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Vejledning i Scheduled MRM-
algoritmen

Formal

Brugere vil leere at:

» Oprette en metode til at overvage Scheduled MRM-algoritmeovergange.
+ Fa vist Scheduled MRM-algoritmeovergange i et ekstraheret ionkromatogram.

» Analysere de kvantitative data ved at oprette en kvantificeringsmetode og gennemga
resultattabellen.

» Oprette en Scheduled MRM Pro-algoritmedataopsamlingsmetode.

* Oprette en IDA Scheduled MRM Pro-algoritmedataopsamlingsmetode.

Om Scheduled MRM-algoritmen

Scheduled MRM-algoritmen hjselper ved dataopsamling af hundredvis af forbindelser pa
baggrund af en liste af MRM-overgange (Multiple Reaction Monitoring), retentionstider

og forbindelses-id'er, som leveres, nar dataopsamlingsmetoden oprettes. Scheduled MRM-
algoritmens funktion reducerer behovet for eksperimenter med flere perioder. Den kan ogsa
bruges som undersggelsesscanning i en IDA-metode (Information Dependent Acquisition).

Algoritmen maksimerer punkter pa tvaers af den kromatografiske top for at give bedre
topdetektion og forbedret reproducerbarhed. Med denne funktion kan brugeren ogsa fa
vist datafiler med mange MRM-overgange ved at vise kolonnerne for forbindelses-id,
kvalitetsindeks for analytintegration og kvalitetsindeks for IS-integration (intern standard)
i resultattabellen. For SCIEX 3200MD-systemer understgttes maksimalt 1000 overgange
af Scheduled MRM-algoritmen. For SCIEX 4500MD- og Citrine-systemer understgttes
maksimalt 4000 overgange af Scheduled MRM-algoritmen.

Bemaerk: Kolonnen Analyte Integration Quality Index og kolonnen IS Integration Quality
Index er ogsa tilgaeengelige for MRM-data i resultattabellen.

Foelgende figur viser et eksempel pa en LC-karsel med Scheduled MRM-algoritmen. Antallet
af MRM-overgange, der overvages samtidigt, varierer under LC-analysen, men forbliver
konstant mellem injektionerne.

Analyst MD-software Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen
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Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen

Figur 1: Typisk eksempel pa en LC-kersel med Scheduled MRM-algoritmen
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Element Beskrivelse
1 Overvagede MRM-overgange.
2 Et hgjt antal overvagede MRM-overgange.
3 Et lavt antal overvagede MRM-overgange.

For at behandle et stort antal overgange med Scheduled MRM-algoritmen skal du bruge
MultiQuant MD-softwaren til databehandling. Kontakt en SCIEX-salgsrepraesentant for at for
at fa flere oplysninger.

Relateret dokumentation

» Systembrugervejledning til massespektrometeret
» Avanceret brugervejledning

* Brugervejledning for scripts (for at fa flere oplysninger om scriptet Create Quan Methods
From Text Files og scriptet Create Text File from Quan Method)

* Vegjledning i informationsafheengig dataopsamling (for at fa flere oplysninger om oprettelse
af metoder ved hjeelp af IDA)

* Analyst hjeelp

Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen Analyst MD-software
IVD-IDV-05-0249-DA-E 5/26



Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen

Forudsatninger

Forudsetninger

Brugerne skal kunne:

* Oprette en dataopsamlingsmetode

» Sende en batch

» Oprette en kvantificeringsmetode og oprette og gennemga en resultattabel.
Falgende perifere enheder skal vaere inkluderet i hardwareprofilen:

* LC-pumpe

* Autosampler

Oprettelse af en csv- eller txt-fil

Eventuelt kan overgangsoplysninger for en Scheduled MRM-metode oprettes og gemmes
i en csv- eller txt-fil og kan importeres i masseomradestabellen til en Scheduled MRM-
algoritmemetode. Brug falgende kriterier til at oprette csv- eller txt-filen:

» Filen ma ikke indeholde titler pa overskrifter, kolonner eller raekker.

+ Reaekkefglgen og antallet af kolonner i filen skal svare til reekkefglgen og antallet af
kolonner i masseomradestabellen.

* Ved MRM- og Scheduled MRM-algoritmemetoder ma der ikke veere tomme celler. Ved
Scheduled MRM Pro-algoritmemetoder kan Window- og Threshold-kolonner efterlades
tomme for at give mulighed for at bruge standardvaerdier. Kolonnen Group kan ogsa
efterlades tom.

Sorg for, at filen gemmes med filtypenavnet .csv eller .txt.

Oprettelse af en Scheduled MRM-algoritme til
dataopsamlingsmetoden

Bemaerk: Til SCIEX 4500MD- og Citrine-systemer kan maksimalt erhverves 1250 ikke-
planlagte MRM-overgange og 4000 MRM-overgange med den Scheduled MRM-algoritme.
Til SCIEX 3200MD-systemerne kan der maksimalt registreres 300 ikke-planlagte MRM-
overgange og 1000 MRM-overgange med Scheduled MRM-algoritmen.

1. Dobbeltklik pa Build Acquisition Method pa navigationslinjen under Acquire, og veelg
derefter ikonet Mass Spec i ruden Acquisition method.

2. Sorg for, at den valgte Scan Type er MRM, og markér derefter afkrydsningsfeltet
Enabled i gruppen Scheduled MRM. Hvis du vil oprette en metode til SCIEX- 4500MD-
og Citrine-systemer, henvises til funktionerne i figuren: Figur 2. Hvis du vil oprette en
metode i SCIEX 3200MD-systemer, henvises til funktionerne i figuren: Figur 3.

Analyst MD-software Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen
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Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen

Figur 2: Scheduled MRM-algoritme til systemerne SCIEX 4500MD og Citrine
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Edit Parameies
Element Beskrivelse
1 Afkrydsningsfeltet Enabled i gruppen Scheduled MRM: Markér
for at aktivere de grundlaeggende og avancerede Scheduled MRM-
algoritmefunktioner.
2 Indstillingen Basic: Markér for at aktivere Scheduled MRM-
algoritmefunktionen. Basic er den forudindstillede indstilling.
3 Afkrydsningsfeltet Q1/Q3 Resolution: Markér for at anvende forskellige
Q1- og Q3-oplgsningsindstillinger pa hver overgang. Nar denne
indstilling er valgt, fajes kolonnen Q1 Resolution og kolonnen Q3
Resolution til tabellen over masseomrader.
4 Import List-knap: Klik for at importere MRM-overgange, tid, ID og
forbindelsesafhaengige parametre fra en txt- eller csv-fil.
5 Retention Time (min)-kolonne: Indtast den forventede retentionstid
i minutter for den tilsvarende MRM-overgang. Denne kolonne viser
opholdstiden i msek. for MRM-metoder.
6 ID-kolonne: (Valgfrit) Indtast et forbindelses-id for den pageeldende
overgang.
7 Feltet MRM detection window (sec): Indtast den tid til detektion, der
omgiver retentionstiden for hver overgang.
Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen Analyst MD-software
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Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen

Element

Beskrivelse

8

Indstillingen Target Cycle Time (across sMRM experiments): Veelg
for at angive og bruge malcyklustiden for alle Scheduled MRM-
algoritmeeksperimenter i hele perioden eller metoden. Hvis indstillingen
veelges eller slettes i et Scheduled MRM-algoritmeeksperiment,
anvendes den samme indstilling automatisk i det andet

Scheduled MRM-algoritmeeksperiment, hvis der er to Scheduled MRM-
algoritmeeksperimenter i metoden. Hgjst to Scheduled MRM-
algoritmeeksperimenter er tilladt i en periode eller metode.
Malcyklustiden kan justeres, sa en bestemt cyklustid kan malrettes i alle
cyklusser for at fa mere jeevnt fordelte datapunkter pa tveers af en top
uanset polaritetsskift mellem de overensstemmende overgange inden
for en cyklus. Target Cycle Time er den forudindstillede indstilling.

Feltet Target Scan Time (per sMRM experiment) (sec): Veelg

for at angive den maltid, der skal bruges til eksperimentet i hver
cyklus. Softwaren vil holde den samlede scanningstid for dette

fors@g teet pa maltiden i hver cyklus, medmindre den minimale eller
maksimale opholdstid anvendes pa nogle af de samtidige overgange.
Malscanningstiden kan justeres, sa der kan malrettes et bestemt antal
punkter pa tveers af LC-toppene.

Figur 3: Scheduled MRM-algoritme til SCIEX 3200MD-systemerne
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: Edit Parameters..
Element Beskrivelse

Afkrydsningsfeltet Enabled i gruppen Scheduled MRM: Markér for at
aktivere funktionen Scheduled MRM-algoritme.

Analyst MD-software
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Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen

Element

Beskrivelse

2

Afkrydsningsfeltet Q1/Q3 Resolution: Markér for at anvende forskellige
Q1- og Q3-oplgsningsindstillinger pa hver overgang. Nar denne
indstilling er valgt, fgjes kolonnen Q1 Resolution og kolonnen Q3
Resolution til tabellen over masseomrader.

Import List-knap: Klik for at importere MRM-overgange, tid, ID og
forbindelsesafhaengige parametre fra en txt- eller csv-fil.

Retention Time (min)-kolonne: Indtast den forventede retentionstid
i minutter for den tilsvarende MRM-overgang. Denne kolonne viser
opholdstiden i msek. for MRM-metoder.

ID-kolonne: (Valgfrit) Indtast et forbindelses-id for den pageeldende
overgang.

Feltet MRM detection window (sec): Indtast den tid til detektion, der
omgiver retentionstiden for hver overgang.

Indstillingen Target Cycle Time (across sMRM experiments): Vaelg
for at angive og bruge malcyklustiden for alle Scheduled MRM-
algoritmeeksperimenter i hele perioden eller metoden. Hvis indstillingen
vaelges eller slettes i et Scheduled MRM-algoritmeeksperiment,
anvendes den samme indstilling automatisk i det andet

Scheduled MRM-algoritmeeksperiment, hvis der er to Scheduled MRM-
algoritmeeksperimenter i metoden. Hgjst to Scheduled MRM-
algoritmeeksperimenter er tilladt i en periode eller metode.
Malcyklustiden kan justeres, sa en bestemt cyklustid kan malrettes i alle
cyklusser for at fa4 mere jaevnt fordelte datapunkter pa tveers af en top
uanset polaritetsskift mellem de overensstemmende overgange inden
for en cyklus. Target Cycle Time er den forudindstillede indstilling.

Feltet Target Scan Time (per sMRM experiment) (sec): Veelg

for at angive den mailtid, der skal bruges til eksperimentet i hver
cyklus. Softwaren vil holde den samlede scanningstid for dette

forsgg teet pa maltiden i hver cyklus, medmindre den minimale eller
maksimale opholdstid anvendes pa nogle af de samtidige overgange.
Malscanningstiden kan justeres, sa der kan malrettes et bestemt antal
punkter pa tveers af LC-toppene.

3. Huvis du vil bruge forskellige indstillinger for Q1- og Q3-opl@sning for hver overgang, skal
du klikke pa Q1/Q3 Resolution i gruppen Scheduled MRM.

Der fojes to kolonner til tabellen over masseomrader: Q1-oplgsning og Q3-opl@sning.

Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen Analyst MD-software
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Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen

Figur 4: Q1/Q3-oplgsningsmulighed valgt for systemerne SCIEX 4500MD og

Citrine
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Element Beskrivelse
1 Q1 Resolution-kolonne: Den tilstand, hvor Q1-scanningen adskiller taet
adskilte komponenter. Dette er den forste kvadrupels oplgsningsevne.
Valgmulighederne omfatter Hgj, Enhed, Lav eller Aben.
2 Q3 Resolution-kolonne: Den tilstand, hvor Q3-scanningen adskiller taet
adskilte komponenter. Dette er den tredje kvadrupels oplgsningsevne.
Valgmulighederne er Hgj, Enhed, Lav eller Aben.

Indstillingen Resolution Q1 og Resolution Q3 pa fanen Advanced MS er ikke

tilgeengelige.

Hvis afkrydsningsfeltet Q1/Q3 Resolution er markeret i Tune Method Editor, er
indstillingerne Q1 Resolution og Q3 Resolution pa fanen Resolution ikke tilgaengelige.

4. Udfyld masseomradetabellen for hver MRM-overgang af interesse ved hjeelp af en af

folgende metoder:

* Indtast MRM-overgange manuelt: Indtast Q1-masse, Q3-masse, retentionstid
og forbindelses-id for hver overgang af interesse. Veelg veerdier i kolonnerne
Q3 Resolution og Q1 Resolution for hver overgang. Hgjreklik for at
tilfaje forbindelsesafheengige parametre efter behov. Der kan hgjst fgjes fire
sammensaetningsafheengige parametre til masseomradestabellen.

» Import af MRM-overgange: Klik pa Import List, og veelg enten en fil af typen
kommasepareret veerdi (.csv) eller tabulatorsepareret veerdi (.txt), som indeholder
MRM-overgangsoplysningerne, i dialogboksen Open. Nar du har valgt filen, skal
du klikke pa Open. Filens indhold vises i masseomradestabellen. Der findes flere
oplysninger om oprettelse af filer i afsnittet: Oprettelse af en csv- eller txt-fil.

» Kopiering og indseettelse af MRM-overgange: Veaelg de celler, der indeholder de
gnskede oplysninger fra en .csv- eller .txt-fil, og tryk derefter pa Ctrl+C. Nar du
indsaetter linjer med oplysninger, skal du markere den fgrste Q1 Mass (Da)-celle i
masseomradestabellen og derefter trykke pa Ctri+V.

Analyst MD-software
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Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen

Bemaerk: Far du importerer eller kopierer og indsaetter, skal du sgrge for, at
datakolonnerne i .csv- eller .txt-filen matcher dem i masseomradetabellen i softwaren.
Antallet af kolonner og kolonneraekkefglge i kildefilen og maltabellen skal veere det
samme. Tilfgj, fiern eller omorganiser kolonnerne i kildefilen efter behov. Hvis du vil

fgje en kolonne til masseomradestabellen, skal du hgjreklikke i masseomradestabellen
og derefter veaelge en forbindelsesathaengig parameter. For sammensaetningsathaengige
parametre skal vaerdierne ligge inden for de tilladte omrader for den valgte polaritet.

5. | feltet MRM detection window (sec) skal du indtaste det tidsrum til detektion, som
omfatter retentionstiden for hver overgang. Dette vindue skal afspejle den forventede
bredde af den kromatografiske top og variabiliteten i analyttens kromatografiske
retentionstid, sa hele MRM-toppen altid er i vinduet.

Brug LC-kromatografien som vejledning til at vaelge de bedste parametre for
Scheduled MRM-algoritme. Bestem bredden af en typisk top ved grunddelen, og find
derefter de anbefalede indstillinger i falgende tabel. Sgrg for at overveje stabiliteten af
retentionstiden, nar du definerer MRM-detektionsperioden.

Tabel 1: Anbefalede indstillinger for Scheduled MRM-algoritmeparametre

Topbredde ved base MRM-detektionsvindue Malscanningstid eller
malcyklustid

30 sekunder 90 sekunder 2 sekunder

15 sekunder 60 sekunder 1 sekund

10 sekunder 30 sekunder 0,5 sekunder

Antallet af analytter pr. cyklus, der overvages, justeres i forhold til retentionstidsvinduet
for analytterne for Scheduled MRM-algoritmen. Dvaletiden, der bruges til hver analyt
og dens signal-til-stgj-forhold kan maksimeres ved at bruge et mindre, men rimeligt,
retentionstidsvindue, der gar det muligt at registrere toppen af interesse. En veerdi pa
60 sekunder er et godt udgangspunkt. Denne vaerdi er tilstraekkelig til kromatografi, der
giver en topbredde pa 15 sekunder og et potentiel retentionstidsskift pa 20 sekunder
bade til venstre og til hgjre for toppen.

Hvis den forventede retentionstid f.eks. er 4,5 minutter, indstiller indtastningen af 60
sekunder et detektionsvindue fra 4 minutter til 5 minutter.

Bemeerk: Hvis Retention Time er indstillet til 0, vil softwaren overvage overgangen i
hele proceduretiden.

6. Gor en af folgende efter behov:

* Hvis det er ngdvendigt, skal du lade indstillingen Target Cycle Time (across sMRM
expts) veere valgt og derefter indtaste en malcyklustid i sekunder, som vist i falgende
figur. Hvis indstillingen Target Cycle Time er valgt, forsgger softwaren at anvende
den samme cyklustid pa hver cyklus. Den faktiske cyklustid, der anvendes for
hver cyklus, varierer dog primeert afhaengigt af summen af opholdstiderne for alle
overgangene i cyklussen.

Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen Analyst MD-software
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Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen

Figur 5: Malcyklustid (pa tvaers af sSsMRM-ekspts)

Softwaren bruger malcyklustiden, polaritetsskifttider, hvis der er nogen, og alle
pausetider til at beregne opholdstiden for hver overgang i en cyklus. Den tildelte
opholdstid for en overgang afhaenger af den beregnede opholdstid for hver cyklus

i detektionsvinduet, om den beregnede opholdstid er mindre end den minimale
opholdstid eller stgrre end den maksimale opholdstid for nogle cyklusser, og

hvor meget den overlapper med hver af de andre overgange i detektionsvinduet.
Hvis den beregnede opholdstid er mindre end den minimale opholdstid pa grund

af hgj samtidighed eller starre end den maksimale opholdstid pa grund af

lav overensstemmelse, anvendes den minimale opholdstid eller den maksimale
opholdstid for den pagaeldende overgang i den pageeldende cyklus til det naeste trin i
beregningen. Gennemsnittet af opholdstiden for alle cyklusser for denne overgang er
den endelige opholdstid, der er tildelt for denne overgang.
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Penicd Summarny
Scheduled lonization
5.000 Dy 0 i
Darstion frmin] Tie fac] Start Time Stop Time
Cycles 300 Cycle 1.0000 fsec) imin) |0 fmin)
@1 Mass (Da) | Q3 Mass (Da) R""m:]““" ™ @1 Resolution | Q3 Resolution

_'Jl'lﬂ .I.,Ir!l

Klik om ngdvendigt pa Target Scan Time (per sMRM expt), og indtast derefter den
tilsigtede varighed af eksperimentet for hver cyklus i sekunder, som vist i fglgende
figur. Denne parameter er med til at definere antallet af punkter pa tveers af den
kromatografiske top.

Analyst MD-software
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Figur 6: Malscanningstid (

pr. sMRM-ekspert)

M3 | Advanced M5

) Scheduled MRM
Eqanment: |1 x| o/ Enabled @ Basic Advanced Impor List
. #3103 Rasoht
Scantype: | MRM (MAM) - e s
Pericd Summary
Scheduled lonization
- - 5.000 0 i
Polarty o Fostion Curtios fuin) Delay Time B2l St Time Stop Time
L - -
Cvcles 00 Cye 1.0000 fsmc fmin) jmin)
Nagaisve ke : yoe frec) i) n|
MAM detection window: 50 frac) Q1 Mass (Da) | Q3 Mass (0a) | P1TaR TiMe 0 01 Resolution | 03 Resolution

Target for sMAM
% Target Cycle Time facross sMAM expts)
Target Scan Time fper sMRM eaxpt)

1 femc)

:E&Pm

Uni

Brug bredden af de kromatografiske toppe som en vejledning til at hjeelpe med
at indstille denne veerdi. En vaerdi pa 1 sekund er et godt udgangspunkt for
kromatografi, der giver en topbredde pa 15 sekunder. | dette tilfaelde vil en
malscanningstid pa 1 sekund generere ca. 15 datapunkter over en 15 sekunders
topveerdi, nar der ikke anvendes nogen minimums- eller maksimumstid pa nogen af

de samtidige overgange ind

en for dette detektionsvindue.

7. Angiv de kreevede veerdier i de resterende felter af dataopsamlingsmetoden.

8. Gem dataopsamlingsmetoden i det projekt, hvorfra dataopsamlingen skal kgres.

Unit

Bemeerk: Scheduled MRM-algoritmefelterne er ogsa tilgeengelige i Tune Method Editor.

Oprettelse af en dataopsamlingsmetode
ved hjaelp af to Scheduled MRM-
algoritmeeksperimenter

Brug denne procedure til at oprette en metode, der understetter polaritetsskift.

1.

Opret en Scheduled MRM-algoritme til dataopsamlingsmetoden ved hjaelp af trinnene i
afsnittet: Oprettelse af en Scheduled MRM-algoritme til dataopsamlingsmetoden.

| ruden Acquisition method skal du hajreklikke pa Period og derefter klikke pa Add

experiment.

Der oprettes et andet MRM-scanningseksperiment.

Pa fanen MS skal du veelge én af felgende muligheder pa grundlag af det
massespektrometer, der anvendes:

+ Pa systemerne SCIEX 4500MD og Citrine-systemerne skal du markere
afkrydsningsfeltet Enabled i gruppen Scheduled MRM. Hyvis du vil oprette en
almindelig Scheduled MRM-algoritme til dataopsamlingsmetode, skal du sgrge for, at
indstillingen Basic er valgt i gruppen Scheduled MRM. Hvis du vil oprette metoden,

Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen
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skal du se funktionerne i figuren: Figur 2. Hvis du vil oprette en Scheduled MRM Pro-
algoritmemetode, skal du sgrge for, at indstillingen Advanced er valgt. Se afsnittet ,
hvis du vil oprette denne metode.

» For SCIEX 3200MD-systemerne skal du markere afkrydsningsfeltet Enabled i
gruppen Scheduled MRM. Hvis du vil oprette metoden, skal du se funktionerne i
figuren: Figur 3.

4. Gennemfgr dataopsamlingsmetoden, som beskrevet i afsnittet: Oprettelse af en
Scheduled MRM-algoritme til dataopsamlingsmetoden.

5. Gem dataopsamlingsmetoden i det projekt, hvorfra dataopsamlingen skal kgres.

Bemaerk: Pa systemerne SCIEX 3200MD og SCIEX 4500MD vil
standardbundfaeldningstiden blive anvendt, nar der et polaritetsskift i den pageeldende
cyklus. Pa Citrine-serien af instrumenter vil brugerkonfigureret bundfaeldningstid blive
anvendt, nar der er en polaritetskontakt i den pagaseldende cyklus.

Generering af et ekstraheret ionkromatogram

Bemaerk: Hvis der abnes en Scheduled MRM-algoritme wiff-fil, der indeholder mere end
2500 overgange, vises der et TIC i stedet for et XIC.

1. Dobbeltklik pA Open Data File pa navigationslinjen under Explore, og veelg derefter
datafilen og praven, nar der er genereret Scheduled MRM-algoritmedata ved hjeelp af
den dataopsamlingsmetode, der blev oprettet i den foregaende procedure.

MRM- og Scheduled MRM-algoritmedata er forudindstillet til at blive vist som en
overlejret XIC.

2. Kilik pa Explore > Extract lons > Use Dialog.
Dialogboksen Extract lons abnes og viser hver MRM-overgang i den valgte datafil
sammen med den tilsvarende forventede retentionstid og forbindelses-id'et, hvis det er
indtastet.

Analyst MD-software Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen
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Figur 7: Dialogboksen 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

Veelg at sortere listen efter Q1 Mass, Q3 Mass, RT (retentionstid) eller compound ID.

4. Veelg én eller flere overgange.

Klik pa OK.
XIC vises under kromatogrammet, og forbindelses-id'et for den fgrste valgte overgang

vises i titlen.

Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen
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Figur 8: Eksempel pa en overlejret XIC, der abnes, nar flere ioner ekstraheres

SR B | £ 2 4 |[explore Mode =] || 2 B [smrm validation pesticides  +] @ X [@ = 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
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E Repoot Template Edior
20e0
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" Acquie (1) 2248
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0 il |
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186
27 EvplessView
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LA Ewplore (1)
& Open Dats File 178
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B Temeo P r |
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3.0e5 |‘. |
20:8 ‘ | | |
1085 | : | II
AL LA \k
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Visning af MRM-overgange
1. Generér et XIC.

2. Hajreklik pa XIC-titlen for at fa vist de MRM-overgange, der er aktive i omradet.
Veelg den relevante MRM-overgang for at fa vist en etiket med retentionstiden i
kromatogrammet.
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Figur 9: Aktive MRM-overgange
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3. Treek markgren langs X-aksen for at zoome ind pé et bestemt tidsomrade.
XIC skaleres til den hgjeste top i de viste data.

4. Haojreklik pa XIC-titlen igen for at fa vist de MRM-overgange, som er aktive i det
specifikke tidsomrade.
Alle overgange over teersklen og i det zoomede omrade vises. Titlen reduceres til
antallet af overgange i det zoomede afsnit.

Oprettelse af kvantificeringsmetoder

Bemaerk: | Analyst MD-softwaren skal Build Quantitation Method bruges til at oprette en
kvantificeringsmetode for en datafil, der indeholder mere end 94 overgange. | Quantitation
Wizard kan kun oprettes kvantificeringsmetoder til datafiler med 94 overgange eller mindre.

Inden du begynder, skal du sikre dig, at den anbefalede IntelliQuan-MQ lll-algoritme
anvendes. Der findes flere oplysninger om valg af algoritmer i dokumentet: Hjaelp.

1. Dobbeltklik pa Build Quantitation Method under Quantitate pa linjen Navigation.

Bemeerk: Kvantificeringsguiden kan bruges til at oprette en kvantificeringsmetode til
analyse af data, der indeholder feerre end 94 overgange.

Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen Analyst MD-software
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2. Veelg den datafil og prave, som netop blev opsamlet, og klik derefter pa OK.
Der vises en Name-kolonne i tabellen Analytes. Da overgangene blev valgt
under dataopsamlingen, udfyldes denne kolonne med forbindelses-id'et fra
dataopsamlingsmetoden.

Figur 10: Kvantificeringsmetode: Fanen Components

A Quantitation Methad - Uintitled [= = =]
Components |n::.gm.m: Casliby ation
Dats Sousce: | Powiod 1/ Expt. 1 - Sum Multiple long
|rberrial 52 s di
Hams EIEE B
1
2 + {
3 1+ {
4 -
Aurushied
Partie [ internal Stancard [21 13 |-
1 Imphetamine 1 [ [146.000 /91 000
2 Imphetamine 2 [ [146.000 /65,000
3 et hatnripdrond oo 1 160000 751 00
4 Hethampded amine 2 1 EQ 000 F &5 000
5 NOA 1 | 150,000 7105 000
3 DA 2 [ (120,400 133100
7 NOMLA, 1 184 000 /135,000
a HDBLE, 2 184000 § 77 000

Bemaerk: Hvis metoden omfatter flere eksperimenter, skal du gennemga hvert
eksperiment ved at veelge det pa listen Data Source for at tillade, at analytterne i
eksperimentet kan anvendes i kvantificeringsmetoden. Hvis der er mange analytter, kan
det tage noget tid, for listen Data Source er fyldt op.

3. Angiv de pakraevede veerdier i de resterende felter i kvantificeringsmetoden, og gem
derefter kvantificeringsmetoden.

4. Brug kvantificeringsguiden til at oprette resultattabellen. Sgrg for at vaelge den
kvantiseringsmetode, der lige blev oprettet.

Tip! Hvis datafilen indeholder et stort antal MRM-overgange, skal du bruge scriptet
Create Quan Methods From Text Files og scriptet Create Text File from Quan Method
til at oprette eller eendre en kvantificeringsmetode. Der findes flere oplysninger i
dokumentet: Brugervejledning til scripts.

Gennemgang af resultattabellen

1. For at fa vist resultater for en specifik overgang skal du hgjreklikke pa Results Table,
veelge Analyte og derefter veelge overgangen pa listen med forbindelses-id'er.

Analyst MD-software Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen
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Figur 11: Resultattabel: Valg af analyt

2. Hgjreklik i Results Table, og klik derefter pa Table Settings > Edit for at abne

Furrmla:|
= = = = = B

Sample Name Sample ID 5
1 3Y'S suithid Ful "
2 39S swild P r
3 5SS auithol
4 S5 =uith01 Anavts Graun [
5 5Y'E suitdid —
B |5YS sutdot A Farmu Eokumn
T 55 suitod Tebie s2ttings .
a 5YE suitDd1 Query *
9 [5YE suilddl A ,
10 IS swild
11 SY'E =awib01 Delete Fane
12 |5Y'S suithii il ieom
13 |5YS suitbod Add Custom Column
14 |5YS suili1 Delete Custom Column
15 5SS auithol n
16 SY'E suithod Un
17 |5YE suitddd Un
18 |5%% suitbl Un
19 SY'E awib01 Un
20 |5YE suithdd Un
21 |5YS suithdd Un
22 |SYS suilid Un
2 5SS auithol Un
2-1 5% suithi Un

dialogboksen Table Settings.

F-heminafuritrazepam
SHydroxyrieperidone
Aceddne
Aceprometzaine
Acichwir

Ajraline
glpha-Hydraxyalprazolam
slcha-Hydraxyiriazolam
Eramlam

Alrenclol
Amantadne

Amioride
Emincph=narons
AmiNenTomazing
Amigdarone
Amiohanazeole
Emitripbyn
Ambadiping

Amoxidlin
Amphetamine
Apamorphine
Aprinidine

Aterolol

Atoryastatn

Biropine

Aztrearam

Befunplol

Berdacarh
Eerzatrapine
Benzocang
Berzoctamng
Bergoyiecponine
Berberine

Betzxolol

Eezafbrate

g

Dobbeltklik pa Columns, og veelg derefter Analyte pa listen.

Veelg afkrydsningsfeltet Shown ud for Analyte Peak Name.

5. KIik pa OK, og klik derefter pa Done.

Kolonnen Analyte Peak Name fgjes til Results Table, og forbindelses-id'et for hver
overgang vises i denne kolonne.

lyte Peak | Analyte Peak a
a (counts) | Height (cps) ':““r"
£+ 000 0.00e+000 MFs
=+ (00 0.00=+000 His
£ +000 0.00=+000 Hik
e+ (00 00024000 M
£+ 000 [0.00a+000 NF&,
=+ (00 0.00=+000 Hia
e+ 000 0 00=+000 M
F4+ (00 0 0024000 ) [
£+ (00 0.00g+000 (N
=+ 00 0.00=+000 M
e+ 000 0 00=+000 &
e+ (00 00024000 M
£+ 000 0.00e+000 MFa
=+ (00 0.00=+000 Hia
£ +000 0.00=+000 Hik
F4+ (00 0 0024000 ) [
£+ 000 [0.00a+000 NF&,
=+ (100 0.00e+000 bl
e+ 000 0 00=+000 M
£+ 00 0 Q0=+ 000 WA,
£+ 000 0.00e+000 MFa
=+ (00 0.00=+000 His
£ +000 0.00=+000 Hik
£+ 000 00024000 M
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10.
11.

Figur 12: Resultattabel: Kolonne med navne pa analyttoppe

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
T EvT =N Fnknown Trnle Quadi™ Aug |Aile-ide

Hgajreklik i Results Table, og klik derefter pa Table Settings > Edit for at fa vist
kolonnerne Analyte Integration Quality og IS Integration Quality i tabellen.

Dobbeltklik pad Columns, og veelg derefter Analyte pa listen.

Veelg afkrydsningsfeltet Shown ud for Analyte Integration Quality, og klik derefter pa
OK.

Veelg Internal Standard pa listen.
Veelg afkrydsningsfeltet Shown ud for IS Integration Quality.
Klik pa OK, og klik derefter pa Done.

De to kolonner fgjes til Results Table. Integrationskvaliteten angiver, hvor godt toppen
er integreret. Veerdier teettere pa 1 angiver godt integrerede toppe. Mindre vaerdier kan
betyde, at toppen ikke er godt integreret, at der er en stor baggrund, eller at der kan
veere en anden top i omradet.

Disse kolonner letter topgennemgangen, idet brugeren lettere kan se toppene med
lave indeksveerdier for analytternes Integration Quality ved manuel gennemgang.
Derudover kan brugere anmode om dataene for indeksvaerdier for analytternes
Integration Quality, som er mindre end en veerdi, der betragtes som acceptabel, for
at fa vist og manuelt gennemga et underseet af dataene.

Analyst MD-software
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Figur 13: Kolonner i resultattabel

Calculated Analyte c
Sample Name Iﬁﬁj:]ﬁr:d Concantration | Accuracy (%) Intagrgﬂun 5 IE‘:E;::DH Time
{ngfmL} Quality
— P
1 |aTDA r 322 161 100 (1) [100 2" [0 0ooooo
2 S0 r 3129 165 0874 100 MNFA
3 5T01 r 274 137 1.00 1.00 MEA,
4 |s1D1 r 320 160. 1.00 1.00 (.000000
5 |sTDH [l 235 143 0.731 1.00 HFA
5 |sTDA r 284 127. 1.00 1.00 HIFA
7 |smD:z r 492 123 1.00 1.00 0000000
8 |[sTD= r 479 120 0 852 1.00 NFA
9 STD 2 r 4 .37 109 1.00 1.00 Mrs
0 |smDz r 424 106. 1.00 1.00 0.000000
11_|sTDz [ 450 112, 0.942 1.00 HiA
12 =T :" - o C_| T 4 l"||:| LY
Element Beskrivelse
1 Kolonne med indeks for analytternes integrationskvalitet
2 Kolonne med indeks for I1S-integrationskvalitet

Om Scheduled MRM Pro-algoritmen

Funktionen Scheduled MRM Pro-algoritmen er understattet pa SCIEX 4500MD- og Citrine-
systemerne.

Scheduled MRM Pro-algoritmen tilfgjer avanceret funktionalitet til Scheduled MRM-
algoritmen. Den forbedrer holdbarheden af retentionstid i eksperimenter ved at tillade
angivelse af dataopsamlingsvinduer for hver overgang i dataopsamlingsmetoden. Brugerne
kan justere individuelle vinduer for forbindelser, der har brede LC-toppe eller stor variation i
deres retentionstider.

Deruover har Scheduled MRM Pro-algoritmen fglgende funktionalitet:

» Scheduled MRM Pro-algoritmen understgtter ogsa automatisk vinduesudvidelse under
dataopsamling. Brugerne har mulighed for at sla Dynamic Window Extension (DWE)
til eller fra. Brugere kan ogsa angive en anden udlgsningstaerskel og DWE-teerskel for
hver enkelt overgang. En lav udlgsningsteerskel og en hgj DWE-taerskel vil f.eks. have
en starre sandsynlighed for at udlgse en sekundeer overgang, men undga ungdvendig
dynamisk udvidelse af vinduet. Nar DWE er aktiveret, vil Scheduled MRM Pro-algoritmen
automatisk udvide detektionsvinduet, indtil intensiteten falder til under teersklen, hvis en
forbindelse har skiftet til en senere retentionstid, og intensiteten ikke er faldet til under
udvidelsestaersklen, nar retentionstiden er gaet. Overgangen overvages i anden halvdel af
det metodeangivne detektionsvindue. Detektionsvinduet har op til den dobbelte varighed
af det angivne dataopsamlingsvindue efter udvidelsen. Denne funktion gar det muligt at
bruge mindre vinduer, men sgrger samtidigt for, at hver top registreres i sin helhed. Den
@ger ogsa metodens robusthed til de fleste skift i retentionstid.

Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen Analyst MD-software
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» Brugeren kan maerke flere overgange for en analyt som enten primeer eller
sekundeer. Primaere overgange overvages i hele dataopsamlingsvinduet, mens
sekundeere overgange kun overvages, nar de tilknyttede primaere overgange nar deres
udlgsningstaerskler. Dette minimerer cyklustiden ved at reducere antallet af overvagede
MRM-overgange. Dataopsamlingstiden er fokuseret pa indsamling af data for de analytter,
der er til stede i en prgve, og ikke for analytter, der ikke er til stede i prgven.

» Algoritmen understetter ogsa brugen af opholdsvaegt. Opholdsvaegt gar det muligt at
udtrykke den ngdvendige opholdstid relativt. Meget hyppige forbindelser kan tildeles en
lav opholdsvaegt, mens mindre hyppige forbindelser kan tildeles en hgj opholdsveegt.
Under kgrslen tildeles den tilgeengelige opholdstid pa grundlag af denne veegt.

» Algoritmen understgtter Dynamic Background Subtraction (DBS) til udlgsning af
sekundeere overgange. Indstillingen DBS er kun tilgeengelig for ikke-IDA-metoder og
eksperimenter, som benytter Scheduled MRM-algoritmen. For disse metoder eller
eksperimenter anvendes den pa de primeere overgange til udlgsning af sekundeere
overgange i det pagaeldende eksperiment, nar DBS er aktiveret.

For IDA-metoder, som benytter Scheduled MRM-algoritmen til undersggelsesscanninger,
anvendes den pa de primaere overgange for at udlase bade sekundaere overgange og
afheengige scanninger, hvis DBS er aktiveret i IDA-kriterierne.

Nar bade DWE og DBS er aktiveret for Scheduled MRM-algoritmeeksperimentet,
afheenger DWE-udlgsningen af ikke-behandlede data uden DBS i de primaere overgange.

Nar DBS er aktiveret for et eksperiment, som benytter Scheduled MRM-algoritmen, vil
de sekundaere overgange — nar de er udlgst — fortsaette med at indhente, indtil deres
primaere overgange stopper med at indhente.

Effekt af Scheduled MRM Pro-algoritme pa IDA

Hvis der udfegres en informationsafhaengig dataopsamling (IDA)-undersggelsesscanning
ved hjeelp af Scheduled MRM Pro-algoritmen, udlgses der en afhaengig scanning i IDA-
metoden kun, nar intensiteterne af alle MRM-overgange i en gruppe ligger over deres
udlgsningstaerskelveerdier. Dette forbedrer cyklustiden ved at eliminere falske udligsere af
afhaengige scanninger.

Oprettelse af en IDA-dataopsamlingsmetode for
Scheduled MRM Pro-algoritmen

1. Opret en Scheduled MRM Pro-algoritme ved hjaelp af proceduren i afsnittet: .

2. Hvis det er ngdvendigt at tilfgje et eksperiment af ER-scanningstypen, skal du gaere det,
for du tilfgjer IDA-kriterierne.

Hajreklik pa ikonet Period, og klik derefter pa Add IDA Criteria Level.

4. Angiv parametrene for IDA-kriterier. Se dokumentet: Vejledning i oplysningsafhaengig
dataopsamling.

5. Hajreklik pa ikonet Period, og klik derefter pa Add experiment.

Analyst MD-software Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen
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6. Veelg en afhaengig scanningstype pa fanen MS pa listen Scan type. | dette eksempel
skal du veelge Product lon (MS2) eller Enhanced Product lon (EPI).

Bemeerk: Product Of skal vaere 30 Da for alle afhaengige scanningstyper.

7. Kopiér eller tilfgj om ngdvendigt flere afheengige eksperimenter.
Det afhaenger af IDA-kriterierne, fra X til Y mest intense ioner.

Angiv eksperimentparametrene.

9. Gem dataopsamlingsmetoden i projektet fra det punkt, hvor dataopsamlingen skal kgres.

Bemeerk: Under dataopsamling med en IDA Scheduled MRM Pro-algoritmemetode
anvendes udlgsningstaersklen for hver MRM-overgang i metoden til at udlgse afhaengige
scanninger i stedet for IDA-teersklen.

Bemaerk: Optimering af en Scheduled MRM-algoritmemetode for tildelingen af
opholdstid, samtidighed og forventet cyklustid kraever, at du installerer og bruger sMRM
Calculator-scriptet. Se falgende dokument for at fa flere oplysninger: Brugervejledning til
scripts.

Visning af parametre for Scheduled MRM Pro-
algoritmen i File Info

Nar dataopsamlingen for en prgve er fuldfgrt, viser filoplysningerne for datafilen, der er
indsamlet med Scheduled MRM Pro-algoritmemetoden, alle brugerdefinerede parametre for
hver overgang. Disse parametre omfatter fglgende:

* MRM (planlagt eller gj)
- Q1

+ Q3

* Retention Time

- ID

* Group

« MRM Window (sec)

* Primary/Secondary

» Trigger Threshold

+ Extension Threshold (hvis afkrydsningsfeltet Dynamic Window Extension var
markeret)

* Dwell Weight
* Q1 Resolution

* Q3 Resolution (hvis afkrydsningsfeltet Q1/Q3 Resolution var markeret)

Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen Analyst MD-software
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Parametrene Dynamic Background Subtraction, Dynamic Window Extension, Dwell
Time, Target Scan Time eller Target Cycle Time vises ogsa.

1.

Dobbeltklik pa Open Data File under Explore pa linjen Navigation.
Dialogboksen Select Sample abnes.

Veelg wiff-filen i ruden Data Files.

Veelg prgven i ruden Samples.

Klik pa OK.

Dataene, som er hentet fra praven, abnes.

Klik pa Show File Info [ pa veerktgjslinjen for at fa vist filoplysningerne.
Ruden File Information abnes under grafen.

Udvid den gnskede periode i venstre rude af ruden File Information.

Klik pa linket for det gnskede periodeeksperiment.
Veerdierne for Scheduled MRM Pro-algoritmeparametrene for hver overgang registreres
under det valgte Period Experiment-afsnit i hgjre rude.

Figur 14: Scheduled MRM Pro-algoritmeparametre i File Info
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Oprettelse af en dataopsamlingsmetode for
Scheduled MRM Basic- eller Pro-algoritmen
med planlagt ionisering

1. Oprettelse af en dataopsamlingsmetode for Scheduled MRM Basic- eller Pro-algoritmen.
2. Veelg et af eksperimenterne i metoden, og markér derefter afkrydsningsfeltet Scheduled
lonization.
3. Indtast passende Start Time og Stop Time i gruppen Scheduled lonization. Sgrg
for, at toppene af interesse elueres mellem Start Time og Stop Time. Hvis Dynamic
Window Extension ogsa veelges, skal du s@rge for, at Stop Time ligger efter den
Analyst MD-software Vejledning i Scheduled MRM-algoritmen
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seneste retentionstid i massetabellen plus halvanden af detektionsvinduet for denne
overgang. Serg ogsa for, at dataopsamlingsmetoden Synchronization Mode og LC-
metoden er angivet som de samme, nar Scheduled lonization ikke anvendes.

Bemeerk: Scheduled lonization er kun tilgeengelig i dataopsamlingsmetoder med en

enkelt periode.

| felgende figur ses, at LC Synchronization Mode anvendes, og at LC-metoden

er 7 minutter lang. Alle relevante toppe elueres efter 0,5 minutter og inden 5,0
minutter. Da det sidste eluerede topindsamlingsvindue kan udvides med et fuldt
detektionsvindue, bruges der 5,5 minutter til Stop Time. Nar Scheduled lonization
anvendes, anvendes der en lonSpray-spaending pa 0 for Start Time og efter Stop
Time. lonSpray-speendingen, der angives i MS-metoden, anvendes kun mellem
Start Time og Stop Time. Funktionen Scheduled lonization kan reducere risikoen
for instrumentkontaminering og dermed reducere massespekirometerets nedetid. Se
folgende dokument for at fa flere oplysninger om Scheduled lonization: Avanceret
brugervejledning.

Figur 15: Scheduled MRM Pro-algoritme med planlagt ionisering
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Kontakt os

Kundeuddannelse

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

» Uden for EU og Nordamerika kan du besgge sciex.com/education for at fa
kontaktoplysninger.

Online-lzeringscenter

+ SCIEX Now Learning Hub

SCIEX

SCIEX og dets repraesentanter har et personale af fuldt uddannede service- og tekniske
specialister, der er placeret over hele verden. De kan besvare spgrgsmal om systemet eller
eventuelle tekniske problemer, der matte opsta. Besgg SCIEX hjemmeside pa sciex.com
eller kontakt os pa en af felgende mader for at fa yderligere oplysninger:

» sciex.com/contact-us

» sciex.com/request-support

Cybersikkerhed

Besgg SCIEXsciex.com/productsecuritysciex.com/productsecurity-produkter.

Dokumentation

Denne version af dokumentet overgar alle tidligere versioner af dette dokument.

Hvis du vil se dette dokument elektronisk, er Adobe Acrobat Reader pakreevet. Ga il https://
get.adobe.com/reader for at downloade den seneste version.

Se udgivelsesbemeerkninger eller software installationsvejledning, der fglger med softwaren,
for at finde software produktdokumentation.

For at finde hardwareproduktdokumentation henvises der til kundereference-DVD'en, der
folger med systemet eller komponenten.

Bemaerk: Kontakt sciex.com/contact-us for at anmode om en gratis, trykt version af dette
dokument.
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