribution plus homogéne 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 paramétre prédéfini.

Champ Target Scan Time (per sMRM experiment) (sec) :
sélectionnez la durée cible a utiliser pour I'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 a certaines transitions
simultanées. Le temps de balayage cible est réglable de maniére a
cibler un nombre spécifique de points sur les pics LC.

Logiciel Analyst MD
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Tutoriel de I'algorithme Scheduled MRM

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.

lllustration 4 : Option Q1/Q3 Resolution sélectionnée pour les systéemes SCIEX

4500MD et Citrine
Arcquitiion method M Advarced M5
Sohedubed MPM
M Lcquisition Method Epemert | ] - ¥ Enabiad @ Bass Advanced e Lt
-ﬁ hlass Spec 5000 min ¥ Q1Y Resglution
& Pencd 5000 men Seantype MEM MREM} -
B -mrm Pasiod Summary
Polarty Dumtion: 5000 fn}  Delay Time: 0 [
. i‘“’;‘; Cycles w [: Cyche 10000 fpec) . .
(1 (2
MRM defection window: B0 [ = i b (Da) I Q3 Mass (D) | :'r::e;“n:xl 1] | 'Dlne_:m-vnl Q3 Restlution
Tarpst for sMAM - : = =
B Tarps Crcle Tirss [acroes sMRM oxts)
Targsl Scan Time par sMAM epi)
-
Elt Parwrutn
Elément Description

1 Colonne Q1 Resolution : mode utilisé par le balayage Q1 pour séparer
les composants faiblement espacés. Il correspond a la capacité de
résolution du premier quadripdle. 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 a la capacité de
résolution du troisieme quadripdle. 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 'une des méthodes suivantes :

» Saisissez manuellement les transitions MRM : la masse Q1, la masse Q3, le
temps de rétention et I'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
parameétres dépendants du composé selon les besoins. Un nombre maximal de
quatre paramétres dépendants du compose peut étre ajouté au tableau de plages

de masses.
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Tutoriel de I'algorithme Scheduled MRM

* Importer des transitions MRM : cliquez sur Import List, puis dans la fenétre Open,
sélectionnez un fichier CSV (valeurs séparées par des virgules) ou TXT (valeurs
séparees par une tabulation) qui contient les informations de transition MRM. Aprés
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 a partir d’un fichier CSV ou TXT, puis appuyez sur Ctrl+C.
Lors du collage de lignes d’informations, sélectionnez la premiére cellule Q1 Mass
(Da) du tableau de plages de masses, puis appuyez sur Ctrl+V.

Remarque : Avant d’'importer ou de copier et coller, veérifiez que les colonnes de
données du fichier CSV ou TXT correspondent a celles du tableau de plages de masses
du logiciel. Le nombre et 'ordre des colonnes dans le fichier source et dans le tableau
de destination doivent étre 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 parameétre dépendant du composé. Pour les paramétres
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 fenétre doit refléter la
largeur attendue du pic chromatographique et la variabilité du temps de rétention
chromatographique de I'analyte de sorte que tout le pic MRM soit toujours visible dans la
fenétre.

Utilisez la chromatographie LC comme guide pour sélectionner les meilleurs paramétres
pour I'algorithme Scheduled MRM. Déterminez la largeur de base habituelle du pic

puis consultez le tableau suivant pour connaitre les paramétres recommandés. Veillez
également a prendre en compte la stabilité du temps de rétention dans la définition de la
fenétre de détection MRM.

Tableau 1 : Paramétres recommandés pour I'algorithme Scheduled MRM

Largeur de base de la pic |Fenétre 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 I'algorithme Scheduled MRM, le nombre d’analytes par cycle controlé est ajusté
selon la fenétre 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 fenétre de temps de rétention plus petite mais adaptée, qui permet la
capture du pic a I'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 a droite
et a gauche du pic.

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

Remarque : Si Retention Time est réglé sur 0O, le logiciel contrdle cette transition
pendant toute la durée de I'analyse

Effectuez lI'une des opérations suivantes selon les besoins :

Au besoin, laissez I'option Target Cycle Time (across sMRM expts) sélectionnée,
puis saisissez une durée de cycle cible, en secondes, comme indiqué sur la figure
suivante. Si I'option Target Cycle Time est sélectionnée, le logiciel tente d'appliquer
cette durée a 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 a une transition dépend du
temps de résidence calculé pour chaque cycle dans la fenétre de détection (que

ce dernier soit inférieur au temps de résidence minimal ou supérieur au temps de
résidence maximal), ainsi que de I'importance avec laquelle il empiéte sur chacune
des autres transitions dans la fenétre de détection. Si le temps de résidence calculé
est inférieur a la valeur minimale en raison d’'une concurrence élevée ou supérieur a
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 I'étape suivante
du calcul. La moyenne des temps de résidence de I'ensemble des cycles de cette
transition est le temps de résidence final alloué a cette transition.

lllustration 5 : Target Cycle Time (across sMRM expts)

M5 | Advanced MS
. Schedulad MEM )
Exeriment: |1 x| | Enablad @ Basic Advanced | Impor List
T o1 G133 Rasoht
Scantype: | MRM (MRM) - = essiman
Penicd Summarny
Scheduled lonization
- - 5.000 Dieday ] i
Polarity & Postive Cluration frin) ¥ Tiwe fec) Start Time Stop Time
L - - -
Cycles o = Cyc 1.0000 I i imin) |0 fmin)
Hegatve e . 5 yole fsec) {min)
MRM detection window: &0 feac) O Mass (Da) | @3 Mass (Da) RE'E'Ex:]T"“’ [TV} €1 Resolution | 03 Resolution
1 Unit Unit
- Targed for sMAM ) ) ) ' '
@ Taget Cycle Tme (across sMEM expls)
T-:l.'gd Sean Time fper sMRM xpt)
1 faac)
Edit Parameters

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

chromatographique.

lllustration 6 : Target Scan Time (per sMRM expt)

M3 | Advanced M5

Equenment :1 x|
Scantype: | MRM (MRM)
Polarty
@ Positive
Negative

MAM detection window: B0

Target for sMAM

Target Scan Time fper sMRM eaxpt)

Scheduled MRM
o/ Enabled @ Basic Advanced Ieport List
#2103 Resolution
Pericd Summary
Scheduled lonization
n 5.000 [Dielm, ] .
Dharstior frmin] ¥ Time fac] Start Time Sap Time
Cycles 300 Cycle 1.0000 fsec] I jmin) |{ fmin)
01 Mass (Da) | Q3 Mass (Da) REIEIEx:]TIme in O Resolution | Q3 Resolution

@ Taget Cyde Tme lacross sMAM expls)

1

:E&Pm

Uni Unit

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 a I'une des
transitions simultanées dans cette fenétre de détection.

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

Enregistrez la méthode d'acquisition dans le projet a partir duquel l'acquisition sera

réalisée.

Remarque : Les champs de I'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 I'inversion de polarité.

1.

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

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.

Dans l'onglet MS, sélectionnez I'une des options suivantes selon le spectrométre de

masse utilisé :

Logiciel Analyst MD
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* Pour les systémes 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 lllustration 2. Pour créer une méthode avec l'algorithme Scheduled MRM Pro,
vérifiez que I'option Advanced est sélectionnée. Pour créer cette méthode, consultez
la section Créer une méthode d'acquisition avec I'algorithme Scheduled MRM Pro.

* Pour les systémes SCIEX 3200MD, cochez la case Enabled dans le groupe
Scheduled MRM. Pour créer la méthode, consultez les caractéristiques dans la
figure lllustration 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 a partir duquel I'acquisition sera
réalisée.

Remarque : Pour les systemes 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 I'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. Apres 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
I'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 lons > Use Dialog.
La boite de dialogue Extract lons s’ouvre et affiche chaque transition MRM dans le
fichier de données sélectionné ainsi que le temps de rétention estimé et 'identifiant de
composé correspondants, s’ils ont été entrés.
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lllustration 7 : Boite de dialogue Extract lons

Extract lons
G G2  RT ID Sort By:
850 58.0 53 Amitraole s
101.0 580 45 Hexamethonium Q1 Mass
110.0 331 4.9 Huydrosyrmethylppridine " 03 Mass
1120 811 56 Hiztamine = RT
118.0 580 36 Betaine 1D
1230 801 58 Micotinamide
128.0 691 85 Conine
1300 BBO0 21 Metformin
1340 911 4.8 Tranglcypromine
1360 521 31 Adenine
136.0 1.0 23 Amphetamine
137.0 540 49 Allopurinol
138.0 771 5.2 Apophedin
1380 790 76 lzoniazide
138.0 781 4.7 Methyl nicatinate
138.0 650 8.0 Salicylamide
1420 E3.0 56 Cyclopentamine
1420 81.0 55 Dimetridazole
143.0 BO0 65 Methylthiouraci
143.0 B30 51 Pracetam
1440 790 53 Obidoxime
146.0 751 41 S-Hydrosyguinoline “
] | Cancel Help

3

3. Sélectionnez I'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 premiére
transition sélectionnée s’affiche dans le titre.

Logiciel Analyst MD
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lllustration 8 : Exemple de XIC superposé s’ouvrant lorsque plusieurs ions sont

sEEdER i | 2002 % |[explore Mode | || 5 B lsmrm validation pesticices | @ X BT MM
[ Mo R S O 0 v s TR s 1 L TR S AR T T — - S TR FT AR R vl R S = R R
& =l B 0 of + bR (1000 pairsk 104,337 0 amu Expected RT: 63 10: 3,45 Timethasarb 1 from Sample 10 (513 7 100 ng/mL 010) o1 22 Oct OF sMiRbt Wal Fa Maze 70.4 ops
figure
A Secuily Configuaiion Sad
&l Hardware Donfiguiation
276
E Repoot Template Edior
20e0
it Tune and Calibeste
A Compaund Optimization 2w
¥ Insrument Optimization S, ‘ il
L Marual Tuning 2306
" Acquie (1) 2248
K104 Method Wizsid 2448
0 il |
B Buid Acqusiion Method ¥
Buikd Acquisition Balch
186
27 EvplessView
! 1805
LA Ewplore (1)
& Open Dats File 178
(§ Onen Compound Database 1848
L Quaritate (3 2 s
[P Build Quartiation Method £ ae
Z
X Quantitation Wizad f s
Review Resuls Table 1%
2 Companicn Soltwore
1448
3 Modfication MAM
B TempoLC devica CHI T
B TempolLC device CHZ 6.0¢5
Tempa nana LC Autosampler 50e5
mpo. ‘
7.0e5 | |
| |
BO&5 ‘|
Il
B.08 ‘ '\‘
068 | |
|
3065 |‘. |
20:8 ‘ | | |
1085 /ﬂ " j i L I}
o L HLAA
40 20 a0 40 80 &0 70 80 80 100 110 120 130 “Wo 5.0
Time, mi

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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lllustration 9 : Transitions MRM actives

faEHEHS R =+ |[explore Mode *] ||/ @ [smrm validation pesticides  v| | g X “OH
G oAl NAR ko BRBAFER D Rl w23 %8 (TR il ) N4 R S
= B 0 of S HRM (9 paLIE): 228 (APRE s Form ki AT 8 1P A b om o s e P mmm 58 Fncbin A s e ssrm ki mbimn o n b hmrai A% 2k AE A sk A i e v
50 Configue W RIC of 4MRM (4 pairs): 228.0/185.0 amu Expacted RT: 6.4 ID: Ametyne From Sample 4 (4-Pesticide compound-injection-4) of March 12-sMRM data-Lwiff (Turbo Spray)
s B FIC oF +MRM (4 pairs): 264.1252,0 s Expected RT: 7,5 D Metolachlor From Sample 4 (4-Pestickis compaund-njection-4] of March 12-sMRM deta-1wiff (Tuks Spray
#8 Secuily Conligualion 2.0e5 W <1 of 4MRM (4 pairs): 226.1/142.1 amu Expacted RT: 5.8 ID: Promaton From Sample 4 (4-Pesticide compound-injection-4) of March 12-sMRM daka-1wiff (Turbo Spray)

E';‘H Hardware Configuiation

[ AIC of +MRM (4 pairs): 242.0/158.0 ammu Expacted RT: 7.2 ID: Prometyn from Sample 4 {3-Pesticde campaund-njection=4) of March 12-sMRM data-1 wif {Turbe Spray)
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3. Faites glisser le curseur le long de I'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 a 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 'algorithme IntelliQuan-MQ Il 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 I'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 I'’échantillon acquis, puis cliquez sur OK.
Une colonne Name apparait dans le tableau Analytes. Comme les transitions sont
sélectionnées pendant I'acquisition, cette colonne contient les identifiants de composé
de la méthode d’acquisition.

lllustration 10 : Méthode de quantification : onglet Components

A Quantitation Method - Untitled

Componentt | Integeation Casliby ation

Dats Sousce: | Priod 1/ Expt. 1 - Sum Multiple long
Irbarrial S8 mnds
Hams EIEE B
1 z
2
3
4 -
Furiabaag
Hatet [ internal Stancard [21 13 |-
1 Imphetarmine 1 [146:000 £ 91 000
2 Frpfitans 7 |146.000 165 000
3 M hanriod emires 1 _1EOI'.I:IZ|.I"-:|'II:III
4 Hethampded amine 2 1 EQ 000 F &5 000
5 MDA 150,100 F165.000
3 NOa 2 | 1901900 £ 133.100
7 NOLA, 1 1164000 £ 135,000
a HDBLE, 2 184000 § 77 000 -

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 a 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 I'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.

lllustration 11 : Tableau de résultats : sélection d’analyte

Farmrla. |
em iz = e

Sample Name Sample ID 5
i 3Y'S suithid Ful e
2 SYS suiib0d P .
3 SY'E =awib01
4 SYE suithi Anayts Groug 3
5 3Y'S suithid I ——
5 |5vS suilot Ao Formide Eolumn
T 5YS suitD01 Teble Satings 5
8 |S¥S sutdni R "
9 |5vE suidol i::rt - ,
10 SYS swilid
11 SY'E =auwiibod Delete Fane
12 |5Y'E suithit Flreen
13 |5Y'S suitddd Add Custom Column
14 |5%S swild Delete Custom Collmn
15 SY'E =awib01 n
16 |5YE suithit Un
17 |5YS suithd Un
18 SYS swilid Un
19 S%E suithod Un
21 SY'E suithod Un
iy | SY'E guithid Un
22 |5YS swibod Un
23 SY'E =awib01 Un
2-1 SYE suithii Un

F-hemina funi razepam
S-Hydraxyrisperidone
Acechding
Aceprometezine
Acichwir

Ajraline
alchz-Hydraxyalprazolzm
slpha-Hydraxyiriazolam
Ebramlam

Abrenalel
Amantadine

Amiorids
Emincphenarons
Aminopromazing
Amigdarone
Amiphznazole
Emitripbyn
ambdipine

Amexidlin
Amphetamine
Epamorphine
Apriniding

Atenclol

A toryastabn

Btrcgine

Aztreanan

Befunplol

Berdacarh
Eerzatropine
Bergocang
Berzoctaming
Berzoylecponine
Eerberine

Betzxoll

Bezsfirate

T e

Iyte Peak | Analyte Peak A
a (coums) [ Height (cps) c““r"'
e+ 000 0.00a+000 i
-+ 000 0.00=+000 [
e+ 000 [0.00=+000 Hia
£+ 000 0002+ 000 Hi
E+000 0.00e+000 &
E+000 0.00=+000 M
=+ D00 00024000 M
E+000 00024000 HI#
e+ 000 0.00a+000 Hf&
-+ 000 0.00=+000 Hfa
e+ 000 00024000 Mis
-+ 000 0.00e+000 HA
e +000 0.00e+000 i)
E+000 0.00=+000 M
e+ 000 [0.00=+000 Mia
E+000 00024000 HI#
e+ 000 0.00a+000 &
-+ 000 0.00=+000 &
k= + 000 00024000 M
E+000 0002+ 000 HI#
e+ 000 0.002+000 LY
-+ 000 0.00=+000 [
e+ 000 [0.00=+000 Hia
e+ 000 0002+ 000 il

2. Cliquez avec le bouton droit de la souris dans le tableau de résultats, puis cliquez sur

Table Settings > Edit pour ouvrir la boite de dialogue Table Settings.

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

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

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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lllustration 12 : Tableau de résultats : colonne Analyte Peak Name

Sample Hame | Sample Type File Name Analyte Peak Name
1 SYE suitdi Unknown Trple Quadi23 Aug |3 4-Methylenedinxyamphetamine
P SYS su0 Linknown Trple Quad\2d Aug |3 4-Methylenedinoyethylamphetamine
3 S5 suitdo Unknown Trple Quadi23 Aug|d 4-Methylenedimommethamphetamine
4 S¥S cuitd01 Unknown Triple Quad\23 Aug|6-C-Monoacetymaonghine
i 23 suitdi Linknown Triple Quadi23 Aug | T-Aminoclonazepgam
i 33 suiti Inknousn Trple Ouad\23 Aug|T-Aminoflunitrazepam
[ SYS suti LInknown Trple Quad?d Aug|3-Hydrosom spendone
5] TS suitd] Unknown Trple Quadi2d Aug|Acecldine
9 =TS it Unknown Triple Quad\23 Aug|Aceprametazing
10 [2Y'S suitdid Linknowin Triple Quad\23 Aug | Aciclovir
11 SYE suitdi Unknown Trple Quad23 Aug|Ajmaline
12 [SYS sutd Linknown Trple Quad\2d Aug|alpha-Hydrosoyslprazolam
13 S5 suitdo Unknown Trple Quad\23 Aug|alphs-Hydroxytriazolam
14 S¥S cuitd01 Unknown Triple Quad\23 Aug|Alprazolam
16 | 3YS suit0o1 Linknown Triple Quad\23 Aug |alprenolol
16 | 3Y'S suit001 Inknousn Trple Ouad\23 Aug|Amantadine
WOEYT =N Uinfmcen Trole Quad ) Aug|A=—i--ide

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. Enregard de Analyte Integration Quality, cochez la case Shown, puis cliquez sur OK.
9. Sélectionnez Internal Standard dans la liste .

10. Enregard 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 'examen des pics car I'utilisateur peut facilement voir les
pics ayant des valeurs faible d’'indice Integration Quality d'analyte a examiner
manuellement. De plus, l'utilisateur peut interroger les valeurs d’indice Integration
Quality d'analyte, qui sont inférieures a une valeur jugée acceptable pour afficher et
examiner manuellement un sous-ensemble des données.
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lllustration 13 : Colonnes du tableau de résultats

Calculatad Analyte .
Sample Name I&:j?ﬁr:d Concentration | Accuracy (%) lntﬂgrg_ﬂﬂn 15 IE‘:EE:M Time
{ngfmL} Quality
— o
1 STD 1 [ 329 161 100 L1) |00 (2 )7 000000
2 5T01 r 11 165 R 1.00 HrA,
3 5TD A r 274 137 1.00 1.00 MeA
4 |s1D1 r 320 160. 1.00 1.00 0.000000
5 [sTDH [ 286 43 073 1.00 ()
B |sTD r 254 127. 1.00 1.00 PIe,
7 |sm2z r 492 123 1.00 1.00 0.000000
8 [sTDz [ 479 120 0.857 1.00 PIe,
] 5TDh 2 r 437 109 1.00 1.00 MA
10 |[sTD=z r 424 105. 1.00 1.00 0.000000
11 |sTDz [ 4.50 12 0.942 1.00 P
12 oTr 2 - S C_| "N 4 l"||:| Flify
Elément Description
1 Colonne d’indice Analyte Integration Quality
2 Colonne d’indice IS Integration Quality

A propos de I'algorithme Scheduled MRM Pro
Algorithme

Scheduled MRM Pro est pris en charge dans les systémes SCIEX 4500MD et Citrine.

Scheduled MRM Pro ajoute des fonctionnalités avancées a I'algorithme Scheduled MRM.

Il améliore la fiabilité du temps de rétention des expériences en permettant la définition

de fenétres d’acquisition propres a chaque transition dans la méthode d’acquisition. Les
utilisateurs peuvent régler les fenétres en fonction des composés quand ceux-ci présentent
de larges pics LC ou que leur temps de rétention varie beaucoup.

Par ailleurs, I'algorithme Scheduled MRM Pro inclut la fonctionnalité suivante :

» Scheduled MRM Pro prend également en charge I'extension automatique de la fenétre
lors de I'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 fenétre dynamique inutile. Lorsque
DWE est activé, si le temps de rétention d’'un composé se révele étre 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, I'algorithme Scheduled MRM Pro prolonge automatiquement
la fenétre de détection jusqu'a ce que l'intensité redescende en dessous du seuil. La
transition est encore surveillée pendant la moitié de la fenétre de détection spécifiée par
la méthode. La fenétre de détection étendue équivaut au double de la durée de la fenétre
d'acquisition spécifiée. Cette fonctionnalité permet l'utilisation de fenétres 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 a 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 fenétre 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 a 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 I'utilisation de la pondération du temps de
résidence. La valeur Dwell weight permet d’exprimer le temps de résidence requis de
maniére relative. Pour ce faire, il suffit d’attribuer une valeur faible aux composés trés
abondants et une valeur élevée aux composés moins abondants. Lors de I'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 I'algorithme Scheduled MRM. Pour ces méthodes
ou ces expériences, lorsque I'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 I'algorithme Scheduled MRM pour les balayages
d’exploration, si 'option DBS est activée dans les critéres IDA, elle est appliquée aux
transitions principales afin de déclencher les transitions secondaires et les balayages
dépendants.

Lorsque les DWE et DBS sont actives pour I'expérience de I'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 I'algorithme Scheduled MRM,
les transitions secondaires, une fois déclenchées, continuent I'acquisition jusqu’a ce que
leurs transitions principales les arrétent.

Créer une méthode d'acquisition avec
I'algorithme Scheduled MRM Pro

L'algorithme Scheduled MRM Pro n’est pris en charge que dans les systémes SCIEX
4500MD et Citrine.

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

1. Activez un profil matériel pour le spectrométre de masse pris en charge. Pour les
systémes 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
I'algorithme Scheduled MRM.

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

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

lllustration 14 : Paramétres de I'algorithme Scheduled MRM Pro
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lément

Description

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

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 fenétre de la méthode. La
colonne MRM Window joue un rdle semblable a 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.

Primary/Secondary : utilisez cette colonne pour indiquer si une
transition est principale ou secondaire. Les transitions principales

sont suivies pendant toute la fenétre d'acquisition. Les transitions
secondaires sont suivies pendant la fenétre 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.

Logiciel Analyst MD
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Elément

Description

4

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

Cette valeur peut étre égale ou supérieure a 0.

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
maniére relative. Pour ce faire, il suffit d'attribuer une valeur faible (< 1)
aux composés trés abondants et une valeur élevée (> 1) aux composés
moins abondants. La fourchette pour le paramétre Dwell Weight va de
0,1 a 10. Lors de I'analyse, le temps de résidence est déterminé en
fonction de ce poids.

Remarque : Le poids de résidence total équivaut a 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, I'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 a 1
pour les transitions principale et secondaire d’'une méthode qui n’en
comprend que deux avec le méme temps de rétention. Le poids de
résidence total estde 1 + 0,5 = 1,5. Le temps de résidence des deux
transitions correspond au temps de résidence total qui peut étre affecté
a toutes les transitions simultanées, multiplié par 1/1,5. Ce temps de
résidence total est calculé aprés 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
fenétre du temps de rétention des cycles d'une transition, c’est le temps
de résidence moyen de tous les cycles qui sera utilisé pour 'acquisition.
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Elément 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
a la fin du temps de rétention, I'algorithme Scheduled MRM Pro étend
automatiquement la fenétre de détection jusqu’a ce que l'intensité passe
en dessous du seuil d’extension et le suivi de la transition continue
pendant la moitié de la fenétre de détection spécifiée dans la méthode.
La fenétre d'acquisition étendue peut atteindre le double de la durée de
la fenétre 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 I'algorithme Scheduled MRM Pro, la case a cocher Dynamic
Background Subtraction n’est pas disponible dans I'expérience
utilisant I'algorithme Scheduled MRM Pro algorithm si elle est activée
dans les critéres IDA. Dans la section des critéres IDA, la case a cocher
Dynamic Background Subtraction sert & déclencher des transitions
secondaires et des balayages dépendants.

8 Extension Threshold : spécifiez le seuil de I'extension de fenétre
dynamique dans la méthode d'acquisition Scheduled MRM Pro. Cette
valeur peut étre égale ou supérieure a zéro. Consultez la figure
lllustration 15.

lllustration 15 : Dynamic Window Extension sélectionné - Colonne Extension
Threshold
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4. Renseignez le tableau des plages de masses pour chaque transition MRM
en fournissant les valeurs adéquates dans les cing colonnes de l'algorithme
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Scheduled MRM Pro. Utilisez les régles suivantes et les informations dans la figure
lllustration 14.

» Toutes les transitions d’'un méme groupe doivent étre répertoriées les unes a la suite
des autres dans le tableau des plages de masses.

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

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

» Toutes les transitions principales du méme groupe doivent étre entrées avant les
transitions secondaires du groupe. Si un groupe ne contient qu’une transition, cette
transition doit étre une transition principale.

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

Conséquences de lI'algorithme Scheduled MRM
Pro sur les IDA

Si un balayage d'exploration IDA (Information Dependent Acquisition) est effectué a I'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
I’algorithme Scheduled MRM Pro

1. Créez une méthode d’acquisition avec I'algorithme Scheduled MRM Pro, en utilisant
la procédure dans la section Créer une méthode d'acquisition avec I'algorithme
Scheduled MRM Pro.

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

3. Cliquez avec le bouton droit de la souris sur I'icdne Period, puis cliquez sur Add IDA
Criteria Level.

4. Spécifiez les parametres des critéres IDA. Consultez le document Tutoriel pour
l'acquisition dépendante des informations.

5. Cliquez avec le bouton droit de la souris sur I'icbne 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 lon (MS2) ou Enhanced Product lon (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 critéeres IDA, de X a Y ions les plus intenses.

8. Précisez les paramétres de l'expérience.

Enregistrez la méthode d’acquisition dans le projet a partir duquel I'acquisition sera
exécutée.

Remarque : Lors d’'une acquisition de données avec une méthode IDA utilisant
I'algorithme Scheduled MRM Pro, c’est le seuil de chaque transition MRM de la méthode
qui est utilisé, plutét 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 ['utilisateur de scripts.

Afficher les parametres de I’algorithme
Scheduled MRM Pro dans le volet File
Information

Une fois I'acquisition d’'un échantillon terminée, les informations du fichier de données acquis
avec la méthode de l'algorithme Scheduled MRM affiche 'ensemble des paramétres définis
par l'utilisateur, pour chaque transition. Ces parameétres incluent les suivants :

* MRM (Scheduled ou pas)
- N

+ 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 paramétres 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 boite de dialogue Select Sample s'ouvre.

Dans le volet Data Files, sélectionnez le fichier wiff.
Dans le volet Samples, sélectionnez I'échantillon.

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

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.

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

Cliquez sur le lien de I'expérience de la période requise.

Les valeurs correspondant aux paramétres de l'algorithme Scheduled MRM Pro pour
chaque transition sont enregistrées sous la section Period Experiment, située dans le
volet droit.

lllustration 16 : Paramétres de I'algorithme Scheduled MRM Pro dans le volet File
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Créer une méthode d’acquisition avec
I’algorithme Scheduled MRM Basic ou Pro,
avec Scheduled lonization

1.
2.

Créez une méthode d'acquisition avec l'algorithme Scheduled MRM Basic ou Pro.

Sélectionnez des expériences dans la méthode, puis cochez la case Scheduled
lonization.

03 Restohulion
Unit
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3. Dans le groupe Scheduled lonization, 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 I'heure indiquée dans Stop
Time est postérieure a la derniére heure de rétention dans le tableau de masses plus
1,5 fois la fenétre de détection pour cette transition. Vérifiez également que le paramétre
Synchronization Mode de la méthode d'acquisition et la méthode LC sont configurés
comme lorsque Scheduled lonization n’est pas utilisé.

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

La figure suivante montre que le paramétre LC Synchronization Mode est utilisé et
que la méthode LC a une durée de 7 minutes. Tous les pics concernés s'éluent aprés
0,5 minute et avant 5,0 minutes. Comme la derniére fenétre d'acquisition des pics

élués peut étre étendue d’'une fenétre de détection compléte, la durée 5,5 minutes

est utilisée dans Stop Time. Lorsque Scheduled lonization est utilisé, une tension
lonSpray de 0 est appliquée avant le Start Time et aprés le Stop Time. La tension
lonSpray définie dans la méthode MS n’est appliquée qu’entre Start Time et Stop
Time. La fonctionnalité Scheduled lonization peut réduire le disque de contamination
de linstrument et, donc, le temps d’'immobilisation du spectrométre de masse. Pour plus
d’informations sur Scheduled lonization, consultez le Guide de l'utilisateur avancé.

lllustration 17 : Algorithme Scheduled MRM Pro avec Scheduled lonization
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4. Enregistrez la méthode d'acquisition.
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Nous contacter

Formation destinée aux clients

* En Amérique du Nord : NA.CustomerTraining@sciex.com
* En Europe : Europe.CustomerTraining@sciex.com

« En dehors des Etats-Unis et de I'Amérique du Nord, visitez le site sciex.com/education
pour obtenir les coordonnées.

Centre d'apprentissage en ligne

+ SCIEX Now Learning Hub

Assistance technique SCIEX

SCIEX et ses représentants disposent de personnel diment qualifié et de spécialistes
techniques dans le monde entier. lIs peuvent répondre aux questions sur le systéme ou

tout probléme technique qui pourrait survenir. Pour plus d'informations, consultez le site Web
SCIEX a l'adresse sciex.com ou choisissez parmi les options suivantes pour nous contacter :

» sciex.com/contact-us

+ sciex.com/request-support

Cybersécurité

Pour obtenir les informations les plus récentes sur la cybersécurité des produits SCIEX,
consultez la page sciex.com/productsecurity.

Documentation

Cette version du document remplace toutes les versions précédentes de ce document.

Adobe Acrobat Reader est nécessaire pour afficher ce document sous forme électronique.
Pour télécharger la derniére version, accéder a https://get.adobe.com/reader.

Pour trouver la documentation du logiciel, consulter les notes de version ou le guide
d'installation du logiciel fourni avec ce dernier.

Pour trouver la documentation du matériel, reportez-vous au DVD Customer Reference
fourni avec le systéme ou le composant.

Remarque : Pour demander une version imprimée gratuite de ce document, contacter
sciex.com/contact-us.
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