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Este documento é fornecido aos clientes que compraram um equipamento SCIEX para uso

na operacao de tal equipamento. Este documento é protegido por direitos autorais e qualquer
reproducao deste documento ou de qualquer parte do mesmo é estritamente proibida, exceto quando
houver autorizagao por escrito da SCIEX.

O software que pode ser descrito neste documento é fornecido sob um contrato de licenca. E

contra a lei copiar, modificar ou distribuir o software em qualquer meio de comunicacao, exceto se
permitido especificamente no contrato de licenga. Além disso, o contrato de licenga pode proibir que o
software seja desmontado, passe por engenharia reversa ou descompilado para qualquer finalidade.
As garantias sdo conforme definidas em tal documento.

Partes deste documento podem fazer referéncia a outros fabricantes e/ou a seus produtos, podendo
conter pecas cujos nomes estejam registrados como marcas registradas e/ou funcionem como
marcas registradas dos seus respectivos proprietarios. Qualquer uso é destinado apenas para
designar estes produtos do fabricante como fornecidos pela SCIEX para incorporagao em seu
equipamento e ndo implica em qualquer direito e/ou licenga para usar ou permitir que outros usem
tais nomes de produto, seus e/ou do fabricante como marcas registradas.

As garantias da SCIEX estao limitadas a estas garantias expressas fornecidas no momento da venda
ou da licenga de seus produtos e séo representagdes, garantias e obrigagdes Unicas e exclusivas

da SCIEX. A Sciex ndo oferece nenhuma outra garantia de nenhum tipo, expressa ou implicita,
incluindo, entre outras, garantias de comercializagdo ou adequacgao para um proposito particular,
decorrentes de um estatuto ou da lei, ou de uma negociagao ou utilizagdo comercial expressamente
divulgada, e ndo assume nenhuma responsabilidade ou obrigagédo contingente, incluindo danos
indiretos ou consequentes, para qualquer uso pelo comprador ou por quaisquer circunstancias
adversas decorrentes.

Produto destinado apenas para pesquisa cientifica. Ndo destinado ao uso em
procedimentos diagnosticos.

As marcas comerciais e/ou marcas registradas mencionadas neste documento, incluindo as logos
associadas, sado de propriedade da AB Sciex Pte. Ltd., ou de seus respectivos proprietarios, nos
Estados Unidos e/ou em outros paises.

AB Sciex™ esta sendo usada sob licenca.
© 2023 DH Tech. Dev. Pte. Ltd.

AB Sciex Pte. Ltd.
BIk33, #04-06 Marsiling Industrial Estate Road 3
Woodlands Central Industrial Estate, Singapore 739256

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
21117 RUO-IDV-05-15739-PT-A



Indice

(0221 ¢ 11101 Lo 0 I 101 1 o Yo L1 Lo T 2 5
11 1 0o o 0 5
OPCOES ..., 6
PaiN@is ... 6

Barra de ferramentas genéricas do painel.....................ccc 7
Barra de ferramentas de doiS PAINGIS...........eviiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
LT T o SRR 11
Barra de ferramentas especificas do grafiCo.........ccoioiiiiiiiiiiiiiiiis 12
Barra de ferramentas especificas do €SPectro..........ccoceiiiiiiiiiiiiiiiic s 18
S Te] o] (=T o L0 1< [of0 =T TP P PP PP PPPPPPPPPPP 18
F Y o] T =T o[ § 1Yo T 19
Abrir arquivo de amostra UNICa.........ooviiiiii i 20
Abrir arquivos de Varias amoOSIraS ........iii i 21
Cromatogramas € ESPECIIOS ........ccccviiie i 22
Cromatograma de ions totais (TIC) .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieerreeereerrreereeeeeerererereeeeeeeee—e 22
L] 01T o3 1 o 13RS 23
Cromatograma de ion extraido (XIC) ..., 24
Graficos de contorno € mapas de Calor..........ccoooiiiiiiiiii 25

Capitulo 2: Trabalhar com cromatogramas € eSpPectros.........cccccvriiiiisssnmrreersssssssssnnnnens 28
Abrir um arquIivo de dados ... 28
Mostrar 0 TIC para Um eXPeriMeENTO ...........u e eeeeeeeeeeeeeneeennes 30
Mostrar um XIC para uma féormula molecular conhecida..............cccoooiiiiiiiiiiiiiis 32
Gerar e interagir COM UM ESPECIIO ........uiiiiiiiiiiiiii e 35
Usar um grafiCo de CONTOMMO .........uuiiiiiiii ittt e e 41
RESUMO . 44

Capitulo 3: Trabalhar com o explorador de IDA........... i 45
MOSErar € JUNTAr @SPECIIOS ......coiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e 45
1L = Tlo F=To (o TN |0 50
Usar um espectro de refer€ncia.........ooooeeeiioiieeeie e 52
RESUMO .o 53

Capitulo 4: Trabalhar com ferramentas de estrutura.............cccccmiriiiiniiins——— 54
Vincular uma estrutura a um espectro MS/MS ..........ooiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 54
Trabalhar Com fragmMeENTOS .......coooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 58
Incluir subestruturas em UM @SPECIIO ... oo i i i i i e 63
Trabalhar com espectros de MS/MS relacionados.............uuuueuiiiiiiieiiieiiaaeanns 64
RESUMO . e 67

Tutorial Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF

RUO-IDV-05-15739-PT-A 3117



indice

Capitulo 5: Trabalhar com varias amostras...........cccccrmmriiiiiniiinen 69
Trabalhar com duas @mMOSIFAS .........uueiiiii e e 69
Trabalhar com mais de duas amoOStras.........coeeeiiiiiiii i 76
RESUIMO ... ettt e et e e et e e e et e e e e e e e aeees 83

Capitulo 6: Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas...........cccceeerrrriiiiiiicciccciccccnnnn. 84
SEQUENCIA MANUAN ......coiiiiiiiiiiieiiceeeeeeeeeeee ettt 84

Sequenciamento manual vinculado a fragmentos de peptideo.................cceeeeeeinn. 90
Incluir e remover marcagdes incluidas de reconstrugdo manual...........ccccoeeeeevvveiiiinennnnn. 94
[ o= Tl o] (o) (= F- T 97

Barra de ferramentas.........ooouiiiiiiie e 98

Digestao tedrica de proteiNa...........uuiii i i 99
Reconstrucao de peptideo por LCMS ... ... i 104

Barra de ferramentas..........ooeeiiiiiie e 108

Reconstrucao de peptideos por LCMS com proteina digerida............cooeevveevveeeeeennen. 110
ReconStruGa0 de ProteinNa........coco e 111
RESUMO . 116

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial

4117 RUO-IDV-05-15739-PT-A



Introducio 1

Esse documento fornece uma visao geral de tutorial de algumas das ferramentas e
funcionalidades disponiveis no software. Ele ndo fornece uma descrigao detalhada de cada
operacgao disponivel, mas explica alguns dos fluxos de trabalho mais comuns que o software
pode realizar.

Instituicao

Enquanto algumas fung¢des e operacgdes sao especificas a certas aplicagdes e fluxos de
trabalho, a maioria é genérica e usada com frequéncia ao explorar dados qualitativos.

Essa secao do documento fornece uma breve introdugao aos conceitos do software e

uma descricdo de algumas das operagdes mais comuns e essenciais. As secgdes seguintes
descrevem abordagens para fluxos de trabalho especificos e usam os arquivos de dados de
amostra fornecidos com o software.

Os arquivos de amostra estao disponiveis em sciex.com/software-support/software-
downloads, em SCIEX OS recursos. Copie todo o projeto para a pasta D: \SCIEX 0S
DATA no computador. Os arquivos de amostra a seguir sdo usados como exemplo neste
tutorial:

* Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff

* Bromocrip_IDA-DBS em plasma_T=0.wiff
* Bromocrip_IDA-DBS em plasma_T=1.wiff
+ DataSET61.wiff

+ DataSET62.wiff

+ DataSET63.wiff

+ DataSET64.wiff

+ DataSET65.wiff

+ DataSET66.wiff

* RP_digests. wiff

* RP_Intact.wiff

* Bromocriptine.mol

Os arquivos de bromocriptina sdo de analises IDA de modo negativo de uma incubagéo
com microssomas de figado de rato. Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff foi obtido do
momento de uma hora, enquanto os outros dois sao para os momentos de zero e de

uma hora injetados no plasma. O arquivo Bromocriptine.mol contém a estrutura molecular
da bromocriptina. DataSET61 até DataSET66 sao arquivos coletados de loratadina e
suas impurezas. Os diferentes conjuntos de dados representam diferentes niveis de

Tutorial Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF
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Introducgao

concentracdo. O arquivo RP_Intact.wiff € de uma analise de mioglobina intacta. O arquivo
RP_digests.wiff € de uma analise de mioglobina tipicamente digerida.

Opcoes

O software fornece varias opgdes para filtrar a forma como os comandos se comportam.
Algumas, mostradas na Figura 1-1, fornecem uma caixa de verificagdo que permite que a
caixa de dialogo seja exibida somente se a tecla Shift for pressionada. Isso eliminara a
necessidade de interagir com a caixa de dialogo se nao forem necessarias alteragdes nos
parametros. O menu desses comandos contém uma seta apontando para cima.

Figura 1-1: Opgoes

Process |

<} Gaussian Smooth Ctrl+G
p N Threshold Data
P @ Subset Data (using graph selection)
Smoothing width: 3.0 points 4} Baseline Subtract Chromatogram
4} Offset Chromatogram

[ Process all overays (otherwise active data only)
Centroid Spectrum
("] Only show this dialog again i the shift key is down e R AL
Recalibrate Samples

oK | [ canea |

[sotope Pattern Filter
Mass Defect Filter

Fragment and Meutral Loss Filter

N

Enhance' LC/MS Peak-Finding Filter

Subtract Precursor Mass

Painéis

Enquanto o software usa janelas para expor e receber informagdes, o componente basico da
interface do usuario € um painel. Uma janela pode conter um ou mais painéis, mas somente
um painel por vez pode estar ativo. Os painéis recebem comandos de menus e barras de

ferramentas. Os menus e as barras de ferramentas fornecem meios de manipular os painéis
ou os dados contidos.

Os painéis podem conter graficos como espetros e cromatogramas, mapas de calor ou
tabelas, assim como visualizacbes mais especificas. Operagdes de processamento comuns
criam painéis para mostrar informacées ou trabalham nos dados mostrados dentro de um
painel. Cada painel contém ferramentas genéricas de um e dois painéis. A maioria dos
painéis tem ferramentas adicionais que sao especificas ao tipo de painel. As ferramentas
adicionais fornecem acesso aos comandos mais comuns.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
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Introducgao

Um exemplo de janela comum é mostrado na Figura 1-2. A janela contém dois painéis,
com o painel ativo e o cromatograma, identificados pela borda colorida e pela barra de
ferramentas.

Figura 1-2: Exemplo de painéis dentro de uma janela

o
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As operagdes comuns do painel estdo resumidas em Barra de ferramentas genéricas do
painel e Barra de ferramentas de dois painéis. As operacgdes especificas do painel sdo
resumidas em Gréficos.
Barra de ferramentas genéricas do painel
Clique em um icone para usar as operagdes genéricas do painel Unico.
Tabela 1-1: icones da barra de ferramentas genéricas do painel
icone [Name (dica de ferramenta)
1] Exclui esse painel
Q Expandir o painel ativo para preencher a janela
Ocultar esse painel
Tutorial Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF
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Introdugao

Tabela 1-1: icones da barra de ferramentas genéricas do painel (continuagio)

icone [Name (dica de ferramenta)

Ocultar todos os outros painéis

=] Mostrar todos os painéis ocultos atualmente

[ Excluir todos os outros painéis (mantenha pressionada a tecla Ctrl para excluir
somente os painéis depois deste)

Nota: icones semelhantes também est&o disponiveis na barra de ferramentas principal,
localizados abaixo da barra de menu. Clicar em um dos icones na barra de ferramentas
principal tera o mesmo efeito de clicar nos icones do painel ativo. Esta barra de ferramentas
podera ser util se o painel ativo tiver sido redimensionado e alguns dos icones ndo estiverem
visiveis.

Exclui esse painel

Se houver varios painéis abertos, use esse icone para excluir o painel correspondente. Se
houver apenas um painel aberto, esse icone ndo estara disponivel.

Expandir o painel ativo para preencher a janela

Use esse icone para expandir o painel para preencher a janela inteira ou para retornar ao
tamanho original do painel. Se a janela contiver diversos painéis, esse icone permanecera
temporariamente sobre um deles.

Uma guia separada é mostrada na parte superior da janela para cada painel. Clique na guia
adequada para alternar entre os painéis

Nota: Se os titulos dos painéis forem longos, nem todas as guias serao visiveis. Use 0s
botdes de seta a direita das guias para rolar por elas. Clique no icone novamente para
retornar a visualizagao original, mostrando todos os painéis.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
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Introducgao

Figura 1-3: Exemplo de painel expandido
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Oculta esse painel

Use esse icone para esconder o painel de forma que outros painéis na janela preencham
0 espaco disponivel. Esse icone é util quando o usuario quer visualizar um subconjunto de
painéis, mas nao quer excluir permanentemente os outros painéis.

Ocultar todos os outros painéis

Use esse icone para ocultar todos os painéis, exceto o painel correspondente. O resultado
€, de certa forma, semelhante ao clicar no icone Expande o painel ativo para preencher
a janela, porque, nos dois casos, somente o painel correspondente permanece e preenche
o espaco disponivel. A diferenga € aparente quando outro painel é criado na sequéncia. No
caso do painel expandido, esse novo painel se torna ativo e preenche o espago disponivel.
No caso de painéis ocultos, os dois painéis (o painel ativo original e o novo) ficam visiveis.

Mostra todos os painéis ocultos no momento

Use esse icone para mostrar todos os painéis que foram ocultos.

Excluir todos os outros painéis

Se a tecla Ctrl n&o estiver pressionada, esse icone excluira todos os painéis na janela,
exceto o painel correspondente. Essa opgao € util para limpeza e reprocessamento da
amostra. Qualquer painel atualmente oculto também é excluido.

Se a tecla Ctrl estiver pressionada, somente os painéis que estao depois do painel
correspondente serdo excluidos. Essa opgao é util quando ha varios painéis abertos e
somente alguns dos iniciais s&o necessarios. Nesse caso, 0os painéis ocultos ndo séo
excluidos.

Tutorial Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF
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Barra de ferramentas de dois painéis

Arraste o icone para usar as operagdes de dois painéis (a disponibilidade depende do tipo
de painel). O painel de origem é aquele que contém o icone selecionado, e o segundo painel
€ o de destino.

Tabela 1-2: icones da barra de ferramenta de dois painéis

icone |Name (dica de ferramenta)

3= Arraste e solte para reorganizar os painéis.

+ Arrastar para outro grafico para incluir os dados ativos nos dados ativos do
grafico de destino (Mantenha pressionada a tecla Ctrl para adicionar os dados
ativos a todos os conjuntos de dados no outro grafico.)

- Arrastar para outro gréafico para subtrair os dados ativos dos dados ativos do
grafico de destino (Mantenha pressionada a tecla Ctrl para subtrair todos os
conjuntos de dados do destino. Segure a tecla Shift para manter os valores
negativos.)

& Arrastar para outro gréafico para sobrepor os dados ativos no grafico de destino.
(Mantenha pressionada a tecla Ctrl para sobrepor todos os conjuntos de dados,
n&o apenas o ativo.)

Arrastar e soltar para reorganizar os painéis

Esse icone € mostrado no canto superior direito de cada painel e € usado para alterar

as posigdes relativas dos painéis. Clique no icone em um painel e arraste-o para a parte
superior, inferior, esquerda ou direita de um segundo painel. Dependendo de onde o icone
for liberado, o primeiro painel mudara a posi¢gdo em relagao ao segundo. Conforme o
cursor € arrastado, um lado do segundo painel é realgado em vermelho para indicar onde
o primeiro painel sera colocado. A mostra o resultado de arrastar esse icone do painel
superior para a parte direita do painel inferior.

Figura 1-4: Resultado de arrastar o icone do painel superior para a parte direita do
painel inferior

Before During After

P -~ S
== =)
4= o= & &

Pane 1 Pane 1

= lﬂ
Pane 2 Pane 2

Pane 2 Pane 1

Nota: E possivel arrastar os painéis de uma janela para outra.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
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Introducao

Arrastar para outro grafico para incluir os dados ativos nos dados
ativos do grafico de destino
Use esse icone para somar dois conjuntos de dados, ponto a ponto. Os dados de origem

(do painel que foi clicado originalmente) sao incluidos aos dados de destino (o painel sobre
o qual o icone é liberado). O titulo dos dados é atualizado para indicar que foi modificado.

Nota: E possivel adicionar ao mesmo tempo somente dois conjuntos de dados do mesmo
tipo. Por exemplo, um espectro ndo pode ser adicionado a um cromatograma.

Nota: Se o grafico de destino contém mais de um trago sobreposto, entdo, por padrao, os
dados de origem sao incluidos somente aos dados de destino ativos. Se a tecla Ctrl estiver
pressionada, a origem serd incluida a todos os conjuntos de dados no destino.

Arrastar para outro grafico para subtrair os dados ativos dos dados
ativos do grafico de destino

Use esse icone para subtrair os dados de origem dos dados de destino. Este icone é util
para subtrair a linha de base de um espectro de massa.

Nota: Se o grafico de destino contém mais de um trago sobreposto, entdo, por padrao, os
dados de origem sao subtraidos somente dos dados de destino ativos. Se a tecla Ctrl estiver
pressionada, a origem sera subtraida de todos os conjuntos de dados no destino.

Dica! Normalmente, quaisquer pontos de dados para os quais a intensidade na origem for
maior que no destino ndo sao mantidos. Isso significa que os valores negativos de y sédo
descartados. Se a tecla Shift estiver pressionada, os pontos com intensidade negativa serao
mantidos.

Arrastar para outro grafico para sobrepor os dados ativos no
grafico de destino

Use esse icone para sobrepor os dados ativos do grafico de origem ao grafico de destino.
Depois que a operacao for concluida, o grafico de destino contera uma nova série com uma
copia dos dados de destino.

Nota: Se o grafico de origem contiver mais de um traco sobreposto, entio, por padrao,
somente uma copia de seus dados ativos sera movida para o grafico de destino. Se a tecla
Ctrl for pressionada, uma coépia de todos os conjuntos de dados no grafico de origem sera
sobreposta no grafico de destino.

Graficos

Os graficos sao painéis que permitem visualizagao e interagcao de dados. Varias operagoes
sdo comuns a todos os graficos, enquanto outras dependem do tipo de dado mostrado.

Tutorial Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF
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Figura 1-5: Graficos
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Os comandos genéricos sdo resumidos da seguinte forma:

* O zoom e a rolagem sé&o realizados ao arrastar o cursor na regiao do eixo x ou y do
grafico. Clicar duas vezes reconfigura o eixo a faixa original e clicar no eixo enquanto
pressiona a tecla Shift reverte o grafico a visualizagéo anterior (desfaz o zoom e a

rolagem).

* Um indicador de limite pode ser posicionado ao arrasta-lo. O limite geralmente determina
quais picos sao rotulados e, as vezes, é usado para determinar quais picos séo

processados.

* As selegbes sao feitas arrastando a regido de dados. As selegbes sao usadas para
definir uma parte dos dados a serem usados ou processados. Selecione varias regides
pressionando a tecla Shift enquanto arrasta. Pressione a tecla Ctrl para fazer selegbes

Nno eixo x e noy.

Barra de ferramentas especificas do grafico

Tabela 1-3: icones da barra de ferramentas especificas do grafico

icone |Name (dica de ferramenta)

fat

Retornar o grafico com zoom para a visualizagao inicial
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Introducao

Tabela 1-3: icones da barra de ferramentas especificas do grafico (continuagio)

icone |Name (dica de ferramenta)
o Selecionar zoom para visualizagdo completa
L Mostrar grafico de "zoom" (para rastrear o zoom atual). Consulte Figura 1-6.
i Adiciona setas marcadoras para os picos selecionados
% Usar o eixo y com valor em porcentagem
e Rotular todos os tragos sobrepostos
N Preencher os picos
== Vincular o eixo x do grafico a outros (com as mesmas unidades) na janela
(Segure a tecla Control para aplicar a todos os graficos atuais)
- Alterna os dados para usar no experimento anterior
=, Alterna os dados para usar no proximo experimento
a Alterar os dados para usar um experimento selecionado
il Exibir um espectro para selegao
i Configurar o intervalo de subtragéo de fundo

Nota: Os ultimos seis icones dessa barra de ferramentas, comegando com o icone Excluir
esse painel, estao descritos em Barra de ferramentas genéricas do painel.

Retorna o grafico com zoom para a visualizagao inicial

Se o grafico estiver com zoom, entdo use esse icone para retornar a visualizagao inicial,
ou seja, a tela na qual tanto o eixo x quanto o eixo y mostram suas faixas predefinidas

e todos os dados disponiveis estao visiveis. Clicar duas vezes no eixo x retorna o grafico
a visualizacao inicial. Clicar duas vezes no eixo y retorna somente esse eixo a sua faixa

completa.

Selecao de zoom para visualizagao completa

Use esse icone para dar zoom no grafico para que a regido selecionada preencha
inteiramente o espacgo disponivel. Antes de selecionar esse icone, clique e arraste o cursor
para fazer uma selegao. Vocé também pode aumentar o zoom arrastando diretamente no
eixo X (ou Y) do grafico.

Mostrar grafico de "zoom" (para rastrear o zoom atual)

Use esse icone para mostrar uma pequena cépia do grafico abaixo do grafico principal
conforme mostrado na Figura 1-6. Esse grafico de visdo panoradmica sempre mostra a faixa
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total disponivel e indica regido de zoom do grafico principal selecionado com uma marcagao

de cor rosa. Como o grafico principal estda ampliado, esta selegao sera atualizada na mesma
proporgao.

Se a selecao de pico for arrastada para um novo local, o grafico principal sera deslocado,
conforme necessario. Arrastar a selegao perto da extremidade esquerda ou direita da
selecao ajustara sua largura. Nesse caso, o grafico principal aumenta, conforme necessario.

Essa funcionalidade é util para espectro de massas de alta resolugéo, porque geralmente é
necessario ampliar muito o grafico para ver os detalhes desejados. O grafico de visao geral
ainda permite ao usuario rastrear onde a regiao ampliada esta localizada, com referéncia a
faixa de massas inteira.

Figura 1-6: Mostrando o grafico de visao geral

Spectrum from Czl_TOFMS wiff [zample 11 -F 85 (100 - 1000] from 0,100 o 0.234 min
1328757
B0 A
=
5 4007 “148.9916 (1]
£
200 | 72043211
1850367 (1) I
ﬁ L L ! L i 1 ! | P . [ 1 I| A i
130 140 150 160 170
M azz/Charge, anmu
| | T N . I

Adiciona setas marcadoras para os picos selecionados

Use esse icone para incluir um marcador de seta ao maior pico dentro da regido
selecionada no grafico. A mostra o resultado de clicar nesse icone quando o pico 829
(aproximadamente) estiver selecionado como mostrado.

Figura 1-7: Incluindo marcador de seta unica

Spectum from Cel_TOFMS wiff [... 1000] from 0,100 to 0.234 min
600 829 3574
= i
7 4 1.0032
n
£ 200 4
2 0057
Ly 20087
g23 T a; 831 832 833
b azz/Charge, amu

As setas agem como pontos de referéncia nos dados. Por padrao, os picos que ndo estdo
préximos de uma seta s&o rotulados com a distancia da seta mais préxima. O pico proximo
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da seta com o maior valor de X é rotulado com seu valor real de X. Os picos proximos a
outras setas, diferentes da ultima, sao rotulados com relagao a seta com o valor mais alto de
X. No editor de Lote do software Figura 1-7, o pico em aproximadamente 829 Da é rotulado
com seu valor em m/z real e os picos do is6topo sao rotulados com suas distancias desse
pico. Os picos a esquerda da seta (ndo mostrados) teriam valores rotulados negativos.

As setas geralmente sdo usadas em espectros de massas e fornecem uma forma
conveniente de buscar diferencas de massa esperadas, como isétopos, perdas neutras em
espectros MS/MS e assim por diante. A mostra um espectro MS/MS de um peptideo no
qual as setas foram incluidas a valores correspondentes a perdas neutras de residuos de
aminoacidos. Por exemplo, o pico rotulado 99,02 pode ser uma perda de valina do pico

em 1050,73 Da, o préximo rotulado 114,03 pode ser uma perda adicional de asparagina, e
assim por diante. O pico rotulado -113,08 pode ser uma perda de leucina ou isoleucina do
pico rotulado 129,02 (com valor real de m/z proximo de 709 Da).

Figura 1-8: Incluindo varias setas marcadoras

Spectrurm from (D& BSA Digestowiff [zam...t 3, +EP 100 - 1600) from 20108 min
Precurzor: 5825 amu, Charge: 2, CE: 30,0

3902
43523
4229 a43qp 11308 12802 1

‘ l; 114.03
400 B0 an'n‘#

t azz/Charge, amu

| ntensity

032 1p50.73

Se essa rotulacao relativa de pico nao for utilizada, desmarque o item no menu Use setas
para rotulagem de pico relativo que aparece na Figura 1-9. Nesse caso, as setas serdo
usadas para marcar os picos de interesse particular.

Figura 1-9: Menu Add Arrow Marker
f -

Remowve All Arrows

Use Arrows for Relative Peak Labeling

Os usuarios podem arrastar uma seta para um novo local. Se ela for arrastada para a area
do gréfico, isso cancelara a operagéo de arraste. Se o usuario arrastar a seta para fora

do gréfico, a seta sera excluida. E possivel excluir todas as setas, selecionando Remover
todas as setas do menu mostrado na Figura 1-9.

Usar o eixo Y com valor em porcentagem

Esse icone modifica a escala absoluta do eixo y em porcentagem. Quando selecionado, os
tracos sobrepostos sao escalados para que o valor maximo para cada trago esteja a 100%.

Usar o eixo y com valores percentuais é conveniente se as magnitudes absolutas dos tragos
sobrepostos forem muito diferentes.
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Rotular todos os tracos sobrepostos

Por padrao, quando varios tragos sdo sobrepostos, somente o traco ativo é rotulado. Clique
nesse icone para rotular todos os tracos. Clique no icone novamente para remover todos os
rétulos e depois voltar a visualizagao original.

Preencher picos

Cligue nesse icone para preencher os picos para os dados ativos, usando preenchimentos
alternados entre escuros e claros. Este recurso é util para visualizar o inicio e o término
exatos dos picos. Clique no icone novamente para remover todo o preenchimento e voltar a
visualizagao original.

Vincular o eixo X do grafico a outros (com as mesmas unidades) na
janela

Os eixos de dois ou mais graficos podem ser vinculados a um eixo de um grafico ampliado
para se ajustarem automaticamente ao mesmo. Este recurso pode ser Gtil para comparar
os dados nesses graficos. Uma alternativa é sobrepor os conjuntos de dados no mesmo
grafico. No entanto, nem sempre isso é desejado.

Clique no icone Vincula o eixo x do grafico a outros (com as mesmas unidades) na
janela em cada um dos graficos a serem vinculados. Se a tecla Ctrl for pressionada
enquanto se clica no icone, todos os graficos atuais com as mesmas unidades do eixo

X e na mesma janela do grafico ativo serdo vinculados. Por exemplo, se trés espectros
estiverem visiveis e Ctrl + o icone Vincula o eixo x do grafico a outros (com as mesmas
unidades) na janela for clicado em um deles, os trés espectros serdo vinculados um ao
outro.

Nota: Nesse exemplo, se um novo espectro for gerado posteriormente, ele nao € vinculado
aos outros. Para vincular o novo espectro, clique no icone Vincula o eixo x do grafico a
outros (com as mesmas unidades) na janela associado.

Por padrao, somente o eixo x dos graficos sao vinculados. Nesse caso, quando um grafico
for ampliado manualmente, os outros automaticamente serao ajustados no eixo y para que
os picos dentro da visualizagdo preencham o espago disponivel.

Para desvincular um grafico vinculado, clique no icone Vincula o eixo x do grafico a
outros (com as mesmas unidades) na janela no grafico adequado. Pressionar a tecla Ctrl
enquanto faz isso desvinculara todos os graficos com as mesmas unidades do eixo x na
mesma janela.

Alterna os dados para usar no préximo experimento

Se os dados ativos para o grafico estiverem associados a um experimento especifico
diferente do ultimo, esse icone substituira os dados por dados do mesmo tipo, mas para
0 proximo experimento.

Por exemplo, se o TIC para o experimento 2 estiver ativo, clique nesse icone para alternar
para o TIC do experimento 3. Se um espectro de um determinado tempo estiver ativo para o
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experimento 2, clique nesse icone para alternar para um espectro do mesmo tempo para o
experimento 3.

Alterna os dados para usar no experimento anterior

Se os dados ativos para o grafico estiverem associados a um experimento especifico
diferente do primeiro, esse icone substituira os dados por dados do mesmo tipo, mas para o
experimento anterior.

Por exemplo, se o TIC para o experimento 3 estiver ativo, clique nesse icone para alternar
para o TIC do experimento 2. Se um espectro de um determinado tempo estiver ativo para o
experimento 3, clique nesse icone para alternar para um espectro do mesmo tempo para o
experimento 2.

Alterna os dados para usar um experimento selecionado

Use este icone para selecionar um experimento especifico em vez de passar por todos
individualmente. Clique no icone para abrir uma caixa de dialogo que lista todos os
experimentos disponiveis. A amostra ativa é destacada. Clique em um experimento na lista
para seleciona-lo e depois clique em OK. Consulte Figura 1-10.

Figura 1-10: Caixa de dialogo Select Experiment

o o)

Select Experiment @

i Period 1, Experiment 1 =+TOF M5 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 2 +TOF M572 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 3 +TOF M572 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 4 +TOF M572 (100 - 1000)
Period 1, Experiment & +TOF M5™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment & +TOF MS™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 7 =TOF MS™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 8 =TOF MS™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 3 +TOF M5™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 10 +TOF MS™2 (100 - 1000)

Period 1, Bxperment 11 +TOF MS™2 (100 - 1000)

| oKk || cancal |

Exibe um espectro para selegcao

Use esse icone para gerar um espectro de massas médio sobre o intervalo de tempo da
selecao atual no grafico. O mesmo resultado pode ser alcangado clicando duas vezes dentro
da selecéo.

Tutorial Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF
RUO-IDV-05-15739-PT-A 171117



Introducgao

Configurar o intervalo de subtragcao do ruido de fundo

Use esse icone para executar a subtracdo automatica do ruido de fundo para espectros
gerados a partir do cromatograma.

Barra de ferramentas especificas do espectro

Tabela 1-4: icones da barra de ferramentas especificas do espectro

icone |Name (dica de ferramenta)

e Exibir um XIC para a selecao

Nota: Os primeiros onze icones nessa barra de ferramentas, comegando com o icone
Retornar o grafico com zoom para a exibi¢ao inicial, estdo descritos em Barra de
ferramentas especificas do grafico.

Nota: Os ultimos seis icones dessa barra de ferramentas, comegando com o icone Excluir
esse painel, estdo descritos em Barra de ferramentas genéricas do painel.

Exibir um XIC para selecao

Use esse icone para gerar um cromatograma de ion extraido (XIC) somada ao longo da
faixa de massas da selegao atual no grafico.

Sobreposicoes

Os graficos podem conter diferentes tragos sobrepostos que compartilham os mesmos eixos
para que possam ser facilmente comparados. Eles podem ser gerados arrastando o icone
de dois painéis (o icone Arrastar para outro grafico para sobrepor os dados ativos no
grafico de destino) e sdo produzidos automaticamente por alguns comandos de criacéo de
painel. Consulte Cromatogramas e espectros.

Na Figura 1-11, o grafico contém quatro espectros com o icone Rotular todos os tragos
sobrepostos selecionado. A regido do cabegalho do grafico mostra os titulos para os quatro
espectros e circulos coloridos indicando a cor do trago. O trago ativo € mostrado em negrito.
O trago em negrito sera a base para qualquer operagao de processamento, como limite

da linha de base, alisamento do espectro, entre outros, e normalmente sera o Unico a ser
rotulado. Clicar no icone a esquerda do titulo fara com que somente o titulo do trago ativo
seja mostrado. Este recurso é util quando existem muitas sobreposi¢des. Clique no icone
novamente para reverter o processo. Se existem varios tracos e o cursor for movido sobre
os titulos, o cursor mudara para uma seta de duas pontas e agird como uma barra de
rolagem quando arrastado para que todos os titulos possam ser acessados.
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Figura 1-11: Grafico contendo quatro espectros com o icone Rotular todos os tragos
sobrepostos selecionado

o "

[Spectrum from Bromocrip_IDA-DES alone_T=1.wiff (sample 1} - Bromocrip... EI@
File Edit Show  Graph Process Bio ToolKit  Window  Help - 5 X
@ e T =z
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— @ Spectrum from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1_wiff._-TOF MS™2 (100 - 2000) from 1.006t0 1212 min +

@ Spectrum from Bromecrip_|DA-DBS alone_T=1.wiff (s..., -TOF MS"2 (100 - 2000) from 1.008t0 1213 min  —

@ Spectrum from Bromocrip_|DA-DES alone_T=1.wiff (s..., -TOF MS"2 (100 - 2000) from 1.008 to 1.21% min &
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Existem varias formas de alternar o traco ativo:

» Clique no circulo colorido ao lado do titulo
* Clique no proprio titulo
* Clique em um ponto de dados no trago (n&o no proprio trago)

Clicar com o botao direito em um grafico com sobreposi¢des mostrara um menu contendo
comandos que podem ser usados para editar visualmente os tracos mostrados. As opgdes
Remover trago ativo e Remover todos os tragos, exceto o ativo funcionam conforme
esperado.

Abrir arquivos

Como mostra Figura 1-12, o software pode abrir diversos tipos de arquivos de dados e tem
comandos para abrir uma ou varias amostras.
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Figura 1-12: Menu de arquivos
e |
= Opensample... Ctrl+0
I]ﬁ Open Multiple Samples...  Ctrl+5Shift+0
Open Heat Map TICs from Wiff...
Find Wiff Samples Ctrl+L

Open T2D Data k
Open Text Data 3

Open Mol File...

Export 3
Print 3

Exit Alt+F4

Abrir arquivo de amostra unica

A opcao Abrir amostra abre a caixa de didlogo Selecionar amostra. Consulte Figura 1-13.

Essa caixa de dialogo permite que um unico arquivo seja selecionado. A visualizagao
resultante depende do comando selecionado, com um Unico arquivo .scan mostrando um
espectro ou um Cromatograma de ions totais (TIC), e arquivos de varias varreduras .wiff
mostrando o TIC (a soma de todos os experimentos se houver mais de um).

Figura 1-13: Caixa de didlogo Select Sample

o "

Select Sample

Source: [DASCIEX OS Data\Example Project\Data] v | | Browse... |

Bromocrp |DA-DES alone_T=1 wif
Bromocrip_|DA-DES in plasma_T=0.wiff
Bromocrp_|DA-DES in plasma_T=1wiff
) DataSETE wif

|Z| DataSETE2 wiff

DataSETEI wiff

DataSETEL wiff

=| DataSETES wiff

E] DataSETEE wiff

RP_digests wif

RP_Intact wiff

-850

E-8E

QK Cances|
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Clique no icone a esquerda do arquivo .wiff para mostrar todas as amostras dentro do
arquivo e depois selecione o nome do arquivo desejado. Se houver apenas uma amostra no
arquivo, selecione o nome do arquivo e clique em OK.

Abrir arquivos de varias amostras

As opgodes Abrir varias amostras e Abrir TICs do mapa de calor a partir do wiff abrem a
caixa de didlogo Selecionar amostras. Consulte Figura 1-14.

O painel esquerdo corresponde a caixa de didlogo Abrir, que permite a navegacgéao até

as pastas e a especificagao dos arquivos, e o painel direito indica os arquivos que serao
abertos se OK for clicado. As amostras podem ser transferidas da esquerda para a direita,
Ccomo a seguir:

» Expanda o arquivo wiff, selecione a amostra e clique na seta apontando para a direita.
» Expanda o arquivo wiff, selecione a amostra e depois arraste-a para o painel direito.

* Expanda o arquivo wiff e depois dé dois cliques na amostra.

Se o0 arquivo contiver varias amostras, todas elas poderao ser transferidas selecionando o
arquivo wiff e clicando na seta apontando para a direita ou selecionando o arquivo .wiff e
arrastando-o para o painel direito.

As amostras podem ser transferidas da direita para a esquerda, como a seguir:

» Expanda o arquivo wiff, selecione a amostra e depois clique na seta apontando para a
esquerda.

+ Expanda o arquivo wiff, selecione a amostra e depois arraste-a para o painel esquerdo.

* Clique duas vezes na amostra.
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Figura 1-14: Caixa de didlogo Select Samples

o "

Select Samples @

Source: | D:ASCIEX OS Data\Example ProjectiData v| | Browse... |

Available Selected

Data SETEE wiff
RP_digests wiff
RP_Intact wiff

3 [F [ - - B ) - -

| ok || Ccancsl

Cromatogramas e espectros

O Cromatograma de ions totais (TIC), espectros e o Cromatograma de ion extraido (XIC)
sdo as visualizagdes de dados mais utilizadas ao explorar e revisar dados. O software
fornece vinculos entre essas visualizagbes de dados para que os usuarios possam gerar
espectros rapidamente e depois XICs, para determinar se os picos nos espectros sdo de um
ou mais picos cromatograficos.

Cromatograma de ions totais (TIC)

Essa é a visualizagdo padrao mostrada quando um arquivo wiff de uma varredura ou varias
varreduras é aberto. O TIC mostrado corresponde a um cromatograma gerado pela soma
das intensidades de todos os ions em cada espectro e depois demonstrando em grafico a
soma como uma funcéo do tempo de retencéo.

Se a amostra foi adquirida usando experimentos em loop, entédo, o TIC mostrado
correspondera as somas de intensidades de ambos os experimentos e uma seta especial
indicadora aparecera no eixo X. Consulte Figura 1-15. Se clicar duas vezes no indicador,
sera aberto um novo painel, mostrando TICs individuais sobrepostos para cada experimento.
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Figura 1-15: TIC
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Se a amostra contiver dados IDA, selecione a opgao IDA Explorer, que € uma forma grafica
de mostrar a massa e os tempos de retencéo dos ions precursores selecionados, ou opte
por selecionar um TIC convencional. Se a opgao de TIC estiver selecionada, entido os TICs
separados serdao mostrados para a pesquisa e para a soma dependente de IDA.

Visualize o TIC a qualquer momento clicando em Mostrar > Cromatograma de ions totais
(CIT) para abrir uma caixa de dialogo que permite selecionar qualquer experimento. Caso
selecione o Periodo 1 mostrara o TIC para todos os experimentos, enquanto as outras
entradas corresponderam aos TICs individuais. Use Shift+ ou Ctrl+ para selecionar mais de
um experimento.

Espectros

Se um arquivo contiver um Unico espectro, ele sera mostrado quando for aberto.

Para os dados com varias varreduras, os espectros sdo derivados de cromatogramas ao
fazer uma sele¢édo no cromatograma e clicar duas vezes dentro dele ou clicar no icone
Exibir um espectro para selegao. Arraste o retdngulo de sele¢cdo no cromatograma para
atualizar o espectro e mostrar uma regiéo.

Selecione varias regides pressionando a tecla Shift depois de concluir a primeira selecéo.
Cligue duas vezes em qualquer uma dessas selec¢des ou clique no icone Exibir um
espectro para seleg¢ao para gerar um novo painel com os espetros sobrepostos.

Para IDA, é aberta uma solicitacdo para sobrepor todos os espectros dependentes ou
somente mostrar o primeiro espectro. No ultimo caso, use as setas de direita e esquerda do
teclado para mostrar os outros espectros.
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Nota: Essa caixa de dialogo possui uma caixa de marcacao Only show again if the shift key
is down.

Gere espectros com ruidos de fundo subtraidos de duas formas:

Gere espectros separados para as regides de pico e linha de base e depois arraste o
icone de dois painéis de subtragao do espectro de ruido de fundo para o espectro do
pico.

Defina uma regido de fundo fazendo uma ou duas sele¢cbes no cromatograma e clicando
no icone Configurar o intervalo de subtragao de fundo. Qualquer espectro gerado
quando uma regiao de ruido é definida é subtraido automaticamente. A regido de ruido
de fundo é mostrada no cromatograma como um retangulo de sele¢cao de cor vermelho
claro e tanto ela, quanto as sele¢des do espectro, podem ser movidas para alterar

os dados mostrados. Quando uma regido de ruido é definida, ela pode ser removida
clicando na seta ao lado do icone e selecionando Limpar intervalo de subtragao.

Nota: As setas de marcagéo s&o uteis no espectro, porque os rotulos do pico podem ser
relativos ao pico mais préximo marcado com uma seta, que fornece uma maneira rapida de
determinar as perdas de massa ou adutos. Se houverem varias sobreposicoes e o icone
Rotular todos os tracos sobrepostos for selecionado, entdo, cada sobreposi¢ao sera rotulada
com relagéo a seta.

Cromatograma de ion extraido (XIC)

Os XICs podem ser gerados de duas formas:

Cligue em Mostrar > Cromatograma de ion extraido (XIC).

Essa acdo abre uma caixa de dialogo em que as massas de inicio e fim ou valores de
centro e largura podem ser digitados, dependendo do modo. Isso pode ser alterado no
menu, aberto ao clicar com o botéo direito dentro da caixa de didlogo. O menu também
fornece acesso a outros comandos uteis, como a configuragéo de uma largura padréo

e importacio ou exportacéo da lista de massas. Os usuarios também também podem
definir valores de massa, para que sejam usados automaticamente até serem removidos.

Faca uma ou mais sele¢cdes em um espectro e depois clicar duas vezes em um deles ou
clicando no icone Exibe um XIC para a selegao.

Essas agbes geram um XIC correspondente a cada seleg¢ao. Por padrao, o programa
determina o maior pico em cada faixa de selecao e configura automaticamente o XIC a
partir dos valores de massa minimo e maximo, obtidos a meia altura do pico.. Se a tecla
Ctrl estiver pressionada, a largura da selegdo inteira sera usada.

Em ambos os casos, € mostrado um grafico contendo uma sobreposicéo para cada selegao.
As selecgOes tornam-se. Arrastar os vinculos atualiza os XICs.
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Nota: Os XICs normalmente sdo calculados e mostrados para toda a faixa cromatografica,
que pode ficar lenta, especialmente se houver varias selegbes e os dados forem de um
instrumento de alta resolugdo e contiver muitas varreduras. Um recurso util € limitar as
faixas de XIC para uma janela menor ao redor do tempo de retencao do espectro usado
para gera-las. Isso pode ser configurado na guia do XIC da caixa de dialogo mostrada
depois de clicar na guia Editar > Opg¢odes > XIC.

Graficos de contorno e mapas de calor

Um grafico de contorno LC/MS (Mostrar > Painel de contorno LC/MS) mostra todos os
dados de uma amostra LC/MS em um unico painel. O exemplo em Figura 1-16 mostra um
TIC e o mapa de contorno correspondente, que mostra os dados como um mapa da n/z
versus o tempo de retengdo com a intensidade codificada por cor. Nesse caso, os controles
de cor também sdo mostrados, mas eles podem ser escondidos clicando com o botéo
direito na visualizacdo e desmarcando a op¢ao Mostrar controles de aparéncia. Como os
graficos de contorno e cromatogramas possuem o0 mesmo eixo X, eles podem ser vinculados
juntos para que o zoom e a rolagem afetem as duas visualizagcbes de forma semelhante,
para fins comparativos.

Figura 1-16: TIC e mapa de contorno correspondente
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O controle de cor usa uma paleta de 256 cores para mostrar intensidades na faixa definida
por % min. e % max.. As intensidades abaixo da % min. s&do representadas usando < min
e as intensidades acima da % max. sao representadas usando > max. Se as cores usadas
para < min e nenhum dado forem as mesmas (como aqui), entdo qualquer ponto de dados
abaixo da % min. desaparecem. Essa é uma forma de limite visual que pode simplificar

o grafico, conforme mostrado na Figura 1-11, em que o valor de % min. foi aumentado
para 0,5%. Para mais informacgdes sobre os controles de cor, consulte o Guia do usuario do
sistema.

Figura 1-17: Mapa de contorno com valor da % min. aumentado em 0,5%
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Picos de baixa intensidade pode ser evidenciados ao reduzir a % max. para que a paleta de
cores abranja uma menor faixa de intensidade, mas todos os picos maiores que esse valor
possuem a mesma cor. Isso também pode ser enfatizado selecionando a opgao Escala do
log. Ativar Escala do log requer um valor diferente de zero da % min. (por exemplo, 1 ou
0,1) e, entdo, mapeia as cores para o logaritmo da intensidade percentual.

As ferramentas de visualizacio de varias amostras no software incluem a capacidade
de mostrar TICs, XICs e espectros de varias amostras como séries de mapas de calor
individuais, que podem ajudar na comparagéao delas. Figura 1-18 é para uma série de
cromatogramas TOF de seis analitos. Consulte Trabalhar com varias amostras.
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Figura 1-18: Cromatograma de mapa de calor
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Trabalhar com cromatogramas e
espectros

Essa sec¢ao descreve algumas das opgdes de processamento mais comuns. O arquivo
usado é um arquivo IDA com varios experimentos em loop, mas nesse exemplo, é usado
o primeiro experimento da analise, simulando uma analise simples de LC/MS. Na secao
seguinte, a funcionalidade do IDA é explorada.

Abrir um arquivo de dados

1. Clique no icone Abrir amostra na barra de ferramentas principal.
A caixa de dialogo Selecionar amostra é aberta.

Figura 2-1: Caixa de dialogo Select Sample
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2. Se a pasta Dados de amostra ainda nao estiver selecionada, clique em Navegar e
navegue até a pasta Dados de amostra. Para obter mais informacgbes sobre os locais
de arquivos de dados instalados, consulte Instituicio.

3. Para mostrar todas as amostras no arquivo, cliqgue no icone a esquerda do arquivo
Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff.
Ha apenas uma amostra no arquivo Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff.

4. Selecione o nome da amostra e clique em OK.
Como esse é um arquivo IDA, o software solicita que vocé especifique como abrir a
amostra selecionada.
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Figura 2-2: Abrir amostra IDA

Open IDA Sample @
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How do you want to open this DA sample?

() With the IDA Explorer

[] Only show this dialog again if the shift key is down

| ok | [ cancel

5. Clique em Conforme um CTI padrao se ela ainda ndo estiver selecionada e depois em

OK para gerar o TICexibido em Figura 2-3.

Figura 2-3: TIC
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O painel possui uma sobreposigéo para o TIC de varredura da analise (azul) e outra
para as varreduras dependentes da soma (ion produto). Nesse caso, nés queremos
processar os dados da analise para mostrar apenas o TIC de analise.
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Mostrar o TIC para um experimento

1. Clique duas vezes no icone Faga clique duplo para sobrepor TICs individuais para
todos os experimentos no centro do eixo X para gerar TICs sobrepostos para todos os
experimentos.

O novo cromatograma € o painel ativo. Além disso, como a pesquisa é o primeiro
experimento, ela é o trago ativo indicado pelo titulo em negrito no cabecalho.

Figura 2-4: TICs sobrepostos
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2. Clique com o botao direito dentro do painel do cromatograma ativo e clique em
Remover todos os tragos, exceto o ativo para que somente o TIC da pesquisa
permaneca.
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Figura 2-5: Menu ativo com o botéao direito

Remowve Active Trace

Remowve All Traces Except Active

Add Caption
Edit Caption
Delete Caption

Delete All Captions

Paste Image

Delete Image

3. No mesmo painel, clique no icone Excluir todos os outros painéis para deixar apenas
o TIC da pesquisa.

Figura 2-6: TIC da pesquisa
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Mostrar um XIC para uma féormula molecular
conhecida

Embora alguns picos aparentemente pequenos sejam obvios no intervalo de 4 mina 7

min, é possivel que muitos estejam escondidos pelo ruido de fundo, que € moderadamente
intenso nesses dados. Como essa amostra corresponde a uma incubagao microssdmica de
bromocriptina, use a faixa de m/z do ion molecular esperado como um guia inicial para a
localizacao do pico. A férmula molecular de bromocriptina é C35H4oNsOsBr e, como esses
dados estdo em modo negativo, esperamos ver um ion (M — H)~.

1. Cligue em Mostrar > Calculadoras de massa

No painel Calculadoras de massa, clique na guia Propriedade de massa.
Digite a férmula molecular no campo Férmula.

Digite -1 no campo Estado de carga.

Selecione Agente de carga "H+" (outro elétron).

o 0 bk N

Clique em Calcular.

Nota: Também é possivel remover manualmente um hidrogénio da férmula molecular e
nao marcar a caixa de selegao ‘H+’ charge agent (else electron).

A caixa de dialogo é atualizada para mostrar varios valores de massa: monoisotdpico,
meédio e assim por diante.

Figura 2-7: Painel Mass Calculators
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File Edit St Graph  Process Bio Tool Kft Window Help -
- R N ===

¥ aasEsSe
Mass Praperty | AA Property | Mass Accurecy | Isotopic Cstribution | Blemental Compostion | Hypemmass | Unt Converson | Custom Bements | A& List | A% Modiications

Formula Calculabe
Chargs stole 1 ¥ | 'H+" charge ageri jelse deciron)

Changed monossclops: mass
Moncisotopss m.z

Charged average mass

RDE

Nota: Com esses valores de massa, os isotopos sao resolvidos com facilidade.
Portanto, o valor m/z Monoisotdpica é o mais apropriado.

7. Para copiar o valor para a area de transferéncia, selecione o valor m/z monoisotopica
e pressione Ctrl+C.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
32/117 RUO-IDV-05-15739-PT-A

Ef



Trabalhar com cromatogramas e espectros

8. Clique no icone Exclui esse painel para excluir o painel Calculadoras de massa ou
clique no icone Oculta esse painel para ocultar o painel.

9. Para abrir a caixa de dialogo Especificar intervalos de XIC, clique em Mostrar >
Cromatograma de ion extraido (XIC).

Figura 2-8: Caixa de dialogo Specify XIC Ranges

Specify XIC Ranges @
Center Width Compound -

m

oK | | Ccancdl

10. Para abrir o menu de contexto, clique com o botao direito na caixa de dialogo
Especificar intervalos de XIC.

11. No menu, faga o seguinte:

a. Garanta que a opcao Modo Iniciar/Parar nao esteja selecionada, para que os
valores de XIC sejam inseridos como um valor central e uma largura.

b. Clique em Padronizar largura, digite 0,05 e clique em OK.

c. Paralembrar os valores na proxima vez que a caixa de dialogo for usada, clique em
Persistir intervalos para uso futuro.
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Figura 2-9: Menu de contexto

Start/Stop Mode
Persist Ranges for Future Use

Set Default Width...

Copy Ctrl+C
Paste Ctrl+V
Clear

Clear All

Fill Drown Ctrl+D

Import from Text File

Export to Text File

12. Volte para a caixa de didlogo Especificar intervalos de XIC.
A caixa de dialogo agora € configurada, para que somente uma massa seja digitada
para cada XIC de interesse e uma largura padrao seja usada.

13. Para colar o valor da massa da etapa 7, selecione a primeira célula em Centro e
pressione Ctrl+V.

14. Clique em OK.

Nota: Como uma largura padréao foi configurada, nao é necessario digitar um valor
individual.

O painel agora contém o TIC e o XIC para ion molecular esperado de bromocriptina.
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Figura 2-10: TIC e XIC para o ion molecular esperado de bromocriptina
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Gerar e interagir com um espectro
1. Oculte o painel do TIC, faga uma selecdo com base no maior pico no XIC e clique no
icone Exibir um espectro para sele¢ao para gerar o espectro médio dessa regido.
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Figura 2-11: Espectro do maior pico no XIC
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Nota: Em Figura 2-11, o campo Rétulo localizado na guia Rotulagem e busca por
pico da caixa de dialogo Opg¢oes (disponivel por meio de Editar > Opgoes) € definido
como Massa (Carga).

2. Amplie o eixo X de aproximadamente 630 a 700 Da para aumentar o zoom do espectro
nessa regiao.

Nota: Isso talvez precise ser feito em duas etapas.

Ha um pico em 652,2199, muito proximo ao valor esperado de 652,2140, que também
mostra o padrao isotépico do bromo. No entanto, ha uma segunda agregacao de
isdtopos de bromo comegando em 668,2158. Os valores exatos da proporgao de m/z
sao diferentes dependendo da janela de retengao selecionada no XIC.

Nota: O estilo de rotulagem usado mostra uma proporgao de m/z e uma estimativa
do estado de carga em colchetes (com base no espacamento entre os picos). Os
picos que parecem ser monoisotdpicos também sao marcados com um asterisco.
Como o algoritmo de rotulagem nao reconhece os isétopos diferentes de 13C, ele
rotula o isétopo 81Br como tendo carga simples, mas o marca incorretamente como
monoisotépico.

3. Para alterar o estilo de rotulagem para a opg¢éo padrao, clique em Editar > Opg¢oes, ao
navegar pela guia Rotulagem e busca por pico e mude a configuragdo para Massa/
Carga no campo Rétulo.
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4. Clique em OK.

Figura 2-12: Espectro com estilo de rotulagem diferente
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5. No espectro expandido, faca uma sele¢cdo com base no pico em 652,2199 e clique no
icone Adiciona setas marcadoras para os picos selecionados.

Figura 2-13: Espectro que mostra ¥ no pico selecionado
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A rotulagem da massa agora é relativa ao pico selecionado para que as diferengas
entre os picos de massa sejam mostradas. O rétulo do pico em 668,2158 agora aparece
como 15,9959, o que corresponde a massa de oxigénio e indica que esse pico é o
metabdlito hidroxi-bromocriptina.

Dica! Para mover as setas, basta arrasta-las a outro pico. Para remover as setas,
selecione Remover todas as setas na lista ao lado do icone da seta.

6. Faca uma selecdo com base no pico rotulado 15,9959 e clique no icone Exibe um XIC
para a selecgao.

7. Na caixa de dialogo Intervalos de seleg¢do XIC, clique em OK.
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Figura 2-14: Caixa de dialogo XIC Selection Ranges
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Figura 2-15: XIC
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Essa é uma forma muito util de gerar XICs interativamente. Por padrao, a largura usada
no XIC é a do pico de massa a meia altura, e um vinculo de sele¢ao é mostrado no
espectro.

8. Arraste o vinculo selecionado para atualizar o XIC mostrado e, se quiser incluir mais
XICs, repita essa etapa.
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9. Clique no icone Arrastar para outro grafico para sobrepor os dados ativos no
grafico de destino no novo cromatograma e arraste o outro até o painel de XIC original
para que eles sejam sobrepostos.

Figura 2-16: XICs sobrepostos
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10. Oculte ou exclua o painel do segundo cromatograma e o espectro. Depois, amplie os
cromatogramas sobrepostos para mostrar a regido entre 4 a 5 min.
Ha dois picos em torno dos 4,4 min, um de cada XIC, que eluem de forma semelhante,
mas nao exatamente no mesmo tempo de retencdo. Também ha varios picos em
668,216 no cromatograma, indicando supostamente a presenga de outros metabdlitos
hidroxi.
11. Clique duas vezes no painel do cromatograma em 4,40 min para gerar o espectro de
uma unica verificagao.
Tutorial Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF

RUO-IDV-05-15739-PT-A 391117



Trabalhar com cromatogramas e espectros

12.
13.

14.

Figura 2-17: Espectro de uma unica verificagao

-

Spectrurn from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=60 m... Iree||=E
@EAT - %Thw- @ LeY=l=I=L" =

- @ XIC from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff(sampl...t 1. -TOF MS (100 - 2000): 652 214 +- 0.025 Da +
@ XIC from Bromocrip_IDA-DES alone_T=1.wiff (sample...ent 1, -TOF M5 (100 - 2000): 668.216 +/- 0.0100Da —

| .*._.*.{f:] &

Intensity

4668

\esm N
29 40 41 42 43 44 45 45 47 48 49 50 51 52 52
Time. min

| +H

Lm 1.""1"'1..1’'%I Ay @ - ‘-:-'Lﬁ[ mqgﬁ
Spectrum from Bromocnp_lDA-DBS alone_T=1.wiff (sam... Experiment 1, -TOF MS (100 - 2000) from 4.413 min
10000 [
6542192 (1)

=
£ 5000 -458.2927 (1) | 6532237 (1)
= 4132027 1

' H [ 655,206 (1)

|unull|.1|.. 1 |“

200 400 600 200 1000 1200 1400 1600 1800
Mass/Charge, Da

Uma linha pontilhada no XIC indica a varredura mostrada (marcada com uma seta

em Figura 2-17). Se a linha for arrastada, o espectro sera atualizado para que a

regido préxima de 4,40 min seja explorada. Use as setas direita e esquerda para se
movimentar em uma verificagdo por vez. E possivel gerar um espectro limpo para o pico
com propor¢ao m/z de 652,214 ao mover a linha para uma regido em que o sinal do ion
668,215 é zero (mesmo que aqui o ruido de fundo seja bem alto). No entanto, o inverso
nao & possivel.

Exclua o painel do espectro.

No painel do cromatograma, faga uma selegéo pequena que inclua o lado esquerdo do
pico 652, evitando o0 668, e clique no icone Configurar o intervalo de subtragao de
fundo.

A selecao ficara rosa.

Quando uma faixa de subtracao ¢é definida, ela é automaticamente removida dos
espectros gerados posteriormente. Para limpar a faixa, selecione Limpar intervalo
de subtracao na lista que é acessada pela seta pequena a direita do icone Definir
intervalo de subtracgao.

Faca outra selecdo no cromatograma que inclua o apice do pico 668, mas o minimo
possivel do 652, e depois clique no icone Exibir um espectro para selegao.
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Figura 2-18: Espectro subtraido do fundo para o pico 668
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O resultado é um espectro subtraido do fundo para o pico 668, que contém o pico 652
com baixa intensidade. Ambas as selegdes no cromatograma permanecem vinculadas
aos seus respectivos espectros, mesmo que o fundo ndo esteja visivel, e podem ser
movidas para outras partes do cromatograma. Mover a sele¢cao do espectro atualiza
automaticamente o espectro mostrado. No entanto, se a regido do fundo for alterada,
ela sera aplicada apenas aos espectros gerados posteriormente.

15. Clique no icone Oculta todos os outros painéis, no TIC do espectro Unico e no
Excluir todos os outros painéis para mostrar apenas o TIC.

16. Se o painel do TIC tiver sido excluido, clique em Mostrar > Cromatograma de ions
totais (CIT), selecione Periodo 1, Experimento 1 e depois OK.

Usar um grafico de contorno

Uma alternativa para visualizar partes de um conjunto de dados (cromatogramas ou
espectros) é usar um Grafico de contorno para obter uma visdo geral completa de um
experimento. Os graficos de contorno podem ser muito informativos, mas, geralmente, é
necessario ajustar os parametros de visualizagao para obter os melhores resultados. Nesse
caso, o composto precursor € bromado e o grafico de contorno oferece uma forma de
localizar os picos com o padrao isotdpico do bromo.

1. Com o TIC de experimento unico ativo, clique em Mostrar > Painel de contorno
LC/MS, e depois no icone Expande o painel ativo para preencher a janela na barra
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de ferramentas do grafico de contorno resultante para que ele seja o Unico painel
visivel.

Se os controles de aparéncia (caixas de cor no canto inferior esquerdo) nao estiverem
visiveis, clique com o botdo direito no painel e clique em Mostrar controle de
aparéncia. Consulte o Graficos de contorno e mapas de calor e o Guia de referéncia.

Figura 2-19: Grafico de contorno
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Dica! Com os parametros predefinidos, a visualizagdo nao é muito util, pois € dominada
por picos de baixo nivel e ruidos que obscurecem os picos reais. Gere uma visualizagao
melhor ao:

» Alterar a intensidade minima a ser mostrada. Isso altera todos os pontos de dados
abaixo desse nivel para serem desenhados na mesma cor que os pontos em que
nao ha dados, ou seja, eles ficam invisiveis.

» Alterar a cor do mapeamento para que as cores disponiveis abranjam uma faixa de
intensidade menor, o que melhora a visibilidade dos pequenos picos.

Altere o valor de % min. para 0,01. Isso faz com que todos os pontos de dados com
intensidades menores que 0,01% do pico de base desaparegcam.
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Figura 2-20: Grafico de contorno
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Muito mais da estrutura nos dados é mostrado. O volume morto e a area de limpeza de
coluna estao vazios e existem varios picos de fundo que estao presentes em todos os
tempos de retencéo e sdo mostrados como linhas horizontais.

4. Marque a caixa de selecdo Escala do log.
As cores selecionadas sdo mapeadas ao logaritmo de intensidade (como uma
porcentagem da intensidade do pico de base), que possui o efeito de melhorar os
menores picos de intensidade, por exemplo, a agregagdo em torno de 4 min a 4,5 min
com massas no intervalo de 600 a 700.

5. Selecione esta regido e clique no icone Sele¢ao de zoom para visualizagao
completa.

Dica! Também é possivel dar zoom nos eixos x e y, independentemente, da forma
comum.
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Figura 2-21: Grafico de contorno
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A visualizagdo mostra agora que existem varios picos bromados nessa area que podem
ser diferenciados pelos conjuntos de quatro linhas paralelas que correspondem ao
isétopos 79Br e 81Br e seus is6topos 13C.

6. Experimente as configuragdes de controle de cor e observe os efeitos na visualizagio.

7. Quando terminar, feche a janela.
Isso também fecha o arquivo de dados.

Resumo

Nesta sec¢do, as seguintes tarefas foram discutidas:

* Navegando e abrindo um arquivo de dados para mostrar um TIC.
» Alterando a visualizagdo para que somente um experimento seja usado.

» Usando a calculadora de massa para determinar a massa de um ion de uma composi¢cao
elementar e usando isso para gerar um XIC.

» Gerando espectros e cromatogramas interativamente e usando setas marcadoras nos
espectros para mostrar a diferenca de massa entre os picos.

* Gerando um espectro com ruido de fundo subtraido.

» Usando um grafico de contorno para visualizagdo geral de um conjunto de dados.

Essas operacdes sdo a base de todo o processamento de dados, independentemente do
tipo de dado sendo mostrado.
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Trabalhar com o explorador de IDA 3

Em um experimento IDA, os dados do espectro MS/MS (e possivelmente MS3) sédo
coletados automaticamente quando as informacdes em um ou mais espectros da analise
atendem a determinados critérios. E comum configurar os parametros para evitar coletar
varios espectros do mesmo pico de LC ao excluir a massa do precursor (ndo permitindo que
ela aja como um acionador) por determinado periodo de tempo. Ocasionalmente, espectros
redundantes podem ser coletados. Além disso, como o IDA é acionado assim que um pico
atende determinados critérios, ele geralmente gera um espectro anterior ao pico de LC,
podendo nao adquirir um espectro de boa qualidade.

O software contém ferramentas para mostrar, filtra e processar dados de IDA. Algumas
destas ferramentas serdo exploradas nessa sec¢ao.

Feche qualquer janela aberta antes de iniciar.

Mostrar e juntar espectros

1. Clique no icone Abrir amostra na barra de ferramentas principal.
A caixa de dialogo Selecionar amostra € aberta.

2. Se a pasta Dados de amostra ainda n&o estiver selecionada, clique em Navegar e
navegue até a pasta Dados de amostra.

Selecione o arquivo Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff e clique em OK.

Na caixa de didlogo Abrir amostra IDA, cligue em Com o IDA Explorer e em OK.
O programa examina todos os espectros no arquivo de dados e depois gera o grafico a
seqguir.
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Figura 3-1: Visualizador IDA
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O painel esquerdo contém as guia Grafico e Tabela. A guia Grafico mostra um grafico
de contorno virtual em que cada ponto de dados representa o tempo de retengéo e a
proporgao de m/z de um ion que foi selecionado como um ion precursor. A guia Tabela
mostra uma visualizagao tabular dos pontos de dados no grafico de contorno virtual. O
painel direito mostra o espectro para os pontos de dados selecionados. Inicialmente, o
primeiro espectro MS/MS é mostrado.

O grafico de contorno usa a intensidade da cor para refletir a intensidade do pico. As
cores mais escuras indicam picos mais intensos. Os rétulos sdo representados onde
possivel, garantindo que eles ndo sobreponham pontos de dados ou uns aos outros.
Dé zoom no grafico de contorno para examinar uma area com mais detalhes e mostrar
mais rotulos.

5. No painel esquerdo, aumente o0 zoom da regido de 4 min para 5 min e de 640 Da para
700 Da em que os picos relacionados a bromocriptina foram mostrados anteriormente.

A figura a esquerda (Figura 3-2) mostra apenas o painel esquerdo. Se a exibi¢ao atual
for diferente, clique no icone Mostrar opgdes e desmarque a caixa de selegao Mesclar
espectros com massas precursoras semelhantes na guia Geral da caixa de dialogo
Opcoes.

Um grande numero de espectros MS/MS foi coletado nessa area e, embora os picos
cromatograficos sejam muito estreitos, varios desses ions sao provavelmente dos
mesmos picos. Além disso, os espectros MS/MS foram coletados para pico com seu
respectivo padrao isotdpico.

6. Amplie o grafico na regido de faixa de m/z de 668 até 672 Da. Consulte o painel direito
na Figura 3-2.
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Figura 3-2: Visualizador IDA
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7. Selecione o primeiro dos picos de valor 669,2197 (mostrado como um asterisco no
painel direito acima) e clique no icone Exibe um XIC para a sele¢ao para mostrar o
XIC dessa massa do precursor na varredura de pesquisa.

Selecionar inicialmente o pico faz com que o espectro MS/MS correspondente seja
mostrado.
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Figura 3-3: XIC para a massa do precursor em uma varredura de analise
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Se houver um ponto de dados sem rétulo no grafico de contorno, mova o cursor sobre
ele para mostrar a faixa de m/z e a legenda de tempo de retengao para que os tempos
das varreduras de ions produto sejam relacionados ao cromatograma da analise.

Para o pico 669,2, as primeiras trés varreduras estao relacionadas ao primeiro pico de
XIC em 4,21 min, que é também onde uma varredura de 668,2 foi gerada; as duas
segundas varreduras estao relacionadas ao pico em 4,27 min, e a ultima varredura é do
pico em 4,42 min (669,2177/4,46). Nenhuma varredura foi realizada para o pico 669,2
aos 4,52 min, mas uma varredura foi obtida para o pico 670,2.

Nota: Os tempos de varredura sao ligeiramente diferentes, porque sao obtidos
sequencialmente, mesmo se forem detectados na mesma varredura de analise. Os
menores picos do isétopo podem nao ser detectados tdo rapidamente quando os
maiores.
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8. Desenhe um retangulo de selecao ao redor das primeiras cinco varreduras de 669,2,
clique com o botdo direito e selecione Selecionar pontos na sele¢ao de grafico.

Isso faz com que o painel do espectro sobreponha todos os espectros de MS/MS.

O sistema obteve mais varreduras do que o necessario. Ao reduzir o nimero de
espectros para processar e juntar aqueles que estdo muito préximos para serem
compostos diferentes, pode-se obter resultados de melhor qualidade. A jungéo usa a
massa e o tempo de reten¢do para determinar essas varreduras.

9. Clique no icone Mostrar opgdes, marque a caixa de selecdo Mesclar espectros
com massas precursoras semelhantes e defina Tolerancia de massa como 10 ppm
e Tolerancia para lacuna de RT como 0,03 min. (os picos nessa analise séo de
aproximadamente 2 de largura).

10. Clique em OK.

Nota: Essa parte da caixa de didlogo também permite que os usuarios definam como
os XICs devem ser extraidos. A largura da massa deve corresponder a largura da
resolugéo ou do pico do instrumento e € util para limitar o intervalo de tempo usado,
porque isso acelera o processamento.

Juntar os dados dessa forma resulta em trés picos para 669,2 em 4,21, 4,28 e 4,46

min. A barra de status na parte inferior do painel visualizador de IDA mostra o progresso
a medida que os dados estdo sendo mesclados e depois mostra o numero total de
espectros dependentes depois que a jungao estiver concluida.

11. Clique no ponto de dados em 670,2149/4,26, pressione a tecla Ctrl e clique no ponto
em 668,2162/4,27.

12. No painel de espectro MS/MS, clique no icone Expande o painel ativo para preencher
a janela, no icone Usar eixo Y percentual e no icone Rotular todos os tragos
sobrepostos e aplique zoom no eixo X para mostrar a regiao de 340 a 680.
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Figura 3-4: Espectro: regiao de m/z 340 a 680 ampliada
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Como esses dois precursores correspondem aos isétopos de Br, os espectros devem
ser idénticos, exceto para os ions que retém o atomo Br, que sdo mostrados como
um par de picos separados por dois Da. Nesse exemplo, os fragmentos (traco 668,2)
em 344,0441, 625,1765, e 637,1712 contém o atomo de Br enquanto fragmentos em
340,1925, 367,1796 e 588,2877 ndo contém.

Coloque uma seta no pico 588,2877 e observe que os picos 668 e 670 agora estao
rotulados com a massa dos isétopos de Br mais 1, indicando que o pico em 588,2877
corresponde a perda de HBr.

13. Remova a seta do espectro, clique no icone Expande o painel ativo para preencher a
janela e aplique zoom no grafico de contorno para ver todos os pontos de dados.

Filtrar dados IDA

O explorador IDA contém varios filtros que podem ser usados para reduzir a quantidade de
dados a ser visualizada ou processada. Isso sera descrito nessa secéo.

1. No grafico de contorno, clique no icone Expande o painel ativo para preencher a
janela e, em seguida, clique no icone préximo a Controles de filtragem abaixo da
barra de ferramentas.
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Trabalhar com o explorador de IDA

Figura 3-5: Filtrando dados IDA
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Esta janela mostra varias opg¢des de ajuste e caixas de marcacao, cada um
correspondendo a um critério de filtragem diferente, que pode ser usado para ajustar

a quantidade de dados mostrados. O tempo de retengcéo (Tempo) e a proporgao de m/z
(m/z) podem ser selecionados aqui ou dando zoom na visualizagao.

Os outros filtros sao os seguintes:

CTI: configura limites para a intensidade somada dos picos no espectro MS/MS. Isso
geralmente € usado para remover varreduras pequenas e com ruidos.

Qualidade: essa é fracado da intensidade somada que é maior que o equivalente de
1 contagem, ou seja, € menos provavel que seja devido ao ruido, e € uma estimativa
da qualidade espectral.

Int. com correspondéncia (%): avalia a fragdo da intensidade somada, explicada
por fragmentos conhecidos e perdas neutras ao usar Correspondéncia do
fragmento.

Semelhang¢a: disponivel quando um espectro de referéncia for configurado. Este
recurso mede a fragdo da intensidade somada que corresponde aos fragmentos
comuns e perdas neutras no espectro de referéncia. Consulte Usar um espectro de
referéncia.

Defeito de massa: configura um intervalo Unico para a fragdo decimal de uma
massa. Este recurso é util para localizar metabdlitos, porque as transformacgoes
metabdlicas comuns (O, O2 e assim por diante) ndo mudam significativamente o
defeito da molécula precursora, entdo, usar um intervalo préximo a seu defeito pode
revelar possiveis metabalitos.

Defeito no intervalo: além do intervalo Unico de defeito da massa, o software
também permite que os usuarios definam varios defeitos que se aplicam a intervalos
de massa diferentes. Se tais intervalos foram definidos, essa caixa de marcagao
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Trabalhar com o explorador de IDA

permite que os usuarios determinem se aplicam o filtro ou n&do. Os intervalos séo
configurados na guia Defeito de massa na caixa de didlogo Opgodes.

» Padrao isotopico: com esta caixa de selegcio, os usuarios aplicam um ou mais
filtros do padrao isotdpico aos dados de pesquisa de MS. Ou seja, as informacgobes
apareceram somente se o ion precursor selecionado tiver o padrao desejado. Esses
padrbes sao definidos na guia Padrao isotopico da caixa de dialogo Opg¢oes.

Cada um dos filtros possui dois controles de ajuste, para que um intervalo possa ser
definido. Clique duas vezes em qualquer controle e digite diretamente um valor.

2. Experimente com as configuragdes dos controles deslizantes e perceba que, mesmo os
valores minimos usados na configuracado do CTI (por exemplo, 1e3) ou Qualidade (1)
possuem um efeito significativo. Configure o valor minimo de CTI para 2e3 e todos os
outros para 0.

O defeito de massa da bromocriptina é aproximadamente 0,22, entdo nao € provavel
que metabdlitos simples tenham valores maiores que esse ou muito menores.

3. Defina os filtros de Defeito de massa entre 0,18 e 0,23 e observe que, entre os picos
remanescentes, existem aqueles que se aproximam de 4,5 min e 650 Da e que existe
apenas um ponto de dados de uma proporgao de m/z de 652,2211 nesta regiao (4,40
min).

4. Oculte os controles de filtro clicando no icone préximo a Controles de filtragem.

Dica! Altere quais filtros sao visiveis, clicando com o botao direito na area do filtro,
selecionado Filtros e depois selecionando todos os apropriados.

Usar um espectro de referéncia

1. No grafico de contorno, clique no ponto de dados em 652,2211/4,40 (bromocriptina)
e depois clique no icone Definir o espectro de referéncia (para pontuagao de
semelhancga).

Nota: Pode ser necessario dar zoom no grafico primeiro.

2. Clique na seta ao lado do icone Definir o espectro de referéncia (para pontuagao
de semelhancga) e certifique-se de que Sobrepor espectro de referéncia esteja
selecionado.

3. Clique no ponto em 654,2185/4,39.

Com um espectro de referéncia definido e Sobrepor espectro de referéncia
selecionado, qualquer espectro mostrado também tera o espectro de referéncia
sobreposto para que possam ser facilmente comparados. Isso € Gtil ao trabalhar
com metabdlitos, porque fornece uma maneira rapida de determinar quais picos sao
alterados e quais ndo sao.

Desse modo, tornamos o espectro MS/MS do ion precursor para o isétopo de bromo de
menor massa a referéncia e sobrepusemos o espectro para o isétopo de maior massa,
entdo, temos uma visualizagdo semelhante aquela gerada anteriormente para o pico
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688,2. Ou seja, os ions contendo bromo podem ser identificados pela presencga de picos
com distancia de dois Da entre eles.

Clique no icone Expande o painel ativo para preencher a janela e no grafico de
contorno, clique em Tabela (logo abaixo de Controles de filtragem).

Nota: Se necessario, mova o painel do espectro abaixo da tabela (arrastando e
soltando o painel para rearranjar os icones) para que todas as colunas fiquem visiveis.

A tabela mostra as mesmas informagdes que o explorador grafico, mas fornece detalhes
adicionais. Ela também responde aos controles de filtro para que as duas visualizagoes
contenham os mesmos espectros. A tabela é vinculada a visualizacdo do espectro para
que a selecdo das linhas faga com que o espectro seja atualizado e as linhas possam
ser organizadas clicando nos cabegalhos das colunas.

Quando um espectro de referéncia é definido, sdo exibidas duas colunas extras:
m/z delta mostra a diferenga da massa do precursor da referéncia e o espectro
correspondente a linha. Semelhanga mostra a semelhancga entre dois espectros.

Cliqgue em m/z delta para organizar a tabela e observe que ela contém varios picos
diferindo em aproximadamente 15,995 (a massa do oxigénio) e um a 31,990 (O5,), que
séo provaveis metabdlitos de hidroxi-bromocriptina.

Cliqgue em uma linha na tabela para mostrar os espectros associados.

Nota: Esses espectros possuem valores que indicam alta semelhanca, assim como as
varreduras com as massas do precursor com dois Da a mais, que foram obtidos dos
ions com8Br.

Resumo

Nesta sec¢do, as seguintes tarefas foram discutidas:

Examinar um arquivo IDA usando as visualiza¢des graficas e tabulares do IDA Explorer.
Mesclar espectros relacionados depois de determinar o que é necessario.

Filtrar o numero de espectros mostrados usando TIC e filtros de defeito de massa.
Sobrepor espectros para que eles possam ser comparados.

Definir um espectro de referéncia e usar a tabela para encontrar metabdlitos provaveis.

Essas operacdes sao fundamentais para processar dados IDA.

A proxima segao descreve como usar as ferramentas de estrutura usando o espectro
MS/MS da bromocriptina.
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estrutura

O software contém ferramentas para ajudar a vincular as massas dos ions a estruturas
(salvas como arquivos .mol) e a explorar locais possiveis para biotransformagdes.

Vincular uma estrutura a um espectro MS/MS

1. Localize o espectro MS/MS de bromocriptina, 652,2211/4,40. Consulte Trabalhar com o
explorador de IDA.

2. Clique no icone Oculta todos os outros painéis no grafico de contornos para que
somente o espectro fique visivel.

Clique em Arquivo > Abrir o arquivo mol.

4. Na caixa de didlogo Selecione o arquivo mol, selecione o arquivo Bromocriptine.mol
e cligue em Abrir. Para obter mais informagdes sobre os locais de arquivos de dados
instalados, consulte Institui¢ao.

Um novo painel é aberto abaixo do espectro para mostrar a estrutura e as ferramentas.
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Figura 4-1: Estrutura da bromocriptina
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Clique em Caixa de dialogo Mostrar op¢oes no painel da estrutura, confirme se as
caixas Espectro do zoom (se houver) na selegdo e Marcar massa de fragmento

selecionado com setas estdo selecionadas e clique em OK. Os outros parametros
podem ser deixados inalterados.
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Figura 4-2: Caixa de dialogo Structure Options
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O espectro e a estrutura sdo automaticamente vinculados, porque o espectro estava
ativo quando o painel de estrutura foi criado. Vincule manualmente a estrutura a

um espectro arrastando o icone Exibir um espectro para seleg¢ao até o espectro
adequado.

Arrastar o painel da estrutura faz com que uma linha (lago) siga o cursor, permitindo
que os usuarios selecionem a estrutura total ou parcial, que é entdo representada em
negrito. Como ha um espectro vinculado, ele mostrara a regido ao redor da massa da
subestrutura selecionada.

6. Desenhe um lago ao redor da molécula inteira e a visualizagdo mudara para mostrar o
pico m/z de 652,2177, que corresponde ao ion (M — H)~.

Como a opcédo Marcar massa de fragmento selecionado com setas estava
selecionada, uma seta vermelha é desenhada acima e abaixo do pico, indicando que
essa é a massa esperada de um ion correspondente a regido selecionada (ou seja, (M —
H)", porque esses dados estdo no modo negativo).

Nota: O titulo do painel da estrutura indica a composi¢ao elementar e a massa do
componente neutro correspondente a selegao (ou seja, C3,H49N505Br com uma massa
de 653,2213 Da).

Se Marcar massa de fragmento selecionado com setas estiver selecionado, uma
seta verde sera desenhada no pico 652,2177 quando nada estiver selecionado no
painel de estrutura. Isso acontece porque a seta verde marca o complemento da
selecao atual e sem a selegao o complemento é a molécula inteira.

7. Selecione a molécula inteira, exceto o atomo de bromo. Consulte Figura 4-3.
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Figura 4-3: Estrutura da bromocriptina
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Nota: O atomo de bromo é o unico em fonte normal, e o titulo no painel de estrutura
mostra a composicédo C3oH4oN5O5 com uma massa de 574,3029 Da. No espectro, a
seta vermelha indica a massa esperada da sele¢ao, ou seja, a massa do ion molecular
(M — H)~ menos a massa do bromo, e existem setas a 1 Da de distancia em cada lado.
E comum que os atomos adicionais de hidrogénio sejam ganhos ou perdidos durante
a fragmentacao e o software indica essa possibilidade desenhando um par de setas
azuis em +1 e —1 para cada ligagdo quebrada. Nesse caso, somente uma ligacao foi
quebrada, entado existem apenas duas setas adicionais.

O pico real no espectro corresponde a uma dessas setas, indicando que um atomo de
hidrogénio foi perdido, ou seja, HBr, entdo, a massa do ion corresponde a (M — H —
HBr)~.
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Trabalhar com fragmentos

O software contém um preditor de fragmentos que pode gerar a massa de espécies formada
por quebras de ligagdes e incluindo ou removendo atomos de hidrogénio.

Nota: Essa previsao € puramente aritmética, ndo usa légica quimica e tende a superestimar
os fragmentos produzidos, mas é uma ferramenta util para analisar fragmentos.

1. Com o painel da estrutura ativo, clique em Mostrar > Painel de fragmentos..
Uma barra de progresso pode ser exibida, dependendo das configuragdes na caixa de

didlogo Op¢oes de fragmento. Consulte Figura 4-4.

2. Clique no icone Caixa de dialogo Mostrar opgodes, defina os parametros conforme

mostrado em Figura 4-4 e clique em OK.

Figura 4-4: Caixa de dialogo Fragment Options

Fragment Options
Fragmentation
| Only break single bonds

Brealk ring bonds

Maximum number of bonds to break: 1 -
Maximum number of C-C bonds to breal: 1 -

| Allow one bond closure (double bond formation)
Include brute force reamangements
| Allow radicals
Peale List
Mass tolerance: 20
| Constrain using peal list

| Require evidence for previous step when breaking bond

Dizplay

Do not show fragments with m/z less than 30.0
| Automatically recalculate onthe-fly:

OK ||

-

Configure as opgdes para que um conjunto pequeno de fragmentos simples seja
produzido e depois aumente o numero e tipo de ligagdes quebradas, conforme
necessario, para explicar os ions observados. Permitir que varias ligagdes se quebrem
causa lentidao no programa e gera um numero maior de fragmentos improvaveis.
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A maioria dos pardmetros na caixa de didlogo Op¢oes de fragmento esta descrita no
Guia de referéncia, mas observe o seguinte:

» Se a caixa de selecao Recalcular automaticamente rapidamente estiver marcada,
qualquer alteragado no espectro (mudar para outro, ajustando os parametros) ou
selecao faz com que os fragmentos sejam recalculados. Esse geralmente é o
comportamento desejado, mas pode ter impacto na velocidade da analise se as
opgodes estiverem configuradas para produzir varios fragmentos. Se essa opgao nao
for usada, clique no icone Fragmento.

* Restrinja usando a lista de pico significa que o software mostrara somente os
fragmentos que correspondem aos picos no espectro com a tolerancia adequada.

* Requer evidéncia para etapa anterior ao quebrar a ligagao so6 ¢é eficaz quando
mais de uma ligacéo é rompida. Primeiro, o programa quebra uma ligacao
e depois considera quebrar ligacdes nas partes resultantes. Se essa opgao
estiver selecionada, devem existir ions correspondentes as partes antes de serem
guebradas mais vezes.

Com esses parametros, a exibicao deve lembrar a Figura 4-5, mas deve ser
ligeiramente diferente, porque somente os picos acima da configuragao do limite
(também rotulada) s&o considerados.
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Figura 4-5: Estrutura da bromocriptina

[Structure: Bromocriptine] =8 EcR "
File Edt Show Graph Process EBioToolkit Window Help - 8 X
FE e~~~ BQAEEE®
@A % e .- nAEEE® =
Spectrum from Bromocrip_IDA-DES alone_T=1.wif (sample 1) - ._S0pg/ul. Experiment 3. -TOF MS"Z (100 - 2000) from 4.404 min +
Precurser: 652.2 Da -
1200 +
o4 1970 &
1000 -
acl:l y 'yl
£ 2091337 344.0420
g 600
i “00 4931635 ¥
114.0534 227143 :
2004 ! L 507 1702 351.1845 | .
‘ 424 0708 537.1552
g| ’ —— |"."‘—;\]"i'. ‘I.l..:l J‘. | L |
180 200 280 00 150 400 450 00 550 600 [
Mass/Charge, Da
IR BQAEEEs® LEEW HBAEEE® &
¢ | n | Bromosnene A} Fragments [poska) =
o iz “ﬂ‘” m S?.:d Rad. Erer(pp Comgasition
3071683 -1 |1 | 128 C18.H23 N2.04-
5 3241929 1 1 | 128 CIEH26 N3.04-
o 344 O 1 1 1.7 C16 H15.H3.0 Be-
351.1800 0 1 J1 1130 C17 H25 N3 .05
I 652 2180 0 0 56 C32 H39.N5.05.Br-
K
J L L] F
Mum. fragments: 5 :

Nota: Os picos no espectro sao coloridos para indicar os designados (azul) e os nao
designados (vermelho) correspondentes aos picos na aba Fragmentos.

O painel de fragmentos contém duas guias:

* Fragmentos: neste exemplo, a lista é curta, porque nao sao gerados muitos
fragmentos nessas condi¢des, e somente alguns deles correspondem aos picos no
espectro, conforme necessario, porque a caixa de selecdo Restrinja usando a lista
de pico foi marcada.

* Picos: mostra uma tabela listando os picos no espectro que estdo acima do limite,
suas intensidades, e se foram atribuidos a um fragmento. Para picos designados
também & mostrado um erro de massa.
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Figura 4-6: Painel de fragmentos
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Matches: 5 of 11 peaks, 66.0% of total intensity

3. Na guia Fragmentos, selecione uma linha para uma proporgao de m/z de 324,1929. O
pico € marcado com uma seta vermelha para mostrar que essa é a massa esperada e a
subestrutura correspondente € demonstrada em negrito no painel de estrutura.
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Figura 4-7: Caixa de diadlogo de fragmentagao
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Nota: A composi¢cao e a massa no titulo do painel de estrutura agora refletem a massa
do ion, em vez da massa neutra.

Examine as estruturas designadas aos outros fragmentos.

Todas elas estao relacionadas a ligagdo da amida central que separa as duas partes
ciclicas da molécula e parecem possiveis.

Nota: As composigcdes elementares atribuidas sao consistentes com os espectros
sobrepostos que foram gerados no Usar um espectro de referéncia, nos quais a
presenca de Br em fragmentos foi deduzida ao comparar os espectros de ions
moleculares que contém 7°Br e 8'Br.

Aumente o zoom do espectro para toda que a faixa de massas fique visivel.

Dois dos maiores picos estdo designados, uma m/z de 324,1970 e uma m/z de
344,0430, correspondentes aos dois lados da molécula, e estao representados em azul.
No entanto, existem varios picos que ainda nao estao designados.
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6. Abra a caixa de dialogo Opg¢oes e altere 0 Numero maximo de ligagées a serem
quebradas para 2.

Nota: Dependendo da configuragao de limite, essa opgao pode fazer com que alguns
picos pequenos sejam assimilados, mas nao os mais abundantes (de m/z em 114,0584,
209,1337 e 227,1431, por exemplo). Se o espectro estiver rotulado em relagdo a uma
seta vermelha, clique no painel de estrutura para limpar qualquer selegéo para mostrar
os valores de massa absoluta.

7. Selecione a caixa de selegcao Quebrar ligagées em anel e clique em OK.
Diversos ions adicionais estdo agora correspondidos, incluindo aqueles em m/z de
209,1337 e 227,1431. A selegcido das novas massas no painel Fragmentos para realgar
as subestruturas mostra que elas estéo relacionadas a clivagens do anel na parte do
peptideo ciclico da molécula. Esses ions provavelmente serdo uteis para determinar os
locais de transformacgao metabdlica nessa regiao.

Incluir subestruturas em um espectro

Selecione partes da estrutura e as utilize para anotar o espectro para referéncia futura.
Dependendo do tamanho do painel de espectro, use a caixa de dialogo Opg¢des no painel
de estrutura para ajustar o Tamanho da ligagao de destino para copiar.

1. Na caixa de dialogo Op¢oes de fragmento, desmarque a opcao Quebrar ligagoes em
anel para simplificar o nimero de fragmentos.

2. No painel de fragmentos, selecione uma linha correspondente a um ou mais ions
abundantes para destacar a estrutura correspondente.

Clique dentro do painel de estrutura.
4. Clique em Editar > Copiar.

5. Clique com o botao direito em um painel com espectro ativo e depois clique em Colar
imagem.
Isso faz com que uma imagem da subestrutura seja colada no painel do espectro.

6. Mova a imagem arrastando-a para o local desejado. Uma imagem pode ser excluida
totalmente clicando com o bot&o direito e depois selecionando Excluir imagem.
As imagens sao vinculadas ao espectro, ou seja, as posi¢des de intensidade da massa,
portanto, elas se movem a medida que o usuario rola ou da zoom.

7. Repita as etapas 2 a 6 para que outros fragmentos gerem uma imagem final semelhante
a Figura 4-8.
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Figura 4-8: Espectro com subestruturas incluidas
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8. Clique em Arquivo > Imprimir > Janela de visualizagao da impressao para verificar o
posicionamento das subestruturas.
Como os ions assimilados sao representados em azul, eles sao faceis de se associar as
estruturas correspondentes.

9. Copie a imagem e depois a cole em um programa de desenho para incluir linhas ou
outros recursos.

Trabalhar com espectros de MS/MS
relacionados

Em algumas aplicacbes, é util poder comparar o espectro de um composto modificado, um
metabdlito, por exemplo, ao espectro e estrutura do composto precursor.

1. Use o explorador IDA para mostrar o grafico de contorno novamente. Selecione o pico
em 668,2176/4,21 e depois oculte o Grafico de contorno.

Como os painéis de estrutura e de fragmentos estéo vinculados ao espectro, eles
foram atualizados para refletir o novo espectro, mas a estrutura ainda € a mesma do
composto precursor, enquanto o espectro foi obtido de um composto com um atomo de
oxigénio adicional (16 Da a mais na massa). Em muitos casos ainda existem algumas
assimilacdes, indicando as partes da molécula que nao foram alteradas, mas nesse
caso, nenhuma assimilagao significativa de ions foi representada em vermelho.

O painel de estrutura contém ferramentas de desenho mais simples que permitem
modificacdes na estrutura para ver se podem ser encontradas novas assimilagoes.

2. O lado esquerdo do painel de estrutura contém uma grade com simbolos dos
elementos. Clique no O e arraste-o em diregao a estrutura principal
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Quando o atomo estiver perto da estrutura, ele é conectado por uma ligagéo que segue
o cursor a medida que é arrastado préximo da estrutura.

3. Arraste simbolo O para que uma ligagao seja desenhada na parte inferior da estrutura
(ergolina) e solte 0 mouse (por exemplo, coloque o novo atomo no anel de fenil). O

Figura 4-9 mostra o processo.

Figura 4-9: Painel Structure
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O espectro é atualizado novamente e mostra duas assimilagdes: o ion molecular em
668,2089 e o ion correspondente a perda de HBr em 588,2828. Isso sugere que a
composicao elementar esta correta agora, mas o fato de que os fragmentos maiores
nao sao identificados sugere que o atomo nao foi adicionado a parte correta da

molécula.

4. Clique no grupo OH recém-adicionado e arraste-o para o anel de pirrolidina na parte
superior da estrutura. Garanta que o unico atomo sendo movido esteja destacado em
negrito. Caso contrario, a estrutura inteira destacada sera movida.

Conforme mostrado no Figura 4-10, isso faz com que os ions em 340,1927, 366,1722 e
367,1797 sejam correspondidos, e as respectivas subestruturas sdo formas hidroxiladas
de ions correspondidos no espectro do composto precursor.
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Figura 4-10: Espectro de bromocriptina
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Varios dos picos de massa baixa nao correspondidos estavam presentes no espectro
precursor, ou sao equivalentes hidroxilados que foram assimilados quando o algoritmo
permitiu quebrar ligagdes do anel, mas existe um ion de massa alta em 637,1725

que provavelmente é devido a uma etapa de fragmentagéo simples e ainda nao foi

assimilado.

5. Na guia Fragmentos, selecione a linha para 668,2089 para que ela seja rotulada e os
outros ions sejam rotulados em relagao a ela.
Isso mostra que o pico a 637,1725 corresponde a perda de 31,0364 da molécula
precursora que pode ser CH3NH, ou CH30. Como o ion nao foi observado no espectro
da molécula precursora, provavelmente ele € derivado de hidroxilagdo ocorrendo em um

dos grupos metil na parte de peptideo ciclico da estrutura.

6. Clique duas vezes no painel de estrutura para desmarcar a sele¢ao da estrutura e
depois arraste o novo grupo OH para um dos grupos metil a direita da estrutura.

7. Abra a caixa de dialogo Opg¢oes de fragmento, defina Tolerancia de massa como 30
ppm e clique em OK.
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O ion 637 agora é assimilado e selecionar essa linha no painel de fragmentos mostra
que o ion pode corresponder a perda de uma fragao metoéxi.

8. Abra a caixa de dialogo Opg¢oes de fragmento, marque a caixa de selecdo Quebrar
ligagoes em anel e clique em OK.
A maioria dos fragmentos agora podem ser assimilados, embora o ion em 209 s6 possa
ser correspondido se as trés quebras de ligacdes forem permitidas (as duas necessarias
da molécula precursora mais a perda do atomo de oxigénio adicional).

Nota: O painel de fragmentos agora contém varias linhas para algumas das massas,
como 637,1905. Cada uma dessas linhas corresponde a um possivel fragmento
diferente (e mais ainda: sao gerados se as trés ligagbes puderem ser quebradas). A
aba Picos, no painel de fragmentos, somente mostra a identificacdo que deve ser a
melhor com base em uma combinagéo da precisdo da massa, o numero de liga¢des
quebradas, se o fragmento € um radical e assim por diante. Nesse caso, a melhor
identificagcdo é de um fragmento que poderia ter sido gerado pelo composto precursor,
mas nao foi observado, entdo, as opgdes adicionais mostrada na aba Fragments podem
ser uteis na sugestao de potenciais vias que ndo sao dbvias.

Resumo

Nesta sec¢do, as seguintes tarefas foram discutidas:

* Incluir uma estrutura como um arquivo .mol e depois vincula-lo a um espectro.

» Selecionar partes da estrutura e depois determinar se ha um pico de massa
correspondente.

» Gerar um painel de fragmentos e depois configurar os parametros para observar
fragmentos simples.

» Trabalhar com as guias Fragmentos e Picos para mostrar composi¢des
correspondentes, subestruturas e picos de massa.

* Modificar as Opg¢oes de fragmento para permitir vias de fragmentagao mais complexas.
* Incluir subestruturas a um painel de espectro.

* Modificar a estrutura para explorar a fragmentacdo de moléculas relacionadas, como
metabalitos.

Em geral, € uma boa pratica comecar permitindo processos de fragmentacao simples

e opgodes de fragmentacao adicionais (ligagdes adicionais, ligagdes em anel) conforme
necessario, para explicar os ions observados. Isso é consistente com o fato de que
fragmentos sdo gerados por uma série de etapas, com os fragmentos mais simples sendo
formados primeiro, ao invés de em uma etapa combinada que quebra varias ligagdes.
Claro que um fragmento simples pode ser instavel e fragmentar imediatamente ainda mais,
entdo, isso n&o sera observado. Além disso, permitir um grande niumero de etapas de
fragmentagao requer mais tempo de processamento e leva mais tempo para terminar.

Ao comparar moléculas relacionadas, pode ser util sobrepor o espectro de referéncia
(molécula precursora) e a forma modificada e depois vincular a visualizagdo a um painel
de estrutura ou de fragmentos, que é atualizado a medida que o espectro ativo é trocado.
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No entanto, as cores aplicadas aos ions identificados e ndao assimilados podem dificultar a
distincdo se houver sobreposicdes, entdo, é recomendado trabalhar com um uUnico espectro
até obter familiaridade com o programa e com as visualizag¢des.
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Embora seja comum trabalhar com apenas uma amostra, existem ocasiées em que
informacoes adicionais podem ser obtidas ao comparar e visualizar varias ao mesmo tempo.
Essa secéo ilustra algumas das ferramentas disponiveis no software, primeiro para duas
amostras e depois para varias amostras.

Trabalhar com duas amostras

Um fluxo de trabalho comum é comparar duas amostras obtidas sob diferentes condigbes
para determinar as alteragdes. Por exemplo, dois momentos diferentes depois da
administracdo de um medicamento farmacéutico. Os dados sendo comparados nesse
exercicio (T =0 hora e T = 1 hora) sdo de uma incubag¢ao de bromocriptina com
microssomas de figado de rato enriquecidas em plasma.

Feche todas as janelas abertas antes de iniciar.

1. Cliqgue em Arquivo > Abrir varias amostras, e navegue até a pasta que contém os
dados da amostra.

2. Selecione os arquivos Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff e Bromocrip_IDA-
DBS in plasma_T=1.wiff e arraste-os para o lado direito da janela.

3. Clique em OK.
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Figura 5-1: Selecione varias amostras.
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Ao contrario de abrir um unico arquivo IDA, no qual TICs separados sao mostrados para
a analise e varreduras dependentes, com varios arquivos IDA, um unico TIC de todos os

dados é mostrado para todas as amostras. Neste caso, existem dois TICs, como mostra
Figura 5-2.
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Figura 5-2: TICs
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4. Clique em Mostrar > Cromatograma de ions totais (CIT) para abrir a caixa de diadlogo
Selecionar experimento.

5. Selecione Periodo 1, Experimento 1 - TOF MS (100 - 2000) e clique em OK.

Figura 5-3: Caixa de dialogo Process All Overlays
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I Active Onby
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A caixa de didlogo Processar todas as sobreposig¢des, que é exibida sempre que
tracos sobrepostos sao processados, permite que os usuarios optem por processar
todos os tragcos ou somente o trago ativo. Processar todos os tracos € util porque as
operacoes subsequentes afetam todos os tragos (amostras).

6. Selecione Todos os sobrepostos.
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7. Marque a caixa de selecao Mostrar novamente a caixa de didlogo somente se a
tecla Shift estiver pressionada para tornar esta escolha a agdo padrao.

8. Clique em OK.
Isso gera um painel contendo sobreposi¢coes das TICs de pesquisa. A cromatografia
€ muito reprodutivel, e os picos dos metabdlitos, intensos. Alguns metabdlitos,
alguns podem ser melhor observados quando ampliados e quando se comparam 0s
cromatogramas (examine a regido em cerca de 6 min) mas, geralmente, € necessario
trabalho adicional. Existem varias formas de gerar graficos que sao mais faceis de
comparar. Para este exemplo, € usado um cromatograma de pico de base.

Nota: Se Arquivo > Abrir TICs do mapa de calor a partir do wiff for clicado,
as exibi¢cdes de faixa podem ser geradas diretamente sem mostrar primeiro os
cromatogramas sobrepostos.

9. Oculte o painel do TIC original e clique em Mostrar > Cromatograma do pico basico
(BPC).

10. Na caixa de dialogo Opg¢bes BPC, modifique as configuragdes, conforme necessario,
para corresponder aos valores na Figura 5-4 e clique em OK.

Figura 5-4: Caixa de dialogo BPC Options
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| Use limited mass range
Start mass: 500 Da

End mass: 1000 Da

| Use limited time range
Start time: 4 min

End time: 3 min
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Um cromatograma de pico de base é construido e representado em grafico a
intensidade do maior pico em cada varredura como uma fung¢ao do tempo de retencgao.
Para fornecer informagdes adicionais, cada trago alterna entre sua cor normal e cinza
guando a massa do pico da base altera para mais do que a tolerancia de massa
especificada nessa caixa de dialogo.

Opcionalmente, é possivel limitar a faixa de massa considerada, podendo evitar
artefatos causados por picos da linha de base ruidosos por exemplo, e definir a faixa
de tempo de retencéo para acelerar o processamento. Como sabemos que a massa da
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bromocriptina é aproximadamente 652, metabdlitos simples ndo estaram abaixo de m/z
de 500.
11. Na caixa de dialogo Processar todas as sobreposigoes, certifique-se de que a opgcao

Todos os sobrepostos esteja selecionada e clique em OK.
Um novo painel mostra o BPC, que é muito mais simples e facil de comparar do que os

TICs originais.

Figura 5-5: BPC
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Existem dois picos (marcados com setas vermelhas) que parecem diminuir na amostra
de 1 hora (linha de cor rosa) comparados a amostra T = 0 (linha azul). Esses picos
correspondem a bromocriptina (6,09 min.) e um isémero. Também existem trés picos
(setas azuis) que estao presentes na amostra T = 1, mas ndo na amostra T = 0. Esses
sdo potenciais metabdlitos.

Nota: O BPC pode ser muito util, mas ele apenas reflete o comportamento do ion mais
intenso (no intervalo de massa escolhido). Os picos de massa que nunca se tornam os
picos de base nunca podem ser mostrados, entao, use outras ferramentas ao buscar
diferencas entre as amostras.

12. Oculte o painel TIC.
13. Clique duas vezes no painel BPC em 6,09 min.
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14.

15.

Selecione Todos os sobrepostos na caixa de didlogo Processar todas as
sobreposi¢oes e clique em OK.
Isso gera dois espectros sobrepostos.

No painel de espectros, clique e depois dé zoom para mostrar o padrao isotopico em
torno de m/z de 652. Consulte Figura 5-6.

O painel do espectro contém os espectros sobrepostos de duas amostras, para que
elas possam ser facilmente comparadas. Neste exemplo, fica claro que a intensidade na
amostra T = 1 hora (rosa) € menor do que na amostra T = 0.

O gréfico de visualizagao geral é muito Util ao observar dados de alta resolugdo como
esses, porque ele fornece uma maneira de ver os detalhes enquanto mantém todo o
espectro visivel.

Figura 5-6: Padrao isotépico observado em torno de m/z de 652.
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16. No painel Cromatograma, mova o cursor sobre a linha que mostra o tempo do espectro

(anteriormente precisava de um clique duplo).

17. Quando o cursor mudar para uma seta dupla, arraste-o para o pico em

aproximadamente 5,8 min.

O espectro continua a mostrar o intervalo de massa expandido, que agora somente
possui ruido e pequenos picos. Para mostrar os picos rosa intensos na janela principal,
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arraste o retdngulo rosa no grafico de visualizagao geral indicado por um seta preta
abaixo. A exibicdo volta ao normal quando o mouse é liberado.

Para Figura 5-8, o icone Rotular todos os tragos sobrepostos foi selecionado.

Figura 5-7: BPC e espectro
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Figura 5-8: Opc¢ao BPC e espectro com rétulo de todos os tragos sobrepostos
aplicada
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Esses picos estdo ausentes na amostra T = 0.

18. Feche todas as janelas abertas antes continuar.

Trabalhar com mais de duas amostras

Com mais de duas amostras sobrepostas, as janelas podem se tornar confusas e
as diferencas mais dificeis de associar a amostra correta. O software contém outras
ferramentas para ajudar a mostrar os dados de varias amostras.

O conjunto de dados usado para o exemplo é de uma analise de perfil de impureza de seis
conjuntos de dados diferentes.
1. Clique em Arquivo > Abrir varias amostras.

2. Selecione os arquivos DataSet61.wiff para DataSet66.wiff e mova-os para o painel
Selecionados.
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Trabalhar com varias amostras

Figura 5-9: Varias amostras selecionadas
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OK Cancel

3. Clique em OK.

4. Cliqgue em Mostrar > Cromatograma de ions totais (CIT).

5. Selecione Periodo 1, Experimento 1 nac

aixa de dialogo Selecionar experimento.
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Trabalhar com varias amostras

Figura 5-10: Caixa de dialogo Select Experiment

P "

Select Experiment @
Period 1

Period 1, Experiment 2 +TOF MS*2 {100 - 1000)
Period 1, Bxperiment 3 +TOF M52 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 4 +TOF MS™2 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 5 +TOF M52 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 6 +TOF M52 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 7 +TOF MS*2 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 8 +TOF MS*2 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 3 +<TOF M52 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 10 +TOF MS*2 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 11 +TOF M52 {100 - 1000)

Ok || Cancel

6. Clique em OK.

7. Na caixa de didlogo Processar todas as sobreposigoes, selecione Todos os
sobrepostos e clique em OK. O grafico mostra a sobreposigcdo de um cromatograma
TIC para cada amostra no arquivo.
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Trabalhar com varias amostras

Figura 5-11: TICs sobrepostas do Experimento 1 do DataSet61.wiff até
DataSet66.wiff
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2 TIC from DataSETE4 wiff (sample 1) - Imp STD &, Expeniment 1, +TOF MS (100 - 1000)
@ TIC from DataSETES. wiff (sample 1) - Imp STD 3, Expeniment 1, +TOF MS (100 - 1000)
© TIC from DataSETEE wiff (sample 1) - Imp STD 10. Experiment 1. +TOF MS (100 - 1000)

4k -

2ek -

[niensity

O titulo do trago ativo € mostrado em negrito. Clicar no icone a esquerda desse titulo
diminui os cabecalhos a uma linha Unica, que fornece mais espaco para as informacoes.

8. Clique em Mostrar > Tragos sobrepostos como mapa de calor e, no painel
resultante, defina os controles de cor para que % min. seja 0,5 e % max. seja 100.

Dica! Clique com o botao direito e selecione Mostrar controle de aparéncia se os
controles ndo estiverem visiveis.

9. Clique dentro do painel do cromatograma e depois no icone Oculta todos os outros
painéis.
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Trabalhar com varias amostras

10.

Figura 5-12: Cromatograma de mapa de calor
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Cada amostra é representada por uma faixa horizontal unica que mostra seu TIC,
codificado por cor, de acordo com a intensidade. Usando o esquema de cores acima, o
amarelo representa os pontos em que nenhum dado foi obtido ou em que a intensidade
€ menor do que 0,5% para em qualquer amostra, o azul representa 0,5% e o vermelho
representa o sinal mais intenso.

A janela mostra de seis a sete picos (entre 4,5 min e 6,5 min) e que as respostas
variam, exceto para o pico em 6,5 min.

A ordem dos picos € a mesma na qual as amostras foram adquiridas e talvez néo seja o
ideal. Neste exemplo, a ordem esta adequada.

Clique com o botao direito no painel e depois clique em Mostrar tabela de amostras.
Inicialmente, a tabela de amostras é mostrada a direita do mapa de calor. O
iconeArraste e solte para reorganizar os painéis no canto superior direito do painel
pode ser usado para arrastar o painel para a parte inferior do mapa de calor a fim de
mover a tabela abaixo do painel original.
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Trabalhar com varias amostras

Figura 5-13: Lista de amostras para o cromatograma do mapa de calor

File Edt Show Graph Process BioToolKit Window  Help - 5 X

B@ e~ BQAEEOE® l
Gdilex i IQEEE® A
Heat Map Chromatogram

Imp STD 10
Imp STD 8
Imp STD 8
Imp STD 7
Imp STD &
Imp STD S
1 2 3 4 5 & 7 8 9
Time, min
modata < min min % miin max max % Bl
[ os [N N rcoo [ O iosscee
El=zi=il K Y=]=I=] - =
Index Display Name Sample Name Sample ID Sample
& Imp STD 10 Imp STD 10 DiataSETEE wiff (sample 1)
5 Imp STD 9 Imp STD S DataSETES. wiff (sample 1)
4 Imp STD 8 Imp STD & DataSETE4. wiff (sample 1)
3 Imp STD 7 ImpSTD 7 DataSETE3 wiff (sample 1)
2 Imp STD & Imp STD & DataSETE2 wiff (sample 1)
1 Imp STD 5 Imp STD 5 DataSETET waff (sample 1)

A tabela contém colunas para os varios campos de texto associados a cada amostra.
A coluna Exibir nome ¢é editavel e as outras sdo somente leitura. Todas as colunas
podem ser usadas para organizar a tabela e a visualizagdo da amostra.

11. Faga uma selegéo no Imp STD 10 em torno de 5,5 min, depois clique duas vezes dentro
dele.
Um painel de Espectro de mapa de calor é gerado e a faixa de massa completa é
mostrada no eixo x.
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Trabalhar com varias amostras

Figura 5-14: Espectro do mapa de calor
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Do espectro, pode-se determinar que duas massas (entre m/z de 400 e m/z de 460)
contribuem para a maior intensidade na regido de tempo selecionada.

12. Selecione a massa/carga em torno de 401 Da para a amostra Imp STD 10 e clique com
0 botao direito para selecionar Mostrar espectros para as amostras selecionadas
Isso criara um espectro para essa amostra selecionada. O espectro neste momento é
mostrado. Consulte Figura 5-15.

13. Clique duas vezes na massa ao redor de 401 Da no espectro do mapa de calor para
gerar um XIC do mapa de calor.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
82/117 RUO-IDV-05-15739-PT-A



Trabalhar com varias amostras

Figura 5-15: Espectro
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Resumo

Nesta sec¢do, as seguintes tarefas foram discutidas:

» Trabalhar com varias ferramentas de amostra disponiveis no software.
» Comparar duas amostras com cromatogramas sobrepostos e espectros interativos.

» Comparar varias amostras com visualizagdes de mapa de calor.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos
bioldgicas

Esta secao ilustra algumas das opgdes disponiveis no item do menu Kit de ferramentas
biolégicas no software.

Nota: O recurso MicroApp do kit de ferramentas biolégicas deve ser ativado para acessar
essa funcionalidade. Até que a ativagao seja concluida, as Unicas opgdes disponiveis sdo
Peptide Fragments, Add Manual Reconstruct Highlights e Remove Manual Reconstruct
Highlights. Consulte a secao Ativar o recurso do MicroApp do kit de ferramentas bioldgicas
no documento Notas de verséo.

Sequéncia manual

Use essa opgao para sequenciar manualmente dados espectrais de MS/MS de uma amostra
de proteina digerida.

1. Clique no icone Abrir amostra na barra de ferramentas principal.
A caixa de dialogo Selecionar amostra ¢é aberta.

2. Se a pasta Dados de amostra ainda nao estiver selecionada, clique em Navegar e
navegue até a pasta Dados de amostra.

3. Selecione o arquivo RP_digests.wiff e clique em OK.

A caixa de dialogo Abrir amostra IDA ¢ aberta.

Figura 6-1: Caixa de dialogo Open IDA Sample

Open IDA Sample @

How do you want to open this DA sample?

@) : With the 1DA Bxplorer
As a standard TIC

Cnby show this dialog again if the shift key is down

oK | | Cancel

4. \Verifique se a opcao Com o IDA Explorer esta selecionada e clique em OK.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas

Figura 6-2: Espectro de RP_digests.wiff
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5. Clique na guia Table .

6. Selecione m/z471.2398 em Tempo 12.73.

7. Com o painel do espectro ativo, clique em Grafico > Duplicar grafico.
Um novo painel de espectro para o precursor selecionado (471,2) se abre. O painel do
explorador IDA e seu painel de espectro associado podem ser excluidos.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas

Figura 6-3: Espectro para o precursor 471,2398 no tempo de reteng¢ao 12,73
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8. Selecione o pico em 738,3833.

9. Clique em Kit de ferramentas biolégicas > Sequéncia manual.
A caixa de dialogo Opgodes de sequéncia é aberta.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas

Figura 6-4: Caixa de dialogo Sequence Options
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Cancel
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Nota: Quando a caixa de marcacao Ignore isotopes and check charge state estiver

selecionada, os iso6topos e quaisquer picos com um estado de carga incorreto serdo
desconsiderados pelo software ao propor o aminoacido subsequente.

10. Clique em OK.

A caixa de dialogo Criar sequéncia ¢ aberta.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas

11.

12.
13.

14.

Figura 6-5: Caixa de diadlogo Create Sequence

Create Sequence '

= |
Create Sequence for Peptide Fragmerts Pane)

@ Assume y-seres

Assume b-series

Precursor m/z: 4712308

Precursor charge: 2

Fragment charge: 1

[] Only show this dialog again if the shift key is down

oK | [ canesl

Nota: Essa caixa de dialogo permite que o usuario altere as suposicdes feitas
para ions das séries y e b e 0 estado de carga depois que o arquivo for
sequenciado manualmente e também, observar qual dos parametros usados induz
melhor identificacdo para os dados.

Certifique-se de que a caixa de sele¢ao Criar sequéncia (para o Painel de
fragmentos do peptideo) esteja selecionada.

Digite 2 no campo Carga precursora.

Digite o valor da carga do pico selecionado para seguir na sequéncia manual no campo
Fragment Charge.

Clique em OK.

O software € atualizado, mostrando um painel de espectro atualizado com linhas
verticais vermelhas indicando o primeiro conjunto de possiveis aminoacidos ganhos ou
perdidos nos dados espectrais.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas

Figura 6-6: Espectro sequenciado manualmente - Possibilidades iniciais

P =

[Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sampled0L, Experiment 3, +TOF ... =8 Eon =
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - B X
X Rl Y=1=1=F
AELes-%heoe-lasm GO Ea =
Spectrum from RP_digests wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 3, +TOF MS™2 (20 - 2000) from 12.735 min +
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N &
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700 - P[]
B00 4
=z
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E 400477 603.3152
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]
200 4
|
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15. Clique duas vezes na legenda da linha vertical vermelha para ser sequenciada
posteriormente.
O software atualiza, indicando o préoximo conjunto de aminoacidos nos dados
espectrais.
16. Repita a etapa 15 até que todos os aminoacidos possiveis tenham sido sugeridos.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas

Figura 6-7: Espectro sequenciado manualmente
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Nota: Em Figura 6-7, as legendas foram clicadas na seguinte ordem: F>G > I/L > E >
S.

Dica! Se o software sugerir mais de uma possibilidade e vocé quiser seguir um caminho
diferente daquele sugerido inicialmente, retorne para o grafico de visualizagao inicial e
repita esse procedimento selecionando um aminoacido alternativo correspondente.

Sequenciamento manual vinculado a fragmentos de
peptideo
1. Clique em Kit de ferramentas biolégicas > Fragmentos do peptideo.

O painel Fragmentos do peptideo se abre, vinculado ao espectro sequenciado
manualmente.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas

Figura 6-8: Painel Fragmentos do peptideo vinculado ao espectro sequenciado
manualmente

e

[Peptide Fragments] E]
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ikt - % Ao aesm i DOQEBEE® =
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Precursor charge: 2 Target fragment chame: 1
Sequence: [204.0991}-FGIEY127.0861)
Table | List Theoretical precursor m/z: 471.2398
Symbol Res Mass #(N) 3 b b-17 ¥ y-17 #(C)
BIF 147.06841 |1 32317205 | 351.16697 | 33414042 | 73838107 | 721.35452 | § '
G Br021d4e | 2 38015351 | 408.18843 | 391.16188 | 591.31265 | 57428670 |4
I 113.08406 |3 45327758 | 52127245 | 50424594 | 534 29119 | 51726464 | 3
E 12804259 | 4 622.32017 | 650.31509 | 633.28854 | 421.2012 | 40418057 | 2
Y 16306333 (5 78538350 | 81337842 | 79635187 | 292.16453 | 275.13798 |1
J F] m b

Nota: os aminoacidos que correspondem aos dados experimentais sdo mostrados
na cor vermelha em negrito, nas colunas da guia Tabela. Os aminoacidos que
correspondem aos dados experimentais, mas que tém uma carga de fragmento-alvo
diferente, sdo mostrados na cor vermelha em italico nas colunas da guia Tabela.

Abra a guia Lista.

Cliqgue em Mostrar > Calculadoras de massa

4. Abra a guia Propriedade AA.
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Trabalhar com o Kit de ferramentos biolégicas

Figura 6-9: Calculadoras de massa — Guia Propriedade AA

P =

[Peptide Fragmentz] E] |
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Spectrum from RP_digest .. 2000) from 12.735 min
Precursor: 471.2 Da, CE: 20.0 — | Precursor charge: 2 Target fragment charg
0oty | elhlel ¢ & | sequence: [204.0981}-FGIEY-[127.0861]
2500 | ST TT Table | Lst | Theoretical precurser m/z: 471 2398
B4.04B7 S — -
) 20004 ,4’1 AT MName  Charge Mass/Charg’ Error Se =
@ 136.0750 yalbs | 1 114.09134 | =
£ vk yalby |2 122.07061 IE
i yzlby |1 130.04387 E
yi-17 |2 13807263 Y
¥ 2 146.58550 Y
200 400 00 200 J ; 1|.r.ll'|. 2 1"1'%-!1';21'3.& GI'I:
Mass/Charge. Da
B wQ =[] ﬁ
Unit Conversion | Custom Elements | AA Modfications |
| Mass Property | AA Property |Hass Accuracy | |zotopic Distribution | Blemental Composition I Hypemass |
AA sequence: [204.0851]-FGIEY[127.0861] Calculate
Charge state: 2 [¥] "H+' charge agent (else electron)
Composdion: {204.05851} C31H39N502 (1270861} H24
Charged monoisotopic mass: 942 47562
Monoisotopic m/z: 471.23581
(Charged average mass: 942 380
Nota: Por padréo, as calculadoras de massa s&o vinculadas automaticamente ao
espectro sequenciado manualmente. As sequéncias de aminoacidos do espectro sdo
mostradas no campo Sequéncia AA.
5. Com o painel do espectro ativo, clique em Kit de ferramentas biolégicas > Definir
parametros de criagdo de sequéncia
A caixa de dialogo Criar sequéncia é aberta.
Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
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Figura 6-10: Caixa de dialogo Criar sequéncia

-

Create Sequence [ 23]

Create Sequence for Peptide Fragmerts Pane)
Assume y-series

@ Assume b-seres

Precursor m/z: 471 2358

Precursor charge: 2

Fragment charge: 1

oK | [ canesl

Complete a caixa de dialogo Criar sequéncia conforme o seguinte:

» Certifique-se de que a caixa de selegao Criar sequéncia (para o Painel de

fragmentos do peptideo) esteja selecionada.
» Selecione opcéo Supor série b.
* Digite 471,2398 no campo m/z precursora.
» Digite 2 no campo Carga precursora.

» Digite 1 no campo Carga do fragmento.

7. Clique em OK.

O painel Fragmentos do peptideo e o painel Calculadoras de massa séo atualizados

com os novos dados da sequéncia.

8. Abra a guia Tabela do painel Fragmentos do peptideo.

Tutorial
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Figura 6-11: Painel Fragmentos do peptideo atualizado vinculado ao espectro
sequenciado manualmente

[N File Edt Show Graph Procss BioToolEit  Window Help - &%
@ =~ 0QAEEEe
D ELE e+ % A ﬁ*fﬁ"fE‘“ﬁiﬂQDD_'w Tt
Spectram from RP_digests 0 - 2000) from 12,735 men L
Precursee: 4712 O, CE 300 — | Procumsor charge: 2 Target fragment charge: 1
| =
1 & Sequence 231N AVEGF202 0235
Table | List Thasratical precursorm/s 471 2358
= Symbol Res Mass 2(N) L b b-17 ¥ ¥=17
; p|Y [1E306333 |1 26416957 | 292.76448 | 27513730 | 81337847 | 7635192
E E 12904259 |2 FIN2E | 421.20007 | 40418052 | 650301504 | 633 28889
[1 [17308406 [3 | 506 79%22] 534 291M4 | 51726458 | 52127254 | 508 24599
G |5T02E |4 56331769 | 591.31260 | 574 28805 | 408.18348 | 391.16793
| ] | | } i }
F | 14706841 |5 FIOZREND | FISSSNE? | 72035887 | 35116702 | 33814047
200 <00 600 00 J.. ¥
Mass/Chaige Da
L EEEED &
Ilaess Fropesty AA Propasty mm|mm|&mdm|w|mm“w EMmBuﬂwile\AMmﬂ o
AA sauancs NZ N THYEGH202 0835 Calculate |
Charge sate 2 o He chamge agert (slse slecion)
Compostion (1291017 CIHIINSOE (202 0835) H24
Charged mongisobops: mass S22 4THEZ
Moreoeolopss mo's 471 23981
Charged average mass 542 220

9. Com o painel Espectro ativo, clique em Kit de ferramentas biolégicas > Apagar
sequenciamento manual.
Todas as marcagdes da sequéncia manual sdo removidas.

Incluir e remover marcacgoes incluidas de
reconstrucao manual

Use a opcao Adicionar destaques da reconstrugao manual para incluir marcadores
indicando as posigdes tedricas de m/z de determinada massa para um espectro. Esse
recurso é util para confirmar se os picos particulares em um espectro correspondem ao
mesmo componente quando os espectros contém componentes de varias cargas. Usa a
opcao Remover destaques da reconstrugao manual para remover os marcadores.

Dica! Arraste a linha vertical do marcador para uma nova faixa de m/z para mover o
marcador até um novo local.

Dica! Clique na linha vertical do marcador ou no rétulo de estado de carga correspondente
para tornar o marcador ativo. O marcador ativo mostra o local em m/z.

1. Clique no icone Abrir amostra na barra de ferramentas principal.
A caixa de dialogo Selecionar amostra é aberta.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
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2. Se a pasta Dados de amostra ainda n&o estiver selecionada, clique em Navegar e
navegue até a pasta Dados de amostra.
3. Selecione o arquivo RP_Intact.wiff e clique em OK.

Figura 6-12: TIC do arquivo RP_Intact.wiff

r

[TIC from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sample01, + TOF MS (500 - 2500)] =8 ioR ==
File Edit Show Graph Process BioTocolKit Window Help - &5 X
B@ e QAEDE®
MELes- %o lae=am 8- TQAEEEd =
TIC from RP_Intact wiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) +
- —
5,93 &
1.0e7 4
8.0e5 |
=
2 6.0e5 14.70
E 13.81 1427 , 1540
4,066 '
1525
2.0e6 -
1 2 3 4 5 6 7 8 % 10 1M 12 13 14 15 16 17 18 19
Time, min

4. Crie um espectro médio usando a regiao superior (5,91 a 6,00 min.) do pico de

mioglobina.
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Figura 6-13: Espectro médio

e

[Spectrum from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sample001, + TOF MS (500 - 2500) ... =% EoR =
File Edit Shew Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
B e I QAEEE®

@Brds % he- =200 - GAEEE® =
TIC from RP_Intact wiff (sample 1) - SampleD01, <TOF MS (500 - 2500) +
&

1.0e7 \}5_93
5.0e6
0. —

54 56 538

60 62 64 65 682 70 72 74 76 78
Time, min

Intensity

RELer-%she-laeam| i TQREEHE® ¥
Spectrum from RP_Intactwiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) from 5910 to 5956 min +
208.2421 -.\“542.?24?* —_
7000 4 ?33.&]5‘31\ \593_1512 B
J 7379184
B00 7 #3751 842 7805
e 1060.4382
5 000y 1211.9271
= 3000 - 14135727 1541.983%
2000 - 15417204
1000 165958505
alldl) S U U U S
800 1000 1200 1400 1600 1200 2000 2200 2400
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5. Com o painel do espectro ativo, clique em Kit de ferramentas biolégicas > Adicionar
destaques da reconstrugdao manual
A caixa de dialogo Adicionar destaques da reconstru¢ao manual no grafico é
aberta.
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Figura 6-14: Incluir marcagao de reconstru¢dao manual no grafico

P

Add Manual Reconstruct Highlights to Graph @

@ Mass, Formula or Sequence

Walue: |

Manoisotopic mass (when formula or sequence used)

Mass / Charge and Charge

Charge agent: -

oK | [ cancsl

6. Digite 16950 no campo Valor.

7. Selecione H+ como Agente da carga e clique em OK.
O grafico é atualizado, contendo os destaques.

Figura 6-15: Espectro com marcagodes incluidas

ol Bk % U A e o Was wREEE®
Spectrum from BP_Intact wiff (sample 1) - Samplel01, +TOF MS (500 - 2500) fram 5.910 to 5996 min
HEEPRRIRR AT 8131316415414 #13 +12 +11 +10 +5 +3 +7
7000 4 738.0050
7000 fibinip 42 7247
5000 111 992.1194
= 5000 -
@ 2000 | 10604382
g 1211.9271
= 3000 4 14135787 1541.9939
2000 4 15471 7204
1000 | 16953305
II | T T T T T L T = T T
&00 200 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
Mass/Charge, Da
8. Clique em Kit de ferramentas biolégicas > Remover destaques da reconstrugao
manual para remover os marcadores.
O gréfico é atualizado, com as marcagdes removidas.
Digerir proteina
Use essa opcéao para obter informacgdes sobre sequéncias tedricas de peptideos que
resultam de uma clivagem enzimatica definida pelo usuario de uma proteina especifica.
Tutorial Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF
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Barra de ferramentas
Use os icones na barra de ferramentas para facilitar a visualizagdo, conforme necessario.

Tabela 6-1: icones da barra de ferramentas

icone [Name (dica de ferramenta)

it Localizar e substituir na sequéncia

ais Converter selecao para letras maiusculas

&8 Localizar sequéncia

Nota: Os ultimos seis icones dessa barra de ferramentas, comegando com o icone Excluir
esse painel, estdo descritos em Barra de ferramentas genéricas do painel.

Localizar e substituir na sequéncia

Use essa opcéao para localizar texto existente no campo Sequéncia e substitui-lo pelo novo
texto.

1. Clique no icone Localizar e substituir na sequéncia.
A caixa de didlogo Buscar e substituir texto é aberta.

Figura 6-16: Caixa de dialogo Find and Replace Text

-

Find and Replace Text @

Find: |

Replace:

oK | | Cancel

2. Digite as informagdes a serem substituidas no campo Procurar.
Digite as informagdes adequadas no campo Substituir.

4. Cliqgue em OK.
O software substitui o texto existente pelo texto especificado pelo usuario.

Converter selegao para letras maiusculas

Use essa opgao para converter o texto digitado em letras minusculas no campo Sequéncia
para letras maiusculas.

1. Selecione o texto adequado.

2. Clique no icone Converter selegao para letras maiusculas.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
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O software substitui o texto em letras minusculas pelo mesmo texto em letras
maiusculas.

Localizar sequéncia
Use essa opgao para localizar um texto no campo Sequéncia.

1. Clique no icone Localizar sequéncia.
A caixa de dialogo Buscar texto ¢ aberta.

Figura 6-17: Dialogo Find Text

Find: | |

ok | | Cancal |

Digite as informagbes adequadas no campo Procurar.

Cliqgue em OK.
O software destaca o texto correspondente.

Digestao tedrica de proteina

1. Clique em Kit de ferramentas biol6gicas > Digerir proteina
E aberto o painel Proteina.

Figura 6-18: Painel Protein - aba Protein & Peptides

File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 5 X
F@e~BQAEEE® J
L R EEEL =
Proten & Pegtides | Variable Modéications | o
Enzyme: |Tmm "] Max:, missed cleavages: [I.'l v] lﬂlgnl ]
- Matched Peptide AAIndex Mono. Mass Aowve. Mass Modifications  Sequenct
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2. Digite uma sequéncia de proteina ou peptideo no campo fornecido.

Nota: Para esse tutorial, GLSDGEWQQV LNVWGKVEAD IAGHGQEVLI RLFTGHPETL
EKFDKFKHLK TEAEMKASED LKKHGTVVLT ALGGILKKKG HHEAELKPLA
QSHATKHKIP IKYLEFISDA IIHVLHSKHP GDFGADAQGA MTKALELFRN
DIAAKYKELG FQG (sequéncia de uma mioglobina) foi usado.

3. Selecione um Enzima.

Nota: Para esse tutorial, foi selecionada tripsina.

4. Selecione o Maximo de clivagens ausentes.

Nota: Para esse tutorial, foi selecionado 0.

5. Clique em Digestao.
O software preenche a tabela com informacdes tedricas dos peptideos digeridos e suas
sequéncias.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
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Figura 6-19: Painel de proteina preenchido com informagoes teéricas

i

[Protein Pane] E@@
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6. Clique na guia Modificagoes variaveis.
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Figura 6-20: Painel Protein - aba Variable Modifications

e

[Protein Pane] E] |-
File Edit Shew Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
=2~ I W Al R
ma AR D QEBEEw =
[ Protein & F‘eﬂﬂdgl Vanable Modifications Iﬁ
Max. number of simultaneous modifications: '3. -~ To apply modffications, press Digest on Protein & P ..
ze Symbal Mass Shift Type Applies To Mame &
mf ) (A 420106 Aminc Acid | SKC Acetyl N
M [Ditec] 45 0284 Amino Acid KSTYH Aeetyl: 2H(3)
] [ [FEQ] 4141937 Aming Acid CK Acetyl-FED-Biotin
[ [ [Aec] 59.01%4 Amino Acid aT AEC-MAEC
] [Aumd] 4202138 Amino Acid C Amidino
[ [Amn] 15.0109 Amino Acid Y Amino
[ [dim] -17.0265 Amino Acid M Ammaoniz-loss
[C] | [Ach] 6346628 Amino Acid | C Archaeol
[ [AGA] -43.0534 Amino Acid R Arg->GluSa
J [ ITirnl =47 218 Lnminn Arid R Lrn-sirn 2
4 m b

Selecione uma Maximo de modificagdes simultaneas.

Nota: Para esse tutorial, foi selecionado 3.

Marque a caixa de marcacao na coluna Uso para as modificagbes adequadas.

Dica! Se um icone for mostrado a esquerda da caixa de marcagao, a lista inteira de
aminoacidos pode ser selecionada ou apenas aqueles que forem aplicaveis.

Nota: Para esse tutorial, a opgao [1Ac] foi selecionada.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF
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Figura 6-21: Exemplo de modificagoes selecionadas.

e

[Protein Pane]

File Edit Shew Graph Process BioToolKit Window  Help

~a D QEEE®
' Protein & Peptides| Varniable Modifications |
Max. number of simultaneous modifications: |3. - To apply modffications, press Digest on Protein & P ..
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E C.Cys
W |KLlys
@] | S Ser
se Symbol Mass Shift Type Applies To Hame
3] [ [Dnec] 45,0294 Amino Acid KSTYH Aeetyl 2H(Z)
) [ [FEQ] 4141937 Amino Acid CK Acetyl-FED-Biotin
[ [Aec] 59.01%4 Amino Acid aT AEC-MAEC
[ | [Amd] 420213 Amino Acid | C Amidine -
K m . b

9. Clique na guia Proteina e peptideos.

10. Clique em Digestao.
Os resultados na tabela sdo modificados para refletir as sele¢des feitas pelo usuario.

Tutorial
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Figura 6-22: Painel de proteina preenchido com as informagoes modificadas

 [Protein Pane] =
File Edit Show Graph Process BioToolKt Window Help -8 X
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Reconstrucao de peptideo por LCMS

Reconstrucao de peptideo por LCMS identifica picos espectrais e executa uma
deconvolugao deles. A ferramenta de reconstrugao de peptideo por LCMS funciona em
duas etapas. Primeiro, os picos sao localizados usando a opg¢ao "Enhance" algoritmo de
localizag&o de pico. Segundo, a ferramenta encontra grupos de picos que formam séries de

isdtopos e séries de cargas e relatam a massa neutra de todos os componentes localizados.

1. Cligue no icone Abrir amostra na barra de ferramentas principal.
A caixa de dialogo Selecionar amostra é aberta.

2. Se a pasta nao estiver selecionada, clique em Navegar e navegue até a pasta Dados
de amostraSample Data.

3. Selecione o arquivo RP_digests.wiff e clique em OK.

A caixa de didlogo Abrir amostra IDA ¢é aberta.

Software SCIEX OS Explorer para sistemas TOF Tutorial
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Figura 6-23: Caixa de dialogo Open IDA Sample

Open IDA Sample @

-

How do you want to open this DA sample?

() With the IDA Explorer

[] Only show this dialog again if the shift key is down

| ok | [ cancel

4. \Verifique se a opgao Conforme um CTI padrao esta selecionada e clique em OK.

Certifique-se de que o primeiro traco, Pesquisa de IDA de RP_digests.wiff (amostra
1) - Sample001, aparegca em negrito. Se necessario, selecione esse trago.

Figura 6-24: Analise IDA de RP_digests.wiff

e
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5. Clique em Kit de ferramentas biologicas > Reconstrugdo de peptideos LCMS (com
confirmagao do pico).
A caixa de didlogo Opgoes de reconstrucao de peptideo LCMS é aberta.
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Figura 6-25: Caixa de didlogo LCMS Peptide Reconstruct Options

LCMS Peptide Reconstruct Options X
Time Range
Minimum retention time: 0.00 min Mazdmum retention time: 0.00

‘Enhance’ Peak Finding

Approxdmate LC pealc width: SEC Minimurm intensity in counts: 4] counts

Perform background subtraction Chemical noise intensity multiplier: 15

Charge Deconvalution

Mazs tolerance: 0.100 Da = Mazimum charge: B

oK | | Cancel

6. Digite os seguintes valores nos campos fornecidos:
* 9,00 min no campo Tempo de retengdo minimo
» Selecione a opgdo Tempo de retengao maximo e depois digite 16,00 no campo

* 6,0 seg no campo Largura aproximada do pico LC

Nota: A largura aproximada do pico € usada para determinar o deslocamento
durante a subtracdo da linha de base.

* 5 quantidades no campo Intensidade minima nas contagens
* 1,5 no campo Multiplicador de intensidade de ruido quimico
* 0,100 Da no campo Tolerancia de massa

* 5 no campo Carga maxima

Nota: A tolerdncia de massa na se¢ao Charge Deconvolution garante que o pico
reconstruido seja correspondente a proteina digerida teoricamente e que valores
diferentes em m/z pertencentes ao mesmo peptideo sejam agrupados juntos.

7. Clique em OK.
O software mostra uma tabela de peptideos, separados por tempo de retencao. As
informagdes a seguir sdo fornecidas para cada peptideo listado: indice, Tempo de
retencao, Massa, Massa/Carga, Soma int. e NUmero de picos.
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Figura 6-26: Lista de picos reconstruida
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8. Expanda Filtragem para mostrar as op¢oes de filtragem disponiveis.

Entre as opgdes de filtragem disponiveis estdo: Limite de intensidade, Numero
minimo de picos e Mostrar somente picos correspondentes.
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Figura 6-27: Opg¢oes de filtragem
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9. Selecione um ou mais filtros para ajustar a visualizagao, conforme desejado.

Nota: Nesse tutorial, o limite de intensidade foi configurado para 2,39e4 e o niumero
Num. de picos foi configurado para 4.

Figura 6-28: Lista de picos filtrados reconstruidos

= wq =12

—| Filtering

Intensity threshold: \J

Min. Mum. Peaks: [ ] Show matched peaks anly

Index -Ilqﬁe Mass [h;?:fgé ISr:tJm MNurm. F‘eakJ
10.62 1501.6620 2395 |17

2 1155 12706542 2585 |16

3 1268 940.4651 1535 |5

4 13.15 1605.8489 862eh |18

5 15.76 563.3048 1535 |4

& 15.78 747 4268 19625 |4

Barra de ferramentas

lrjﬂ}?:rsgé Imtensity  Charge Mono. o
e 25 [3 -
5018947 |32%4 |3
5022281  |141e4 |3 b
5025619 |546e3 |3
5028962 | 23%3 |3
5032294 (3952 |3
7518383 | 38%4 |2 il

Use os icones na barra de ferramentas para facilitar a visualizagao, conforme necessario.
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Tabela 6-2: icones da barra de ferramentas

icone [Name (dica de ferramenta)

| Mostrar espectro e XIC
DA Mostrar espectro MS/MS de IDA

Nota: Os ultimos seis icones dessa barra de ferramentas, comegando com o icone Excluir
esse painel, estao descritos em Barra de ferramentas genéricas do painel.

Mostrar espectro e XIC

Quando o icone Mostrar espectro e XIC é selecionado, o seguinte espectro e painel do XIC
€ aberto:

Figura 6-29: Mostrando os espectros e resultados do XIC

o =

[Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 1, +TOF ... elle ==
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fal L o -%xhe-[6a A I S WL RN
Spectrum from RP_digesis_.. - 2000) from 10,621 min +|| - @ XIC from RP_digests wi__): 501.56+- 0,10 Da +
- & XIC from RP_digests wif...0): 50189 +- 010 Da —
7518388 & @ XC from RP_digests wif...0): 502.23 +/- 0.10 Da &
3.5e4 5 @ XIC from RP_digests wif...0): 502.56 +/- 0.10 Da
@ XIC from RP_digests wif . .0): 502 .30 +- 0.10 Da
3.0e4 @ XIC from RP_digests wif. . 0): 503.23 +- 0.10 Da
@ XIC from RP_digests waf...0): 751.84 +/- 0.10 Da
2 Fed @ XIC from RP_digests wif _0): 752 34 +- 010 Da
5‘ 15026733 © XIC from RP_digests.wif...0): 752.84 +/-0.10 Da
2 2 .0e4 7528398 O XIC from HP_d!gests.'.l.'!f...E'}: 353_3-1 +-0100=a
-_E - 1503.6759 TS mm o o mm e nn n e
1,084 - 7533410 1504 6784 B
1 A ]
0.0e0 F —— Qe :
1000 1& 10.0
Mass/Charge, Da

Para o espectro MS gerado, é mostrada uma seta abaixo de cada pico que contribuiu para a
massa do peptideo. O XIC de cada pico de m/z que contribuiu com a massa do peptideo &
mostrado como sobreposi¢cdes no painel a direita.

Mostrar espectro MS/MS de IDA

Quando o icone Mostrar espectro MS/MS de IDA ¢ selecionado, o seguinte painel do
espectro é aberto:
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Reconstrucao de peptideos por LCMS com proteina
digerida

1.

Clique em Kit de ferramentas biologicas > Digerir proteina
E aberto o painel Proteina.

Arraste o icone Arraste para um painel de proteina para configurar sua lista de
picos do painel Proteina para o painel Lista de picos reconstruida.

O painel Proteina é atualizado, mostrando as sequéncias de peptideo no painel Protein
correspondentes aquelas da Reconstructed peak list. Os fragmentos no painel Proteina,
mostrados na cor vermelha e negrito, sdo fragmentos com correspondéncias exatas

do painel Lista de picos reconstruida. Os fragmentos mostrados na cor vermelha,
regular, sdo fragmentos que teriam fragmentos correspondentes no painel Lista de
picos reconstruida se tivessem sido designados ao estado de carga indicado nos
colchetes na coluna Correspondéncia do painel Lista de picos reconstruida. Os
fragmentos mostrados na cor preta ndo correspondem a nenhum fragmento no painel
Lista de picos reconstruida.
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Figura 6-30: Informacgodes tedricas no painel de proteinas vinculado a lista de picos

reconstruida
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Reconstrucao de proteina

Use essa opgao para obter a massa média (peso molecular) de uma proteina intacta.

1. Clique no icone Abrir amostra na barra de ferramentas principal.
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A caixa de dialogo Selecionar amostra ¢é aberta.

2. Se a pasta Dados de amostra ainda nao estiver selecionada, clique em Navegar e
navegue até a pasta Dados de amostra.

3. Selecione o arquivo RP_Intact.wiff e clique em OK.

Figura 6-31: TIC do arquivo RP_Intact.wiff

e

[TIC from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sample001, + TOF MS (500 - 2500)] =N cR =
File Edit Show Graph Process BieToclKit Window Help - 8 X
F@ eI QAEEE®
MELs-%cho-lassr | |8 - gQGEEEw@ 3
TIC from RP_Intactwiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) +
5.2 &
1.0e7 -
8.0e5 -
s €.0e -
4,0eb
EIM. L
DDeU’l“*—J—;—
1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Time, min
4. Crie um espectro médio usando uma regiao do pico em 5,93 min. Consulte Figura 6-32.
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Figura 6-32: Espectro médio

e
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5. Com o painel do espectro ativo, clique em Kit de ferramentas biolégicas >
Reconstrugao de proteina.
A caixa de dialogo Opgodes de reconstrugao ¢ aberta.
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Figura 6-33: Reconstruction Options

i "

Reconstruction Options @
Output mass range
i Use limited input m."

se limited input m/z range Stat mass: 15000 e

Stop mass: 18000 Da

Step mass: 1.00 Da

Parameters

Input spectrum isotope resolution:  Moderate (10000} - Charge agert: H+= -
oK | | Cancel

6. Digite os valores adequados para as seguintes opg¢des:

* Massa inicial: 15000 Da
* Massa de parada: 18000 Da
* Massa da etapa: 1,0 Da

7. Selecione o Resolugdo do isétopo do espectro de entrada apropriado: Moderate
(10000).

Nota: Para dados adquiridos usando um sistema de quadrupolo, o pardmetro de largura
do pico é mostrado ao invés do paradmetro de resolugcéo do is6topo no espectro de
entrada.

8. Selecione o0 Agente da carga apropriado: H+.

Cliqgue em OK.

O software gera um espectro da proteina reconstruida em um painel separado com o
titulo: Reconstrucao, Resolugao do isétopo do espectro de entrada [selegdo de
usuario].
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Figura 6-34: Painel de reconstrugao

e
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Nota: Para dados adquiridos usando um sistema de quadrupolo, o titulo no painel é:
Reconstruction, Peak width [value].

10. Selecione o pico da proteina reconstruida.
Marcagoes da reconstru¢cao manual vertical sao incluidos ao espectro selecionado para
gerar a proteina reconstruida.
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Figura 6-35: Espectro com marcag¢oées da reconstru¢ao manual
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Resumo

Nesta segao, as seguintes tarefas foram discutidas:

» Sequenciar manualmente dados espectrais de MS/MS de uma amostra de proteina
digerida.

* Vincular um espectro sequenciado manualmente com fragmentos de peptideo.

* Incluir marcadores (Marcagdes de reconstrugao manual) indicando as posigdes tedricas
da faixa de m/z de uma determinada massa para um espectro.

* Remover marcadores de um espectro.
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* Obter informacgdes sobre sequéncias tedricas de peptideos que resultam de uma
clivagem enzimatica definida pelo usuario de uma proteina especifica.

» Usar a reconstrucao de peptideos por LCMS para identificar picos espectrais e executar
uma deconvolugao deles.

* Vincular informacgdes tedricas a um painel de proteina com uma lista de picos
reconstruidos.

* Obter a massa média (peso molecular) de uma proteina intacta.
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