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Introduction 1

Ce document présente certains outils et certaines fonctionnalités disponibles dans le logiciel.
Il ne fournit pas une description détaillée de chaque opération disponible, mais il explique les
flux de travail les plus courants auxquels le logiciel peut répondre.

Sociéeté

Alors que certaines fonctions et opérations sont propres a certaines applications et a certains
flux de travaux, la plupart sont standard et sont fréquemment utilisées lors de I'exploration
des données qualitatives. Cette section du document fournit une bréve introduction aux
concepts du logiciel et une description de certaines opérations les plus courantes et les plus

fondamentales. Les sections suivantes décrivent les approches en matiére de flux de travaux
spécifiques et utilisent les fichiers de données d’échantillon fournis avec le logiciel.

Les fichiers d'échantillon sont disponibles dans sciex.com/software-support/software-
downloads, sous SCIEX OS ressources. Copiez 'ensemble du projet dans le dossier
D:\SCIEX 0S DATA de I'ordinateur. Les exemples de ce tutoriel utilisent les fichiers
d’échantillon suivants :

* Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff

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

+ DataSET62.wiff

+ DataSET63.wiff

+ DataSET64.wiff

+ DataSET65.wiff

» DataSET66.wiff

* RP_digests. wiff

* RP_Intact.wiff

* Bromocriptine.mol

Les fichiers Bromocriptine proviennent des analyses IDA en mode négatif d'une incubation
avec des microsomes hépatiques du rat. Le fichier Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff a
été généré a partir d'un repére temporel d'une heure, et les deux autres ont été générés

a partir des repéeres temporels de zéro et d'une heure d'inoculation dans le plasma. Le
fichier Bromocriptine.mol contient la structure moléculaire de la bromocriptine. Les fichiers
DataSET61 a DataSET66 sont des fichiers qui ont été générés a partir de la loratadine et
de ses impuretés. Les différents ensembles de données représentent différents niveaux de
concentration. Le fichier RP_Intact.wiff est généré a partir d'une analyse de la myoglobine
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intacte. Le fichier RP_digests.wiff est généré a partir d'une analyse de la digestion triptyque
de la myoglobine.

Options

Le logiciel offre de nombreuses options pour affiner le comportement des commandes.
Certaines options, comme le montre la lllustration 1-1, sont dotées d'une case a cocher
qui ne permet d'afficher la boite de dialogue que si vous appuyez sur la touche Maj (Maj).
Ceci évite d'interagir avec la boite de dialogue si aucune modification des paramétres n'est
nécessaire. Le menu de ces commandes contient une fléche orientée vers le haut.

lllustration 1-1 : Options

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

Volets

Si le logiciel utilise des fenétres pour afficher et recevoir des informations, le composant de
base de l'interface utilisateur est un volet. Une fenétre peut contenir un ou plusieurs volets,
mais seul un volet peut étre actif a la fois. Les volets regoivent les commandes des menus

et des barres d'outils. Les menus et les barres d'outils offrent différentes fagons de manipuler
les volets ou les données qu'ils contiennent.

Les volets peuvent contenir des graphiques, tels que des spectres et des chromatogrammes,
des cartes thermiques ou des tableaux, ainsi que des vues plus spécialisées. Les opérations
de traitement types permettent de créer des volets pour afficher des informations ou d'utiliser
les données affichées dans un volet. Chaque volet contient des outils standard a un ou deux
volets. La plupart des volets sont dotés d'outils supplémentaires qui leur sont propres. Les
outils supplémentaires permettent d'accéder aux commandes les plus courantes.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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La lllustration 1-2 montre un exemple de fenétre standard. La fenétre contient deux volets,
dont un volet actif (le chromatogramme) identifié par une bordure colorée et une barre
d'outils.

lllustration 1-2 : Exemple de volets dans une fenétre

o
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Les opérations courantes des volets sont résumées dans les sections Barre d'outils du
volet générique et Barre d'outils a deux volets. Les opérations spécifiques des volets sont
résumeées dans la section Graphiques.

Barre d'outils du volet générique
Cliquez sur une icéne pour utiliser les opérations génériques a volet unique.

Tableau 1-1 : Icones de la barre d'outils du volet générique

Icone [Nom (infobulle)
1] Supprime ce volet
Q Développe le volet actif pour remplir la fenétre
Masque ce volet
Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
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Tableau 1-1 : Icones de la barre d'outils du volet générique (suite)

Icone |Nom (infobulle)
Masque tous les autres volets
= Affiche tous les volets masqués
73] Supprime tous les autres volets (maintenir la touche Ctrl enfoncée pour ne
supprimer que les volets situés aprés celui-ci)

Remarque : Des icones similaires sont également disponibles dans la barre d'outils
principale au-dessous de la barre de menu. Cliquer sur l'une des icdnes dans la barre d'outils
principale du volet actif a le méme effet que de cliquer sur I'icbne dans le volet actif. Cette
barre d'outils peut étre utile si le volet actif a été redimensionné et que certaines icbnes ne
sont pas visibles.

Supprime ce volet

Si plusieurs volets sont ouverts, utilisez cette icobne pour supprimer le volet correspondant. Si
un seul volet est ouvert, l'icbne est alors indisponible.

Développe le volet actif pour remplir la fenétre

Utilisez cette icbne pour développer le volet et renseigner toute la fenétre ou pour rétablir
le volet a sa taille d'origine. Si la fenétre comporte plusieurs volets, cette icbne vous permet
alors d'en activer un temporairement.

Un onglet distinct est affiché en haut de la fenétre pour chaque volet. Cliquez sur I'onglet
approprié pour basculer entre les volets.

Remarque : Si les titres des volets sont longs, tous les onglets risquent de ne pas étre
visibles. Utilisez les touches fléchées a droite des onglets pour les faire défiler. Cliquez a
nouveau sur l'icéne pour rétablir la vue d'origine qui affiche tous les volets.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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lllustration 1-3 : Exemple de volet développé
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Masque ce volet

Utilisez cette icone pour masquer le volet correspondant afin que les autres volets présents
dans la fenétre remplissent I'espace disponible. Cette icone est utile lorsque vous souhaitez
afficher un sous-ensemble des volets, mais ne souhaitez pas fermer les autres volets de
fagon permanente.

Masque les autres volets

Utilisez cette icbne pour masquer tous les volets, sauf le volet correspondant. Le résultat
revient a cliquer sur l'icbne Agrandit le volet actif jusqu’a remplir la fenétre, car dans les
deux cas, seul le volet correspondant reste et remplit I'espace disponible. La différence se
remarque lorsqu'un autre volet est ensuite créé. Dans le cas du volet développé, ce nouveau
volet devient actif et vient remplir I'espace disponible. Dans le cas des volets masqués, les
deux volets (celui qui était actif a I'origine et le nouveau) sont tous deux visibles.

Affiche tous les volets masqués

Utilisez cette icbne pour afficher tous les volets qui ont été masqués.

Supprime les autres volets

Si la touche Ctrl n'est pas maintenue enfoncée, la sélection de cette icbne supprime tous les
volets de la fenétre, a I'exception du volet correspondant. Cette option est utile pour nettoyer
et commencer un retraitement de I'échantillon. Tous les volets masqués sont également
supprimés.

Si la touche Ctrl est maintenue enfoncée, seuls les volets qui se trouvent aprés le volet
correspondant sont supprimés. Cette option est utile lorsque de nombreux volets sont
ouverts et que seuls certains volets initiaux sont nécessaires. Dans ce cas, les volets
masqués ne sont pas supprimés.

Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
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Barre d'outils a deux volets

Faites glisser l'icbne pour utiliser les opérations a deux volets (la disponibilité dépend du
type de volet). Le volet source est celui qui contient I'icone sélectionnée. Le second volet
correspond au volet cible.

Tableau 1-2 : Icones de la barre d'outils a deux volets

Icone |Nom (infobulle)

3= Glisser-déposer pour réorganiser les volets.

+ Faire glisser vers un autre graphique pour ajouter les données actives aux
données actives de I'autre graphique. (Maintenez la touche Ctrl enfoncée
pour ajouter les données actives a tous les ensembles de données de l'autre
graphique.)

- Faire glisser vers un autre graphique pour soustraire les données actives des
données actives du graphique cible (Maintenez la touche Ctrl enfoncée pour
soustraire les données de tous les ensembles de données du graphique cible.
Maintenez la touche Maj enfoncée pour conserver les valeurs négatives.)

& Faire glisser vers un autre graphique pour superposer les données actives dans
le graphique cible. (Maintenez la touche Ctrl enfoncée pour superposer tous les
ensembles de données, et pas uniquement I'ensemble actif.)

Glisser-déposer pour réorganiser les volets

Cette icone s'affiche dans le coin supérieur droit de chaque volet et est utilisée pour modifier
les positions relatives des volets. Cliquez sur I'icone dans un volet, puis faites-la glisser vers
le haut, le bas, la gauche ou la droite d'un deuxiéme volet. Selon I'endroit ou le bouton de

la souris est relaché, le premier volet change de position par rapport au second. Lorsque le
curseur est déplacé, I'un des cbtés du second volet est mis en surbrillance en rouge pour
indiquer I'endroit ou le premier volet est placé. lllustration 1-4 affiche le résultat du glissement
de cette icbne du volet supérieur vers la partie droite du volet inférieur.

lllustration 1-4 : Résultat du glissement de I'icone du volet supérieur vers la partie
droite du volet inférieur

Before During After
P -, =
== F== o
) &= &g &
Pane 1 Pane 1
Pane 2 Pane 1
= lﬂ
Pane 2 Pane 2
Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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Remarque : Les volets peuvent étre déplacés d'une fenétre a une autre.

Faire glisser vers un autre graphique pour ajouter les données
actives aux données actives de l'autre graphique

Utilisez cette icone pour rassembler deux ensembles de données point par point. Les
données sources (volet dans lequel vous avez initialement cliqué) sont ajoutées aux
données cibles (volet dans lequel vous avez relaché I'icbne). Le titre des données modifiées
est actualisé pour indiquer qu'il a été modifié.

Remarque : Seuls deux ensembles de données du méme type peuvent étre additionnés.
Par exemple, vous ne pouvez pas ajouter un spectre a un chromatogramme.

Remarque : Si le graphique cible contient plusieurs tracés superposés, par défaut, les
données source sont ajoutées uniquement aux données cible actives. Si vous appuyez sur la
touche Ctrl, la source est ajoutée a tous les ensembles de données dans la cible.

Faire glisser vers un autre graphique pour soustraire les données
actives des données actives de la cible

Utilisez cette icbne pour soustraire les données source aux donneées cible. Cette icbne est
trés utile pour soustraire le bruit de fond d'un spectre de masse.

Remarque : Si le graphique cible contient plusieurs tracés superposés, par défaut, les
données source sont soustraites uniquement des données cible actives. Si vous appuyez
sur la touche Ctrl, la source est soustraite de tous les ensembles de données dans la cible.

Conseil ! Normalement, les éventuels points de données pour lesquels l'intensité dans la
source est plus importante que dans la cible ne sont pas conservés. Cela signifie que les
valeurs y négatives sont écartées. Si vous appuyez sur la touche Shift (Maj), les points pour
lesquels l'intensité est négative sont conservés.

Faire glisser vers un autre graphique pour superposer sur les
données actives dans le graphique cible
Utilisez cette icbne pour superposer les données actives dans le graphique source sur le

graphique cible. Une fois I'opération terminée, le graphique cible contiendra une nouvelle
série avec une copie des données cible.

Remarque : Si le graphique source contient plusieurs tracés superposés, par défaut, seule
une copie de ses données actives est déplacée vers le graphique cible. Maintenez la touche
Ctrl enfoncée pour superposer une copie de tous les ensembles de données du graphique
source sur le graphique cible.

Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
RUO-IDV-05-15739-FR-A 11/120



Introduction

Graphiques
Les graphiques sont des volets qui permettent l'interaction et I'affichage des données.
Plusieurs opérations sont communes a tous les graphiques, tandis que d'autres dépendent

du type de données affichées.

lllustration 1-5 : Graphiques

-

[ID& Survey from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample001] E'@
File Edit Show  Graph  Process  BioTeolKit  Window  Help - 5 X
& &
T S AT b @@ i
IDA Survey from RP_digests wiff (sample 1) - Samplelc. -~ +
— —> iﬁ&ﬁa 2
Selection made by dragging in the data region

18% -
16%
14%

" Drag in the axes to zoom or scroll

=
A

10% -

S
.

% Intensity [of 2.927|

T
S

=
e

=
-

10.5 11.0 11.5 120 125 120 125
Drag the indicator to change the threshold Time, min

Les commandes génériques sont résumées comme suit :

* Les opérations d'agrandissement et de défilement sont exécutées en faisant glisser le
curseur dans la zone de I'axe des x ou des y du graphique. Pour réinitialiser I'axe sur la
plage d'origine, vous devez double-cliquer, et pour rétablir la vue précédente du graphique
(annulation de I'agrandissement et du défilement), vous devez cliquer sur I'axe tout en
appuyant sur la touche Maj (Maj).

* Vous pouvez positionner un indicateur de seuil en le faisant glisser. Le seuil détermine
généralement les pics qui sont marqués et il est parfois utilisé pour déterminer les pics
traités.

» Effectuez les sélections en les faisant glisser dans la zone de données. Les sélections
sont utilisées pour définir une partie des données a utiliser ou a traiter. Sélectionnez
plusieurs zones en appuyant sur la touche Maj (Maj) tout en faisant glisser la souris.
Appuyez sur la touche Ctrl pour effectuer des sélections dans les axes x et y.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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Barre d'outils spécifique au graphique

Tableau 1-3 : Icones de la barre d'outils spécifique au graphique

Icone |Nom (infobulle)
fa} Returns zoomed graph to home view
e Agrandit la sélection pour un affichage intégral
e Show 'Zoom' graph (for tracking current zoom). Consultez la section lllustration
1-6.
i Ajoute des marqueurs fléchés pour les pics sélectionnés
% Use percent y-axis.
s Label all overlaid traces

A Remplir les pics

== Links graph's x-axis to others (with same units) in the window (Maintenez la
touche Ctrl enfoncée pour appliquer a tous les graphiques actuels.)

- Modifie les données pour utiliser I'expérience précédente

=, Modifie les données pour utiliser I'expérience suivante

a Switches data to use a selected experiment

il Affiche un spectre pour la sélection

i Définir la plage de soustraction du bruit de fond

Remarque : Les six derniéres icbnes de cette barre d'outils, commengant par l'icbne
Supprime ce volet, sont décrites dans la section Barre d'outils du volet générique.

Rétablit le graphique agrandi a son affichage initial

Si le tracé a été agrandi, utilisez cette icbne pour revenir a la vue initiale, a savoir la vue
dans laquelle les axes des x et des y présentent leurs plages par défaut et dans laquelle
toutes les données disponibles sont visibles. Un double-clic sur I'axe des x permet de revenir
a la vue initiale du graphique. Un double-clic sur I'axe des y renvoie cet axe seul a sa plage
maximale.

Affiche la sélection en plein écran

Utilisez cette icbne pour agrandir le tracé afin que la zone sélectionnée remplisse la totalité
de I'espace disponible. Avant de sélectionner cette icbne, faites glisser le curseur a l'intérieur
du tracé pour faire une sélection. Vous pouvez également agrandir la vue en faisant glisser le
curseur directement sur I'axe des x (ou l'axe des y) du tracé.

Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
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Afficher le graphique « Zoom » (pour le suivi de zoom actuel)

Utilisez cette icbne pour afficher une petite copie du graphique sous le graphique principal
comme le montre la lllustration 1-6. Cet apergu du graphique montre toujours la totalité de la
plage disponible et indique la zone du graphique principal qui a été agrandie a I'aide d'une
sélection rose. Quand le graphique principal a été agrandi, cette sélection se met a jour en
conséquence.

Lorsque la sélection de pics est déplacée vers un nouvel emplacement, le graphique
principal défile, comme requis. Effectuez un déplacement prés du bord droit ou gauche de la
sélection pour régler la largeur. Dans ce cas, le graphique principal est agrandi si nécessaire.

Cette fonctionnalité est utile pour les spectres de masse haute résolution, car il est souvent
nécessaire de les agrandir suffisamment pour observer les détails requis. L'apercu du
graphique vous permet encore de garder une trace de I'emplacement ou se trouve la zone
agrandie par rapport a la totalité de la plage de masses.

lllustration 1-6 : Afficher un apergu du graphique

Spectum from Cel_TOFMS . wiff [zample 1] -...F WS [100 - 1000] from 0100 to 0.234 min
32,8757
B00
=
5 400y “148.9916 (1)
£
200 H 730433 11)
*156.0367 1) I
N O L]
130 140 150 160 170
____________ Mazz/Charge, amu
|||Il [T b il (- i I

Ajoute des marqueurs fléchés pour les pics sélectionnés

Utilisez cette icbne pour ajouter un marqueur fléché au pic le plus grand dans la zone
sélectionnée du graphique. La affiche le résultat du clic sur cette icbne lorsque le pic 829
(approximatif) est sélectionné comme indiqué.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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lllustration 1-7 : Ajouter un marqueur fléché

Specturn from Csl_TOFMS. witf [... 1000] from 0,100 ko 0.234 min
B0 - 529 3574
= i
7 4 1.0032
n
= 200
2.0057
M 2.0087
g2a ¥ g 831 832 833
bazz/Charge, amu

Les fléeches agissent comme des points de référence dans les données. Par défaut, les
pics qui ne sont pas proches d'une fléche sont marqués de leur distance a la fléche la
plus proche. Le pic proche de la fleche ayant la valeur x la plus importante est marqué de
la valeur x réelle. Les pics proches d'une fleche autre que la derniére sont marqués par
rapport a la fleche ayant la valeur x la plus élevée. Dans le logiciel lllustration 1-7, le pic a
environ 829 Da est marqué avec sa valeur m/z réelle et les pics isotopiques sont marqués
avec leur distance par rapport a ce pic. Les pics a gauche de la fleche (non représentés)
comporteraient des valeurs marquées comme négatives.

Les fléches sont le plus souvent utilisées avec les spectres et facilitent la recherche des
différences de masse attendues comme les isotopes, les pertes de masse dans les spectres
MS/MS, etc. La affiche le spectre MS/MS d'un peptide dans lequel des fleches ont été
ajoutées aux valeurs correspondant a des pertes neutres de résidus d'acide aminé. Par
exemple, le pic marqué 99,02 pourrait étre une perte de valine du pic a 1050,73 Da, le pic
suivant marqué 114,03 pourrait étre une perte additionnelle d'asparagine, etc. Le pic marqué
-113,08 pourrait étre une perte de leucine ou d'isoleucine du pic marqué 129,02 (avec un
rapport m/z réel proche de 709 Da).

lllustration 1-8 : Ajouter plusieurs marqueurs fléchés

Spectrurm from (D& BSA Digest.wiff [zam...t 3, +EP 100 - 1600) from 20108 min
Precursor: 582.5 amu, Charge: 2, CE: 300

59,02
455,23
48229 34312 11308 12302 qgp

‘ * 114.03
400 B0 an'n*

t azz/Charge, amu

[Htensity

0.32 108073

Si ce marquage de pic relatif n'est pas utilisé, décochez I'option Utiliser les fleches pour
libeller les pics relatifs représentée dans la lllustration 1-9. Dans ce cas, les fleches sont
utilisées pour marquer les pics présentant un intérét particulier.
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Illustration 1-9 : Menu Add Arrow Marker
f -

Remowve All Arrows

Use Arrows for Relative Peak Labeling

Vous pouvez faire glisser une fléche vers un nouvel emplacement. Si vous la faites glisser
dans l'aire du traceé, ceci annule l'opération de déplacement. Si vous la faites glisser a
I'extérieur du graphique, la fleche est supprimée. Pour supprimer les fleches, sélectionnez
Supprimer toutes les fleches dans le menu affiché a la lllustration 1-9.

Utiliser I'axe des y (%)

Cette icone détermine la mise a I'échelle de I'axe des y. Quand cette option est sélectionnée,
les tracés superposés sont mis a I'échelle de fagon que la valeur maximum de chaque tracé
soit de 100 %. L'utilisation de I'axe des y en pourcentage est commode si les amplitudes
absolues des tracés superposés sont trés différentes.

Marquer tous les tracés superposés

Par défaut, quand de nombreux tracés sont superposés, seul le tracé actif est marqué.
Cliquez sur cette icdne pour marquer tous les tracés. Cliquez a nouveau sur l'icbne pour
supprimer tous les marqueurs et revenir a la vue d'origine.

Remplir les pics

Cliquez sur cette icone pour remplir les pics avec les données actives en utilisant
alternativement des remplissages sombres et clairs. Cette fonction est utile pour afficher le
début et la fin exacts des pics. Cliquez a nouveau sur l'icbne pour supprimer le remplissage
et revenir a la vue d'origine.

Relie I'axe des x du graphique a d'autres (avec les mémes unités)
dans la fenétre

Les axes de plusieurs graphiques peuvent étre liés les uns aux autres de sorte que quand
un axe d'un graphique est agrandi, les autres s'ajustent automatiquement pour afficher la
méme plage. Cette fonction peut étre utile pour comparer les données de ces graphiques. Il
est également possible de superposer les ensembles de données dans le méme graphique.
Toutefois, cette action n'est pas toujours souhaitée.

Cliquez sur l'icbne Relie I'axe des x du graphique a d'autres (avec les mémes unités)
dans la fenétre dans chacun des graphiques a associer. Si vous maintenez la touche Ctrl
enfoncée pendant que vous cliquez sur l'icone, vous liez tous les graphiques en cours avec
les mémes unités d'axe des x dans la méme fenétre comme graphique actif. Par exemple,
si trois spectres sont visibles, que vous appuyez sur la touche Ctrl et que vous cliquez

sur l'icone Relie I'axe des x du graphique a d'autres (avec les mémes unités) dans la
fenétre (Relie I'axe des x du graphique a d'autres (avec les mémes unités) dans la fenétre)
de l'un d'eux, les trois spectres sont reliés les uns aux autres.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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Remarque : Si un nouveau spectre est généré par la suite, il n'est pas relié aux autres. Pour
associer le nouveau spectre, cliquez sur I'icbne Relie I'axe des x du graphique a d'autres
(avec les mémes unités) dans la fenétre associée.

Par défaut, seuls les axes des x des graphiques sont liés. Dans ce cas, quand un graphique
est agrandi manuellement, les autres vont automatiquement agrandir leurs axes des y de
fagon que les pics présents dans la vue remplissent I'espace disponible.

Pour dissocier un graphique lié, cliquez sur l'icbne Relie I'axe des x du graphique a
d'autres (avec les mémes unités) dans la fenétre (Relie I'axe des x du graphique a
d'autres (avec les mémes unités) dans la fenétre) dans le graphique approprié. Appuyez en
méme temps sur la touche Ctrl pour dissocier I'ensemble des graphiques avec les mémes
unités de l'axe des x dans la méme fenétre.

Modifie les données pour utiliser I'expérience suivante

Si les données actives du graphique sont associées a une expérience spécifique autre que
la derniere, cette icone remplace les données par des données du méme type mais pour
I'expérience suivante.

Par exemple, si le TIC relatif a I'expérience 2 est actif, cliquez sur cette icbne pour passer au
TIC relatif a I'expérience 3. Si le spectre d'une période donnée est actif pour I'expérience 2,
cliquez sur cette icbne pour passer a un spectre de la méme période pour I'expérience 3.

Modifie les données pour utiliser I'expérience précédente

Si les données actives du graphique sont associées a une expérience spécifique autre que
la premiere, cette icone remplace les données par des données du méme type mais pour
I'expérience précédente.

Par exemple, si le TIC relatif a I'expérience 3 est actif, cliquez sur cette icobne pour passer au
TIC relatif a I'expérience 2. Si le spectre d'une période donnée est actif pour I'expérience 3,
cliquez sur cette icbne pour passer a un spectre de la méme période pour I'expérience 2.

Modifie les données pour utiliser une expérience sélectionnée

Utilisez cette icOne pour sélectionner une expérience spécifique plutét que de faire défiler les
expériences une a une. Cliquez sur l'icbne pour ouvrir une boite de dialogue qui répertorie
toutes les expériences disponibles. L'échantillon actif est mis en surbrillance. Cliquez sur une
expérience dans la liste pour la sélectionner, puis cliquez sur OK. Consultez la lllustration
1-10.
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lllustration 1-10 : Boite de dialogue Select Experiment

o o)

Select Experiment @

{ Period 1, Bxperment 1 +TOF MS (100 - 1000)
Period 1, Experiment 2 +TOF MS™2 (100 - 1000}
Period 1, Experment 3 +TOF MS™2 (100 - 1000}
Period 1, Experiment 4 +TOF MS™2 (100 - 1000)
Perind 1, Experiment 5 +TOF MS™2 (100 - 1000)
Perind 1, Experiment & +TOF MS™2 (100 - 1000}
Perind 1, Experiment 7 +TOF MS™2 {100 - 1000}
Period 1, Experiment 8 +TOF MS™2 {100 - 1000}
Perind 1, Experment 9 +TOF MS™2 (100 - 1000}
Period 1, Experment 10 +TOF MS™2 {100 - 1000}

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

| ok || cancel |

Affiche un spectre pour la sélection

Utilisez cette icbne pour générer un spectre de masse selon une moyenne établie sur la
période de la sélection en cours dans le graphique. Vous pouvez obtenir le méme résultat en
double-cliquant dans la sélection.

Définir la plage de soustraction du bruit de fond

Utilisez cette icbne pour soustraire automatiquement le bruit de fond des spectres générés a
partir du chromatogramme.

Barre d'outils spécifique au spectre

Tableau 1-4 : Icénes de la barre d'outils spécifique au spectre

Icone |Nom (infobulle)

e Affiche un XIC pour la sélection

Remarque : Les onze premiéres icones de cette barre d'outils, commencant par l'icbne
Rétablit le graphique agrandi a son affichage initial, sont décrites dans la section Barre
d'outils spécifique au graphique.

Remarque : Les six derniéres icbnes de cette barre d'outils, commengant par l'icobne
Supprime ce volet, sont décrites dans la section Barre d'outils du volet générique.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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Affiche un XIC pour la sélection

Utilisez cette icbne pour générer une chromatographie a échange d'ions (XIC) cumulée sur
la gamme de masses de la sélection en cours dans le graphique.

Superpositions

Les graphiques peuvent contenir différents tracés, appelés superpositions, qui partagent les
mémes axes, ce qui facilite leur comparaison. Il est possible de les générer en faisant glisser
l'icOne a deux volets appropriée, par exemple, Faire glisser vers un autre graphique

pour superposer les données actives dans le graphique cible (Faire glisser vers un
autre graphique pour superposer les données actives dans le graphique cible) et elles sont
produites automatiquement via des commandes de création de volet. Consultez la section
Chromatogrammes et spectres.

Dans la lllustration 1-11, le graphique contient quatre spectres avec l'icbne Libeller toutes
les traces superposées sélectionnée. La zone d'en-téte du graphique affiche les titres des
deux spectres et des cercles en couleur indiquant la couleur du tracé. Le tracé actif est
affiché en caractéres gras. Ce tracé est la cible pour toute opération de traitement, comme
les données de seuil, le lissage, etc., et devrait normalement étre le seul marqué. Si vous
cliquez sur l'icdbne a gauche du titre, celle-ci est modifiée et seul le titre du tracé actif est
affiché. Cette fonction est utile en cas de superpositions multiples. Cliquez a nouveau sur
I'icbne pour inverser le processus. S'il y a beaucoup de tracés et que vous déplacez le
curseur sur les titres, le curseur se transforme en fleche a double sens et agit comme une
barre de défilement lorsque vous le déplacez de sorte que tous les titres sont accessibles.
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lllustration 1-11 : Graphique contenant quatre spectres avec l'icone Marquer tous les
tracés superposés sélectionnée

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

o S AP TR IR =] -
— @ 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 &

@ Spectrum from Bromecrip_|DA-DBS alone T=1.wiff (s..., -TOF MS"2 (100 - 2000) from 1.011 to 1.217 min

3411145
2000 -
115.0387
1500 1 341.1151
= - -
il 175.0607
a
= 1000
moD 4 |[115.0381 3H1.1140
r 0603 (3‘42-” ™ 4390902 79 1461
D'|'II"'.' e 1 ."( J ) . . .
200 300 400 500 600 700 800 SO0
Mass/Charge, Da

Il existe plusieurs fagcons de modifier le tracé actif :

* Cliquez sur le cercle de couleur a c6té du titre.
* Cliquez sur le titre lui-méme.

* Cliquez sur un point de données dans le tracé (et non sur le tracé lui-méme).

Si vous cliquez sur le bouton droit de la souris dans un graphique contenant des
superpositions, un menu contextuel est affiché et propose des commandes que vous pouvez
utiliser afin de modifier visuellement les tracés affichés. Les options Supprimer la trace
active et Supprimer toutes les traces sauf I’active fonctionnent comme prévu.

Ouvrir des fichiers

Comme le montre la lllustration 1-12, le logiciel peut ouvrir différents types de fichier de
données et dispose de commandes pour ouvrir un ou plusieurs échantillons.
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Illustration 1-12 : Menu File

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

Ouvrir un fichier d'échantillon

L'option Ouvrir un échantillon ouvre la boite de dialogue Sélectionner un échantillon.
Consultez la lllustration 1-13.

Cette boite de dialogue permet de sélectionner un fichier. La vue générée dépend de la
commande sélectionnée : un seul fichier .scan affichant un spectre ou un chromatogramme
en courant ionique total (TIC) et plusieurs fichiers de balayage .wiff affichant un TIC (la
somme de toutes les expériences, s'il y en a plusieurs).

lllustration 1-13 : Boite de dialogue Sélectionner un échantillon

o "

Select Sample
Source: [DASCIEX OS Data\Example Project\Data] v | | Browse... |
=gl Sample Data

] Bromocrp |DA-DES alone_T=1 wif

#- || Bromocrip_IDA-DES in plasma_T=0.wiff

#-|Z] Bromocsip_|IDA-DBS in plasma_T=1.wiff

i (W] DataSETE1 wiff

#- 2| DataSETE2 wiff

#)|Z] DataSETE3.wiff

] |8| DataSETEA wiff

& |Z| DataSETES wiff

] E] DataSETEE wiff

#-|E| RP_digests wilf

#-|Z] RP_Intact wiff

QK Cancs|
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Cliquez sur l'icone a gauche du fichier .wiff pour afficher tous les échantillons dans le fichier,
puis sélectionnez le nom du fichier requis. Si le fichier ne contient qu’un seul échantillon,
sélectionnez le nom du fichier, puis cliquez sur OK.

Ouvrir plusieurs fichiers d'échantillon

Les options Ouvrir plusieurs échantillons et Ouvrir les TIC de carte de chaleur a
partir du Wiff ouvrent la boite de dialogue Sélectionner des échantillons. Consultez la
lllustration 1-14.

Le volet de gauche correspond a la boite de dialogue Ouvrir qui permet de parcourir les
dossiers et de spécifier les fichiers, tandis que le volet de droite indique les fichiers qui seront
ouverts lorsque vous cliquerez sur OK. Les échantillons peuvent étre transférés de la gauche
vers la droite de la maniére suivante :

» Développez le fichier .wiff, sélectionnez I'échantillon, puis cliquez sur la fleche pointant
vers la droite.

» Développez le fichier .wiff, sélectionnez I'échantillon, puis faites-le glisser vers le volet de
droite.

» Développez le fichier .wiff, puis double-cliquez sur I'échantillon.

Si le fichier contient plusieurs échantillons, vous pouvez alors tous les transférer en
sélectionnant le fichier .wiff et en cliquant sur la fleche pointant vers la droite, ou en
sélectionnant le fichier .wiff, puis en le faisant glisser vers le volet de droite.

Les échantillons peuvent étre transférés de la droite vers la gauche de la maniére suivante :

» Développez le fichier .wiff, sélectionnez I'échantillon, puis cliquez sur la fleche pointant
vers la gauche.

» Développez le fichier .wiff, sélectionnez I'échantillon, puis faites-le glisser vers le volet de
gauche.

* Double-cliquez sur I'échantillon.
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lllustration 1-14 : Boite de dialogue Select Samples

Select Samples @

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

Available Selected

Bromocrp_IDA-DBS alone_T=1 wiff
Bromocrp_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff
Bromocrp_IDA-DBS in plasma_T=1 wiff =
DataSETE wiff
DataSETEZ wiff
DataSETEI wiff
DataSETEA wiff =
DataSETES wiff
Data SETEE wiff
RP_digests wiff
RP_Intact wiff

- [F [ ) ] - )

| ok || Ccancsl

Chromatogrammes et spectres

Les vues Total lon Chromatogram (TIC), Spectra et Extracted lon Chromatogram (XIC) sont
les vues de données les plus utilisées pour explorer et examiner des données. Le logiciel
fournit des liens entre ces vues de données afin que vous puissiez générer rapidement

des spectres puis des XIC pour déterminer si les pics des spectres proviennent d'un ou de
plusieurs pics chromatographiques.

Chromatogramme en courant ionique total (TIC)

Il s'agit de la vue par défaut qui s'affiche lorsqu'un fichier de balayage ou de balayage
multiple .wiff est ouvert. Le TIC affiché correspond a un chromatogramme généré par
I'addition des intensités de tous les ions de chaque spectre et par le tracé de la somme
en tant que fonction du temps de rétention.

Si vous avez acquis I'échantillon a l'aide des expériences en boucle, le TIC affiché
correspond aux sommes d'intensité des deux expériences et une fléche spécifique est
tracée sur l'axe des x pour l'indiquer. Consultez la lllustration 1-15. Si vous double-cliquez
sur l'indicateur, un nouveau volet répertoriant les TIC individuels superposés pour chaque
expérience s'affiche.
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IHlustration 1-15 : TIC

-

- [TIC from DataSETEL.wiff (sample 1) - Imp 5TD 5] EI@
File Edit Show Graph Process BioToolKit  Window  Help - 3 X
== .
e % T A e
— @ TIC from DataSET6&1 wiff (sample 1) - Imp STD & +
@& TIC from DataSETEE . wiff (sample 1) - Imp STD 10 —_
&
4eb -
= Jeb
5 P45 | 6476
= 261 1 6833 7200
0.564 2647
1eb A 8237 | 8815
et . .
1 2

Time, min

Si I'échantillon contient des données IDA, sélectionnez IDA Explorer, qui permet d'afficher
graphiquement la masse et les temps de rétention des précurseurs sélectionnés, ou un TIC
classique. Si l'option TIC classique est sélectionnée, les TIC distincts sont alors affichés pour
I'exploration IDA et la somme dépendante des IDA.

Pour afficher le TIC, a tout moment, cliquez sur Afficher > Chromatogramme en courant
ionique total (TIC). La boite de dialogue qui s'affiche permet de sélectionner n'importe
quelle expérience. La sélection de la période 1 affiche le TIC de toutes les expériences,
tandis que les autres entrées correspondent aux TIC individuels. Appuyez sur la touche Maj+
ou Ctrl+ et maintenez-la enfoncée, puis cliquez pour en sélectionner plusieurs.

Spectres

Si un fichier contient un seul spectre, ce spectre s'affiche lorsque le fichier est ouvert.

Pour les données comportant plusieurs balayages, générez les spectres a partir des
chromatogrammes. Pour ce faire, effectuez une sélection dans le chromatogramme et
double-cliquez a l'intérieur de celui-ci ou cliquez sur l'icbne Affiche un spectre a
sélectionner. Faites glisser le rectangle de sélection dans le chromatogramme pour mettre a
jour le spectre qui va indiquer la nouvelle zone.

Sélectionnez plusieurs zones en appuyant sur la touche Maj (Maj) aprés avoir effectué la
premiére sélection. Double-cliquez sur I'une de ces sélections ou cliquez sur l'icdbne Affiche
un spectre a sélectionner pour générer un nouveau volet de spectre avec le spectre
superpose.

Pour IDA, une invite a superposer tous les spectres dépendants ou a n'afficher que le
premier spectre apparait. Dans ce dernier cas, utilisez les touches fléchées gauche et droite
pour afficher les autres spectres.
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Remarque : Cette boite de dialogue contient une case a cocher Only show again if the shift
key is down.

Générez des spectres avec soustraction du bruit de fond de deux fagons :

* Générez des spectres distincts pour les zones de pic et de bruit de fond, puis faites
glisser l'icbne a deux volets de soustraction du spectre de bruit de fond vers le spectre de
pic.

» Définissez une zone de bruit de fond en faisant une ou deux sélections dans le
chromatogramme et en cliquant sur l'icone Définir la plage de soustraction du bruit
de fond. Tous les spectres générés lors de la définition d'une zone de bruit de fond sont
automatiquement soustraits du bruit de fond. La zone de bruit de fond s'affiche dans le
chromatogramme sous la forme d'un rectangle de sélection rouge pale et vous pouvez
la déplacer, ainsi que toute sélection de spectre, pour modifier les données affichées.
Lorsqu'une zone de bruit de fond est définie, vous pouvez la supprimer en cliquant sur la
fleche a cété de l'icbne, puis en sélectionnant Effacer la plage de soustraction.

Remarque : Les marqueurs fléchés sont utiles dans les spectres, car les libellés de

pic peuvent correspondre au pic le plus proche marqué d'une fléche, permettant ainsi

de déterminer rapidement les masses des pertes ou des adduits. S'il y a plusieurs
superpositions et que l'icbne Marquer tous les tracés superposés est sélectionnée, chaque
superposition est marquée par rapport a la fleche.

Chromatogramme des ions extraits (XIC)

Un XIC peut étre généré de deux facons :
* En cliquant sur Afficher > Chromatogramme d’ions extraits (XIC).

Cette action ouvre une boite de dialogue dans laquelle vous pouvez saisir des valeurs
pour les masses de démarrage et d'arrét ou les valeurs de centre et de largeur, en
fonction du mode. Vous pouvez modifier cette action dans le menu contextuel. Pour

ce faire, cliquez avec le bouton droit de la souris dans la boite de dialogue. Le menu
contextuel permet également d'accéder a d'autres commandes utiles, telles que la
définition d'une largeur par défaut et I'importation ou I'exportation de la liste des masses.
Les utilisateurs peuvent également définir des valeurs de masse constantes qui sont
utilisées automatiquement jusqu'a leur suppression.

» En faisant une ou plusieurs sélections dans un spectre, puis en double-cliquant sur l'une
d'elles ou en cliquant sur I'icdne Affiche un XIC a sélectionner.

Ces actions génerent un XIC correspondant a chaque sélection. Par défaut, le
programme détermine le plus grand pic dans chaque plage de sélection et définit
automatiquement le XIC pour qu'il corresponde aux valeurs de masse basses et élevées
de mi-hauteur du pic. Si vous appuyez sur la touche Ctrl, toute la largeur de la sélection
est utilisée.

Dans les deux cas, un graphique contenant une superposition pour chaque sélection
s'affiche. Les sélections se transforment en liaisons. Faire glisser les liaisons permet de
mettre a jour les XIC.
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Remarque : Les XIC sont normalement calculés et affichés pour toute la plage
chromatographique. Ces opérations peuvent étre lentes surtout en cas de sélections
multiples, et si les données sont générées par un instrument de haute résolution et qu'il
contient de nombreux balayages. Une fonction utile consiste a définir les plages de XIC sur
une fenétre plus petite autour du temps de rétention du spectre utilisé pour les générer.
Cette opération s’effectue dans I'onglet XIC de la boite de dialogue qui s'affiche lorsque vous
cliquez sur l'onglet Modifier > Options > XIC.

Graphiques de contour et cartes de chaleur

Un graphique de contour LC/MS (Afficher > Volet Contour LC/MS) affiche toutes les
données d'un échantillon LC/MS dans un seul volet. L'exemple de la lllustration 1-16

illustre un TIC et la carte de contour correspondante, qui affiche les données sous la

forme d'une carte du rapport m/z en fonction du temps de rétention avec une intensité

a code couleur. Dans cet exemple, la palette de couleurs est également affichée, mais

vous pouvez la masquer en cliquant avec le bouton droit de la souris dans la vue et en
désactivant I'option Afficher les contréles d'aspect. Comme les graphiques de contour et
les chromatogrammes sont sur le méme axe des X, il est possible de les associer de sorte
que l'agrandissement et le défilement affectent les deux vues de fagon similaire a des fins de
comparaison.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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lllustration 1-16 : TIC et carte de contour correspondante

B@Ee~” I QAEEE R

['Bromocriptine T=60 min 30uM (dil 30x in Plasma 1:1) 5 min Grad Luna C1... E] = f
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window  Help - 8 X
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La palette utilise une palette de 256 couleurs pour représenter les intensités dans la plage
définie par min% et % max.. Les intensités inférieures a min% sont tracées avec < min

et celles supérieures a % max. sont tracées avec > max. Si les couleurs utilisées pour les
champs < min et no data sont identiques (comme dans cet exemple), tous les points de
données inférieurs a min% disparaissent. Il s'agit d'une forme de seuil visuel qui permet
de simplifier le tracé comme illustré sur la Figure 1-11, ou la valeur min% a été relevée a
0,5 %. Pour plus d'informations sur la palette de couleurs, consultez le document Guide de

l'utilisateur du systeme.
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lllustration 1-17 : Carte de contour avec valeur min% relevée a 0,5 %

-

-

['Bromocriptine T=60 min 30uM (dil 30x in Plasma 1:1) 5 min Grad Luna C18 (.. = ECE
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Il est possible d'accentuer les pics de faible intensité en diminuant la valeur % max., de sorte
que la palette de couleurs couvre une plage d'intensité plus petite, mais que tous les pics
supérieurs a cette valeur aient la méme couleur. Vous pouvez également accentuer ces pics
en cochant la case Echelle logarithmique. L'activation de I'option Echelle logarithmique
nécessite une valeur non nulle de min% (par exemple, 1 ou 0,1), et fait correspondre les
couleurs au logarithme de l'intensité en pourcentage.

Les outils de visualisation de plusieurs échantillons du logiciel incluent la capacité d'afficher
les TIC, les XIC et les spectres de plusieurs échantillons comme une série de cartes de
chaleur individuelles, ce qui peut aider a comparer les échantillons. La lllustration 1-18
illustre une série de chromatogrammes TOF provenant de six analytes. Consultez la section
Utiliser plusieurs échantillons.
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28/120 RUO-IDV-05-15739-FR-A



Introduction

lllustration 1-18 : Chromatogramme de la carte de chaleur

File Edit Show Gra Process Bio ToolKit Window  Help -5 x

B@Ee~~ QAR EDE® 1
Glews ) FammBEe =
| Heat Map Chromatogram .

Imp STD 10
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Imp STD B
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Utiliser des chromatogrammes et
des spectres

Cette section décrit les options de traitement les plus courantes. Le fichier utilisé est un
fichier IDA avec un certain nombre d'expériences en boucle, mais dans cet exemple, c'est
la premiére expérience d'exploration qui est utilisée, en simulant une analyse LC/MS simple.
Dans la section suivante, la fonctionnalité IDA est explorée.

Ouvrir un fichier de données

1. Cliquez sur l'icéne Ouvrir un échantillon dans la barre d'outils principale.
La boite de dialogue Sélectionner un échantillon s’ouvre.

lllustration 2-1 : Boite de dialogue Sélectionner un échantillon

P )

Select Sample @

Saurce: [D:\SEIEX 05 Data\Example Project\Data v] [ Browse... |

|Z| RP_digests.wif
=| RP_Intact wiff

o |- [ (] o] o [ [ o] [
[
(]
0
w
i
m
|
E
=
=

QK Cancel

2. Sile dossier Données exemples n'est pas déja sélectionné, cliquez sur Parcourir et
accédez au dossier Données exemples. Pour des informations sur I'emplacement des
fichiers de données installés, consultez la section Société.

3. Pour afficher tous les échantillons du fichier, cliquez sur l'icobne a gauche du fichier
Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff.
Le fichier Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff ne comporte qu'un seul échantillon.

4. Sélectionnez le nom de I'échantillon, puis cliquez sur OK.
Etant donné qu'il s'agit d'un fichier IDA, le logiciel vous invite a indiquer le mode
d'ouverture de I'échantillon sélectionné.
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Utiliser des chromatogrammes et des spectres

lHlustration 2-2 : Ouvrir un échantillon IDA

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

5. Cliquez sur En tant que TIC standard si ce n’est déja fait, puis cliquez sur OK pour
générer le TIC affiché sur la lllustration 2-3.

lHlustration 2-3 : TIC
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Le volet comporte une superposition pour le TIC de balayage d'exploration (bleu) et
une autre pour la somme des balayages dépendants (ion produit). Dans ce cas, nous
voulons traiter les données d'exploration pour n’afficher que le TIC d'exploration.
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Afficher le TIC d’une expérience

1. Double-cliquez sur l'icdne Double-cliquer pour superposer les TIC individuels de
toutes les expériences au centre de |'axe des abscisses pour générer des TIC
superposés pour toutes les expériences.

Le nouveau chromatogramme est le volet actif. En outre, étant donné que I'exploration
est la premiére expérience, il s'agit du tracé actif indiqué par le titre en gras dans
I'en-téte.

lllustration 2-4 : TIC superposés

[TIC from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=60 min 30uM (dil 30x in ... B=2Eon
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@ TIC from Bromocnp_|DA-DES alone_Ts1.wiff (sample 1) - Bromo..u_250ulimin £0C50pg/ul, Experiment 4, -TOF MS"2 (100 - 2000)
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r4 . 5557 6413 7.700
§ a0 5 481 |?1|:|5__ __| .
E 4266 | 5.053 | 5,851 7337 | s1%0
3 4 5 é 7 H 9
Tirme, min
2. Cliquez avec le bouton droit de la souris dans le volet du chromatogramme actif,
puis cliquez sur Supprimer toutes les traces sauf I’active pour que seul le TIC
d'exploration reste.
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Utiliser des chromatogrammes et des spectres

lllustration 2-5 : Menu contextuel

Remowve Active Trace

Remowve All Traces Except Active

Add Caption
Edit Caption
Delete Caption

Delete All Captions

Paste Image

Delete Image

3. Dans le méme volet, cliquez sur l'icone Supprime tous les autres volets pour ne
conserver que le TIC d'exploration.

lllustration 2-6 : TIC d'exploration

I

- [TIC from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=6.... . e
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Utiliser des chromatogrammes et des spectres

Afficher un XIC pour une formule moléculaire
connue

Certains pics visiblement petits sont mis en évidence dans la plage de 4 a 7 min, mais il est
possible qu'un grand nombre de pics soient masqués par le bruit de fond qui est relativement
élevé dans ces données. Comme cet échantillon correspond a une incubation microsomale
de la bromocriptine, utilisez le rapport m/z de I'ion moléculaire attendu comme guide initial
pour I'emplacement du pic. La formule moléculaire de la bromocriptine est C3,H4gN5O05Br, et
comme il s'agit de données en mode négatif, nous devrions voir un ion (M — H)".

1. Cliquez sur Afficher > Calculatrices de masse.

Dans le volet Calculatrices de masse, cliquez sur l'onglet Propriété de masse.
Saisissez la formule moléculaire dans le champ Formule.

Entrez -1 dans le champ Etat de la charge.

Sélectionnez Agent de charge ‘H+‘ (sinon électron).

o 0 bk wDn

Cliquez sur Calculer.

Remarque : Il est également possible de supprimer manuellement un atome
d'hydrogéne de la formule moléculaire et de ne pas sélectionner la case 'H+' charge
agent (else electron).

La boite de dialogue est mise a jour et affiche un certain nombre de valeurs de masse :
mono-isotopique, moyenne, etc.

lllustration 2-7 : Volet Mass Calculators

[Mass Calculstors) = | = = ]

File Edit St Graph  Process Bio Tool Kft Window Help -
- R N ===
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Formula Calculabe
Chargs stole 1 ¥ | 'H+" charge ageri jelse deciron)

Changed monossclops: mass
Moncisotopss m.z

Charged average mass

RDE

Remarque : A ces valeurs de masse, les isotopes sont facilement résolus. Par
conséquent, la valeur m/z mono-isotopique est la valeur la plus appropriée.
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Utiliser des chromatogrammes et des spectres

7. Pour copier la valeur dans le presse-papiers, sélectionnez la valeur m/z mono-
isotopique et appuyez sur Ctrl+C.

8. Cliquez sur l'icone Supprime ce volet pour supprimer le volet Calculatrices de masse
ou sur l'icbne Masque ce volet pour le masquer.

9. Pour ouvrir la boite de dialogue Spécifier des plages de XIC, cliquez sur Afficher >
Chromatogramme d’ions extraits (XIC).

lllustration 2-8 : Boite de dialogue Specify XIC Ranges

Specify XIC Ranges @

Center width Compound -

m

0K ] [ Cancel

10. Pour ouvrir le menu contextuel, cliquez avec le bouton droit de la souris dans la boite de
dialogue Spécifier des plages de XIC.

11. Dans le menu contextuel, procédez comme suit :

a. Assurez-vous que l'option Mode marche/arrét n’est pas sélectionnée, de sorte que
les valeurs de XIC saisies désignent une valeur centrale et une largeur.

b. Cliquez sur Définir la largeur par défaut, entrez 0,05, puis cliquez sur OK.

c. Pour retrouver ces valeurs lors de la prochaine utilisation de la boite de dialogue,
cliquez sur Mémoriser les plages pour une utilisation future.
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lHlustration 2-9 : Menu contextuel

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. Revenez dans la boite de dialogue Spécifier des plages de XIC.
La boite de dialogue est maintenant configurée afin qu'une seule masse soit saisie pour
chaque XIC étudié et qu’une largeur par défaut soit utilisée.

13. Pour copier la valeur de masse de I'étape 7, sélectionnez la premiére cellule sous
Centre et appuyez sur Ctri+V.

14. Cliquez sur OK.

Remarque : Une largeur par défaut ayant été définie, il n'est pas nécessaire de saisir
une valeur individuelle.

Le volet contient désormais le TIC et le XIC de I'ion moléculaire attendu de la
bromocriptine, qui comprend plusieurs pics.
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lllustration 2-10 : TIC et XIC de I'ion moléculaire attendu de la bromocriptine

-
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=
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Générer un spectre et interagir avec lui

1. Masquez le volet TIC, effectuez une sélection autour du plus grand pic dans le XIC, puis
cliquez sur l'icdbne Affiche un spectre a sélectionner pour générer le spectre moyen de
cette zone.
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lllustration 2-11 : Spectre du plus grand pic dans le XIC

-
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Remarque : Dans la lllustration 2-11, le champ Libellé dans I'onglet Recherche et
étiquetage des pics de la boite de dialogue Options (accessible en sélectionnant

Modifier > Options) est défini sur Masse (charge).

2. Faites glisser I'axe des x de 630 a 700 Da environ pour agrandir le spectre sur cette

zZone.

Remarque : Cette action peut nécessiter deux étapes.

Il y a un pic a 652,2199, trés proche de la valeur attendue de 652,2140, qui affiche
également un modéle isotopique du brome, mais il y a un deuxi€éme amas isotopique du
brome qui commence a 668,2158. Les valeurs exactes du rapport m/z différent selon la

fenétre du temps de rétention exact sélectionnée dans le XIC.

Remarque : Le type de marquage utilisé ici indique un rapport m/z et une estimation

de I'état de charge entre parenthéses (selon I'espacement entre les pics). Les pics qui
paraissent mono-isotopiques sont également marqués d'un astérisque. L'algorithme de
marquage ignore les isotopes autres que le C13. Il marque l'isotope Br81 comme étant a

charge unique, mais 'identifie a tort comme mono-isotopique.

3. Remplacez le style de marquage par le style par défaut en cliquant sur Modifier >
Options,, en accédant a lI'onglet Recherche et étiquetage des pics et en définissant le

parameétre sur Masse/charge dans le champ Libellé.
4. Cliquez sur OK.
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Utiliser des chromatogrammes et des spectres

lllustration 2-12 : Spectre avec un type de marquage différent

At -%zhw - ey =l=l=] &
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5. Dans le spectre développé, effectuez une sélection autour du pic a 652,2199, puis
cliquez sur l'icbne Ajoute des marqueurs fléchés aux pics sélectionnés.
lllustration 2-13 : Spectre représentant T sur le pic sélectionné
MELe-% e amam il TAEEBE® -
Spectrum from Bromocrip_|DA-DES alone_T=1.wiff (sam...ent 1, -TOF M5 (100 - 2000) from 4,243 to 4.583 min +
17.9947 2
2000 15.9959
Z 15532 12,9969
2 1659983| | %
2 1000 1.0028| || 6522198
- ' 20.0000
|
T II L T L I T L T L
&40 &80 &&0 &70 620 &50

Le marquage de la masse est maintenant relatif au pic sélectionné de sorte que les
différences entre les pics de masse sont affichées. Le marquage du pic a 668,2158

Mass/Charge, Da

indique désormais 15,9959, ce qui correspond a la masse de I'oxygéne. Il indique que
ce pic correspond a un métabolite d'hydroxy-bromocriptine.

Conseil ! Vous pouvez déplacer les fleches en les faisant glisser vers un autre pic et les
supprimer en sélectionnant Supprimer toutes les fleches dans la liste a c6té de l'icone

de fléche.

6. Effectuez une sélection autour du pic marqué 15,9959, puis cliquez sur l'icdbne Affiche

un XIC a sélectionner.

7. Dans la boite de dialogue Plages de sélection de XIC, cliquez sur OK.
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Utiliser des chromatogrammes et des spectres

lllustration 2-14 : Boite de dialogue XIC Selection Ranges

AT Selection Ranges

Mote: Selections are automatically adjusted to the actual mnge
of the comesponding peales (at half height).

Hold the Cantral key when generating ¥ICs to use the ranges
without adjustment.

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

OK ] [ Cancel

lllustration 2-15 : XIC

-

[Spectrum from Bromocrip_IDA-DES alone_T=1.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=60 min 30uM (...) =3 |ECR ===
File Edit Show Graph Process Bio ToolKit  Window Help - 5
Fu e~~~ 0DQBEEEw
A -% Ao = L - QEEBE® =
XC from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1)...iment 1, -TOF MS (100 - 2000): 652.214 +- 0.025 Da +
) i W y
' 1 2 3 H 5 6 7 8 3
Time, mun
WA % Ae - -, BABEEE® -
Spectrum from Bromocrip_|DA-DBS alone_T=1wiff (sam...ent 1, -TOF MS (100 - 2000) from 4.249 to 4.588 min +
1.0026 3.0009 | -
2000 1.9992 -
,j | A ‘5-9’9@] |.|\f’.'w"F , . .
e40 &80 EEQ 670 680 €90
Mass/Charge, Da
REL - %2TAe-«=a% UL -  BQEBBE® &
XIC from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1)...iment 1, -TOF MS (100 - 2000): 668.216 +/- 0.010 Da +
J ..Eﬂﬂ)[:m &
1 2 3 4 5 6 7 8 g
Time, min

Il s'agit d'une fagon pratique de générer des XIC de maniére interactive. Par défaut, la
largeur utilisée pour le XIC est celle du pic de masse a mi-hauteur. Un lien de sélection
s'affiche dans le spectre.

8. Faites glisser le lien de sélection pour mettre a jour le XIC affiché et répétez I'étape pour
en ajouter d'autres.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
40/120 RUO-IDV-05-15739-FR-A



Utiliser des chromatogrammes et des spectres

9. Cliquez sur l'icone Faire glisser vers un autre graphique pour superposer les

données actives dans le graphique cible dans

ce nouveau chromatogramme, puis

faites glisser le chromatogramme vers le volet XIC d'origine pour les superposer.

lllustration 2-16 : XIC superposés

IFile  Edit Show
EE = = L

Bio Tool Kit

Process Window

Graph

I[XIC from Bromocrip_[DA-DBES alone_T=1.wiff (sample 1) - Bromocripting T=60 min 20uM (dil...

Help

S

.

@ %z N
= @ XIC from Bromocrip_|DA-DBS alone_T=1_wiff(sample 1)-B

Sad

fad 4

Ted |

Bed 1

Sed 4

Intensiby

Il

@ XIC from Bromocnp_IDA-DES alone_Te1 wiff (sample 1) - Bro..., Expanimant T, -TOF MS (100 - 2000): 670.214 «- 0.010 Da

%

.. xpesiment 1, -TOF MS (100 - 2000): 652 214 +/- 0.025 Da

47 48 9

10. Masquez ou supprimez le deuxiéme volet de chromatogramme et le spectre, puis
agrandissez les chromatogrammes superposés pour afficher la zone autour de 4 a

5 min.

Il existe deux pics autour de 4,4 min, un dans chaque XIC, qui éluent de fagon
rapprochée, mais pas exactement au méme temps de rétention. Il existe également

plusieurs pics dans le chromatogramme 668,216,
présence d'autres métabolites hydroxylés.

ce qui indique vraisemblablement la

11. Double-cliquez dans le volet du chromatogramme a 4,40 min afin de générer le spectre
d'un balayage unique.
Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
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lllustration 2-17 : Spectre d'un balayage unique

-
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Une ligne en pointillés dans le XIC indique le balayage (marqué par une fleche dans

la lllustration 2-17). Si la ligne est déplacée, le spectre est alors actualisé de fagon a
ce que la zone autour de 4,40 min puisse étre explorée. Utilisez les touches fléchées
avant et arriére pour vous déplacer, un balayage a la fois. Il est possible d'obtenir un
spectre propre pour le pic dont le rapport m/z est de 652,214 en déplagant la ligne vers
une zone ou le signal ionique 668,215 est égal a zéro (méme si ici, le bruit de fond est
relativement élevé). En revanche, il n'est pas possible d'obtenir un spectre propre pour
ce dernier de cette fagon.

12. Supprimez le volet du spectre.

13. Dans le volet du chromatogramme, effectuez une sélection limitée qui comprend le cété
gauche du pic 652 mais qui évite le pic 668, puis cliquez sur l'icone Définir la plage de
soustraction du bruit de fond.

La sélection s'affiche en rose.

Lorsqu'une plage de soustraction a été définie, elle est automatiquement soustraite

des spectres générés ultérieurement. Vous pouvez supprimer la plage en sélectionnant
Effacer la plage de soustraction dans la liste accessible via la petite fleche a droite de
l'icone Définir la plage de soustraction.

14. Effectuez une autre sélection dans le chromatogramme, qui comprend le point culminant
du pic 668, mais aussi peu que possible du pic 652, puis cliquez sur l'icbne Affiche un
spectre a sélectionner.
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lllustration 2-18 : Spectre aprés soustraction du bruit de fond pour le pic 668

#
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Il en résulte un spectre soustrait du bruit de fond pour le pic 668, avec une toute petite
partie du pic 652. Les deux sélections effectuées dans le chromatogramme restent liées
a leurs spectres respectifs, méme si le bruit de fond n'est pas visible, et vous pouvez les
déplacer vers d'autres parties du chromatogramme. Le fait de déplacer la sélection du
spectre met automatiquement a jour le spectre affiché, mais si vous modifiez la zone du
bruit de fond, cette mise a jour ne s'applique qu’aux spectres générés ultérieurement.

15. Cliquez sur l'icbne Masque tous les autres volets, cliquez dans le TIC du spectre
unique, puis sur l'icbne Supprime tous les autres volets pour n’afficher que le TIC.

16. Sile volet du TIC a été supprimé, cliquez sur Afficher > Chromatogramme en courant
ionique total (TIC), sélectionnez Période 1, expérience 1 puis cliquez sur OK.

Utiliser un graphique de contour

Une alternative a la visualisation des parties d'un ensemble de données (chromatogrammes
ou spectres) consiste a utiliser un graphique de contour pour obtenir un apergu complet
d'une expérience. Les graphiques de contour peuvent s'avérer trés utiles, mais il faut
généralement régler les paramétres d'affichage pour obtenir des résultats optimaux. Dans
cet exemple, le composé précurseur est le brome et le graphique de contour permet de
localiser des pics avec le modéle isotopique du brome.
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1. Lorsque le TIC d'expérience unique est actif, cliquez sur Afficher > Volet Contour
LC/MS, sur l'icbne Agrandit le volet actif jusqu’a remplir la fenétre dans la barre
d'outils du graphique de contour généré pour n’afficher que ce volet.

2. Siles contrbles d'aspect (cases de couleur dans le coin inférieur gauche) ne sont pas
visibles, cliquez avec le bouton droit de la souris sur Afficher le controle d'aspect.
Consultez la section Graphiques de contour et cartes de chaleur et le Guide de
référence.

lllustration 2-19 : Tracé de contour

i

['Bromocriptine T=60 min 30uM (dil 30x in Water) 5 min Grad Luna C18 (... = R ==
File Edt Show Graph Process BioToolKit Window Help -3 X
B« BREEE e
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w e §QEEES i
Bromocnptine T=60 min 30uM (dil 30x in Water) 5 ...t 1 of Bromocnip_IDA-DES alone_T=1.wiff (sample 1)
= 15m )
=
)
g
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]
2
=
500 _
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nodata £ PP uin min ra e * Max
0.5 B oo O oo sese

Conseil ! Avec les paramétres par défaut, la vue n'est pas trés utile, car elle est
dominée par les pics de faible niveau et le bruit qui masquent les véritables pics.
Générez une meilleure vue en exécutant les actions suivantes :

» Modification de l'intensité minimale a afficher. Cela revient a tracer tous les points de
données en dessous de ce niveau de la méme couleur que les points sans données,
de maniére a ce qu'ils deviennent invisibles.

* Modification de la configuration des couleurs de sorte que les couleurs disponibles
couvrent une plage d'intensité restreinte, améliorant ainsi la visibilité des petits pics.

3. Remplissez la valeur de min% par 0,01. Cette action fait disparaitre tous les points de
données dont les intensités sont inférieures a 0,01 % du pic de base.
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lHlustration 2-20 : Tracé de contour
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Une plus grande partie de la structure dans les données s'affiche. Le volume mort et la
zone de lavage de la colonne sont désélectionnés. De plus, un certain nombre de pics
de bruit de fond sont présents a tous les temps de rétention et s'affichent sous la forme
de lignes horizontales.

4. Cochez la case Echelle logarithmique.
Les couleurs sélectionnées sont mises en correspondance avec le logarithme de
l'intensité (en pourcentage de l'intensité du pic de base), ce qui a pour effet d'augmenter
les pics de plus faible intensité. Par exemple, I'amas autour de 4 a 4,5 min avec des
masses comprises entre 600 et 700.

5. Sélectionnez cette zone, puis cliquez sur l'icdbne Affiche la sélection en plein écran .

Conseil ! Il est également possible d'agrandir indépendamment I'axe des x et I'axe des y
de la maniére habituelle.
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lHlustration 2-21 : Tracé de contour

‘Bromocriptine T=60 min 0uM (dil 30x in Water) 5 min Grad Luna C18 (1:100mm) 25u_250ul/min 80CS0pg-. | o | = |t
TIC from Bromocrp_IDA-DBS alo..imert 1, -TOF MS (100 - 2000) | Bromocriptine T=60min 30uM . -DBS slone_Ta1 wif jsample 1)
Rl IS =l @

Bromocnipting T=60 min  J0uM (&l 30w in Wter) 5 man Grad Lu 1, Expenment 1 of Bromocnip IDA-DES slors_T=1wilf (sample 1)

720
700
- 6%
s 630
g
g o
650
640
630

e |

&2

-
e
=
—
=
X
-
-
=
s
=
e

Tirre, rran

] o .~ . g

- =gn =

[=]
=

"

La vue indique désormais qu'il est possible de différencier un certain nombre de
pics bromés dans cette zone par des ensembles de quatre lignes paralléles qui
correspondent aux isotopes Br’? et Br8! et 4 leurs isotopes C13.

6. Familiarisez-vous avec les parameétres de contrdle de la couleur et examinez les effets
sur la vue.

7. Une fois terminé, fermez la fenétre.
Cette action ferme également le fichier de données.

Résumé

Dans cette section, les taches suivantes sont abordées :

Recherche d’un fichier de données et ouverture de celui-ci pour afficher un TIC.
Modification de I'affichage pour n’utiliser qu'une seule expérience.

Utilisation du calculateur de la masse pour déterminer la masse d'un ion d'une
composition élémentaire et utilisation de la masse pour générer un XIC.

Génération interactive de spectres et de chromatogrammes, et utilisation des marqueurs
fléchés sur les spectres pour afficher la différence de masse entre les pics.

Génération de spectres aprés soustraction du bruit de fond.

Utilisation d'un tracé de contour pour générer I'apercu d'un ensemble de données.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
46/120 RUO-IDV-05-15739-FR-A



Utiliser des chromatogrammes et des spectres

Ces opérations constituent la base de tous les traitements de données interactifs, quel que
soit le type de données affichées.
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Dans une expérience IDA, les données de spectre MS/MS (et éventuellement MS3)

sont collectées automatiquement lorsque les données d’une ou de plusieurs spectres
d'exploration répondent a certains critéres. Il est fréquent de définir les paramétres pour
éviter de recueillir plusieurs spectres a partir du méme pic LC en excluant la masse du
précurseur (en ne lui permettant pas d'agir comme un déclencheur) pendant une certaine
durée. Parfois, il est possible que les spectres collectés soient redondants. En outre, étant
donné qu'IDA se déclenche dés qu'un pic répond aux critéres, il génére habituellement un
spectre au début du pic LC qui risque de ne pas étre de qualité optimale.

Le logiciel contient des outils qui permettent d'afficher, de filtrer et de traiter les données IDA.
Certains outils sont décrits dans cette section.

Fermez toutes les fenétres avant de commencer.

Afficher et fusionner les spectres

1. Cliquez sur l'icébne Ouvrir un échantillon dans la barre d'outils principale.
La boite de dialogue Sélectionner un échantillon s’ouvre.

2. Sile dossier Données exemples n'est pas déja sélectionné, cliquez sur Parcourir et
accédez au dossier Données exemples.

Sélectionnez le fichier Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff, puis cliquez sur OK.

Dans la boite de dialogue Ouvrir un échantillon IDA, cliquez sur Avec I’Explorateur
IDA puis sur OK.

Le programme examine tous les spectres dans le fichier de données, puis génére le
graphique suivant.
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lHlustration 3-1 : IDA Viewer
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Le volet de gauche contient un onglet Graphique et un onglet Tableau. L'onglet
Graphique affiche un graphique de contour virtuel ou chaque point de données
représente le temps de rétention et le rapport m/z d'un ion qui a été sélectionné comme
ion précurseur. L'onglet Tableau affiche une vue tabulaire des points de données sur

le graphique de contour virtuel. Le volet de droite affiche le spectre pour les points

de données sélectionnés. Dans un premier temps, c'est le premier spectre MS/MS qui
s'affiche.

Le graphique de contour utilise l'intensité de la couleur pour refléter I'intensité du pic.
Les pics les plus intenses sont représentés par des couleurs foncées. Le systéme trace
les marqueurs, dans la mesure du possible, en veillant a ce qu'ils ne se chevauchent
pas avec les points de données ou entre eux. Agrandissez le graphique de contour pour
examiner une zone de facon plus détaillée et afficher davantage de marqueurs.

5. Dans le volet de gauche, agrandissez la zone pour passer de 4 a 5 min et de 640 a
700 Da ou des pics associés a la bromocriptine ont été localisés.

La figure sur la gauche (lllustration 3-2) n'affiche que le volet de gauche. Si la vue
en cours est différente, cliquez sur l'icone Afficher les options et décochez la case
Fusionner les spectres avec des masses de précurseur similaires dans l'onglet
Général de la boite de dialogue Options.

Un grand nombre de spectres MS/MS ont été recueillis dans cette zone et, méme si les
pics chromatographiques sont trés étroits, plusieurs d'entre eux sont probablement issus
des mémes pics. En outre, des spectres MS/MS ont été recueillis pour chaque pic dans
I'amas isotopique.
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6. Agrandissez davantage le graphique pour vous concentrer sur I'amas de pics a un
rapport m/z de 668 Da a 672 Da. Consultez le volet de droite dans la section lllustration
3-2.

lllustration 3-2 : IDA Viewer
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7. Sélectionnez le premier des pics 669,2197 (marqué par un astérisque dans le volet de
droite ci-dessus), puis cliquez sur l'icone Affiche un XIC a sélectionner pour afficher le
XIC de la masse de ce précurseur dans le balayage d'exploration.

La sélection initiale du pic entraine I'affichage du spectre MS/MS correspondant.
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lllustration 3-3 : XIC de la masse du précurseur dans le balayage d'exploration
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Si un point de données dans le graphique de contour n'est pas marqué, placez le
curseur dessus pour afficher le rapport m/z et le marqueur du temps de rétention

pour que les temps des balayages d'ions produits correspondent au chromatogramme
d'exploration.

Pour le pic 669,2, les trois premiers balayages sont liés au premier pic XIC a 4,21 min,
qui correspond également a I'emplacement ou le balayage 668,2 a été réalisé. Les deux
balayages suivants sont liés au pic a 4,27 min, et le dernier balayage est lié au pic a
4,42 min (669,2177/4,46). Aucun balayage n'a été réalisé pour le pic a 669,2 a 4,52 min,
mais un balayage a été réalisé pour le pic 670,2.

Remarque : Les durées de balayage sont légérement différentes, car elles sont
obtenues de maniére séquentielle, méme si elles sont détectées dans le méme
balayage d'exploration. Les petits pics isotopiques risquent de ne pas étre détectés
aussi rapidement que les grands.
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8. Tracez un rectangle de sélection autour des cing premiers balayages 669,2, cliquez
avec le bouton droit de la souris, puis sélectionnez Sélectionner les points dans la
sélection de graphiques.

Ainsi, le volet du spectre superpose tous les spectres MS/MS.

Le systéme a acquis plus de balayages que nécessaire. En réduisant le nombre de
spectres a traiter et en fusionnant ceux qui sont trop proches pour étre des composés
différents, nous pouvons obtenir de meilleurs résultats. La fusion utilise a la fois la
masse et le temps de rétention pour déterminer ces balayages.

9. Cliquez sur l'icone Afficher les options, cochez la case Fusionner les spectres avec
des masses de précurseur similaires, puis attribuez a Tolérance de masse la valeur
10 ppm et a Tolérance d'écart de RT la valeur 0,03 min. (La largeur des pics de cette
analyse est d'environ 2 secondes.)

10. Cliquez sur OK.

Remarque : Cette section de la boite de dialogue vous permet également de définir la
maniére dont les XIC doivent étre extraits. La largeur de la masse doit correspondre a la
largeur de la résolution ou du pic de l'instrument. Il est utile de limiter la plage temporelle
utilisée, car cela accélére le traitement.

Fusionner les données de cette fagon permet de générer trois pics pour 669,2 a 4,21,
4,28 et 4,46 min. La barre d'état en bas du volet IDA Viewer indique I'évolution de la
fusion des données, puis affiche le nombre total de spectres dépendants une fois la
fusion terminée.

11. Cliquez sur le point de données a 670,2149/4,26. Appuyez ensuite sur la touche Ctrl et
cliquez sur le point a 668,2162/4,27.

12. Dans le volet du spectre MS/MS, cliquez sur les icbnes Agrandit le volet actif jusqu’a
remplir la fenétre, Utiliser I'axe Y en pourcentage et Libeller toutes les traces
superposées, puis agrandissez lI'axe des X pour afficher la zone comprise entre 340 et
680.
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lllustration 3-4 : Spectre : agrandissement de la zone comprise entre 340 et 680

m/z
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Etant donné que ces deux précurseurs correspondent a des isotopes du brome, les
spectres doivent étre identiques, a I'exception des ions qui conservent I'atome Br. lls
sont représentés comme une paire de pics séparés par deux Da. Dans cet exemple, les
fragments (tracé 668,2) a 344,0441, 625,1765 et 637,1712 ont conservé I'atome Br. Ce
n'est pas le cas des fragments a 340,1925, 367,1796 et 588,2877.

Placez une fleche au pic 588,2877. Vous noterez alors que les pics 668 et 670 sont
désormais marqués avec la masse des isotopes Br et 1, indiquant que le pic 588,2877
correspond a la perte de HBr.

13. Retirez la fleche du spectre, cliquez sur I'icbne Agrandit le volet actif jusqu’a remplir
la fenétre, puis réduisez le graphique de contour pour visualiser tous les points de
données.

Filtrer les données IDA

IDA Explorer contient un certain nombre de filtres qui peuvent étre utilisés pour réduire la
quantité de données a visualiser ou a traiter. Ceux-ci sont décrits dans cette section.

1. Dans le graphique de contour, cliquez sur l'icbne Agrandit le volet actif jusqu’a
remplir la fenétre puis sur l'icbne en regard de Contréles de filtrage juste en dessous
de la barre d'outils.
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lllustration 3-5 : Filtrage des données IDA
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Cette fenétre comporte plusieurs curseurs et cases a cocher, chacun correspondant

a un critére de filtrage différent qui peut étre utilisé pour ajuster la quantité de
données affichées. Le temps de rétention (Durée) et le rapport m/z (m/z) peuvent étre
sélectionnés ici ou en agrandissant la vue.

Les autres filtres sont les suivants :

TIC : définit les limites de la somme des intensités des pics dans le spectre MS/MS.
En général, ce filtre sert a supprimer les petits balayages bruyants.

Qualité : c’est la fraction de la somme des intensités supérieure a I'équivalent de
1 comptage, c’est-a-dire qui est moins susceptible d'étre due au bruit et qui est une
estimation de la qualité des spectres.

Int. correspondant (%) : permet d'évaluer la fraction de la somme des intensités
expliquée par les fragments connus et les pertes neutres lors de I'utilisation de
l'option Correspondance du fragment.

Similarité : disponible lorsqu'un spectre de référence a été défini. Cette fonction
permet de mesurer la fraction de la somme des intensités correspondant a des
fragments communs et a des pertes neutres dans le spectre de référence. Consultez
la section Utiliser un spectre de référence.

Défaut de masse : définit une plage unique pour la partie décimale d'une masse.
Cette fonction est utile pour trouver des métabolites, car les transformations
métaboliques communes (O, 02, etc.) ne changent pas de maniére significative la
valeur par défaut de la molécule précurseur. L'utilisation d'une plage proche de sa
valeur par défaut peut permettre de déceler des métabolites.

Défaut dans la plage : outre I'unique plage de défauts de masse, le logiciel permet
également de définir plusieurs défauts applicables a différentes plages de masses. Si
ces plages sont définies, cette case a cocher permet aux utilisateurs de déterminer
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si le filtre doit &tre appliqué ou non. Les plages sont définies dans l'onglet Défaut de
masse de la boite de dialogue Options.

* Modéle isotopique : cette case a cocher permet d'appliquer un ou plusieurs filtres
de modele isotopique aux données d'exploration MS. En d'autres termes, un point
de données n’est affiché que si l'ion précurseur sélectionné comporte le modéle
souhaité. Ces modeéles sont définis dans l'onglet Modéle isotopique de la boite de
dialogue Options.

Chaque filtre simple dispose de deux curseurs de sorte qu'une plage peut étre définie.
Double-cliquez sur un curseur, puis saisissez directement une valeur.

Testez les réglages des curseurs et constatez que méme les paramétres minimaux des
valeurs TIC (par exemple, 1e3) ou Qualité (1) ont une trés forte incidence. Définissez le
filtre TIC inférieur sur 2e3 et tous les autres sur 0.

Le défaut de masse de la bromocriptine est d'environ 0,22. Il est donc peu probable que
les métabolites simples aient des valeurs supérieures ou bien plus basses.

Définissez les filtres Défaut de masse sur 0,18 et 0,23, et notez que les pics restants
sont ceux proches de 4,5 min et 650 Da, et qu'il n'y a qu'un seul point de données avec
un rapport m/z de 652,2211 dans cette zone (4,40 min).

Masquez les commandes de filtrage en cliquant sur I'icbne en regard de Contréles de
filtrage.

Conseil ! Définissez les filtres qui sont visibles en cliquant avec le bouton droit de
la souris sur la zone de filtre, en sélectionnant des filtres dans Filtres, puis en
sélectionnant ceux qui sont appropriés.

Utiliser un spectre de référence

1.

Dans le graphique de contour, cliquez sur le point de données a 652,2211/4,40 (celui
de la bromocriptine), puis cliquez sur l'icone Définir le spectre de référence (pour
I’évaluation de similarité).

Remarque : Vous devrez peut-étre agrandir le graphique.

Cliquez sur la fleche en regard de I'icbne Définir le spectre de référence (pour
I’évaluation de similarité), puis assurez-vous que la case Superposer le spectre de
référence est sélectionnée.

Cliquez sur le point de données a 654,2185/4,39.

Une fois le spectre de référence défini et la case Superposer le spectre de référence
cochée, le spectre de référence est superposé sur les spectres affichés, pour pouvoir les
comparer facilement. Cette action est utile lorsque vous utilisez des métabolites, car elle
permet de déterminer rapidement les pics décalés de ceux qui ne le sont pas.

Nous avons défini comme référence le spectre MS/MS de l'ion précurseur pour l'isotope
du brome a la masse la plus faible et nous avons superposé le spectre de l'isotope
a la masse plus élevée. Par conséquent, la vue est semblable a celle générée
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précédemment pour le pic 668,2. Les ions contenant du brome peuvent alors étre
identifiés par des pics éloignés de deux Da.

Cliquez sur l'icobne Agrandit le volet actif jusqu’a remplir la fenétre, puis dans le
graphique de contour, cliquez sur Tableau (juste en dessous de Controles de filtrage).

Remarque : Si nécessaire, déplacez le volet du spectre en dessous du tableau (par
glisser-déposer pour réorganiser l'icobne des volets) pour que toutes les colonnes soient
visibles.

Le tableau affiche les mémes informations que I'explorateur graphique, mais avec des
détails supplémentaires. Il répond également aux commandes de filtrage pour que les
deux vues contiennent le méme spectre. Le tableau est lié a la vue du spectre de sorte
que la sélection de lignes entraine la mise a jour du spectre. En outre, vous pouvez trier
les lignes en cliquant sur les en-tétes de colonne.

Lorsqu'un spectre de référence est défini, deux colonnes supplémentaires s'affichent.
m/z delta indique la différence entre la masse du précurseur de la référence et le
spectre correspondant a la ligne. Similarité indique la similitude des deux spectres.

Cliquez sur m/z delta pour trier le tableau. Vous constaterez que plusieurs pics sont
écartés d'environ 15,995 (masse de I'oxygéne) et qu'un pic est a 31,990 (O,). Il s'agit
probablement de métabolites d'hydroxy-bromocriptine.

Cliquez sur une ligne du tableau pour afficher les spectres associés.

Remarque : Ces spectres présentent des valeurs de similitude élevées, tout comme les
balayages avec des masses de précurseur de deux Da en plus, qui sont obtenus a partir
d'ions contenant du 8'Br.

Résumé

Dans cette section, les taches suivantes sont abordées :

Examen d'un fichier IDA a I'aide des vues graphiques et tabulaires d'IDA Explorer.
Fusion des spectres associés aprés avoir déterminé que cette action est nécessaire.
Filtrage du nombre de spectres affichés a I'aide des filtres TIC et de défaut de masse.
Superposition des spectres a des fins de comparaison.

Définition d'un spectre de référence et utilisation du tableau pour trouver des métabolites
potentiels.

Ces opérations sont fondamentales pour le traitement des données IDA.

La section suivante décrit comment utiliser les outils de structure a I'aide du spectre MS/MS
de la bromocriptine.
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Le logiciel contient des outils qui permettent de relier les masses des ions a des structures
(fichiers .mol) et d'explorer des sites potentiels pour les biotransformations.

Associer une structure a un spectre MS/MS

1. Localisez le spectre MS/MS de la bromocriptine, 652,2211/4,40. Consultez la section
Utiliser IDA Explorer.

2. Cliquez sur l'icone Masque tous les autres volets dans le graphique de contour pour
n'afficher que le spectre.

Cliquez sur Fichier > Ouvrir un fichier mol..

4. Dans la boite de dialogue Sélectionner un fichier mol, sélectionnez le fichier
Bromocriptine.mol, puis cliquez sur Ouvrir. Pour des informations sur I'emplacement
des fichiers de données installés, consultez la section Société.

Un nouveau volet s'ouvre sous le spectre pour afficher la structure et les outils.
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lllustration 4-1 : Structure de la bromocriptine

i
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Cliquez sur la Boite de dialogue Afficher les options dans le volet de structure,
vérifiez que les cases Zoomer le spectre (le cas échéant) sur la sélection et Marquer
la masse de fragment sélectionnée avec des fleches sont cochées, puis cliquez sur
OK. Les autres parameétres n'ont pas besoin d'étre modifiés.
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lllustration 4-2 : Boite de dialogue Structure Options
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Le spectre et la structure sont automatiquement associés, car le spectre était actif lors
de la création du volet de structure. Associez manuellement une structure a un spectre
en faisant glisser l'icone Affiche un spectre a sélectionner vers le spectre approprié.

Lorsque vous effectuez un glissement dans le volet de structure, vous déplacez une
ligne (un lasso) sur le curseur, ce qui vous permet de sélectionner tout ou partie de la
structure qui s'affiche ensuite en caractéres gras. Etant donné qu'un spectre est associé,
celui-ci s'agrandit et défile pour afficher la zone autour de la masse de la sous-structure
sélectionnée.

6. Tracez un lasso autour de I'ensemble de la molécule ; la vue affiche le pic a un
rapport m/z de 652,2177, qui correspond a l'ion (M — H)".

Comme vous avez coché la case Marquer la masse de fragment sélectionnée avec
des fléches, une fleche rouge apparait au-dessus et au-dessous du pic, indiquant qu'il
s'agit de la masse attendue d'un ion correspondant a la zone sélectionnée (a savoir

(M —H), car ces données sont en mode négatif).

Remarque : Le titre du volet de structure indique la composition élémentaire et la masse
du composé correspondant a la sélection (c’est-a-dire C3,H4oN505Br avec une masse
de 653,2213 Da).

Si la case Marquer la masse de fragment sélectionnée avec des fléches est cochée,
une fleche verte apparait sur le pic 652,2177 lorsque rien n’est sélectionné dans le volet
de structure. En effet, la fleche verte marque le complément de la sélection et, si aucune
sélection n'est effectuée, le complément correspond a toute la molécule.

Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
RUO-IDV-05-15739-FR-A 59/120



Utiliser des outils de structure

7. Sélectionnez la molécule entiére a I'exception de I'atome de brome. Consultez la section
Illustration 4-3.
lllustration 4-3 : Structure de la bromocriptine
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Remarque : L'atome de brome est le seul dans la police normale et le titre du volet
de structure affiche la composition C3,H49N505 avec une masse de 574,3029 Da. Dans
le spectre, la fleche rouge indique la masse attendue de la sélection, soit la masse de
I'ion moléculaire (M — H)~ moins la masse du brome. En outre, des fléches distantes
de 1 Da sont présentes de chaque coté. Il est fréquent d'acquérir ou de perdre des
atomes d'hydrogéne supplémentaires lors de la fragmentation. Le logiciel indique cette
possibilité en tragant une paire de fleches bleues a +1 et -1 pour chaque rupture de
liaison. Dans cet exemple, seule une liaison est rompue. Par conséquent, seulement
deux fleches supplémentaires sont présentes.
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Le pic réel dans le spectre correspond a l'une de ces fléches, indiquant qu'un atome
d'hydrogéne supplémentaire a été perdu, a savoir HBr, si bien que la masse de I'ion

correspond & (M — H — HBr)~.

Utiliser les fragments

Le logiciel contient un indicateur d'ion fragment qui peut générer la masse des espéces
formées par une rupture de liaisons et par I'ajout ou la suppression d'atomes d'hydrogéne.

Remarque : Cet indicateur est purement arithmétique, n'utilise pas de logique chimique et
tend a surestimer les fragments générés. Il s'agit toutefois d'un outil utile pour I'analyse des

fragments.

1. Lorsque le volet de structure est actif, cliquez sur Afficher > Volet Fragments.
Une barre de progression peut apparaitre selon les parameétres de la boite de dialogue
Options de fragment. Consultez la section lllustration 4-4.

2. Cliquez sur l'icone Boite de dialogue Afficher les options, définissez les paramétres

comme indiqué dans lllustration 4-4, puis cliquez sur OK.

lllustration 4-4 : Boite de dialogue Fragment Options
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Définissez les options de sorte a générer un petit ensemble de fragments simples, puis
augmentez le nombre et le type de liaisons rompues nécessaires pour expliquer les ions
observés. La rupture de nombreuses liaisons ralentit le programme et généere un grand
nombre de fragments peu vraisemblables.

La plupart des paramétres de la boite de dialogue Options de fragment sont décrits
dans le Guide de référence, mais veuillez noter ce qui suit :

» Sila case Recalculer automatiquement a la volée est cochée, toute modification du
spectre (changement de spectre, réglage des paramétres) ou toute sélection entraine
un nouveau calcul des fragments. Ce comportement est généralement souhaité, mais
peut avoir un impact sur la vitesse de I'analyse si les options sont définies pour
générer de nombreux fragments. Si cette option n'est pas utilisée, cliquez sur l'icbne
Fragment.

* L'option Contraindre avec la liste de pics signifie que le logiciel n’affiche que les
fragments correspondant a des pics dans le spectre avec la tolérance appropriée.

* Loption Requiert une preuve de I'étape précédente en cas de rupture de liaison
n’est effective que si plusieurs liaisons sont rompues. Le programme rompt tout
d'abord une liaison et envisage de rompre des liaisons dans les piéces obtenues. Si
cette option est sélectionnée, des ions doivent correspondre aux piéces avant leur
rupture.

Avec ces paramétres, la vue devrait ressembler a la lllustration 4-5, mais elle peut étre
legerement différente, car seuls les pics supérieurs au seuil (également marqué) sont
pris en compte.
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lllustration 4-5 : Structure de la bromocriptine
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Remarque : Les pics dans le spectre sont en couleurs : les pics affectés sont en bleu et
les pics non affectés sont en rouge et correspondent aux pics dans I'onglet Fragments.

Le volet Fragments contient deux onglets :

* Fragments : dans cet exemple, la liste est courte, car peu de fragments sont générés
dans ces conditions. De plus, seuls quelques-uns correspondent aux pics dans le
spectre, selon le cas, car la case Contraindre avec la liste de pics a été cochée.

» Pics : affiche un tableau répertoriant les pics dans le spectre qui sont supérieurs au
seulil, leurs intensités et leur affectation, le cas échéant, a un fragment. Pour les pics
affectés, I'erreur de masse est également indiquée.
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lllustration 4-6 : Volet Fragments

FEWL W AEEE e

—

Mass/Charge Intensity {  Assign Error (ppm) Fadica m
114.0584 14,88 & |
209.1337 5233 [ =
2271431 13.74 [l ]
3071702 720 126 B (LA
324.1570 100.00 128 [l
344 0430 4522 7.7 [l
351.1845 5.08 13.0
424 0708 662 [l [ [
Matches: 5 of 11 peaks, 66.0% of total intensity

3. Dans I'onglet Fragments, sélectionnez la ligne correspondant a un rapport m/z de
324,1929. Le pic est identifié par une fleche rouge pour indiquer qu'il s'agit de la masse
prévue et la sous-structure correspondante apparait en gras dans le volet de structure.
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lllustration 4-7 : Boite de dialogue Fragmentation

[Spectrum from Bromecrip_IDA-DES alone_T=1.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=60 min 20u... oo -
File Edt Show Graph Process BioToolKit Window Help - =
E@E =" DIQEEE®
DAEAL+-% o BQAEEE® =
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 -

12004 ¥ &
1000
g
E €00 19.8502
- 400 4
200 - x9n7
. T P I » - N
30 230 235 30 35 350 2% %0 %5
Mass/Charge, Da
W §QAEEEe R EBRW GQAEEE® i
c N Eromocriptine, salected compoaitios . Fragments xpm' e
o iz “ﬂ‘” m m Rad. Erer(pp Comgasition
3071683 -1 1 | 128 C18.H23 N2.04-
5 1 1 12.8 C16 H26 N3.04-
o 344 O 1 1 | 1.7 C16 H15.H3.0 Be-
351.1800 0 1 | J1 1130 17.H25 N3 .05
I 652 2180 0 0 Fl |56 C32 H39.N5.05.Br-
K
J L L] F
Mum. fragments: 5 :

Remarque : La composition et la masse dans le titre du volet de structure reflétent
désormais la masse de l'ion plutét que celle du neutre.

4. Examinez les structures attribuées pour les autres fragments.

Elles sont toutes associées a la liaison amide centrale qui sépare les deux parties
cycliques de la molécule et semble possible.

Remarque : Les compositions élémentaires affectées sont compatibles avec les
spectres superposés générés dans Utiliser un spectre de référence, ou la présence de
Br dans les fragments a été déduite de la comparaison des spectres de Br’®- et de Br8'-
contenant des ions moléculaires.

5. Agrandissez le spectre pour rendre visible I'ensemble de la gamme de masses.
Deux des principaux pics sont affectés, le rapport m/z de 324,1970 et le rapport m/z de
344,0430. lIs correspondent aux deux cbtés de la molécule et sont dessinés en bleu.
Cependant, un certain nombre de pics ne sont pas encore affectés.
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6. Ouvrez la boite de dialogue Options, puis définissez le champ Nombre maximum de
liaisons a rompre sur 2.

Remarque : Selon le réglage du seuil, cette action peut entrainer I'affectation de
certains petits pics, mais pas des pics les plus abondants (rapports m/z de 114,0584 ;
209,1337 et 227,1431, par exemple). Si le spectre est marqué par rapport a une fléche
rouge, cliquez dans le volet de structure afin d'effacer toute sélection et d'indiquer les
valeurs de masse absolues.

7. Cochez la case Rompre les liaisons de cycle, puis cliquez sur OK.
Plusieurs ions supplémentaires sont désormais mis en correspondance, notamment
ceux ayant des rapports m/z de 209,1337 et de 227,1431. La sélection des nouvelles
masses dans le volet Fragments pour la mise en surbrillance des sous-structures
indique qu'elles sont associées a des ruptures de cycle dans la partie peptidique
cyclique de la molécule. Ces ions sont susceptibles d'étre utiles pour déterminer les
sites de transformation métabolique dans cette zone.

Ajouter des sous-structures a un spectre

Sélectionnez des parties de la structure, puis utilisez-les afin d'annoter le spectre pour
référence ultérieure. Selon la taille du volet du spectre, utilisez la boite de dialogue Options
dans le volet de structure pour définir la valeur Longueur de liaison cible a des fins de
copie.

1. Dans la boite de dialogue Options de fragment, décochez la case Rompre les
liaisons de cycle pour réduire le nombre de fragments.

2. Dans le volet de fragments, sélectionnez une ligne correspondant a I'un des ions les
plus abondants pour mettre en surbrillance la sous-structure correspondante.

Cliquez dans le volet de structure.
4. Cliquez sur Modifier > Copier.

Cliquez avec le bouton droit de la souris dans un volet de spectre actif, puis cliquez sur
Coller une image.
Cette action permet de coller une image de la sous-structure dans le volet de spectre.

6. Déplacez I'image en la faisant glisser vers I'endroit désiré. Vous pouvez supprimer
complétement une image en cliquant dessus avec le bouton droit de la souris, puis en
sélectionnant Supprimer une image.

Les images sont reliées au spectre, c'est-a-dire aux positions de l'intensité de masse.
Elles sont donc déplacées lorsque vous effectuez des opérations d'agrandissement et
de défilement.

7. Répétez les étapes 2 a 6 pour les autres ions de fragment et générer une image finale
semblable a la lllustration 4-8.
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lllustration 4-8 : Spectre avec sous-structures ajoutées

Spacirum from Bromoenp_IDS-0ES plons_Te1 wall (saempls 1) - Bromocnpbing Telf | Su_250ul'wen £0C50pg'ul. Experement 3. - TOF MS°2 (100 - 20000 from £ £04 min
Precursor: 52 2 Dia

1200 T

e = -15'1:,_:-.1!I.. :l'

1000

! -
%0 ' -

&0

niomahy
[
W

450
Myss Charpge, Ca

=

8. Cliquez sur Fichier > Imprimer > Fenétre Apercu avant impression pour vérifier la
position des sous-structures.
Comme les ions appariés sont tracés en bleu, il est facile de les associer aux structures
correspondantes.

9. Copiez I'image, puis collez-la dans un logiciel de dessin pour ajouter des lignes ou
d'autres caractéristiques.

Utiliser les spectres MS/MS connexes

Dans certaines applications, il est utile de pouvoir comparer le spectre d'un composé
modifié, un métabolite par exemple, au spectre et a la structure du composé précurseur.

1. Utilisez IDA Explorer pour afficher de nouveau le graphique de contour. Sélectionnez le
pic a 668,2176/4,21, puis masquez le graphique de contour.

Etant donné que les volets de la structure et des fragments sont liés au spectre, ils

sont mis a jour pour refléter le nouveau spectre. Toutefois, la structure est la méme que
celle du composé précurseur lors de I'acquisition du spectre depuis un composé avec un
atome d'oxygéne supplémentaire (16 Da plus élevé en masse). Dans de nombreux cas,
il y a encore des correspondances qui indiquent les parties de la molécule qui n'ont pas
changé, mais dans cet exemple, aucun des ions importants ne correspond, et ils sont
tracés en rouge.

Le volet de structure contient des outils simples de dessin qui permettent de modifier la
structure pour voir s'il est possible de trouver des correspondances.

2. Le c6té gauche du volet de structure comprend une grille avec des symboles d'élément.
Cliquez sur O, puis faites-le glisser vers la structure principale.
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Lorsque 'atome se trouve a proximité de la structure, il est lié par une liaison qui suit le
curseur lorsque vous le faites glisser a proximité de la structure.

3. Faites glisser le symbole O pour tracer une liaison vers la partie inférieure de la structure
(ergoline), puis relachez le bouton de la souris (par exemple, placez le nouvel atome sur

le cycle phényle). La lllustration 4-9 illustre le processus.

lllustration 4-9 : Volet de structure

C M
o P
5 F
Cl Br
I MNa
K | Ca

U AREEE®

Bromocriptine

OH

Br

Le spectre est a nouveau actualisé et révele deux correspondances : I'ion moléculaire

a 668,2089 et l'ion correspondant a la perte de HBr a 588,2828. Cela laisse a penser
que la composition élémentaire globale est maintenant correcte. Toutefois, le fait que les
grands fragments ne correspondent pas porte a croire que I'atome n'a pas été ajouté a

la partie droite de la molécule.

4. Cliquez sur le groupe OH qui vient d'étre ajouté, puis faites-le glisser vers le cycle
pyrrolidine dans la partie supérieure de la structure. Assurez-vous que seul I'atome
déplacé est tracé en gras. Sinon, I'ensemble de la sous-structure en surbrillance est
déplaceé.
Comme le montre la lllustration 4-10, cette action entraine la mise en correspondance
des ions a 340,1927, 366,1722 et 367,1797, et les sous-structures correspondantes sont
des formes hydroxylées d'ions mises en correspondance dans le spectre du composé

précurseur.
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lllustration 4-10 : Spectre de la bromocriptine

+ [Spectrum from Bromocrip_[IDA-DBS alone_ T=1.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=60 m... =8 ECR =™
File Edit S5how Graph Process Bio ToolKit Window Help - &8 X
B@E e IQEEE®
DEL %I he - AEEE® =
Spectrum from Bromocrip_IDA-DES alone_T=1.wiff (sample 1)..Jul. Expeniment 3, -TOF MS"2 (100 - 2000) from 4.206 min +
Precursor; 668.2 Da —_
J 3
1000 2401927
800 -
E 800 1 3%7.1797
= 400 4 6371725 "
269.1135 366.1722 5882893
2001 130.0551 2431352 <
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Mass/Charge, Da
- BQEEEe ﬁ:-:mu_ DABEBE®m
Bromocriptine [ [ | —
c N Fragments | Peaks |
o . 0y F NUHI'I‘I B'Eme ’m Rad. Error (pp Con
340,1878 1 1 145 Cl1eHZE
S| F 3661671 |-1 |1 I 11 13.9 C17.H24
367.1743 0 1 ¥ 1131 C17 H2S
a Br |
588 2828 -1 1 1.1 C32H3E
I Ma 663 2083 0 0 32 C32H33
K l:u J L 11 2
Murn. fragments: 5 :

De nombreux pics a masse faible sans correspondance étaient présents dans le spectre
précurseur, ou bien sont des équivalents hydroxylés qui ont été mis en correspondance

lorsque I'algorithme a été autorisé a rompre les liaisons de cycle. Cependant, il existe un
ion de masse élevée a 637,1725 qui est probablement d( a une étape de fragmentation

simple et qui est encore sans correspondance.

Dans l'onglet Fragments, sélectionnez la ligne de 668,2089 pour la marquer, ainsi que
pour marquer les autres ions par rapport a elle.

Cela montre que le pic a 637,1725 correspond a la perte de 31,0364 de la molécule
précurseur qui peut étre CH3NH, ou CH30. Comme cet ion n'a pas été observé dans le
spectre de la molécule précurseur, il est trés probable qu'il soit issu de I'hydroxylation de
I'un des groupes méthyles dans la partie peptidique cyclique de la structure.

Cliquez deux fois dans le volet de structure pour désélectionner la structure, puis faites
glisser le nouveau groupe OH vers I'un des groupes méthyles a droite de la structure.

Ouvrez la boite de dialogue Options de fragment, réglez le paramétre Tolérance de
masse sur 30 ppm, puis cliquez sur OK.
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L'ion 637 est maintenant mis en correspondance et le fait de sélectionner cette ligne
dans le volet Fragments indique que l'ion pourrait correspondre a la perte d'une fraction
de méthoxy.

8. Ouvrez la boite de dialogue Options de fragment, cochez la case Rompre les liaisons
de cycle, puis cliquez sur OK.
Il est maintenant possible de mettre en correspondance la plupart des fragments, méme
si I'ion a 209 ne peut étre mis en correspondance que si trois liaisons peuvent étre
rompues (les deux liaisons requises pour la molécule précurseur et la perte de I'atome
d'oxygéne additionnel).

Remarque : Le volet Fragments contient maintenant plusieurs lignes relatives a
certaines masses, par exemple 637,1905. Chacune de ces lignes correspond a

un fragment différent possible (davantage de lignes sont générées si trois liaisons
peuvent étre rompues). L'onglet Peaks du volet Fragments affiche uniquement la
correspondance la plus adaptée selon une combinaison de plusieurs éléments :
précision de la masse, nombre de liaisons rompues, fragment radical, etc. Dans cet
exemple, la meilleure correspondance est un fragment qui pourrait avoir été généré
pour le composé précurseur, mais qui n'a pas été observé. Par conséquent, les options
supplémentaires de I'onglet Fragments peuvent étre utiles pour proposer des solutions
qui ne sont pas évidentes.

Résumé

Dans cette section, les tdches suivantes sont abordées :

» Saisie d'une structure sous la forme d'un fichier .mol et association a un spectre.

» Sélection et examen de parties de la structure afin de déterminer la présence éventuelle
d'un pic de masse correspondant.

» Génération d'un volet de fragments, puis définition des paramétres pour observer des
fragments simples.

+ Utilisation des onglets Fragments et Pics pour afficher les compositions, les sous-
structures et pics de masse correspondants.

* Modification des options Options de fragment pour autoriser plusieurs structures de
fragmentation complexes.

» Ajout de sous-structures a un volet de spectre.

* Modification de la structure pour explorer la fragmentation de molécules associées
comme les métabolites.

En général, il est recommandé de commencer par des fragmentations simples avec des
options de fragmentation supplémentaires (liaisons supplémentaires, liaisons en anneau)
selon les besoins pour expliquer les ions observés. Cette constatation est cohérente avec le
fait que le fragment d'ions se fragmente généralement en plusieurs étapes, avec la formation
de fragments plus simples en premier, plutdt qu'en une étape concertée qui rompt plusieurs
liaisons. Bien sar, un fragment simple risque d'étre instable et de se fragmenter encore
immédiatement, le rendant inobservable. En outre, autoriser un grand nombre d'étapes de
fragmentation requiert plus de temps de traitement.
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Lorsque I'on compare des molécules apparentées, il peut étre utile de superposer le spectre
de référence (molécule précurseur) et la forme modifiée, puis d'associer la vue a un

volet de structure ou de fragments qui se met a jour lors de I'échange du spectre actif.
Cependant, il peut s'aveérer difficile de distinguer la couleur appliquée aux ions avec et sans
correspondance en cas de superpositions. Il est donc recommandé d'utiliser des spectres
uniques jusqu'a ce que vous vous soyez familiarisé avec le programme et les vues.
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Utiliser plusieurs échantillons 5

Bien qu'il soit fréquent d'utiliser un seul échantillon, il arrive parfois d'acquérir des
informations supplémentaires en comparant et en visualisant plusieurs échantillons a la fois.
Cette section illustre certains outils disponibles dans le logiciel pour deux échantillons, puis
pour plusieurs échantillons.

Utiliser deux échantillons

Un processus de travail commun consiste a comparer deux échantillons obtenus dans
des conditions différentes pour déterminer les changements. Par exemple, deux repéres
temporels aprés I'administration d'un médicament. Les données comparées pour cet
exercice (T = 0 heure et T = 1 heure) proviennent d'une incubation de bromocriptine avec
des microsomes hépatiques de rat inoculés dans le plasma.

Fermez toutes les fenétres avant de commencer.

1. Cliquez sur Fichier > Ouvrir plusieurs échantillons,, puis accédez au dossier
contenant les données de I'échantillon.

2. Sélectionnez les fichiers Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff et Bromocrip_IDA-
DBS in plasma_T=1.wiff, puis faites-les glisser a droite de la fenétre.

3. Cliquez sur OK.
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lllustration 5-1 : Sélectionner plusieurs échantillons

e

-

Select Samples @
Source: |D:ASCIEX OS Data\Example Project\Data »| || Browse.. |
Available Selected
EII:l Sample Data =~ |:| Sample Data

#-|Z| Bromocrp_IDA-DBS alone_T=1.wiff
| DataSETE1.wiff
2] DataSETE2 wiff
| DataSETE3.wiff
|=| DataSET&4.wiff
=| DataSETES.wIf

- |Z]| DataSETEE wiff

4 I | 3

| ok || Cancel

Contrairement a I'ouverture d'un seul fichier IDA ou des TIC distincts s'affichent pour
I'exploration et les balayages dépendants, en présence de plusieurs fichiers IDA, un seul
TIC de toutes les données s'affiche pour tous les échantillons. Dans cet exemple, deux
TIC sont représentés comme le montre la lllustration 5-2.
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lHlustration 5-2 : TIC

i’

TIC from Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=0 min 30uM (dil 3.. — @@
I B At - %o Ul QAEDE S =]

- @ TIC from Bromocrip_IDA-DBS inplasma_T =0, wiff (sam._Grad Luna C18 (1x100mm) 2 5u_250uLmin 40C50pghul. T
@ TIC from Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=1.wiff (sampl...in Grad Luna C18 (1x100mm) 2 5u_250ulimin 40C50pgiul.  —

Q874 2
0.850 10,378
2.5¢7 4 10,245
10,671
11
207 23 I 11.781
g 1567 4
1.0e7
5.0e6 |

4. Cliquez sur Afficher > Chromatogramme en courant ionique total (TIC) pour ouvrir la
boite de dialogue Sélectionner une expérience.

5. Sélectionnez Période 1, expérience 1 - TOF MS (100 - 2000), puis cliquez sur OK.

lllustration 5-3 : Boite de dialogue Process All Overlays

Process All Overlays? @

-

Do you want to "Show TICs" for all overaid data sets or
onhy the active one?

I Active Onby

[T Oy show this dialog again f the shift key iz down

OK ] [ Cancel

La boite de dialogue Traiter toutes les superpositions, qui s'affiche lors du traitement
de tracés superposeés, vous permet de traiter soit tous les tracés, soit uniquement le
tracé actif. Le traitement de tous les tracés est utile, car les opérations ultérieures
affectent tous les tracés (échantillons).

6. Sélectionnez Toutes les superpositions.
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7. Cochez la case Ne réafficher cette boite de dialogue que si la touche Maj est
enfoncée pour faire de cette action I'action par défaut.

8. Cliquez sur OK.
Un volet contenant les superpositions des TIC d'exploration est alors généré. La
chromatographie est tres reproductible et les pics des métabolites sont tres élevés.
Vous pouvez donc trouver certaines superpositions en agrandissant et en comparant
les chromatogrammes (en examinant la zone autour de 6 min). En général, des efforts
supplémentaires doivent toutefois étre déployés. |l existe plusieurs fagons de générer
des vues qui sont plus facilement comparables. Pour cet exemple, un chromatogramme
de pics basique est utilisé.

Remarque : Si vous cliquez sur Fichier > Ouvrir les TIC de carte de chaleur a
partir du Wiff, vous pouvez générer les vues de la bande directement sans afficher au
préalable les chromatogrammes superposes.

9. Masquez le volet TIC d'origine, puis cliquez sur Afficher > Chromatogramme de pics
de base (BPC).

10. Dans la boite de dialogue Options de BPC, modifiez au besoin les paramétres pour
qu'ils correspondent aux valeurs de la lllustration 5-4, puis cliquez sur OK.

lllustration 5-4 : Boite de dialogue BPC Options

BPC Options ==

Mass tolerance: 0.1 Da

-

| Use limited mass range
Start mass: 500 Da

End mass: 1000 Da

| Use limited time range
Start time: 4 min

End time: 3 min

oK | | Cancel

Un chromatogramme de pics basique est créé en tracant l'intensité du pic le plus large

dans chaque balayage en fonction du temps de rétention. Pour fournir des informations
supplémentaires, chaque tracé bascule entre sa couleur normale et le gris chaque fois

que la masse de pic de base change selon une tolérance de masse supérieure a celle

qui est indiquée dans cette boite de dialogue.

Vous pouvez éventuellement limiter la gamme de masses prise en compte, ce qui
permet d'éviter les artefacts causés par des pics de bruit de fond bruyants par exemple.
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11.

Vous pouvez également définir la plage de temps de rétention pour accélérer le
traitement. Sachant que la masse de la bromocriptine est d'environ 652, les métabolites
simples ne sont pas inférieurs a un rapport m/z de 500.

Dans la boite de dialogue Traiter toutes les superpositions, assurez-vous que l'option
Toutes les superpositions est sélectionnée, puis cliquez sur OK.

Un nouveau volet affiche le BPC, qui est beaucoup plus simple et plus facile a comparer
que les TIC d'origine.

lllustration 5-5 : BPC

o
PCimm Eromocnp_IDA-DBS in plasma_Tz0wiff (sample 1) - Bromocniptine T=0 min 30wl (dil 30x

==
=
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Deux pics (marqués par des fleches rouges) semblent diminuer dans I'échantillon
de 1 heure (rose) par rapport a I'échantillon T = 0 (bleu). lls correspondent a la
bromocriptine (6,09 min) et a un isomére. Trois pics (fleches bleues) sont également
présents dans I'échantillon T = 1, mais pas dans I'échantillon T = 0. Il s'agit de
métabolites potentiels.

Remarque : Le BPC peut étre trés utile, mais il ne reflete que le comportement de l'ion
le plus élevé (dans la gamme de masses choisie). |l n'est pas possible d'afficher les
pics de masse qui ne se transforment jamais en pics de base. Par conséquent, utilisez
d'autres outils lorsque vous examinez les différences entre les échantillons.

12. Masquez le volet TIC.
13. Double-cliquez dans le volet BPC a 6,09 min.
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14. Sélectionnez Toutes les superpositions dans la boite de dialogue Traiter toutes les
superpositions, puis cliquez sur OK.
Ceci génére deux spectres superposeés.

15. Dans le volet de spectre, cliquez et agrandissez pour afficher I'amas isotopique a un
rapport m/z autour de 652. Consultez la lllustration 5-6.

Le volet de spectre comprend des spectres superposés des deux échantillons pour
une comparaison plus facile. Dans cet exemple, il est évident que l'intensité dans
I'échantillon T = 1 (rose) est inférieure a celle de I'échantillon T = 0.

L'apercu du graphique est trés précieux lors de la consultation des données a haute
résolution de ce type, car il permet d'examiner les détails tout en gardant une vue
d'ensemble du spectre.

lllustration 5-6 : Amas isotopique a un rapport m/z autour de 652

s

Spectrum from Bromacrip_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=0 min 0uM (di. | < | (= [stsm]
&

A@ELr - %Aw- e - BAEEE®
= @ BPC from Bromocnp_|DA-DBS inplasma_T =0 wnff (sample _ Expensmend 1, -TOF MBS (100 - 2000): 500.0- 170000 Da +
@ EPC from Bromocnp_IDS-DBS n plasma_T=1wiff (sample 1) .. L. Expenment 1. -TOF MS (100 - 2000): 5000 - 1000002 —
1.0e5 4 I, &
| 609
B Ded 4
g £ Dad
; e
E 4 il
660 167 o
- : 7.80
2 0ed 4 ,l % .u -
874 643 679 737 ?5_‘[
0 N 4 W | W0 . - LN
45 50 55 &0 65 70 75
Tme, min
BER+ % he- s GQAEEE® @
- i Spectrum from Bromocnp_IDA-DBS inplasma_T =0 wiff (sa_jul . Expenment 1, -TOF M5 100 - 2000) from 6093 men +
@ Specinem from Bromocnp_IDA-DES in plasma_T=1wil (samp...gul. Expenment 1, -TOF MS (100 - 20000 from 6 038 men —
1.0e5 - 4
652 2156 (1) 6542180 (1) &
]
£ S0 6532220(1) 655.2206 (1)
l E56 2223 (1)
0.0ed - v - - - . N—
£51 B52 E53 FoL BES EEE E57
Mass/Charge, Da
| I

16. Dans le volet Chromatogram, déplacez le curseur sur la ligne qui affiche I'heure du
spectre (sur lequel vous avez précédemment double-cliqué).

17. Lorsque le curseur se transforme en fleche a double sens, faites-le glisser vers le pic a
environ 5,8 min.

Le spectre continue a afficher la plage de masses étendue, qui ne contient plus que
le bruit et les petits pics. Pour afficher les grands pics roses dans la fenétre principale,
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Utiliser plusieurs échantillons

faites glisser le rectangle rose dans I'apercu du graphique, indiqué par une fléche noire

en dessous. La vue est rétablie lorsque vous relachez la souris.

Pour lllustration 5-8, I'icdne Libeller toutes les traces superposées était sélectionnée.

lllustration 5-7 : BPC et spectre

AELA e+ -%izhe - -QEIE!E'

& BPC from Bromocnp_IDA-DBS in plasma_T=1.wff (sample 1) . L. Experiment 1. -TOF MS (100 - 2000): 5000 - 1000.0 Da

= G BPC from Bromocnip_IDA-DBS inﬁum_]’-ﬂ.wiﬁ{nﬂh .. Experiment 1, -TOF WS (100 - 2000): 500.0- 1000.0 Da +

1.0e5 4
.\EDE' &
B Ded 4
ﬁ' 6.0ad 4
E oiou]
660 767
2 Ded 4 1 790
74| 643 679 737 }5?[
5 e e e E\- I\ _J AR AL 127 2 N
45 50 55 &0 65 70 7
Torrse, fran
BEE+ - s Lo «am FQAEEE® e
= @ Spectrum from Bromocrip_ IM-DBSIHM T=0.wiff (sa_hul. Experiment 1, -TOF MS (100 - 2000) from 5 26 mn +
& Spectrum from Bromocnp_|DA-DES in plasma_T=1.wf (samp.. ghl. Expeniment 1. -TOF MS (100 - 2000) rom 588 min —
&
§
5
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Utiliser plusieurs échantillons

lllustration 5-8 : BPC et spectre avec sélection de I'icbne Marquer tous les tracés
superposés

[Spectrum from Bromocrip JDA-DBS in plasma, T=0.wif (sample 1) - Bromocriptine T=0 min 30uM (. E‘lﬁ@

'::'E &1"%1:‘.1-' H*I#t Lo mQDEEH o
- i BPC frvom Bromocnip_|DA-DBS inplaama_T=0 wifl (sample .. Expanment 1, -TOF MS (100 - 2000): 50000 - 1000 0 Da +
@ EPC from Bromocnp_IDA-DES i plasma_T=1.wff (sample 1) L Expenment 1, -TOF MS (100 - 2000): 5000 - 1000008 —

1,065 1 N
609 &
B Ded 4
F  60et]
E
E 4 Ded 4
, 660 767 .
20e4 1 874 'I 643 \ 6.79 727 ';5.‘| -9':';
I NN . 00 4 W0 G -
45 50 55 60 65 70 75
Tamrss, mun
@EA] - %Mo - gaAaoOEe =

- i Spectrum from Bromocrip IDA-DBS inplazsma_T =0 wiff (sa_kd  Expeniment 1, -TOF WS {100 - 2000) from 5896 men +
@ Spactrum from Bromocnip_IDA-DES in plasma_T=1 wiff (samp_glul, Expersment 1, -TOF MS (100 - 2000) from 5830 min = =—

M &
[ess2188 (1) B0z (1)
z 20000
E o000 ‘ 669.2177 (1) 671.2158(7)
. ’ | Em21es(n
64 665 666 667 668 669 60 61 672 673

Mass/Charge. Da

Ces pics sont absents de I'échantillon T = 0.

18. Fermez toutes les fenétres avant de continuer.

Utiliser plusieurs échantillons

Lorsque plusieurs échantillons sont superposés, il peut s'avérer difficile de différencier les
fenétres et de les associer au bon échantillon. Le logiciel contient d'autres outils qui vous
permettent d'afficher les données de plusieurs échantillons.

L'ensemble de données utilisé pour I'exemple provient d'une analyse de profil d'impureté de
six ensembles de données différents.

1. Cliquez sur Fichier > Ouvrir plusieurs échantillons..

2. Sélectionnez les fichiers DataSet61.wiff vers DataSet66.wiff, puis déplacez-les vers le
volet Sélectionné(s).
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lllustration 5-9 : Sélection de plusieurs é

chantillons

P

Select Samples
Source: | D:ASCIEX OS Data\Example ProjectiData v| [ Browse... |
Avalable Selected
=1 Sample Data = Sample Data
[ Bromocrip_IDA-DBS slone_T=1 wif &) (8] DataSETE1 wiff
2 Bromocrip_|DA-DBS in plasma_T=0 wiff P b W mpSTDS
=| Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=1.wilf - (£] DataSETE2 wiff
=] RP_digests.wiff . i mpSTDE
""" RP_lntact wiff £-[2] DataSETE3wiff
Lo g Imp STD 7
<= =)-(2] DataSET64 wiff
P b W mpSTDE
=~(Z] DataSETE5.wiff
N W mpSTDS
- (] DataSETE6 wiff
...... W Imo STD 10
oK Cancel
Cliquez sur OK.
4. Cliquez sur Afficher > Chromatogramme en courant ionique total (TIC).
Sélectionnez Période 1, expérience 1 dans la boite de dialogue Sélectionner une
expérience.
Tutoriel
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Utiliser plusieurs échantillons

lllustration 5-10 : Boite de dialogue 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. Cliquez sur OK.

7. Dans la boite de dialogue Traiter toutes les superpositions, sélectionnez Toutes
les superpositions, puis cliquez sur OK. Le graphique affiche la superposition d'un
chromatogramme TIC pour chaque échantillon du fichier.
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lllustration 5-11 : TIC superposés de I'expérience 1 des fichiers DataSet61.wiff a
DataSet66.wiff

e

@@er BR/AEEE®

[TIC from DataSET6L wiff (sample 1) - Imp STD S, Experiment 1, + TOF MS (10... o[- )
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help p - 8 X

TIC from DataSETE1 wiff (sampl...Amert 1, «TOF MS (100 - 1000)

GELr - sAho- e ull - GRAEBES®
— @ TIC from DataSET 61 wiff (sample1) - Imp STD 5. Experiment 1. +TOF MS (100 - 1200)
@ TIC from DataSETE2 wiff (sample 1) - Imp STD &, Expeniment 1, +TOF MS (100 - 1000)
@ TIC from DataSETEI. wiff (sample 1) - Imp STD 7. Experiment 1, «TOF MS (100 - 1000)
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

J=
+
&

-

Le titre du tracé actif est affiché en caractéres gras. Un clic sur l'icone a gauche de ce

titre réduit les en-tétes sur une seule ligne, laissant ainsi plus de place aux informations.

8. Cliquez sur Afficher > Traces superposées comme une carte de chaleur, puis dans
le volet qui s'affiche, configurez les contrbles de couleur min% sur 0,5 et % max. sur
100.

Conseil ! Cliquez avec le bouton droit de la souris, puis sélectionnez Afficher le
contréle d'aspect si les contrbles ne sont pas visibles.

9. Cliquez dans le volet du chromatogramme, puis cliquez sur l'icbne Masque tous les
autres volets (Masque les autres volets).
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lllustration 5-12 : Chromatogramme de la carte de chaleur

File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help .8 %
F@Ee=~~ DA EBE®

GlRes | BAmDE® e
Heat Map Chromatogram

Imp STD 10

Imp STD 9

Imp STD 28

Imp STO 7

ImpSTD &

Imp STD 5

1 2 3 4 B & 7 8 9
Time, min
rog3E < min min % min rax max % P maEx
T [ od ] oo [ ssee

Chaque échantillon est représenté par une seule bande horizontale qui affiche son
TIC, avec un codage couleur qui se rapporte a l'intensité. Dans la palette de couleurs
ci-dessus, le jaune représente les points ou aucune donnée n'a été acquise ou bien ou
l'intensité est inférieure de 0,5 % a la plus grande intensité dans un échantillon. Le bleu
représente une intensité de 0,5 % et le rouge représente le signal le plus intense.

La fenétre affiche six a sept pics (entre 4,5 et 6,5 min) et les réactions varient, a
I'exception du pic a 6,5 min.

L'ordre des pics est identique a 'ordre d'acquisition des échantillons et n'est pas
forcément optimal. Dans cet exemple, I'ordre est parfait.

10. Cliquez avec le bouton droit dans la fenétre, puis cliquez sur Afficher le tableau des
échantillons. Initialement, le tableau des échantillons est affiché a droite de la carte
de chaleur. L'Glisser-déposer pour réorganiser les voletsicone dans le coin supérieur
droit du volet permet de déplacer le volet en bas de la carte de chaleur pour disposer le
tableau sous le volet d’origine.
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lllustration 5-13 : Liste des échantillons pour le chromatogramme de la carte de
chaleur

Imp STD 3
Imp STD 8
Imp STD 7
Imp STD &

Imp STD S

File Edt Show Graph Process BioToolKit Window  Help - 5 X
F@E e+ GAEEE® |
PR CEEED =
Heat Map Chromatogram

Imp STD 10

1 2 3 b 6 7 8 9
Time, min
modata < min min % miin max max % Bl
[ os [N N oo [HE O osscee
El=zi=il K Y=]=I=] - =
Index Display Name Sample Name Sample ID Sample
3 Imp STD 10 imp 510 10 Diat=SETER wiff [sampie 1)
5 Imp STD 9 Imp STD S DataSETES. wiff (sample 1)
4 Imp STD 8 Imp STD & DataSETES 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)

Le tableau contient des colonnes pour les différents champs textuels associés a chaque
échantillon. La colonne Nom affiché est modifiable, mais les autres sont en lecture
seule. Toutes les colonnes peuvent étre utilisées pour trier le tableau et la vue de

['échantillon.

11. Effectuez une sélection dans I'échantillon Imp STD 10 autour de 5,5 min, puis double-

cliquez dedans.

Un nouveau volet Heat Map Spectrum est généré et la gamme de masses compléte

s'affiche sur I'axe des abscisses.
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lllustration 5-14 : Spectre de la carte de chaleur

File Edit Show  Graph Process Bio TeolKit Window  Help - g X
E@Ee= U QEEE
RN V==L =
Heat Map Chromatogram

ImpSTD 10

ImpSTDS

Imp STD 8

Imp STD 7

ImpSTD 6

Imp STD B

1 2 3 4 5 [ 7 g 9
Time, min

no dats < min min mEx max T Fmax

| | 05 -- 1000 [ O wosee
e WA EEBEE |+
Heat Map Spectrum from 5.402 to 5667 min

imp STD 10 4 | ‘ ]l ’ ‘I I’ |

Imp STD'S - || ‘

ImpSTD 8 -

mpsTD7 4/ || H

ImpSTDE 4

Imp STD5 - | |

200 300 400 500 600 700 800 900
Mass/Charge, Da
no dats < min min T max max T Fmax
T o e oo e

Dans le spectre, vous pouvez déterminer que plusieurs masses (comprises entre une
valeur m/z de 400 et une valeur m/z de 460) contribuent a la plus forte intensité dans la
zone temporelle sélectionnée.

12. Sélectionnez la masse autour de Mass/Charge Da 401 pour I'échantillon Imp STD 10,
puis cliquez avec le bouton droit de la souris pour sélectionner Afficher les spectres
des échantillons sélectionnés.

Cela génére un spectre pour I'échantillon sélectionné. Le spectre a ce repére temporel
s'affiche. Consultez la section lllustration 5-15.

13. Double-cliquez sur la masse autour de Mass/Charge 401 Da dans le spectre de la carte
de chaleur pour générer un XIC de carte de chaleur.
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lllustration 5-15 : Spectre

P

[Spectrum from DataSETE6.wiff (sarmplel]) - Imp 5TD 10, Experiment 1, +... EIEI
File Edit Show  Graph Process Bio ToolKit  Window  Help - 2 X

E@e="DQEHEBEE®
e % W @QAEEE® =

Heat Map Chromatogram

ol b S T

1 2 3 4 ] G 7 2 9
Time, min

no data < Imiin min % miin max max % Fmax

0.5 B oo O ooscse
M e % Al U QREEE® =

Heat Map Spectrum from 5.402 to 5.667 min
e

Imp5TD 5

200 200 400 500 500 700 200 900
Mass/Charge, Da

no data < imin min min s max % = max

0.5 B co0 0 o

ML r - %he - laeam i DGEHEE®

Spectrum from DataSETEE wiff (sample 1) - Imp STD _.nt 1, +TOF MS (100 - 1000) from 5407 to 5.667 min
401.2652

10000 2671745 | 2221895 418.2585

_ 4593222
4022723
1729377 199.1483 | ( ir,d,ED.BZE-E-

g | + §

Intensity

NN T ] . .
200 300 400 500 600
Mass/Charge, Da

Résumé

Dans cette section, les taches suivantes sont abordées :

Utilisation des différents outils d'échantillons disponibles dans le logiciel.

Comparaison de deux échantillons avec des chromatogrammes superposés et des
spectres interactifs.

Comparaison de plusieurs échantillons avec l'affichage de cartes de chaleur.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
86/120

RUO-IDV-05-15739-FR-A




Utiliser la fonction Bio Tool Kit 6

Cette section illustre certaines options disponibles dans I'élément de menu Bio Tool Kit du
logiciel.

Remarque : La fonction Bio Tool Kit MicroApp doit étre activée pour accéder a cette
fonctionnalité. Tant que la fonction n'est pas activée, les seules options disponibles sont
Peptide Fragments, Add Manual Reconstruct Highlights et Remove Manual Reconstruct
Highlights. Consultez la section Activer la fonctionnalité Bio Tool Kit MicroApp dans le
document Notes de version.

Séquence manuelle

Utilisez cette option pour effectuer un séquencage manuel des données spectrales MS/MS a
partir d'un échantillon de protéine digérée.

1. Cliquez sur l'icbne Ouvrir un échantillon dans la barre d'outils principale.
La boite de dialogue Sélectionner un échantillon s’ouvre.

2. Sile dossier Données exemples n'est pas déja sélectionné, cliquez sur Parcourir et
accédez au dossier Données exemples.

3. Sélectionnez le fichier RP_digests.wiff, puis cliquez sur OK.

La boite de dialogue Ouvrir un échantillon IDA s’ouvre.

lllustration 6-1 : Boite de dialogue 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. Assurez-vous que l'option Avec ’Explorateur IDA est sélectionnée, puis cliquez sur
OK.
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lllustration 6-2 : Spectre du fichier RP_digests.wiff

- -
[IDA Viewer for RP_digests.wiff (sample1)] =R ™
File Edit Show Graph Process  BioToolKit Window  Help . B x
B@ e BQ =)
EEI-LMJ%LELEQE.EI}J\—&%'% hﬁ"ﬁiﬂi
¥ Fltesing Controls Al } Spectrum from RP_digest.. - 2000) from 2281 min T
..... S Precursor: 551.8 Da, CE: 30.0 —
..... - FlL - 3.]:!:] F I, &
Time versus Precursor ...rge for IDA Dependents 551.7826
1200 4 1109.5314/3.10 - ' 2580 4
100 4
et 1000 200 1
g 300 | z 552.2841
5 8007 g
) 700 1
= 600 | 100 -
5159.7829
500 4
50 L 8524130
0 — ;
500 1000 1500
1182 spectra visible Mass/Charge, Da

5. Cliquez sur l'onglet Table.
6. Sélectionnez m/z 471.2398 a Durée 12.73.

7. Lorsque le volet du spectre est actif, cliquez sur Graphique > Dupliquer un graphique.
Un nouveau volet de spectre s’ouvre pour le précurseur sélectionné (471,2). Vous
pouvez supprimer le volet IDA Explorer et son volet de spectre associé.
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lllustration 6-3 : Spectre pour le précurseur 471,2398 au temps de rétention 12,73

o

\

[Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sampled01, Experiment 3, + TOF M5... = || = | &2
File Edt Show Graph Process BioToolKit Window  Help - 8 X
F@e-mIQEEE®
BELEes-% o - || AEEE® =
Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - SampleQ01, Expenment 3, +TOF M52 (80 - 2000) from 12.735 min +
Precursor: 471.2 Da, CE: 300 -
i
3000 { [120.0801 471.2406 &
2500 -
84.0437 7417
2000 | | | 471.7417
5 136.0750 7383833
E 1800 4 1281012 514 9930
187.0710 |
1000 4
7383857
500 " 7612824
WE‘IFB.#OEE
0 — . : - ; :
200 400 600 200 1000 1200 1400 1600 1200
Mass/Charge, Da
8. Sélectionnez le pic marqué 738,3833.
9. Cliquez sur Bio Tool Kit > Séquence manuelle.
La boite de dialogue Options de séquence s’ouvre.
Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF

RUO-IDV-05-15739-FR-A 89/120



Utiliser la fonction Bio Tool Kit

lllustration 6-4 : Boite de dialogue Sequence Options

P

Sequence Options

COptions |Help |

=

Match tolerance:

0.050

Da lgnore isotopes and check charge state

=
(1]
1]

Amino Acid

Owerride Name

L3

CICAM]

m

=
I
a

I'L

=& Ty mym a3

IHEEEEEEEEEEEEEE

[] Oy show this dislog again f the shift key iz down

oK

| |

Cancel

Remarque : Si vous cochez la case Ignore isotopes and check charge state, les
isotopes et les pics dont I'état de charge est incorrect sont ignorés par le logiciel au

moment de proposer l'acide aminé suivant.

10. Cliquez sur OK.

La boite de dialogue Créer une séquence s’ouvre.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF

90/120

Tutoriel
RUO-IDV-05-15739-FR-A



Utiliser la fonction Bio Tool Kit

11.

12.
13.

14.

lllustration 6-5 : Boite de dialogue Create Sequence

Create Sequence [ 23]

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

Remarque : Cette boite de dialogue vous permet de modifier les hypothéses retenues
pour les ions de la série y- et b- et I'état de charge aprés le séquengage manuel du
fichier, et de trouver I'hypothése qui correspond le mieux aux données.

Assurez-vous que la case Créer une séquence (pour le volet Fragments
peptidiques) est cochée.

Saisissez 2 dans le champ Charge de précurseur.

Saisissez la valeur de charge du pic sélectionné a suivre dans l'arborescence de la
séquence manuelle dans le champ Fragment charge.

Cliquez sur OK.

Le logiciel est actualisé et affiche un volet de spectre mis a jour avec des lignes
verticales rouges indiquant la premiere série d'acides aminés acquis ou perdus dans
les données spectrales.
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lllustration 6-6 : Spectre séquencé manuellement - Possibilités initiales

e

[Spectrumn from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 3, + TOF ... =N o~
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 5 X

B@E e~ TIAEEE®

@A e - % v Aie - @mA O E e =
Spectrum from RP_digests wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 3, +TOF MS™2 (20 - 2000) from 12.735 min +
Precursor: 471.2 Dz, CE: 30.0 -
B &

800 Y _591.31 43 L

700 - P[]

575.3136
400 4 §03.3152

[mten =ity

300 - .552_ 3234 625.2564

WZHl |.|l.Lut_|l.. A TR J “JJ. e L1

575 K80 585 530 595 600 605 610 615 620 625
Mass/Charge, Da

15. Double-cliquez sur la Iégende de la ligne verticale rouge pour un séquengage ultérieur.
Le logiciel est actualisé et affiche la prochaine série d'acides aminés dans les données
spectrales.

16. Répétez I'étape 15 jusqu'a ce que tous les acides aminés possibles aient été présentés.
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lllustration 6-7 : Spectre séquencé manuellement

r'

200

300

400

500
Mass/Charge, Da

[Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sampled01, Experiment 3, + TOF ... = || =) TR
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window  Help - 7 X
Rl KY=l=1=1
@rLde %bhe @uamaanDEm =
Spectrum from RP_digests wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 3, +TOF MS™2 (20 - 2000) from 12.735 min +
Precursor: 471.2 Da, CE: 30.0 —_
N &
3000 - I hi E L G F
" 120.0801 T i i
2800
4717417

2000 - k
%‘ 1360750 738.2833
= |
E 1500 187.0710
- 1860863 4337243 534.2920

/ 292.1656 I
1000 1 3556974 531.3148
E75.3136 739 3887
500 603.2152 " 773.4099
AL | ( .

600 700 800

Remarque : Dans la figure lllustration 6-7, les Iégendes ont été sélectionnées dans

l'ordre suivant : F>G>I1IL>E>Y.

Conseil ! Si le logiciel propose plusieurs possibilités et que vous souhaitez suivre
une section différente de celle proposée initialement, revenez a la vue initiale du
graphique et répétez cette procédure pour sélectionner un autre marqueur d'acide aminé

correspondant.

Séquencage manuel associé aux fragments peptidiques

1. Cliquez sur Bio Tool Kit > Fragments peptidiques.
Le volet Fragments peptidiques associé au spectre séquencé manuellement s'ouvre.
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Utiliser la fonction Bio Tool Kit

lllustration 6-8 : Volet Fragments peptidiques associé au spectre séquencé
manuellement

e

[Peptide Fragments] E]
File Edit 3Shew Graph Process BioToolKit Window  Help - 8 X
F@ e DAEEE B
ikt - % Ao aesm i DOQEBEE® =
Spectrum from RP_digests wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 3. +TOF M52 (20 - 2000) from 12.735 min +
Precursor: 471.2 Da, CE: 30.0 —_—
&
30005 Y E ) h J|g F
2500 4
471.7417
2 2004 l13g0750 v
I ri vi
5 ] 187.0710
g e 4337243 Ve
- 135.08’59’ v - 1 <
1000 4 378 . N076 vk _
\ l £75.3135 /.f 49,3857
500 - l ye -1 b
1 4
ﬂ_@ﬂmm | ol dil
200 300 400 500 600 700 £00
Masz/Charge, Da
Re AEEE ﬁ
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

Remarque : Les acides aminés qui correspondent aux données expérimentales

s'affichent en gras et en rouge dans les colonnes de I'onglet Tableau. Les acides
aminés, qui correspondent aux données expérimentales mais qui ont une charge de
fragment cible différente, s'affichent en italique et en rouge dans les colonnes de I'onglet

Tableau.

2. Ouvrez l'onglet Liste.

Cliquez sur Afficher > Calculatrices de masse.

4. Ouvrez I'onglet Propriété d’AA.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
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lllustration 6-9 : Volet Mass Calculators — Onglet Propriété d’AA

P =

[Peptide Fragmentz] E] |

IN File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X

@@ e DABEE R

ol A% Ae - - "‘fﬁi DAEEE® ﬁ‘
Spectrum from RP_digest .. 2000) from 12.735 min
Precursor: 471.2 Da, CE: 30.0 — | Precursor charge: 2 Target fragment charg
o0 { by | e bkl ¢ & | sequence: 204 0551}-FGIEY-{127.0861]
2500 T TT Table | Lst | Theoretical precurser m/z: 471 2398
B4.04B87 Y :
2 20004 M ,4’1 1411 Name Charge Mass/Charg” Error Se =
@ 136.0750 y3lby |1 114.09134 | =
E vk Yalby |2 122.07061 IE
i ¥yzlby |1 130.04987 E
vo-17 | 2 138.07263 Y
¥ 2 14658550 Y
200 400 00 200 J ) 1|.r. lh. |2 1" 1RMN A2 GL':
Mass/Charge. Da

G OAEEE®

Unit Conversion | Custom Elements | AA Modfications |
| Mass Property | AA Property |Hass Accuracy | |zotopic Distribution | Blemental Composition I Hypemass |

ER

AA sequence: [204.0851]-FGIEY[127.0861] Calculate
Charge state: 2 [¥] "H+' charge agent (else electron)
Composiion: {204.0851} C31H33NS08 {127.0861} H24

Charged monoisotopic mass: 942 47562
Monoisotopic m/z: 471.23581
(Charged average mass: 942 380

Remarque : Les calculateurs de la masse sont automatiquement associés au spectre
séquencé manuellement par défaut. La séquence d'acide aminé du spectre est indiquée
dans le champ Séquence d’AA.

5. Lorsque le volet du spectre est actif, cliquez sur Bio Tool Kit > Définir les paramétres
de création de séquence.
La boite de dialogue Créer une séquence s’ouvre.
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lllustration 6-10 : Boite de dialogue Créer une séquence

-

Create Sequence

Create Sequence for Peptide Fragmerts Pane)
Assume y-series

@ Assume b-seres

Precursor m/z: 471 2358

Precursor charge: 2

Fragment charge: 1

£3

oK | [ canesl

o)

6. Renseignez la boite de dialogue Créer une séquence comme suit :

» Assurez-vous que la case Créer une séquence (pour le volet Fragments

peptidiques) est cochée.

» Sélectionnez I'option Supposer une série b.

» Saisissez 471,2398 dans le champ m/z de précurseur.
+ Saisissez 2 dans le champ Charge de précurseur.

» Saisissez 1 dans le champ Charge du fragment.

7. Cliquez sur OK.

Le volet Fragments peptidiques et le volet Mass Calculators sont actualisés en fonction

des données de séquence mises a jour.

8. Ouvrez I'onglet Tableau dans le volet Fragments peptidiques.

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
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lllustration 6-11 : Volet Fragments peptidiques, associé au spectre séquencé
manuellement, actualisé

N File Edt Show Graph Proce:s BioToolEit  Windew Help

F@g =~~~ 0QEBEE®

QAEL-%hw- oS
Spectram from RP_digests 0 - 2000) from 12,735 men +
&

Ber TQAEE=Ew

Precursor charge: 2 Target fragment chams: 1
Sequence 231 TYEGF202 0335

Toble | Lat Theoratical precursor m/'s: 471 2358

Frécursor: 4712 Da, CE: 30

Fagerd

Symbol Fes. Mass 2 (M) 5 b k- 17 ¥ y=17
p|Y [1E306333 |1 26416957 | 292.76448 | 27513730 | 81337847 | 7635192
E | 12904258 |2 | T0.21216 | 421.20007 | 404.18052 | 650.21514 | 633 22859
1308406 |3 | 506 29627 5342911 | 51726458 | 52127254 | 604 24559
|G | 5702146 |& | 563.31769 | 591.31260 | 574.28605 | 408.15848 | 391.16193
|F 14706841 |5 | 71008600 | JIS3002 | 721 35447 | 351 1r.m::11.“m.'

Intsensaty

00 400 600 800 It
Mass/Chaige Da

= BQ0E=E®

Ilaess Fropesty AA Propasty mm|mm|&mdm|w|mm“w EMmBuﬂwile\AMmﬂ
AA sauancs NZ N THYEGH202 0835 Calculate |
Charge sate 2 o He chamge agert (slse slecion)
Compostion (125,101 7) CIUHEINSOE (202 0835) H24

Charged mongisobops: mass S22 4THEZ
Moreoeolopss mo's 471 23981

Charged seerage mass 347 220

&
I

9. Lorsque le volet Spectre est actif, cliquez sur Bio Tool Kit > Effacer le séquengage
manuel.

Tous les marquages de la séquence manuelle sont supprimés.

Ajouter et supprimer des points forts de la
reconstitution manuelle

Utilisez I'option Ajouter les surbrillances de reconstruction manuelle pour ajouter des
marqueurs indiquant les positions nm/z théoriques d'une masse donnée par rapport a un
spectre. Cette fonction permet de confirmer si, oui ou non, des pics spécifiques d'un spectre
correspondent au méme composant lorsque les spectres incluent des composants a charge

multiple. Utilisez I'option Supprimer les surbrillances de reconstruction manuelle pour
supprimer les marqueurs.

Conseil ! Faites glisser la ligne verticale du marqueur vers une nouvelle valeur m/z pour
déplacer le marqueur vers un nouvel emplacement.

Conseil ! Cliquez sur la ligne verticale du marqueur ou sur le marqueur de I'état de charge
correspondant pour activer le marqueur. Le marqueur actif indique I'emplacement m/z.

1. Cliquez sur l'icéne Ouvrir un échantillon dans la barre d'outils principale.
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La boite de dialogue Sélectionner un échantillon s’ouvre.

2. Sile dossier Données exemples n'est pas déja sélectionné, cliquez sur Parcourir et
accédez au dossier Données exemples.

3. Sélectionnez le fichier RP_Intact.wiff, puis cliquez sur OK.

lllustration 6-12 : TIC du fichier RP_Intact.wiff

e

[TIC from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sampled01, +TOF MS (500 - 2500)] =5 Eoh =
File Edit Show Graph Process BieToclKit Window Help - 8 X
FE e AR
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. Créez un spectre moyen a l'aide de la zone supérieure (5,91 a 6,00 min) du pic de
myoglobine.
Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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lllustration 6-13 : Spectre moyen

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

RELt-%he- a7 DQEEHE® 4=
Spectrum from RP_Intactwiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) from 5910 to 5956 min +
8082421 . 9427247 —
7000 4 ?33.&]5‘31\ \593_1512 B
1 7379184
B000 1 7219158 842 7805
z 1060.4382
5 00 12119271
= 3000 - 14115787 15419939
2000 4 1541.7204
1000 | 16358305
. ) ) , ; f — : — :
200 1000 1200 1400 1600 1200 2000 200 2400
Mass/Charge, Da
5. Lorsque le volet du spectre est actif, cliquez sur Bio Tool Kit > Ajouter les
surbrillances de reconstruction manuelle.
La boite de dialogue Ajouter des surbrillances de reconstruction manuelle au
graphique s’ouvre.
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lllustration 6-14 : Add Manual Reconstruct Highlights to Graph

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. Saisissez 16 950 dans le champ Valeur.

7. Sélectionnez H+ dans Agent de charge, puis cliquez sur OK.
Le graphique est actualisé et contient les points forts.

lllustration 6-15 : Spectre avec points forts ajoutés

fl B - % I hoe L =, wAEEE
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
Eggg fibinip (542 7247
Il 9321194
= 5000 -
o 2000 | 1060 4382
g 1211.9271
= 3000 4 14135787 1541.9939
2000 | 1541 7204
1000 | 16585 8305
II | T T T T T L T = T T
&00 200 1000 1200 1400 1600 1200 2000 2200 2400
Mass/Charge, Da
8. Cliquez sur Bio Tool Kit > Supprimer les surbrillances de reconstruction manuelle
pour supprimer les marqueurs.
Le graphique est actualisé et ne contient plus les points forts.
Option Digest Protein
Utilisez cette option pour obtenir des informations sur les séquences peptidiques théoriques
qui résultent d'un clivage enzymatique défini par I'utilisateur d'une protéine spécifiée.
Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF Tutoriel
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Barre d'outils
Utilisez les icbnes dans la barre d'outils pour ajuster la vue le cas échéant.

Tableau 6-1 : Icones de la barre d'outils

Icone |[Nom (infobulle)

i Rechercher et remplacer consécutivement

e Convertir la sélection en majuscules

&8 Trouver une séquence

Remarque : Les six derniéres icones de cette barre d'outils, commengant par l'icbne
Supprime ce volet, sont décrites dans la section Barre d'outils du volet générique.

Find and Replace in Sequence

Utilisez cette option pour trouver un texte existant dans le champ Séquence et le remplacer
par le nouveau texte.

1. Cliquez sur l'icbne Rechercher et remplacer consécutivement.
La boite de dialogue Rechercher et remplacer le texte s’ouvre.

lllustration 6-16 : Boite de dialogue Find and Replace Text

-

Find and Replace Text @

Find: |

Replace:

oK | | Cancel

2. Saisissez les informations a remplacer dans le champ Rechercher.
Saisissez les informations appropriées dans le champ Remplacer.

4. Cliquez sur OK.
Le logiciel remplace le texte existant par le nouveau texte que vous avez spécifié.

Convertir la sélection en majuscules

Utilisez cette option pour convertir le texte saisi en minuscules dans le champ Séquence en
majuscules.

1. Sélectionnez le texte approprié.

2. Cliquez sur l'icone Convertir la sélection en majuscules.

Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
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Le logiciel remplace le texte en minuscules par le méme texte en majuscules.
Rechercher une séquence

Utilisez cette option pour rechercher du texte dans le champ Séquence.

1. Cliquez sur l'icone Rechercher une séquence.
La boite de dialogue Rechercher le texte s’ouvre.

lllustration 6-17 : Boite de dialogue Find Sequence

(FindTed [

Find: |

ok | | Cancel

2. Saisissez les informations appropriées dans le champ Rechercher.

Cliquez sur OK.
Le logiciel met en surbrillance le texte correspondant.

Digestion théorique des protéines

1. Cliquez sur Bio Tool Kit > Digérer la protéine.
Le volet Protéine s'ouvre.

lllustration 6-18 : Protein Pane - Onglet Protein & Peptides

File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 5 X

FEe=" IQAEEE®

rua IQAEEE® =
Proten & Pegtides | Variable Modéications o
Enzyme: |Tmm '] Max, missed cleavages: [ll v] | Drgest ]

- Matched Peptide AAIndex Mono. Mass Aowve. Mass Modifications  Sequenct

2. Saisissez une séquence de protéines ou de peptides dans le champ prévu a cet effet.
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Remarque : Pour ce tutoriel, GLSDGEWQQV LNVWGKVEAD IAGHGQEVLI
RLFTGHPETL EKFDKFKHLK TEAEMKASED LKKHGTVVLT ALGGILKKKG
HHEAELKPLA QSHATKHKIP IKYLEFISDA [IHVLHSKHP GDFGADAQGA

MTKALELFRN DIAAKYKELG FQG (séquence de myoglobines) a été utilisé.

3. Sélectionnez une Enzyme.

Remarque : Pour ce tutoriel, 'option Trypsin a été sélectionnée.

4. Sélectionnez la valeur de I'option Nb. max. de clivages manqués.

Remarque : Pour ce tutoriel, 0 a été sélectionné.

5. Cliquez sur Digérer.
Le logiciel renseigne le tableau avec des informations théoriques relatives aux peptides
digérés et a leurs séquences.
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lllustration 6-19 : Protein Pane renseigné avec des informations théoriques

i

[Protein Pane] E@@
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 8 %
FEe =~ QEEE®
A DQEBEBE® =
Proten & Peptides | Vaniable Modfications | >
Enzyme: [Tlmﬁl '] M. missed claavages:
AA selection: (Mone)
11 QLSDUEWIAY | Motched Pepide AAlndex Mono.Mass  Ave. Mass Modfications Sequence
21 |IAGHGGEWLI : : - c
5 |m BER T 116 teresssis [1ere004 |GLSDGEWQ..
;} %ﬁ @ T2 |73 teoseneT 1606799 | VEADIAGHG..
61 |LKEHGTWAT W T3 [32-42 127065575 1271436 LFTGHPETLEK
71 |ALGGILKKKG. 1 . | -
=] HHMEAELKPLA T4 43-45 |408.20088 408 455 FOK
?g" %’;’gﬂi @ st 4647 jzaa.maa 293351; :n':
i [k W6 [48-50 (3962850  |3964%0 HLK
131  [MIKALELFRN W (17 [51-56 70731588 707.801 TEAEMK
i [gees W T8 [s7-62 |e6132827 661710 ASEDLK
W T (& 146.10553 146.189 K
W TI0 |84-77 1377839 1378679 | HGTWVLTAL.
w Th 14610553 146189 K
W T2 |7 e85 |14e189 I"
@ (I3 |80-9% 185255440 1854056 | GHHEAELKP...
W (Tie |97-38 28316844 2833 | HK
W TI5  [99.102 46932642 269625 IPIK
W TI6  |103-118 128401454 1825154 | YLEFISDAIIH...
@ TI7 119133 150166198 | 1502626 | HPGDFGADA...
B (T8 [138-138 74742793 | 747893 | ALELFR
W TI9 |140-145 63031369  |630699 | NDIAAK
@ T2 |146.147 30916286 | 309.365 YK
W (T2 [148-153 64830714 649700 | ELGFOG

"

6. Cliquez sur I'onglet Modifications de variable.
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lllustration 6-20 : Protein Pane - Onglet Variable Modifications

e

[Protein Pane] =N o =
File Edit Shew Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
G@e="Tq
- B D QEEE® =
| Protein & Peptides| Vanable Modifications I
Max. number of simultaneous modifications: '3. -~ To apply modffications, press Digest on Protein & P ..
ze Symbal Mass Shift Type Applies To Mame &
af 1 DA 42.0106 Amino Acid | SKC Acetyl T
[ | DA 450294 Amino Acid | KSTYH Acetyl:2H(3)
m{ [ |IFEQ] 4141937 Amino Acid | CK Acetyl-PEQ-Biotin
=3 W [Aec] 55.01%4 Amino Acid T AEC-MAEC
] [Aumd] 420218 Amino Acid C Amidino
[ [Amn] 15.0109 Amino Acid Y Amino
[ [dim] -17.0265 Amino Acid M Ammaoniz-loss
[C1 | [Ach] £34.6623 Amino Acid | C Archaeol
[ [AGA] -43.0524 Aminec Acid R Arg-=GluSA
[ ITirnl =47 218 Lnminn Arid R Lrn-sirn 2
J 4 m b
7. Sélectionnez la valeur du paramétre Nb. max. de modifications simultanées.
Remarque : Pour ce tutoriel, la valeur 3 a été sélectionnée.
8. Cochez la case dans la colonne Utilisation pour les modifications appropriées.
Conseil ! Si une icone s'affiche a gauche de cette case a cocher, vous pouvez
sélectionner la liste compléte des acides aminés ou simplement ceux qui sont
applicables.
Remarque : Pour ce tutoriel, la case de [1Ac] a été cochée.
Tutoriel Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF
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lllustration 6-21 : Exemple de modifications sélectionnées

e

[Protein Pane] (== @
File Edit Shew Graph Process BioToolKit Window  Help - =
T Y LY== 1=
~a D QEEE®
' Protein & Peptides| Varniable Modifications |
Max. number of simultaneous modifications: |3. - To apply modffications, press Digest on Protein & P ..
' Use Symbol  Mass Shift Type Applies To Name
B8] B |A] | 42,0108 | Amino Acid | SKC | Acetyl m
C.Cys
V] | K Lys
[#] |5 Ser
Uze Symbol Mass Shift Type Applies To Hame
3] [ [DAc] 45,0294 Amino Acid KSTYH Acetyl 2H(D)
] [ [PEQ] 4141337 Amino Acid CK Acetyl-PED-Eictin
[ [Aec] 559.0134 Amino Acid sT AFC-MAEC
[ | [Amd] 420213 Amino Acid | C Amidine -
K m . b

9. Cliquez sur l'onglet Protéine & peptides.

10. Cliquez sur Digérer.

Les résultats du tableau sont modifiés pour refléter les sélections que vous avez
effectuées.
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lllustration 6-22 : Protein Pane renseigné avec des informations modifiées

[Protein Pane] E=% o8 =<~
File Edit Show (Graph Process BioToolKit Window Help - 5 X
Bg =7 IQAEEE®
LuMgQAESE® =
Protesn & Peptides | Varisbie Modfications W
Enzyme: | Topan *| Max mssedcleavages: [0 =] [ Dgest |
AA selection; (Nore)
31 [AIFIGHPET, EXFOKERAMIK TEARMEAGED. | Moiched Possde iy, fiooo  fue,  Modbcasons Seauence
1 LKEHGTVVLT ALGGIL HHEAE
51 CSHATHHEIF [KYLEFISDA IHVLHSKHE. E m 1-16 | 181483515 1E16.004 GLSOG.
L W‘“Emmﬂm @ [T1 1.16 185690571 1858041 [1Ac]@ko. |GLSDG.. |
m T 1-16 | 185891628 1900078 |2{1Ac] GLSDA. |
[ ] T2 1731 | 160584747 |16D6.795 VEADIA
] T3 32-42 1270065575 |1271.436 LFTGHP.
a T3 12-42 1266612 1313473 ([1Ac] LFTGHP
"] T4 43-45 (40820068 408455 FDi
[*] T4 43-45 45021145 (4504 [1Az] FDE[1Az]
" | TS 46-47 29317334 293365 Fi
" | T5 46-47 | 33508451 (335403 | DAg) Fed1Ac)
| T6 48-50 39624850 396450 HLK
Ll T& 4B-50 |43325507 (438527 |[1Ac] HLE[1Az]
F] 7 51-5 |707.3155% 707800 TEAEMKE
-] LK 51-56 74832656 | T40B3 | [1Ac] TEAEM
(" | T8 57-62 |661.32827 (661710 ASEDLK
[ ] T8 57-82 |70233B4  TOOT4T  |DAc] 2o, ASEDLK |

Reconstitution peptidique LCMS

La reconstitution peptidigue LCMS identifie les pics spectraux et effectue une déconvolution
des pics spectraux identifiés. L'outil LCMS Peptide Reconstruct fonctionne en deux étapes.
Tout d'abord, les pics sont localisés a I'aide de I'algorithme de recherche « Enhance ».
Ensuite, l'outil recherche les groupes de pics qui forment la série d'isotopes et |la série de
charges, puis signale la masse neutre de tous les composants trouvés.

1. Cliquez sur l'icéne Ouvrir un échantillon dans la barre d'outils principale.
La boite de dialogue Sélectionner un échantillon s’ouvre.

2. Sile dossier n'est pas déja sélectionné, cliquez sur Parcourir et accédez au dossier
Données exemples.

3. Sélectionnez le fichier RP_digests.wiff, puis cliquez sur OK.

La boite de dialogue Ouvrir un échantillon IDA s’ouvre.
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lllustration 6-23 : Boite de dialogue 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. Assurez-vous que l'option En tant que TIC standard est sélectionnée, puis cliquez sur
OK.

Assurez-vous que le premier tracé Exploration IDA a partir de RP_digests.wiff
(échantillon 1) - Echantillon001 s'affiche en gras. Si nécessaire, sélectionnez ce tracé.

lllustration 6-24 : Exploration IDA du fichier RP_digests.wiff

e

[IDA Survey frorm RP_digests.wiff (sample 1) - Sampled01] = E‘j‘
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window  Help - 8 X
T Rt il KY=I=I=L
RELr-%ho-lam|ull- DQEEE® =
— @ |DA Survey from RP_digests wiff (zample 1) - Samplel +
@ 104 Dependent Sum from RF_digests wiff (sample 1) - Sampled —
100% - 24736 25508 R
90% 24318 24,909
a0 4
= 25,158
‘& T 1
o
o e
5 60%
= 50% 4
s 40% -
S 0%
R 13163
207 4
10% ] 3122 10.630 11.i52
i S T W | -
2 4 6 8 10 12 24 26
Time, min

5. Cliquez sur Bio Tool Kit > Reconstruction peptidique LCMS (avec recherche de
pics)..

La boite de dialogue Options de reconstruction peptidique LCMS s’ouvre.
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lllustration 6-25 : Boite de dialogue LCMS Peptide Reconstruct Options

LCMS Peptide Reconstruct Options

Time Range

Minimum retention time: 0.00

‘Enhance’ Peak Finding
Approxdmate LC pealc width:

Perform background subtraction

Charge Deconvalution

Mass tolerance: 0.100

miry

Da =

Madmum retention time:

Minimurm intensity in counts:

Chemical noise intensity multiplier:

Maximum charge:

4] counts

15

oK

| | Cancel

6. Saisissez les valeurs suivantes dans les champs prévus a cet effet :

* 9,00 min dans le champ Temps de rétention minimum

* Cochez la case Temps de rétention maximum, puis saisissez 16,00 dans le champ.

* 6,0 s dans le champ Estimer la largeur de pic LC

Remarque : La largeur approximative du pic est utilisée pour déterminer le décalage

pendant la soustraction du bruit de fond.

* 5 comptages dans le champ Intensité minimale dans les comptages

* 1,5 dans le champ Multiplicateur d’intensité de bruit chimique

* 0,100 Da dans le champ Tolérance de masse

» 5dans le champ Charge maximale

Remarque : La tolérance de masse dans la section Charge Deconvolution garantit que
le pic reconstitué correspond a la protéine théoriquement digérée et que les différentes
valeurs m/z appartenant au méme peptide sont regroupées.

7. Cliquez sur OK.

Le logiciel affiche un tableau de peptides séparés par le temps de rétention. Les
informations suivantes sont fournies pour chaque peptide répertorié : Indice, Temps
de rétention, Masse, Masse/charge, Somme des int. et Nb. de pics.

Tutoriel
RUO-IDV-05-15739-FR-A

Logiciel SCIEX OS Explorateur pour systémes TOF

109/120



Utiliser la fonction Bio Tool Kit

lllustration 6-26 : Liste des pics reconstitués

File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 7 X
F@E eI QAEEE B
AR Lke-[%rhe- el FAEEEH =
= @ IDA Survey from RP_digests wiff (sample 1) - Sampled01 +
& DA Dependent Sum from RP_digests wiff (sample 1) - Samplelll —_
100% 1
g 8%
ol
s 60%-
=
: 18.007
=l !
E 20 13183
e 3122 tt 15_??1
(T I T — 4
2 4 & ] 10 12 * 16 2% 20 2 A 26
Time, min
L y—
=% D] =h |
+ Fitering
- J It )
Imdex -;H;::E Mazs uﬂﬂme E‘T.m Mum. P&akD Intensity Charge  Mondg
9.04 4451103 12182 2 6.90e1 1 ¥
. 9.05 4193126 6501 1 5.20e1
3 5.10 AN73ITE 3601 1
4 9.51 563.1863 12182 |2
5 957 4001640 |5.20e1 |1
& 964 853381 150e2 |4
7 9.72 616.3044 14%2 |2
g 972 4001647 (44021 1 i
s L= ASae mams s

8. Développez Filtrage pour afficher les options de filtrage disponibles.

Les options de filtrage disponibles sont les suivantes : Seuil d’intensité, Nombre
minimum de pics et N'afficher que les pics correspondants.
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lllustration 6-27 : Options de filtrage

L UAEEE
—| Filtering

Intensity threshold: 3

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

Index -Ilqnﬁe Mass [h;?:fgé |5rrLtJm Num.F‘eainI [h;?:fg; Intensity Charge  Mong
o904 4451103 1.1e2 |2 44561176 6901 1

2 5.05 4133126 |6.30=1 |1 5_2981 1

3 510 4173722 3601 |1

4 5.5 hE3.1863 1.21e2 |2

b 557 4001640 | 52021 |1

[ 9E4 2513 1071 100=7 |4 i

9. Sélectionnez un ou plusieurs filtres pour ajuster la vue si nécessaire.

Remarque : Dans ce tutoriel, Intensity threshold a été défini sur 2.39e4 et Min. Num.
Peaks a été défini sur 4.

lllustration 6-28 : Liste filtrée des pics reconstitués

=W Q =l =
—| Filtering
Intensity threshold: Y
Min. Mum. Peaks: [ ] Show matched peaks anly
Ret. Mass / Int. Mass / . i
Index Time Mass D?:rsge Sum Num.F‘eakJ D?:rsge # |ntensity Charge Maono. —
10.62 1501.6620 23%h |17 501 5605 2984 |3 =
2 11.55 12706542 293h |16 5018947 12%4 |3
3 1268 940.4651 1535 |5 B2 7781 141ed |2 b
4 13.15 1605.8489 862eh |18 502 5619 546e3 |3
5 15.76 563.3048 1535 |4
502 8962 2353 |3
& 15.78 747 4268 19625 |4
503.2254 35952 |3
751.8383 38%4 |2 e

Barre d'outils

Utilisez les icones dans la barre d'outils pour ajuster la vue le cas échéant.
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Tableau 6-2 : Icones de la barre d'outils

Icone |Nom (infobulle)
| Afficher le spectre et le XIC
DA Afficher les spectres IDA MS/MS

Remarque : Les six derniéres icbnes de cette barre d'outils, commencant par l'icbne
Supprime ce volet, sont décrites dans la section Barre d'outils du volet générique.

Afficher le spectre et le XIC

Si l'icone Afficher le spectre et le XIC est sélectionnée, les volets du spectre et du XIC
suivants s'ouvrent :

lllustration 6-29 : Afficher les résultats du spectre et du XIC

o =

[Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 1, +TOF ... elle ==
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
FB@E e DQ =k
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

Pour le spectre MS généré, une fleche s'affiche sous chaque pic ayant contribué a la masse
du peptide. Le XIC de chaque pic m/z ayant contribué a la masse peptidique est représenté
sous la forme de superpositions sur la droite du volet.

Afficher les spectres IDA MS/MS

Lorsque l'icobne Afficher les spectres MS/MS IDA est sélectionnée, le volet de spectres
suivant apparatt :
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Reconstitution peptidique LCMS avec digestion de
protéines

1. Cliquez sur Bio Tool Kit > Digérer la protéine.
Le volet Protéine s'ouvre.

2. Faites glisser 'icone Faire glisser vers un volet Protéine pour définir sa liste de pics
du volet Protéine vers le volet Liste des pics reconstitués.

Le volet Protéine est actualisé et affiche les séquences peptidiques dans le volet
Protein correspondant a celles de la liste des pics reconstitués. Les fragments du volet
Protéine affichés en gras et en rouge correspondent exactement aux fragments du

volet Liste des pics reconstitués. Les fragments affichés en caractéres normaux et en
rouge sont des fragments qui correspondraient aux fragments du volet Liste des pics
reconstitués si I'état de charge indiqué entre parenthéses leur avait été affecté dans la
colonne Correspondance du volet Liste des pics reconstitués. Les fragments affichés
en noir sont des fragments qui ne correspondent a aucun fragment dans le volet Liste
des pics reconstitués.
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lllustration 6-30 : Informations théoriques sur le volet Protein associé au volet
Reconstructed Peak List

e

)

[Reconstructed Peak List) = @] =]
File Edit 5Show Graph Process BieToolKit Window  Help - 8 X
B@E e TR =N
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5018347 |3224 |3 l
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| | . . | L|5022281  |1.4%e4 |3 i
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4 I13.15 1605.8485 | _S.Ezes 18 Meozzeer 2383 3 g -
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Enzyme: |Tl!."|:!ai'l '| Max. missed cleavanes: Iﬂn -r| I Digest |
Ad selection: 1, Mono, MW: 75.03203, Ave, MW/ Sequence Coverage: 43.8%
1 GLSDGEWRAV LNVWGKVEAD « | Matched Peptide AA Index Mono. [ =
21 IAGHGQEVLI RLFTGHPETL | r
41 EKFDKFKHLK TEAEMKASED T 1-18 1314.&5|=
B1 LKKHGTVVLT ALGGILKKKG_ . |
81  |HHEAELKPLAQSHATKHKIP. @ | 17-31 1605.84
101 |IEYLEFISDA IHVLHSKHP @ [T3 32-42 1270.65
121  |GDFGADAQGA MTKALELFRN -
141 |DIAAKYKELG FQG T4 43-45 408 200
FE |15 46 - 47 293173
L =l ILC A0 __EN ope qan
Option Reconstruct Protein
Utilisez cette option pour obtenir la masse moyenne (poids moléculaire) d'une protéine
intacte.
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1. Cliquez sur l'icbne Ouvrir un échantillon dans la barre d'outils principale.
La boite de dialogue Sélectionner un échantillon s’ouvre.

2. Sile dossier Données exemples n'est pas déja sélectionné, cliquez sur Parcourir et

accédez au dossier Données exemples.

3. Sélectionnez le fichier RP_Intact.wiff, puis cliquez sur OK.

lllustration 6-31 : TIC du fichier RP_Intact.wiff

e

[TIC from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500)] =1 Eon ==
File Edit Show Graph Process BieToclKit Window Help - 8 X
== R R Y=l=1=I"_
AREAs-% o -leasm 8- JQAEEEw =
TIC from RP_Intactwiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) +
592 &

1.0e7 4

B.0e6
=
S 6065 14.70
= 1381 1427 1 1540

4,05 4 |

EIM. L

1 2 3 4 5 & 7 88 9% 10 1 12 13 14 15 1% 17 18 19
Time, min

4. Créez un spectre moyen a l'aide d'une zone du pic a 5,93 min. Consultez la Illustration

6-32.
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lllustration 6-32 : Spectre moyen

P

[Spectrum from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) ... =N o =
File Edit Shew Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
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5. Avec le volet Spectrum actif, cliquez sur Bio Tool Kit > Reconstruire la protéine.
La boite de dialogue Options de reconstruction s’ouvre.
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lllustration 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 agent: H+ -
oK | | Cancel

6. Saisissez les valeurs appropriées pour les options suivantes :
* Masse de démarrage : 15 000 Da
+ Masse d'arrét : 18 000 Da
* Masse d'étape : 1,0 Da

7. Sélectionnez la valeur appropriée dans le champ Entrer la résolution des isotopes du
spectre : Moderate (10000).

Remarque : Pour les données acquises en utilisant un systéme quadripolaire, le
parameétre Peak width s'affiche a la place du paramétre Input spectrum isotope
resolution.

8. Sélectionnez la valeur appropriée dans le champ Agent de charge : H+.

Cliquez sur OK.

Le logiciel génére un spectre de la protéine reconstituée dans un volet séparé
intitulé : Reconstruction, entrer la résolution des isotopes du spectre [sélection
de l'utilisateur].
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10.

lllustration 6-34 : Volet Reconstitution

e
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Remarque : Pour les données acquises en utilisant un systéme quadripolaire, le titre du

volet est le suivant : Reconstruction, Peak width [valeur].

Sélectionnez le pic de protéine reconstituée.

Les points forts de la reconstitution manuelle verticale sont ajoutés au spectre

sélectionné pour générer la protéine reconstituée.
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lllustration 6-35 : Spectre avec points forts de la reconstitution manuelle

e
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Résumé

Dans cette section, les tdches suivantes sont abordées :

Séquengage manuel des données de spectre MS/MS a partir d'un échantillon de protéine
digérée.
Association d'un spectre séquencé manuellement avec des fragments peptidiques.

Ajout de marqueurs (Points forts de la reconstitution manuelle) indiquant les positions
théoriques du rapport m/z d'une masse donnée a un spectre.

Retrait des marqueurs d'un spectre.
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* Obtention d'informations sur les séquences peptidiques théoriques qui résultent d'un
clivage enzymatique défini par I'utilisateur d'une protéine spécifiée.

» Utilisation de la reconstitution peptidique LCMS pour identifier les pics spectraux et
effectuer une déconvolution des pics spectraux identifiés.

» Association d'informations théoriques sur le Protein Pane a une liste des pics
reconstitués.

* Obtention de la masse moyenne (poids moléculaire) d'une protéine intacte.
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