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Einleitung 1

Dieses Dokument gibt einen Uberblick iiber die in der Software verfiigbaren Tools und Funktionen. Es bietet
keine detaillierte Beschreibung jedes verfiigbaren Vorgangs, erklart aber einige der gebrauchlicheren Workflows,
welche die Software bearbeiten kann.

Organisation

Wahrend einige Funktionen und Operationen spezifisch fiir bestimmte Anwendungen sind, sind die meisten
generischer Natur und werden haufig zur Erforschung qualitativer Daten verwendet. Dieser Abschnitt des
Dokuments enthélt eine kurze Einfiihrung in die Konzepte der Software sowie eine Beschreibung einiger der
haufigsten und wichtigsten Operationen. Die nachfolgenden Abschnitte beschreiben Ansatze fiir spezifische
Workflows und verwenden die folgenden Datendateien, die Bestandteil der Software sind.

Die Probendateien werden auf der SCIEX OS-DVD im Ordner Extras/Example Project vertrieben. Kopieren Sie
das ganze Projekt in den Ordner D:\SCIEX OS DATA auf dem Computer. Die folgenden Probendateien werden
in den Beispielen in dieser Anleitung verwendet:

e Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff

e Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff
e Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=1.wiff
e DataSET61.wiff

e DataSET62.wiff

e DataSET63.wiff

e DataSET64.wiff

e DataSET65.wiff

e DataSET66.wiff

¢ RP_digests. wiff

e RP_Intact.wiff

e Bromocriptine.mol

Die Bromocriptine-Dateien stammen von IDA-Analysen im Negativmodus einer Inkubation mit
Rattenleber-Mikrosomen. Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff wurde am einstiindigen Zeitpunkt gewonnen,
wahrend die anderen beiden aus Null- und einstiindigen Zeitpunkten, aus angereichertem Plasma, stammen.
Die Datei Bromocriptine.mol enthalt die Molekularstruktur fir Bromocriptine. DataSET61 bis DataSET66 sind
Dateien, die von Loratadine und dessen Verunreinigungen erfasst wurden. Die verschiedenen Datensatze
entsprechen unterschiedlichen Konzentrationsgraden. Die Datei RP_Intact.wiff stammt aus einer Analyse von
intaktem Myoglobin. Die Datei RP_digests.wiff stammt aus einer Analyse von tryptisch verdautem Myoglobin.

Anleitung Explorer
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Einleitung

Options

Die Software bietet zahlreiche Optionen fiir das Fine-Tuning der Verhaltensweisen von Befehlen. Einige davon,
wie in Abbildung 1-1 dargestellt, verfiigen iiber ein Kontrollkastchen, das die Anzeige des Dialogs nur dann
erlaubt, wenn die Umschalttaste gedriickt wird. Damit entfallt die Notwendigkeit der Interaktion mit dem
Dialog, wenn keine Anderungen der Parameter erforderlich sind. Das Menii fiir diese Befehle enthélt einen
nach oben weisenden Pfeil.

Abbildung 1-1 Options
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Teilfenster

Die Software verwendet zwar Fenster, um Information darzustellen und zu erhalten, die grundlegende
Benutzeroberflachenkomponente ist jedoch ein Teilfenster. Ein Fenster kann ein oder mehrere Teilfenster
enthalten, doch kann jeweils nur ein Teilfenster aktiv sein. Teilfenster erhalten Befehle von den Meniis und
Symbolleisten. Meniis und Symbolleisten bieten Methoden zur Bearbeitung der Teilfenster oder der darin
enthaltenen Daten.

Teilfenster konnen Diagramme wie beispielsweise Spektren und Chromatogramme, Heat Maps oder Tabellen
sowie hoher spezialisierte Ansichten enthalten. Normale Verarbeitungsvorgéange erstellen entweder Teilfenster
zur Anzeige von Informationen oder bearbeiten Daten, die in einem Teilfenster angezeigt werden. Jedes
Teilfenster enthalt generische Einzel- und Doppel-Teilfenster-Tools. Die meisten Teilfenster haben zusatzliche
Tools, die spezifisch fiir die jeweilige Art von Teilfenster sind. Die zusatzlichen Tools bieten Zugriff auf die
haufigeren Befehle.

Ein Beispiel firr ein haufiges Fenster wird in Abbildung 1-2 gezeigt. Das Fenster enthalt zwei Teilfenster mit
dem aktiven Teilfenster, dem Chromatogramm, das am farbigen Rand und an der Symbolleiste erkennbar ist.

Explorer Anleitung
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Einleitung

Abbildung 1-2 Beispiel von Teilfenstern in einem Fenster

- [TIC from Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff (sample 1) - Bromocriptin... = @
File Edit Show Graph Process BioToolKit  Window  Help - 8 X
= uﬁ * !"’ ﬁ Q . E 53] { Active pane has gold border
Wik e %o €2~ Ul |FAEEE® =
TIC from Bromocr?D;—‘rDBS in plasma_T=0.wiff (sa...Grad Luna C18 (1x100mm) 2.5u_250ul/min 40C50pg/ul +

. . e &
= 7e7 { Pane specific toolbar 5.878 12827
‘@
5 8451 _ 12,983
= 747 5.004 35702 T
E 16717202 gga3 | Ay 13.107

Qe T
2 9 10 11 12 13 14
Time, min

QU % 0 ke I‘@‘Ql =L =

EPC from Bromocrip_ID&-DBS in plasma_T=0wiff (sam...min 4 pg.uuL Experiment 1, -TOF MS (100 - 2000) +

2e6 Generic pane toolbar 10,372
© 10679 / &
9.887 10.127 Twn pane toolbar
1eb
A
105

11 024

Intensity

&

i

,  wo
(=)
(=)
(=]
(a0

V@

! (==

! ow
e
Ly
Lad
(3=
[=x]
(2=l
(=]
—

1.0

Die haufigen Teilfenstervorgange sind in Allgemeine Teilfenster-Symbolleiste und Werkzeugleiste zur Bearbeitung
von zwei Teilfenstern zusammengefasst. Die teilfensterspezifischen Vorgange sind in Diagramme
zusammengefasst.

Allgemeine Teilfenster-Symbolleiste

U AEEE®

Klicken Sie auf ein Symbol zur Verwendung des generischen Betriebs mit einem Teilfenster.

Tabelle 1-1 Symbole der allgemeinen Teilfenster-Symbolleiste

Symbol | Name (Tooltip)

] Loscht dieses Teilfenster

Q Aktives Teilfenster fensterfiillend erweitern
Blendet dieses Teilfenster aus
Blendet alle anderen Teilfenster aus
Anleitung Explorer
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Einleitung

Tabelle 1-1 Symbole der allgemeinen Teilfenster-Symbolleiste (Fortsetzung)

Symbol | Name (Tooltip)

=| Zeigt alle aktuell ausgeblendeten Teilfenster an

(31 Alle anderen Teilfenster I6schen (halten Sie die Strg-Taste gedriickt, um nur Teilfenster nach
diesem zu loschen)

Hinweis: Ahnliche Symbole sind auch auf der Master-Symbolleiste verfiigbar, die sich direkt unter der
Meniileiste befindet. Wenn Sie auf eines der Symbole in der Master-Symbolleiste klicken hat das dieselbe
Wirkung auf das aktive Teilfenster, als wiirden sie auf das aktive Teilfenster klicken. Diese Symbolleiste kann
hilfreich sein, wenn die GroBe des aktiven Teilfensters angepasst wurde und einige Symbole nicht sichtbar
sind.

Loscht dieses Teilfenster

Falls mehrere Teilfenster gedffnet sind, kann mit dieser Schaltflache das entsprechende Teilfenster geléscht
werden. Wenn nur ein Teilfenster gedffnet ist, ist diese Schaltflache nicht verfligbar.

Aktives Teilfenster fensterfiillend erweitern

Verwenden Sie dieses Symbol, um das Teilfenster zu erweitern und das gesamte Fenster zu fiillen oder das
Teilfenster wieder in die OriginalgréBe zu bringen. Wenn das Fenster mehrere Teilfenster enthalt, wirkt sich
diese Schaltflache voriibergehend nur auf eines von ihnen aus.

Eine eigene Registerkarte wird im oberen Teil des Fensters fiir jedes Teilfenster angezeigt. Klicken Sie auf die
entsprechende Registerkarte, um zwischen Teilfenstern zu wechseln.

Hinweis: Wenn die Titel der Teilfenster lang sind, dann sind vielleicht nicht alle Registerkarten sichtbar.
Verwenden Sie die Pfeiltasten rechts von den Registerkarten, um durch diese zu scrollen. Klicken Sie nochmal
auf das Symbol, um zur Originalansicht zuriickzugehen, in der alle Teilfenster angezeigt werden.

Explorer Anleitung
8/117 RUO-IDV-05-2906-DE-B
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Abbildung 1-3 Beispiel eines expandierten Teilfensters
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Blendet dieses Teilfenster aus

Verwenden Sie diese Schaltflache, um das entsprechende Teilfenster auszublenden, sodass andere Teilfenster
in dem Fenster den verfligbaren Platz ausfiillen. Diese Schaltflache ist hilfreich, wenn der Benutzer eine
Teilmenge der Teilfenster genauer ansehen, aber andere Teilfenster nicht dauerhaft l6schen méchte.

Blendet alle anderen Teilfenster aus

Mit dieser Schaltflache konnen alle Teilfenster, mit Ausnahme des aktiven, ausgeblendet werden. Das Ergebnis
ahnelt dem Klicken auf die Schaltflache Aktives Teilfenster fensterfiillend erweitern, da in beiden
Fallen nur das entsprechende Teilfenster verbleibt und den verfliigharen Raum ausfiillt. Der Unterschied wird
deutlich, wenn danach ein weiteres Teilfenster erzeugt wird. Im Falle eines erweiterten Teilfensters wird das
neue Teilfenster aktiv und fiillt den verfiigbaren Raum aus. Ist das Teilfenster ausgeblendet, sind beide Teilfenster
sichtbar (das urspriinglich aktive Teilfenster und das neue Teilfenster).

Zeigt alle aktuell ausgeblendeten Teilfenster an

Mit dieser Schaltfliche kénnen alle ausgeblendeten Teilfenster wieder angezeigt werden.

Loscht alle anderen Teilfenster

Wird die Strg-Taste nicht gedriickt, werden mit dieser Schaltflache alle Teilfenster eines Fensters, mit Ausnahme
des ausgewahlten Teilfensters, geloscht. Diese Option ist hilfreich, um aufzuraumen und mit der erneuten
Bearbeitung der Probe zu beginnen. Alle derzeit ausgeblendeten Teilfenster werden ebenfalls geléscht.

Wird die Strg-Taste gedriickt, werden nur die Teilfenster, die sich hinter dem ausgewdhlten Teilfenster befinden,
geloscht. Diese Option ist niitzlich, wenn viele Teilfenster gedffnet sind und nur einige der urspriinglich
geodffneten Teilfenster bendtigt werden. In diesem Fall werden die ausgeblendeten Teilfenster nicht geldscht.

Anleitung Explorer
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Einleitung

Werkzeugleiste zur Bearbeitung von zwei Teilfenstern

fetz]

=+

&

Ziehen Sie das Symbol, um die Operationen fiir zwei Teilfenster zu nutzen (die Verfiigbarkeit hangt von der
Art des Teilfensters ab). Das Quell-Teilfenster enthalt das ausgewahlte Symbol, und das zweite Teilfenster ist
das Ziel.

Tabelle 1-2 Symbole der Werkzeugleiste zur Bearbeitung von zwei Teilfenstern

Symbol [Name (Tooltip)

= Ziehen und Ablegen, um die Teilfenster neu anzuordnen.

+ Zu einem anderen Diagramm ziehen, um die aktiven Daten zu den aktiven Daten des anderen
Diagramms zu addieren. (Halten Sie die Strg-Taste gedriickt, um die aktiven Daten zu allen
Datensatzen in dem anderen Diagramm zu addieren).

- Zu einem anderen Diagramm ziehen, um die aktiven Daten von den aktiven Daten des anderen
Diagramms zu subtrahieren. (Halten Sie die Strg-Taste gedriickt, um sie von allen Datensatzen
des Zieldiagramms zu subtrahieren. Halten Sie die Umschalttaste gedriickt, um die negativen
Werte zu behalten.)

& Zu einem anderen Diagramm ziehen, um die aktiven Daten in dem Zieldiagramm zu Gberlagern.
(Halten Sie die Strg-Taste gedriickt, um alle Datensatze und nicht nur den aktiven Datensatz,
zu iberlagern).

Ziehen und Einfiigen zur Neuanordnung der Teilfenster

Dieses Symbol wird in der oberen rechten Ecke jedes Teilfensters angezeigt und zur Anderung der relativen
Positionen der Teilfenster verwendet. Klicken Sie auf das Symbol in einem Teilfenster und ziehen Sie es zum
oberen, unteren, linken oder rechten Abschnitt eines zweiten Teilfensters. Abhédngig davon, wo die Maus
losgelassen wird, andert sich die Position des ersten Teilfensters in Relation zum zweiten. Wahrend der
Mauszeiger gezogen wird, wird eine Seite des zweiten Teilfensters rot hervorgehoben, um anzuzeigen, wo
das erste Teilfenster platziert wird. Abbildung 1-4 zeigt das Ergebnis, wenn dieses Symbol vom oberen Teilfenster
zum rechten Teil des unteren Teilfensters gezogen wurde.

Explorer Anleitung
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Einleitung

Abbildung 1-4 Ergebnis, wenn dieses Symbol vom oberen Teilfenster zum rechten Teil
des unteren Teilfensters gezogen wurde

Before During After
I

-!.J"!:-'I |:-“l'J- -|:.-.E,.-
d=J d= En =

pe

Pane 1 Fanea 1

@ fa
Pane 2 Pane 2

Pane 2 Pane 1

Hinweis: Teilfenster kdnnen aus einem Fenster in ein anderes gezogen werden.

Zu einem anderen Diagramm ziehen, um die aktiven Daten zu den aktiven Daten
des anderen Diagramms zu addieren

Dieses Symbol wird verwendet, um zwei Datensatze Punkt fiir Punkt zu summieren. Die Quelldaten (aus dem
Teilfenster, das urspriinglich angeklickt wurde) werden zu den Zieldaten (das Teilfenster, (iber dem das Symbol
losgelassen wird) addiert. Der Titel der modifizierenden Daten wird aktualisiert, um anzuzeigen, dass diese
modifiziert worden sind.

Hinweis: Nur zwei Datensatze des gleichen Typs konnen addiert werden. Ein Spektrum kann beispielsweise
nicht zu einem Chromatogramm addiert werden.

Hinweis: Falls das Zieldiagramm mehr als eine iberlagerte Linie enthalt, werden die Quelldaten
standardmaBig ausschlieBlich den aktiven Zieldaten hinzuaddiert. Wenn Strg gedriickt wird, werden die
Quelldaten zu allen Datensatzen des Ziels hinzugefiigt.

Zu einem anderen Diagramm ziehen, um die aktiven Daten von den aktiven Daten
des Zieldiagramms zu subtrahieren

Verwenden Sie diese Schaltflache, um die Quelldaten von den Zieldaten zu subtrahieren. Diese Schaltflache
ist insbesondere fiir die Subtraktion des Hintergrunds eines Massenspektrums nitzlich.

Hinweis: Falls die Zielgrafik mehr als eine iiberlagerte Linie enthalt, werden die Quelldaten standardmaBig
ausschlieBlich von den aktiven Zieldaten subtrahiert. Wenn die Strg-Taste gedriickt wird, werden die Quelldaten
von allen Datensatzen im Ziel subtrahiert.

Anleitung Explorer
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Tipp! Normalerweise werden Datenpunkte, bei denen die Intensitat in den Quelldaten groBer ist als in den
Zieldaten, nicht beibehalten. Dies bedeutet, dass die negativen Y-Werte ausgeschlossen werden. Wenn die
Umschalttaste gedriickt wird, werden die Punkte mit negativer Intensitat beibehalten.

Zu einem anderen Diagramm ziehen, um die aktiven Daten im Zieldiagramm zu
tiberlagern

Verwenden Sie dieses Symbol, um die aktiven Daten im Quelldiagramm auf dem Zieldiagramm zu Gberlagern.
Nachdem dieser Vorgang beendet ist, enthalt das Zieldiagramm eine neue Serie mit einer Kopie der Zieldaten.

Hinweis: Falls die Quellgrafik mehr als eine iiberlagerte Linie enthalt, wird standardmaBig nur eine Kopie
der aktiven Daten in das Zieldiagramm verschoben. Halten Sie Strg gedriickt, um eine Kopie aller Datensatze
im Quelldiagramm im Zieldiagramm zu tberlagern.

Diagramme

Diagramme sind Teilfenster, in denen die Visualisierung von Daten und Interaktion mdglich ist. Einige Vorgange
gibt es in allen Diagrammen, wahrend es bei anderen davon abhangt, welche Art von Daten angezeigt werden.

Abbildung 1-5 Diagramme

[IDA Survey from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample001] E\@
File  Edit Show Graph Process BieToolKit  Window  Help N
= @ P
ow A e ha @ u B
IDA Survey from RP_digests wiff (sample 1) - Sample0.~ +
20% 1 — 13163 E

Selection made by dragging in the data region

] Drag in the axes to zoom or scroll
. 1€

% Intensity [of 2,927

—_— e —
105 1.0 15 120 125 130 135
Drag the indicator to change the threshold Time., min
Die generischen Befehle sind zusammengefasst wie folgt:
Explorer Anleitung
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e VergroBern und Scrollen werden durchgefiihrt, indem der Cursor entweder in den x- oder y-Achsenbereich
des Diagramms gezogen wird. Ein Doppelklick setzt die Achse auf ihren Originalbereich zuriick und Driicken
auf die Umschalttaste bringt das Diagramm zur vorherigen Ansicht zuriick (rlickgangig machen fiir
VergroBern und Scrollen).

e Ein Schwellenwertindikator kann durch Ziehen positioniert werden. Der Schwellenwert bestimmt
normalerweise, welche Peaks beschriftet werden und wird manchmal dazu verwendet, um zu bestimmen,
welche Peaks verarbeitet werden.

e Eine Auswahl wird durch Ziehen in den Datenbereich getroffen. Auswahlen werden verwendet, um einen
Teil der zu verwendenden oder zu verarbeitenden Daten zu definieren. Wahlen Sie mehrere Bereiche, indem
Sie die Umschalttaste driicken und dabei ziehen. Driicken Sie auf Strg, um Auswahlen auf der x- sowie
der y-Achse zu treffen.

Diagrammspezifische Symbolleiste

fa} W o

+ - % e - a=e Wl TQEDOE

Tabelle 1-3 Symbole der diagrammspezifischen Symbolleiste

Symbol [Name (Tooltip)
fal VergroBertes Diagramm auf seine Startansicht zuriicksetzen
d VergroBert die Auswahl zur Vollbildansicht
e Zoomgraph anzeigen (zur Nachverfolgung des aktuellen Zooms) Siehe Abbildung 1-6.
i Fligt ausgewahlten Peaks Pfeilmarkierungen hinzu
% Prozentsatz der y-Achse verwenden
T Alle (iberlagerten Kurven beschriften
A Peaks ausfiillen
&S Die x-Achse des Diagramms mit anderen (mit denselben Einheiten) im Fenster verkniipfen
(Halten Sie die Steuertaste gedriickt, um alle aktuellen Diagramme anzuwenden)
- Daten wechseln, damit das vorherige Experiment verwendet wird
=, Daten wechseln, damit das nachste Experiment verwendet wird
a Daten wechseln, damit ein ausgewahltes Experiment verwendeet wird
il Ein Spektrum fiir die Auswahl anzeigen
i Hintergrundsubtraktionsbereich festlegen
Anleitung Explorer
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Hinweis: Die letzten sechs Schaltflachen in dieser Werkzeugleiste, beginnend mit Loscht dieses Teilfenster,
werden in Allgemeine Teilfenster-Symbolleiste beschrieben.

VergroBertes Diagramm auf seine Startansicht zuriicksetzen

Wurde die Kurve vergroBert, verwenden Sie dieses Symbol, um zur Originalansicht zurlickzugehen, das ist die
Ansicht, in der sowohl die x- als auch die y-Achse ihre Standardbereiche anzeigen und alle verfiigharen Daten
sichtbar sind. Durch einen Doppelklick auf die x-Achse, kehrt das Diagramm wieder in die Originalansicht
zuriick. Durch einen Doppelklick auf die y-Achse kehrt nur diese Achse auf ihren gesamten Bereich zurlick.

VergroBert die Auswahl zur Vollbildansicht

Verwenden Sie dieses Symbol, um die Kurve so zu vergroBern, dass der ausgewahlte Bereich den gesamten
verfligbaren Platz ausfillt. Bevor Sie dieses Symbol wahlen, ziehen Sie in der Kurve, um eine Auswahl zu
treffen. Eine VergroBerung ist auch durch direktes Ziehen auf der x-Achse (oder y-Achse) mdglich.

Zoomgraph anzeigen (zur Nachverfolgung des aktuellen Zooms)

Verwenden Sie diese Schaltflache, um eine kleine Kopie des Diagramms unterhalb des Hauptdiagramms
anzuzeigen, wie in Abbildung 1-6 dargestellt. Dieses ,Ubersichts'-Diagramm zeigt immer den gesamten
verfligbaren Bereich an. Der Zoombereich des Hauptdiagramms wird durch eine rosafarbene Markierung
verdeutlicht. Bei Zoomen des Hauptdiagramms aktualisiert sich diese Auswahl entsprechend.

Wenn die Peak-Auswahl an einen neue Position gezogen wird, verschiebt sich das Hauptdiagramm bei Bedarf.
Durch Ziehen in der Nahe des linken oder rechten Rands der Auswahl kann die Breite angepasst werden. In
diesem Fall wird das Hauptdiagramm nach Bedarf gezoomt.

Diese Funktionalitat ist besonders bei Massenspektren mit einer hohen Auflésung nitzlich, da es haufig
notwendig ist, relativ stark zu vergroBern, um das gewiinschte Detail zu sehen. Das Ubersichtsdiagramm
erlaubt es dem Benutzer immer noch, im Auge zu behalten, wo sich der vergroBerte Bereich in Bezug auf den
gesamten Massenbereich befindet.

Abbildung 1-6 Ubersichts-Diagramm anzeigen

Spectrum from Cel_TOFMS. wiff [zample 17 - F M5 (100 - 1000) from 0700 to 0.234 min
1328757
B0 +
=
§ 400y “148.9916 (1]
[
200 4 17304337
*155.0367 1) !
ol o |
130 140 150 180 170
tazz/Charge, amu
t||.. | T A AT I W l
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Fligt ausgewahlten Peaks Pfeilmarkierungen hinzu

Dieses Symbol wird verwendet, um dem groBten Peak innerhalb des aktuell ausgewahlten Bereichs des
Diagramms eine Pfeilmarkierung hinzuzufiigen. Abbildung 1-7 zeigt das Ergebnis an, wenn dieses Symbol
angeklickt wird, wenn der 829 Peak (ungefahr) wie gezeigt gewahlt ist.

Abbildung 1-7 Einzelne Pfeilmarkierungen hinzufiigen

B00 529.3574

400 1.0032

Intenzity

200
2.0057
Ao 30087

gzs ¥ a3 831 832 833
Mazz/Charge, amu

Pfeile dienen als Bezugspunkte in den Daten. StandardmaBig werden Peaks, die sich nicht nah bei einem Pfeil
befinden, mit ihrer Entfernung zum néchsten Pfeil beschriftet. Der Peak nahe dem Pfeil mit dem gréBten x-Wert
wird mit seinem Ist-x-Wert beschriftet. Peaks in der Nahe eines anderen Pfeils als der letzte werden in Bezug
auf den Pfeil mit dem hoheren x-Wert beschriftet. In Abbildung 1-7 ist der Peak bei ungefahr 829 Da mit
seinem tatsachlichen m/z-Wert beschriftet und die Isotop-Peaks sind mit ihrem Abstand von diesem Peak
beschriftet. Peaks links neben dem Pfeil (nicht angezeigt) wiirden negativ beschriftete Werte aufweisen.

Pfeile werden meistens mit Spektren verwendet und bieten eine bequeme Weise, um nach erwarteten
Massenunterschieden, wie Isotopen, Neutralverlusten in MS/MS-Spektren usw. zu suchen. Abbildung 1-8 zeigt
ein MS/MS-Spektrum eines Peptids, in das Pfeile mit Werten hinzugefiigt wurden, die den Neutralverlusten
von Aminosaureriickstanden entsprechen. Beispielweise konnte der Peak, der mit 99.02 beschriftet ist, ein
Valinverlust vom Peak von 1050.73 Da sein, der nachste, der mit 114.03 beschriftet ist, kdnnte ein weiterer
Verlust von Asparagin sein usw. Der mit —113.08 beschriftete Peak konnte ein Verlust von Leucin oder Isoleucin
vom Peak sein, der mit 129.02 beschriftet ist (mit einem tatsachlichen m/z-Verhaltnis von beinahe 709 Da).

Abbildung 1-8 Mehrere Pfeilmarkierungen hinzufiigen

Spectiun from IDA BSA Digest.wiff (zam...t 3, +EPI [100 - 1600] from 20.108 min
Frecurzor, 582.5 amu, Charge: 2, CE: 30,0

93.02

495 23
o ] 1308 12302 495
43229 -34312 | 114.03 .92 105073
I

L .L.Ll( st | I.ll i . N -
400 gon * sop® oot
Mazs/Charge, amu

Intenzity

Wenn diese relative Peak-Beschriftung nicht verwendet wird, deaktivieren Sie den in Abbildung 1-9 gezeigten

Menipunkt Use Arrows for Relative Peak Labeling. In diesem Fall dienen Pfeile nur dazu, um Peaks
von besonderem Interesse zu markieren.

Anleitung Explorer
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Abbildung 1-9 Das Menii Add Arrow Marker

4 |-

Rermove All Arrows
Use Arrows for Relative Peak Labeling

Sie kdnnen einen Pfeil zu einer neuen Stelle ziehen. Wenn der Pfeil in den Kurvenbereich gezogen wird, wird
das Ziehen abgebrochen. Wenn Sie den Pfeil aus dem Diagramm herausziehen, wird der Pfeil geldscht. Pfeile
kénnen auch geléscht werden, indem Remove All Arrows in dem in Abbildung 1-9 gezeigten Meni gewahlt
wird.

Prozentsatz der y-Achse verwenden

Dieses Symbol bestimmt die Skalierung der y-Achse. Bei Auswahl werden berlagerte Linien so dargestellt,
dass der Maximum-Wert fiir jede Linie bei 100 % liegt. Die Verwendung einer y-Achse in Prozent ist dann
niitzlich, wenn die absoluten GréBen der iiberlagerten Linien stark voneinander abweichen.

Alle Uiberlagerten Kurven beschriften

StandardmaBig wird, wenn mehrere Linien iiberlagert werden, nur die aktive Linie beschriftet. Klicken Sie auf
diese Schaltflache, um alle Linien zu beschriften. Klicken Sie noch einmal auf diese Schaltflache, um samtliche
Beschriftungen zu entfernen und dann zur urspriinglichen Ansicht zuriickzukehren.

Peaks ausfillen

Klicken Sie auf dieses Symbol, um die Peaks fir die aktiven Daten abwechselnd dunkel und hell zu fiillen.
Diese Funktion ist hilfreich, um den genauen Beginn und das genaue Ende der Peaks anzuzeigen. Klicken Sie
erneut auf das Symbol, um die Fiillung zu entfernen und zur Originalansicht zuriickzukehren.

Die x-Achse des Diagramms mit anderen (mit denselben Einheiten) im Fenster
verkniipfen

Die Achsen von zwei oder mehr Diagrammen kénnen miteinander verbunden werden, sodass, wenn eine Achse
in einem Diagramm vergréBert wird, die anderen sich automatisch einstellen, um denselben Bereich zu zeigen.
Diese Funktion kann hilfreich sein, um die Daten in diesen Diagrammen zu vergleichen. Alternativ ist es auch
maglich, die Datensatze in demselben Diagramm zu Uberlagern. Dies ist jedoch nicht immer erwiinscht.

Klicken Sie in jedem der Diagramme, die verkniipft werden sollen, auf das Symbol Die x-Achse des
Diagramms mit anderen (mit denselben Einheiten) im Fenster verkniipfen. Wenn beim Klicken
auf das Icon die Taste Strg gedriickt wird, werden alle aktuellen Diagramme mit denselben x-Achseneinheiten
in demselben Fenster wie das aktive Diagramm, verkniipft. Wenn zum Beispiel drei Spektren sichtbar sind und
dann auf die Taste Strg + in einem dieser Spektren auf das Symbol Die x-Achse des Diagramms mit
anderen (mit denselben Einheiten) im Fenster verkniipfen geklickt wird, werden alle drei Spektren
miteinander verknlpft.

Hinweis: Wenn in diesem Beispiel danach ein neues Spektrum erstellt wird, ist es nicht mit den anderen
verkniipft. Um das neue Spektrum zu verkniipfen, klicken Sie auf das zugehérige Symbol Die x-Achse des
Diagramms mit anderen (mit denselben Einheiten) im Fenster verkniipfen.

Explorer Anleitung
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StandardmaBig werden nur die x-Achsen der Diagramme verbunden. In diesem Fall, wenn ein Diagramm
manuell vergroBert wird, vergroBern die anderen automatisch die y-Achse, sodass die Peaks innerhalb der
Ansicht den verfiigbaren Platz fiillen.

Um ein verkniipftes Diagramm zu entkniipfen, klicken Sie auf das zugehdrige Symbol Verkniipft die x-Achse
des Diagramms mit anderen (mit denselben Einheiten) im Fenster in dem entsprechenden
Diagramm. Halten Sie dabei die Taste Strg gedriickt, um alle Diagramme mit denselben x-Achseneinheiten
in demselben Fenster zu entkniipfen.

Daten wechseln, damit das nachste Experiment verwendet wird

Wenn die aktiven Daten fiir das Diagramm mit einem bestimmten Experiment (auBer dem letzten) verbunden
sind, ersetzt diese Schaltflache die Daten mit den Daten desselben Typs, jedoch fiir das nachste Experiment.

Zum Beispiel, wenn das TIC fiir Experiment 2 aktiv ist, dann klicken Sie auf diese Schaltflache, um zum TIC fiir
Experiment 3 zu wechseln. Wenn ein Spektrum eines gegebenen Zeitraums fiir Experiment 2 aktiv ist, dann
klicken Sie auf diese Schaltflache, um zu einem Spektrum desselben Zeitraums fiir Experiment 3 zu wechseln.

Daten wechseln, damit das vorherige Experiment verwendet wird

Wenn die aktiven Daten fiir das Diagramm mit einem bestimmten Experiment, auBer dem ersten, verbunden
sind, ersetzt dieses Symbol die Daten mit den Daten desselben Typs, jedoch fiir das vorherige Experiment.

Zum Beispiel, wenn das TIC fiir Experiment 3 aktiv ist, dann klicken Sie auf diese Schaltflache, um zum TIC fiir
Experiment 2 zu wechseln. Wenn ein Spektrum eines gegebenen Zeitraums fiir Experiment 3 aktiv ist, dann
klicken Sie auf diese Schaltflache, um zu einem Spektrum desselben Zeitraums fiir Experiment 2 zu wechseln.

Daten wechseln, damit ein ausgewahltes Experiment verwendet wird

Mit dieser Schaltflache kann ein bestimmtes Experiment zur Verwendung ausgewahlt werden, statt die
Experimente nacheinander durchzuscrollen. Klicken Sie auf die Schaltflache, um einen Dialog zu 6ffnen, in
dem alle verfligbaren Experimente aufgelistet werden. Die aktive Probe ist markiert. Klicken Sie auf ein
Experiment auf der Liste, um es zu wahlen, und klicken Sie dann auf OK. Siehe Abbildung 1-10.

Anleitung Explorer
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Abbildung 1-10 Dialogfeld Select Experiment

Select Experiment @

i Period 1, Experiment 1 +TOF M5 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 2 +TOF M572 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 3 +TOF M572 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 4 +TOF M572 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 5 +TOF M5™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment & +TOF M5™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 7 +TOF M5™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 8 +TOF MS™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 9 +TOF MS™2 (100 - 1000}
Period 1, Experiment 10 +TOF MS™2 {100 - 1000)

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

| ok || cancal |

Ein Spektrum zur Auswahl anzeigen

Verwenden Sie dieses Symbol, um ein Massenspektrum zu generieren, das liber den Zeitbereich der aktuellen
Auswahl im Diagramm gemittelt ist. Dasselbe Ergebnis erreichen Sie durch einen Doppelklick in der Auswahl.

Hintergrundsubtraktionsbereich festlegen

Verwenden Sie diese Schaltflache, um automatische Hintergrundsubtraktion fiir Spektren durchzufiihren, die
aus dem Chromatogramm generiert wurden.

Spektrumspezifische Symbolleiste
R e - %lrhe @ | QEEE

Tabelle 1-4 Symbole der Spektrum-spezifischen Symbolleiste

Symbol [Name (Tooltip)

He Ein XIC zur Auswahl anzeigen

Hinweis: Die ersten elf Symbole auf dieser Symbolleiste, angefangen mit dem Symbol fir VergréBertes
Diagramm auf seine Startansicht zuriicksetzen, sind in Diagrammspezifische Symbolleiste beschrieben.

Explorer Anleitung
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Hinweis: Die letzten sechs Schaltflachen in dieser Werkzeugleiste, beginnend mit Loscht dieses Teilfenster,
werden in Allgemeine Teilfenster-Symbolleiste beschrieben.

Ein XIC zur Auswahl anzeigen

Verwenden Sie dieses Symbol, um ein extrahiertes lonen-Chromatogramm (XIC), das den Massenbereich der
aktuellen Auswahl im Diagramm summiert, zu generieren.

Overlays

Diagramme konnen verschiedene Kurven, sogenannte Overlays, enthalten, welche dieselbe Achsen haben,
damit sie leicht verglichen werden kénnen. Sie konnen generiert werden, indem das entsprechende
Doppel-Teilfenster-Symbol (das Symbol Zu einem anderen Diagramm ziehen, um die aktiven
Daten im Zieldiagramm zu iiberlagern) gezogen wird und werden automatisch mit einigen Befehlen
zur Erstellung eines Teilfensters hergestellt. Siehe Chromatogramme und Spektren.

In Abbildung 1-11 enthalt das Diagramm vier Spektren, bei denen das Symbol Alle Giberlagerten Kurven
beschriften gewahlt ist. Der Kopfzeilenbereich des Diagramms zeigt die Titel fiir die zwei Spektren und
farbige Kreise an, welche die Farbe der Kurve angeben. Die aktive Kurve wird in Fettdruck angezeigt. Diese
Kurve ist das Ziel fir alle Verarbeitungsvorgange wie beispielsweise Daten zu Schwellenwerten, Glatten usw.
und sie ware normalerweise die einzige, die beschriftet ist. Wenn auf das Symbol links neben dem Titel geklickt
wird, andert sich das Symbol und das flihrt dazu, dass nur der Titel der aktiven Kurve gezogen wird. Diese
Funktion ist hilfreich, wenn viele Overlays vorhanden sind. Klicken Sie erneut auf das Symbol, um das Verfahren
rickgangig zu machen. Wenn es viele Kurven gibt und der Cursor iiber die Titel bewegt wird, dann andert sich
der Cursor in einen doppelképfigen Pfeil und fungiert wie ein Scrollbalken, wenn er gezogen wird, so dass auf
alle Titel zugegriffen werden kann.

Anleitung Explorer
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Abbildung 1-11 Diagramm mit vier Spektren, bei denen das Symbol Alle iiberlagerten

Kurven beschriften gewahlt ist

[Spectrum from Bremecrip_IDA-DES alone_T=1.wiff (sample 1) - Bremecrip...
File  Edit Show Graph Process Bie ToelKit Window  Help
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@ Spectrum from Bromocrip_|DA-DBS alone T=1wiff (s..., -TOF MS"2 (100 - 2000) from 1.009 to 1.215 min
@ Spectrum from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff (s..., -TOF MS"2 (100 - 2000) from 1.011 to 1.217 min
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Es gibt mehrere Methoden zum Wechseln der aktiven Kurve:
¢ Klicken Sie auf den farbigen Kreis neben dem Titel

o Klicken Sie direkt auf den Titel

¢ Klicken Sie auf einen Datenpunkt in der Kurve (nicht direkt auf die Kurve)

Wenn Sie mit der rechten Maustaste auf ein Diagramm mit Overlays klicken, wird ein Kontextmenii angezeigt,
das Befehle enthalt, die zur visuellen Bearbeitung der angezeigten Kurven verwendet werden kénnen. Die
Optionen Remove Active Trace und Remove All Traces Except Active funktionieren wie erwartet.

Dateien offnen

Wie in Abbildung 1-12 gezeigt, kann die Software unterschiedliche Datentypen 6ffnen und verfiigt (iber Befehle

zum Offnen einzelner oder mehrerer Proben.

Explorer
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Abbildung 1-12 Dateimenii
e |
& OpenSample.. Ctrl+0
ﬁ Open Multiple Samples...  Ctrl+5Shift+0
Open Heat Map TICs from Wiff...
Find Wiff Sarnples Ctrl+L

Open T2D Data k
Open Text Data k

Open Mol File...

Export k

Print 3

Exit Alt+F4

Einzelne Probendatei 6ffnen
Die Option Open Sample o6ffnet das Dialogfeld Select Sample. Siehe Abbildung 1-13.

Dieser Dialog erlaubt die Auswahl einer einzelnen Datei. Die resultierende Ansicht hangt vom ausgewahlten
Befehl ab, eine einzelne .scan-Datei zeigt ein Spektrum oder ein Gesamtionenchromatogramm (TIC) und
mehrere scan .wiff-Dateien zeigen ein TIC (die Summe aller Experimente, falls mehr als eines vorhanden ist).

Abbildung 1-13 Dialogfeld Select Sample

Select Sample @
Source: [D:\SCIEX 05 Data\Example Project\Datal vl [ Browse. |
IEXE] semple Data '

[&] DataSETE1 wiff
-|Z| DataSETE2 wiff
DataSETEI wiff
Data SETE4.wiff
-|Z| DataSETES.wiff
-[E] DataSETER wiff
-[E] RP_digests wif
-|E] RP_Intact wiff

[l b () ] [ [ o) ] B

| oK | Cancel |

Um alle Proben in der Datei anzuzeigen, klicken Sie auf die Schaltflache links von der .wiff-Datei, wahlen Sie
anschlieBend den gewiinschten Dateinamen aus. Falls in der Datei nur eine Probe vorhanden ist, dann wahlen
Sie den Dateinamen aus und klicken auf OK.

Anleitung Explorer
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Mehrere Probendateien 6ffnen

Die Optionen Open Multiple Samples und Open Heat Map TICs from Wiff 6ffnen das Dialogfeld
Select Samples. Siehe Abbildung 1-14.

Das linke Teilfenster entspricht dem Dialogfeld Open, das ermdglicht, dass Ordner navigiert und Dateien
spezifiziert werden und das rechte Teilfenster gibt an, dass die Dateien gedffnet werden, wenn OK geklickt
wird. Proben kdnnen wie folgt von links nach rechts tibertragen werden:

e Erweitern Sie die wiff-Datei, wahlen Sie die Probe und klicken Sie dann auf den nach rechts zeigenden
Pfeil.

o Erweitern Sie die wiff-Datei, wahlen Sie die Probe und ziehen Sie diese dann in das rechte Teilfenster.
e Erweitern Sie die wiff-Datei und doppelklicken Sie dann auf die Probe.

Wenn die Datei mehrere Proben enthalt, kdnnen diese alle durch Auswahl der wiff-Datei und Klick auf den
nach rechts zeigenden Pfeil oder durch Auswahl der wiff-Datei und anschlieBendes Ziehen in das rechte
Teilfenster (ibertragen werden.

Proben kdnnen wie folgt von rechts nach links iibertragen werden:
e Erweitern Sie die wiff-Datei, wahlen Sie die Probe und klicken Sie dann auf den nach links zeigenden Pfeil.
e Erweitern Sie die wiff-Datei, wahlen Sie die Probe und ziehen Sie diese dann in das linke Teilfenster.

e Doppelklicken Sie auf die Probe.

Abbildung 1-14 Dialogfeld Select Samples

Select Samples @

Source: | D:ASCIEX OS Data\Example Project\Data | | Browse... |

Available Selected

- Bromocrip_IDA-DES in plasma_T=0 wiff
Bromocrp_|IDA-DES in plasma_T=1 wiff
DataSETE1 wiff

DataSETE2 wiff

DataSETE3 wiff

Data SETE4A wiff

Data SETES wiff

Data SETEE wiff

RFP_digests wiff

£] RP_Intact wiff

5[ o[ oo [ e [ e [ o [ ) )

ok || Ccancsl

Chromatogramme und Spektren

Das Gesamtionenchromatogramm (TIC), Spektren und das extrahie_rte lonen-Chromatogramm (XIC) sind die
am haufigsten verwendeten Datenansichten zum Untersuchen und Uberpriifen von Daten. Die Software bietet

Explorer Anleitung
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Links zwischen diesen Datenansichten, damit Benutzer Spektren und dann XICs schnell generieren kénnen,
um zu bestimmen, ob die Peaks in den Spektren von einem oder mehreren chromatographischen Peaks sind.

Gesamtionenchromatogramm (TIC)

Das ist die Standardansicht, wenn eine oder mehrere Scan-wiff-Dateien gedffnet werden. Das gezeigte TIC
entspricht einem Chromatogramm, das durch Summierung der Intensitéten aller lonen in jedem Spektrum und
der anschlieBenden Darstellung der Summe als einer Funktion der Retentionszeit dargestellt wird.

Wenn die Probe anhand von schleifenférmigen Experimenten erfasst wurde, dann entspricht das gezeigte TIC
den Intensitdtssummen von beiden Experimenten und es wird eine spezielle Pfeilanzeige in der x-Achse
gezogen, um dies anzugeben. Siehe Abbildung 1-15. Wenn Sie auf die Anzeige doppelklicken, dann wird ein
neues Teilfenster angezeigt, das Uberlagerte einzelne TICs fiir jedes Experiment anzeigt.

Abbildung 1-15 TIC
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Wenn die Probe IDA-Daten enthalt, dann wahlen Sie entweder den IDA Explorer, das ist eine grafische Art die
Masse und Retentionszeiten von ausgewahlten Vorlduferionen anzuzeigen, oder ein herkémmliches TIC. Bei
Auswahl der herkdmmlichen TIC-Option werden separate TICs fiir die IDA-Probe und fiir die von IDA abhangige
Summe angezeigt.

Das TIC kann jederzeit durch Anklicken von Show > Total lon Chromatogram (TIC) angezeigt werden,
um ein Dialogfeld zu 6ffnen, in dem jedes Experiment ausgewahlt werden kann. Bei Auswahl von Period 1
wird das TIC fiir alle Experimente angezeigt, wahrend die anderen Eintrdge einzelnen TICs entsprechen.
Verwenden Sie Umschalttaste oder Strg und wahlen Sie mehrere Eintrage durch Anklicken aus.

Spektren

Wenn eine Datei ein einziges Spektrum enthalt, dann wird dieses Spektrum beim Offnen der Datei angezeigt.

Leiten Sie fiir Daten mit mehreren Scans Spektren fiir Chromatogramme ab, indem Sie eine Auswahl im
Chromatogramm treffen und zwar durch Doppelklicken in dem Chromatogramm selbst oder durch Klicken auf

Anleitung Explorer
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das Symbol Ein Spektrum fiir die Auswahl anzeigen. Ziehen Sie das Auswahlrechteck in das
Chromatogramm, um das Spektrum zu aktualisieren, damit es den neuen Bereich anzeigt.

Wahlen Sie mehrere Bereiche, indem Sie die Umschalttaste driicken, wenn die erste Auswahl erfolgt ist.
Doppelklicken Sie auf eine dieser Auswahlen oder klicken Sie auf das Symbol Ein Sprektrum fiir die
Auswahl anzeigen, um ein neues Spektrumteilfenster mit iiberlagertem Spektrum zu generieren.

Fir IDA 6ffnet sich eine Aufforderung, um alle abhangigen Spektren zu tiberlagern oder nur das erste Spektrum
zu zeigen. Im letzteren Fall verwenden Sie die linken und rechten Pfeiltasten, um die anderen Spektren
anzuzeigen.

Hinweis: Dieses Dialogfeld hat ein Kontrollkastchen Only show again if the shift key is down.

Erzeugen Sie Spektren mit subtrahiertem Hintergrund auf zwei Arten:

e Generieren Sie separate Spektren fiir die Peak- und Hintergrundbereiche und ziehen Sie dann das Symbol
Doppel-Teilfenster subtrahieren vom Hintergrundspektrum zum Peak-Spektrum.

¢ Definieren Sie einen Hintergrundbereich, indem Sie eine oder zwei Auswahlen im Chromatogramm treffen
und dann auf das Symbol Hintergrundsubtraktionsbereich festlegen klicken. Bei allen Spektren,
die bei der Definition eines Hintergrundbereichs erzeugt wurden, ist der Hintergrund automatisch subtrahiert.
Der Hintergrundbereich wird im Chromatogramm als blassrotes Auswahldreieck gezeigt und alle
Spektrumauswahlen kdnnen bewegt werden, um die gezeigten Daten zu andern. Wenn der
Hintergrundbereich definiert ist, kann er entfernt werden, indem auf den Pfeil neben dem Symbol geklickt
und dann Clear Subtraction Range gewahlt wird.

Hinweis: Pfeilmarker sind in Spektren hilfreich, da Peak-Beschriftungen relativ zum nachsten mit einem
Pfeil markierten Peak sein kdnnen, was eine schnelle Methode bietet, um die Massen von Verlusten oder
Addukten zu bestimmen. Wenn es mehrere Uberlagerungen gibt und das Symbol Alle tiberlagerten Kurven
beschriften gewahlt ist, dann wird jede Uberlagerung relativ zum Pfeil beschriftet.

Extrahiertes lonenchromatogramm (XIC)

XICs konnen auf zweierlei Art generiert werden:
e Durch Klicken auf Show > Extract lon Chromatogram (XIC).

Diese Aktion 6ffnet einen Dialog, in den je nach Modus Werte fiir Start- und Stoppmassen oder fiir Zentrum
und Breite eingegeben werden konnen. Diese Einstellung kann im Kontextmenii gedndert werden, das
durch Klicken mit der rechten Maustaste im Dialog geéffnet wird. Uber das Kontextmenii haben Sie Zugriff
auf weitere niitzliche Befehle, wie etwa die Festlegung der Standardbreite oder den Export der Massenliste.
Benutzer kdnnen die Massenwerte auch als besténdig festlegen, sodass sie automatisch benutzt werden,
bis sie wieder entfernt werden.

o Treffen Sie dazu eine oder mehrere Auswahlen in einem Spektrum, und doppelklicken Sie anschlieBend in
eine der Auswahlen, oder klicken Sie auf die Schaltflache Ein XIC fiir die Auswahl anzeigen.

Diese Aktionen generieren ein XIC, entsprechend der jeweils getroffenen Auswahl. StandardmaBig bestimmt
das Programm den gr6Bten Peak im jeweiligen Auswahlbereich und stellt das XIC automatisch so ein, dass
es der halben Héhe der niedrigen und hohen Massenwerte des Peaks entspricht. Wenn die Strg-Taste
gedriickt wird, wird die gesamte Breite der Auswahl verwendet.

Explorer Anleitung
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In beiden Fallen wird ein Diagramm angezeigt, das fiir jede Auswahl eine Uberlagerung enthélt. Die Auswahlen
werden zu Verknlipfungen. Durch Ziehen der Verkniipfungen werden die XICs aktualisiert.

Hinweis: XICs werden normalerweise fiir den gesamten Chromatografiebereich berechnet und angezeigt,
was die Geschwindigkeit herabsetzt, insbesondere, wenn viele Auswahlen vorhanden sind und die Daten
von einem hochauflésenden Instrument stammen und viele Scans enthalten. Eine niitzliche Funktion ist die
Begrenzung der XIC-Regionen in einem kleineren Fenster, im Bereich der Retentionszeit des fiir die Generierung
verwendeten Spektrums. Dies ist Gber die XIC-Registerkarte des Dialogs mdglich, der angezeigt wird, wenn
die Registerkarte Edit > Options > XIC angeklickt wurde.

Konturdiagramme und Heat Maps

Ein LC/MS-Konturdiagramm (Show > LC/MS Contour Pane) zeigt alle Daten einer LC/MS-Probe in einem
einzelnen Teilfenster. Das Beispiel in Abbildung 1-16 zeigt ein TIC und das zugehorige Konturdiagramm, das
die Daten als Map des m/z-Verhaltnisses zu Retentionszeit mit farbcodierter Intesitét zeigt. In diesem Fall
werden die Farb-Bedienelemente ebenfalls dargestellt, sie konnen jedoch durch Klicken mit der rechten
Maustaste in der Ansicht und Abwahl der Option Show Appearance Controls verborgen werden. Da
Konturdiagramme und Chromatogramme dieselbe X-Achse haben, kénnen sie miteinander verkniipft werden,
sodass Zoomen und Scrollen sich auf beide Ansichten dhnlich auswirkt, um Vergleiche anzustellen.

Abbildung 1-16 TIC und zugehoériges Konturdiagramm
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Die Farbzuordnung verwendet eine Palette von 256 Farben zur Anzeige der Intensitat in dem Bereich, der
durch min % und max % definiert wurde. Intensitaten unterhalb von min % werden als < min dargestellt,
und Intensitaten oberhalb von max % werden als > max dargestellt. Wenn die fiir < min verwendeten
Farben und keine Daten identisch sind (wie in diesem Fall), dann verschwinden die Datenpunkte unterhalb
von min %. Dies ist eine Form der visuellen Schwellenwertdarstellung, die das Diagramm vereinfachen kann,
wie in Abbildung 1-17 dargestellt, wo der min %-Wert auf 0,5 % erhéht wurde. Weitere Informationen zur
Farbzuordnung finden Sie im Systemhandbuch.

Abbildung 1-17 Konturdiagramm mit min%-Wert auf 0,5 % erhoht
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Peaks niedriger Intensitat konnen durch Reduktion von max % hervorgehoben werden, sodass die Farbpalette
einen kleineren Intensitatsbereich abdeckt, dann haben jedoch alle Peaks, die groBer sind als dieser Wert,
dieselbe Farbe. Dies kann auch durch Auswahl des Kontrollkastchens Log Scale hervorgehoben werden. Die
Aktivierung von Log Scale erfordert einen Wert von min % ungleich Null (zum Beispiel 1 oder 0,1), die
Farben werden dann an den Logarithmus der Prozentintensitat angeglichen.

Die Werkzeuge zur Visualisierung mehrerer Proben in der Software bieten u. a. die Méglichkeit, TICs, XICs
und Spektren mehrerer Proben als Serie einzelner Heat Maps darzustellen, was den Vergleich von Proben
erleichtert. Abbildung 1-18 ist fiir eine Serie von TOF-Chromatogrammen von sechs Analyten. Siehe Arbeit mit
mehreren Proben.
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Abbildung 1-18 Heat Map-Chromatogramm
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Spektren arbeiten 2

Dieser Abschnitt beschreibt einige der gebrauchlichsten Verarbeitungsoptionen. Die verwendete Datei ist eine
IDA-Datei mit einer Reihe von schleifenformigen Experimenten, aber in diesem Beispiel wird das erste
Probe-Experiment verwendet, das eine einfache LC/MS-Analyse simuliert. Im folgenden Abschnitt wird die
IDA-Funktion behandelt.

Offnen einer Datendatei

1. Klicken Sie auf das Symbol Open Sample in der Haupt-Symbolleiste.
Das Dialogfeld Select Sample wird gedffnet.

Abbildung 2-1 Dialogfeld Select Sample
Select Sample @

Source: [D:\SCIEX 05 Data\Example Project\Data v; [ Browse. |

=| RP_digests wiff
2| RP_Intact wiff

oK | Cancel |

2. Wenn der Ordner Sample Data nicht bereits ausgewahlt ist, dann klicken Sie auf Browse und navigieren
zum Ordner Sample Data. Fiir Informationen zu Datenspeicherplétzen, siehe Organisation.

3. Um alle Proben in der Datei anzuzeigen, klicken Sie auf die Schaltflache links von der Datei
Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff.

In der Datei Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff befindet sich nur eine Probe.

4. Wahlen Sie den Namen der Probe aus und klicken Sie dann auf OK.

Da es sich hier um eine IDA-Datei handelt, fordert Sie die Software auf, anzugeben, wie die ausgewéhlte
Probe zu 6ffnen ist.

Explorer Anleitung
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Abbildung 2-2 Open IDA Sample
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5. Klicken Sie auf As a standard TIC, falls dies nicht bereits ausgewahlt ist, und anschlieBend auf OK,

um, wie in Abbildung 2-3 dargestellt, ein TIC zu generieren.

Abbildung 2-3 TIC
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Das Teilfenster hat ein Overlay fiir das Vorlaufer-Scan-TIC (blau), und ein weiteres fiir die zusammengefassten
abhangigen (Produkt-lonen-)Scans. In diesem Fall méchten wir die Vorlaufer-Daten verarbeiten, um nur

das Vorlaufer-TIC darzustellen.
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Ein TIC fir ein Experiment anzeigen

1. Doppelklicken Sie auf das Symbol Double-click to overlay individual TICs for all experiments

in der Mitte der x-Achse, um Uberlagerte TICs fiir alle Experimente zu generieren.

Das neue Chromatogramm ist das aktive Teilfenster. Da die Probe das erste Experiment ist, ist es die aktive

Kurve, wie vom fettgedruckten Titel in der Kopfzeile angezeigt ist.

Abbildung 2-4 Uberlagerte TICs
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2. Rechtsklicken Sie im aktiven Chromatogrammteilfenster und klicken Sie dann auf
Except Active, so dass nur das Probe-TIC verbleibt.

Abbildung 2-5 Rechtsklick-Menui
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3. Klicken Sie in demselben Teilfenster auf das Symbol Alle anderen Teilfenster I6schen, um nur das
Vorlaufer-TIC offen zu lassen.

Abbildung 2-6 Probe-TIC
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Ein XIC fiir eine bekannte Molekularformel
anzeigen

Wahrend einige offenbar kleine Peaks im Bereich von 4 Min. bis 7 Min. sehr gut erkennbar sind, besteht die
Maglichkeit, dass viele Peaks durch das in diesen Daten recht starke Hintergrundsignal iberlagert werden.
Das diese Probe einer mikrosomalen Inkubation von Bromocriptin entspricht verwenden Sie das m/z-Verhaltnis
des erwarteten molekularen lons als anfénglichen Anhaltspunkt fiir die Lage des Peaks. Die Molekularformel
von Bromocriptin ist C3,H4oN505Br, und da diese Daten im negativen Modus sind, erwarten wir ein (M — H)"
lon.

1. Klicken Sie auf Show > Mass Calculators.
. Klicken Sie auf die Registerkarte Mass Property im Teilfenster Mass Calculators.

. Geben Sie die Molekularformel in das Feld Formula ein.

2

3

4. Geben Sie -1 in das Feld Charge state ein.

5. Wahlen Sie ‘H+" charge agent (else electron).
6

. Klicken Sie auf Calculate.
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Hinweis: Es ist moglich, ein Wasserstoffmolekiil manuell von der Molekularformel zu entfernen und
nicht das Kontrollkastchen 'H+' charge agent (else electron) zu wahlen.

Das Dialogfeld wird aktualisiert und zeigt eine Reihe von Massenwerten an: monoisotopic, average usw.

Abbildung 2-7 Teilfenster Mass Calculators

J-|Ma‘.$talcuL=m1| o =2 8 ]
File Edit Show Graph Process BioTeolKr  Window Help - 5 X
D—uﬁ PR — e — I
¥ oasEsSe =
Mass Propety | AA Propeny | Mass Accuracy | Isotopic Desribution | Bemental Compostion | Hypesmass | Unt Convension | Custom Blements | AA List | AA Modfications il

Formua Caicuiate
Charge stale 1 | He" charpe agent jslse sleciron)
Compaation:

Charged monoisctopsc mass:

Moncssolopes mi'T

Hinweis: Bei diesen Massewerten lassen sich die Isotope leicht auflésen. Deshalb ist der monoisotopische
m/z-Wert am besten geeignet.

7. Wahlen Sie den monoisotopischen m/z-Wert und driicken Sie dann Strg+C, um den Wert in die
Zwischenablage zu kopieren.

8. Klicken Sie auf das Symbol Loscht dieses Teilfenster, um das Teilfenster Mass Calculators zu
l6schen, oder klicken Sie auf das Symbol Blendet dieses Teilfenster aus, um das Teilfenster
auszublenden.

9. Klicken Sie auf Show > Extracted lon Chromatogram (XIC), um das Dialogfeld Specify XIC
Ranges zu offnen.

Explorer Anleitung
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Abbildung 2-8 Das Dialogfeld Specify XIC Ranges
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10. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf das Dialogfeld Specify XIC Ranges, um das Kontextmen(i
zu 6ffnen.

11. Machen Sie im Kontextmenii Folgendes:

a. Stellen Sie sicher, dass die Option Start/Stop Mode nicht gewahlt ist, damit die XIC-Werte als
Center- und Width- Werte eingegeben werden.
b. Klicken Sie auf Set Default Width, geben Sie 0,05 ein und klicken Sie dann auf OK.

c. Klicken Sie auf Persist Ranges for Future Use, damit die Werte wieder erscheinen, wenn das
Dialogfeld das nachste Mal verwendet wird.
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Abbildung 2-9 Kontextmenii
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12. Gehen Sie zuriick zum Dialogfeld Specify XIC Ranges.

Das Dialogfeld ist jetzt so eingestellt, dass nur eine Masse fiir jedes XIC von Interesse eingegeben werden
muss und dass eine Standardbreite verwendet wird.

13. Wahlen Sie die erste Zelle unter Center und driicken Sie dann Strg+V, um den Massenwert von Schritt
7 einzufligen.

14. Klicken Sie auf OK.

Hinweis: Da eine Standardbreite eingestellt wurde, ist es nicht notwendig, einen einzelnen Wert
einzugeben.

Das Teilfenster enthalt das TIC und XIC fiir das erwartete molekulare lon von Bromocriptin, das mehrere
Peaks aufweist.
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Abbildung 2-10 TIC und XIC fiir das erwartete molekulare lon von Bromocriptin
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Erstellung eines Spektrums und Interaktion mit
einem Spektrum

1. Blenden Sie das TIC-Teilfenster aus, treffen Sie eine Auswahl um den groBten Peak im XIC, und klicken Sie
anschlieBend auf das Symbol Ein Spektrum fiir die Auswahl anzeigen, um ein
Durchschnitts-Spektrum fiir diese Region zu erzeugen.
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Abbildung 2-11 Spektrum des gréBten Peaks im XIC

-
[¥IC from Bromocnp_IDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1) - Bromocriptine T... = | =

File Edit Show Graph Process BioToolKit Window  Help -

&
x

23

FE = 0 QAEBE
R S G W SRR T S DABEE®

XJC from Bromocrip_IDA-DBES alone_T=1.wiff (sample 1.. |rren1 1. -TOF MS (100 - 2000): 652 214 +- 0.025 Da

ol +H

Intensity
g ¢
Ll_._._.
§

ot % ke e mQII 88
Speclrumfron Bromocrip_|DA-DBS alone_T=1.wiff (sam...nt 1, -TOF MS (100 - 2000) frorr'4313tcu 4570 min
4000 1-117.9360 (1)
I

"4399.3008 (1)
“655.2269 (1)

l\ *653.2277 (1)

Intensay

w | +f

000 1200 1400 1600 1800

Mass/Charge, Da

Hinweis: In Abbildung 2-11 wird das Feld Label in der Registerkarte Peak Labeling & Finding
des Dialogs Options (verfiigbar tber Edit > Options) auf Mass (Charge) eingestellt.

2. Ziehen Sie die x-Achse von ca. 630 Da auf 700 Da, um das Spektrum in diese Region zu zoomen.

Hinweis: Dazu sind unter Umstanden zwei Schritte erforderlich.

Es gibt einen Peak bei 652,2199, der dem erwarteten Wert von 652,2140 sehr nahe ist, und der ebenso
ein Brom-Isotopenmuster zeigt; es gibt jedoch noch ein zweites Bromisotopen-Cluster, das bei 668,2158
beginnt. Die exakten m/z-Verhaltnisse unterscheiden sich je nach dem im XIC ausgewahlten genauen

Retentionszeitfenster.

Hinweis: Der hier verwendete Beschriftungsstil zeigt ein m/z-Verhaltnis und eine Schatzung des
Ladungszustands in Klammern (basierend auf dem Abstand zwischen den Peaks). Peaks, die
monoisotopisch erscheinen, werden ebenso mit einem Sternchen markiert. Der Beschriftungs-Algorithmus
berlicksichtigt nur das Isotop 13C und kennzeichnet das 81Br-Isotop als einfach geladen, markiert es

jedoch falschlicherweise als monoisotopisch.

3. Andern Sie den Beschriftungsstil in den Standardstil, indem Sie auf Edit > Options, klicken, und zur
Registerkarte Peak Labeling & Finding navigieren, anschlieBend dndern Sie die Einstellung in Mass

/ Charge im Feld Label.
4. Klicken Sie auf OK.
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Abbildung 2-12 Spektrum mit unterschiedlichem Beschriftungsstil
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5. Treffen Sie im erweiterten Spektrum eine Auswahl um den Peak bei 652,2199, und klicken Sie anschlieBend
auf die Schaltflache Fligt ausgewahlten Peaks Pfeilmarkierungen hinzu.

Abbildung 2-13 Spektrum zeigt * an ausgewéahltem Peak
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Die Massen-Beschriftung ist jetzt relativ zum ausgewahlten Peak, so dass die Unterschiede zwischen den
Massen-Peaks angezeigt werden. Die Beschriftung des Peaks bei 668.2158 zeigt entsprechend der
Sauerstoffmasse jetzt 15.9959 an, und legt nahe, dass es sich bei diesem Peak um einen
Hydroxy-Bromocriptin-Metaboliten handelt.

Tipp! Die Pfeile konnen bewegt werden, indem sie zu einem anderen Peak gezogen werden, und durch
Auswahl von Remove All Arrows aus der Liste neben dem Pfeilsymbol entfernt werden.

6. Treffen Sie eine Auswahl um den Peak bei 15,9959 und klicken Sie anschlieBend auf die Schaltflache Ein
XIC zur Auswahl anzeigen.
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7. Klicken Sie im Dialog XIC Selection Ranges auf OK.

Abbildung 2-14 Dialog XIC Selection Ranges
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Abbildung 2-15 XIC

-

[Spectrum from Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=60 min 30uM (.. |- '@
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help -

@ e~ ABEE®
At - % A -, L- BQBEEE®

XIC from Bromocrip_lDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1)...iment 1, -TOF MS (100 - 2000): 652.214 +/- 0.025 Da

J 4 505]['?;'03

T 2 3 H 5 6
Time, min

@ F L% A e BAEEE®

Spectrum from Bromocrip_|IDA-DBS alone_T=1.wiff (sam...ent 1, -TOF MS (100 - 2000) from £.249 to 4.588 min

2000 10026 1 ggqp 3.0009 7 9947
| NG e [

840 g0 ¥ 650 670 620 650
Mass/Charge, Da

Et-%he- a=aul- - @GQREEE®

XIC from Bromocnp_IDA-DBS alone_T=1.wiff (sample 1)._iment 1, -TOF MS (100 - 2000): 668.216 +/- 0.010 Da

4209
fm
L A

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Time, min

@1+ 8

=
[=+F
w

@l +§

o+

Dies ist eine niitzliche Methode, um XICs interaktiv zu generieren. StandardmaBig ist die fiir das XIC
verwendete Breite die Breite des Massen-Peaks auf halber Hohe, und im Spektrum wird ein Auswahl-Link
angezeigt.

8. Ziehen Sie den Auswahl-Link, um den angezeigten XIC zu aktualisieren, und fiigen Sie weitere hinzu, indem
Sie den Schritt wiederholen.

9. Klicken Sie in diesem neuen Chromatogramm auf das Symbol Zu einem anderen Diagramm ziehen,
um die aktiven Daten zu den aktiven Daten des anderen Diagramms zu addieren und
ziehen Sie das Chromatogramm zum urspriinglichen XIC-Teilfenster, sodass sie sich iiberlagern.
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Abbildung 2-16 Uberlagerte XICs
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10. Blenden Sie das zweite Chromatogrammteilfenster und das Spektrum aus oder 6schen Sie es und zoomen
Sie anschlieBend die (iberlagerten Chromatogramme, um den Bereich von ca. 4 min bis 5 min darzustellen.

Es gibt zwei Peaks bei ca. 4,4 min, einen von jedem XIC, die naherungsweise, jedoch nicht exakt, dieselbe
Retentionszeit eluieren. Es gibt auch einige Peaks im 668,216 Chromatogramm, die wahrscheinlich auf

das Vorhandensein von anderen Hydroxy-Metaboliten hindeuten.

11. Doppelklicken Sie im Chromatogrammteilfenster auf 4,40 min, um das Spektrum aus einem einzelnen Scan

zu generieren.
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Abbildung 2-17 Spektrum aus einem einzelnen Scan
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Eine gestrichelte Linie im XIC zeigt den dargestellten Scan an (in Abbildung 2-17 mit einem Pfeil markiert).
Wenn die Linie gezogen wird, aktualisiert sich das Spektrum, so dass der Bereich um 4,40 min untersucht
werden kann. Verwenden Sie die Vorwarts- und Riickwarts-Pfeiltasten, um jeweils einen Scan zu bewegen.
Es ist moglich, ein sauberes Spektrum fiir den Peak des m/z-Verhaltnisses von 652,214 zu erhalten, indem
die Linie in einen Bereich bewegt wird, in dem das Signal fiir das 668,215 lon null ist (obwohl sogar hier
der Hintergrund relativ hoch ist); ein sauberes Spektrum fiir Letzteres kann auf diese Weise jedoch nicht
erreicht werden.

12. Loéschen Sie das Spektrumteilfenster.

13. Treffen Sie im Chromatogrammteilfenster eine enge Auswabhl, die die linke Seite des 652 Peaks beinhaltet,
jedoch den 668 Peak vermeidet, und klicken Sie anschlieBend auf die Schaltflache
Hintergrundsubtraktionsbereich festlegen.

Die Auswahl wird rosafarben.

Wenn ein Subtraktionsbereich definiert wurde, wird er automatisch von nachfolgend generierten Spektren
subtrahiert. Der Bereich kann geléscht werden, indem Sie Clear Subtraction Range aus der Liste
auswahlen, auf die Sie tber den kleinen Pfeil rechts von der Schaltflache Set Subtraction Range
gelangen.

Explorer Anleitung
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14. Treffen Sie eine neue Auswahl im Chromatogramm, das den Scheitelpunkt des 668 Peaks mit einschlieBt,
jedoch mdglichst wenig vom 652 Peak, und klicken Sie anschlieBend auf die Schaltflache Ein Spektrum
fiir die Auswahl anzeigen.

Abbildung 2-18 Hintergrundsubtraktion des Spektrums fiir den 668-Peak
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Das Ergebnis ist eine Hintergrundsubtraktion des Spektrums fiir den 668-Peak, das wenig von dem 652-Peak
enthalt. Beide Auswahlen im Chromatogramm bleiben mit ihren jeweiligen Spektren verbunden, auch
wenn der Hintergrund nicht sichtbar ist, und konnen zu anderen Teilen des Chromatogramms bewegt
werden. Wird die Spektrum-Auswahl bewegt, wird das angezeigte Spektrum automatisch aktualisiert. Wird
jedoch der Hintergrundbereich geéndert, dann wird er nur auf nachfolgend generierte Spektren angewendet.

15. Klicken Sie auf die Schaltflache Blendet alle anderen Teilfenster aus, klicken Sie auf das einzelne
Spektrum-TIC und klicken Sie anschlieBend auf das Symbol Alle anderen Teilfenster 16schen, um
nur das TIC anzuzeigen.

16. Wenn das TIC-Teilfenster geloscht wurde, klicken Sie auf Show > Total lon Chromatogram (TIC),
wahlen Sie Period 1, Experiment 1 und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Ein Konturdiagramm verwenden

Eine Alternative zur Anzeige von Teilen eines Datensatzes (Chromatogramme oder Spektren) ist die Verwendung
eines Konturdiagramms, um einen vollstandigen Uberblick iiber ein Experiment zu erhalten. Konturdiagramme
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kénnen sehr viele Informationen enthalten, in der Regel ist es jedoch nétig, die Anzeigeparameter anzupassen
um die bestmaglichen Ergebnisse zu erhalten. In diesem Fall ist die Vorlaufer-Verbindung bromiert und das
Konturdiagramm bietet eine Mdglichkeit, Peaks mit dem Brom-Isotopenmuster zu lokalisieren.

1. Mit dem aktivierten einzelnen TIC-Experiment klicken Sie auf das Teilfenster Show > LC/MS Contour
Pane, anschlieBend klicken Sie auf die Schaltflache Aktives Teilfenster fensterfullend erweitern
in der Werkzeugleiste des resultierenden Konturdiagramms, sodass es das einzige sichtbare Teilfenster ist.

2. Wenn die Bedienelemente fiir das Erscheinungsbild (Farbfelder in der Ecke links unten) nicht sichtbar sind,
dann klicken Sie mit der rechten Maustaste in das Teilfenster und anschlieBend auf Show Appearance
Control. Siehe Konturdiagramme und Heat Maps und das Referenzhandbuch.

Abbildung 2-19 Konturdiagramm
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Tipp! Mit den Standardparametern ist die Anzeige nicht sehr hilfreich, da sie von Peaks geringer Intensitat
und Rauschen, das die echten Peaks verschleiert, dominiert wird. Sorgen Sie fiir eine bessere Darstellung

durch folgende MaBnahmen:

e Andern des angezeigten Intensitats-Minimums. Dies dndert alle Datenpunkte unterhalb dieses Niveaus,
sodass sie in der gleichen Farbe wie die Punkte gezeichnet werden, an denen sich keine Daten befinden,

das heiBt, sie werden unsichtbar.

e Andern der Farbzuordnung, sodass die verfiigbaren Farben einen engeren Intensitatsbereich abdecken,

der die Sichtbarkeit kleinerer Peaks verbessert.

3. Andern des min. %-Werts auf 0,01. Dies fiihrt dazu, dass alle Datenpunkte mit einer Intensitat von

weniger als 0,01% des Basis-Peaks verschwinden.
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Abbildung 2-20 Konturdiagramm

“Bromocriptine T=60 min 30uM (dil 30x in Water) 5 min Grad Luna C18 (1:100mm) 2.5u_250ul/min 40C0pg... | o | = |[f=tas]
TIC from Bromocrp_IDA-DES slo..ament 1, -TOF MS (100 - 2000) | Bremoenptne TeElmn 30uM . -DES sione_Te1 wif (sample 1)
N === &
Bromocnpbne T=E0 e 30uM (&l 20 in \Water) S mun Grad Lu..1, Expenment 1 of Bromocnp_IDA-DES slone_T=1.wiff (sample 1)
1800
1600
- 1400
& 1200
E’
= 1000
3 800
800
400
200
S 3 4 5 4 7 g g
Tirrse, rran
1 € e L am max % man
0.01 B oo O cossere

Die Struktur der Daten ist nun viel deutlicher zu sehen. Das Leervolumen und der Saulen-Auswaschbereich
sind durchsichtig und es gibt eine Reihe von Hintergrund-Peaks, die bei allen Retentionszeiten vorhanden
sind und als horizontale Linien dargestellt werden.

4. Aktivieren Sie das Kontrollkastchen Log Scale.
Die gewahlten Farben werden dem Intensitats-Logarithmus (als Prozentwert der Basispeak-Intensitat)

zugeordnet, was die bessere Darstellung der Peaks mit geringer Intensitat verbessert, wie zum Beispiel
das Cluster um ca. 4 min bis 4,5 min mit Massen im Bereich von 600 bis 700.

5. Wahlen Sie diese Region und klicken Sie dann auf die Schaltflaiche VergroBert die Auswahl zur
Vollbildansicht.

Tipp! Es ist auch moglich, die X- und Y-Achsen unabhangig voneinander mit der iiblichen Methode zu
zoomen.
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Abbildung 2-21 Konturdiagramm
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Die Ansicht zeigt nun, dass sich in diesem Bereich eine Reihe von bromierten Peaks befinden, die sich
anhand der Satze mit vier parallelen Linien unterscheiden, die den 7Br- und 81Br-Iso'copen und deren
13C-Isotopen entsprechen.

Experimentieren Sie mit den Farbeinstellungen und beobachten Sie die Auswirkungen auf die Darstellung.

. SchlieBen Sie das Fenster, wenn Sie fertig sind.

Dadurch wird auch die Datendatei geschlossen.

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurden die folgenden Aufgaben besprochen:

Navigieren zu und Offnen einer Dateidatei, um ein TIC anzuzeigen.
Andern der Darstellung, sodass nur ein Experiment verwendet wird.

Verwenden des Masserechners zur Bestimmung der Masse eines lons aus einer elementaren Verbindung
und zur Erstellung eines XIC mithilfe der so ermittelten Masse.

Interaktive Generierung von Spektren und Chromatogrammen, sowie die Verwendung von Pfeilmarkierungen
auf Spektren, um die Massendifferenz zwischen Peaks anzuzeigen.

Generierung von hintergrundsubtrahierten Spektren.
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* Verwendung eines Konturdiagramms, um eine Ubersicht iiber einen Datensatz zu erzeugen.

Diese Operationen stellen die Basis jeglicher interaktiver Datenverarbeitung dar, unabhangig von der Art der
angezeigten Daten.
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In einem IDA-Experiment werden Daten von MS/MS-Spektren (und moglicherweise MS3-Daten) automatisch
erfasst, wenn Daten in einem oder mehreren Vorlaufer-Spektren bestimmte Kriterien erfiillen. Im Allgemeinen
werden die Parameter festgelegt, um zu vermeiden, dass mehrere Spektren desselben LC-Peaks erfasst werden,
indem die Vorlaufermasse fiir einen bestimmten Zeitabschnitt ausgeschlossen wird (damit sie nicht als Ausldser
fungieren kann). Gelegentlich konnen redundante Spektren erfasst werden. Da IDA auslést, sobald ein Peak
die Kriterien erfiillt, wird typischerweise ein Spektrum zu einem friihen Zeitpunkt des LC-Peaks generiert, und
dieses hat unter Umstanden nicht die beste Qualitat.

Die Software enthalt Werkzeuge zur Anzeige, Filterung und Verarbeitung von IDA-Daten. Einige davon werden
in diesem Abschnitt erlautert.

SchlieBen Sie vor Beginn alle offenen Fenster.

Spektren anzeigen und zusammenfassen

1. Klicken Sie auf das Symbol Open Sample in der Haupt-Symbolleiste.

Das Dialogfeld Select Sample wird gedffnet.

2. Wenn der Ordner Sample Data nicht bereits ausgewahlt ist, dann klicken Sie auf Browse und navigieren
zum Ordner Sample Data.

3. Wahlen Sie die Datei Bromocrip_IDA-DBS alone_T=1.wiff und klicken Sie dann auf OK.
4. Klicken Sie im Dialog Open IDA Sample auf With the IDA Explorer und klicken Sie dann auf OK.

Das Programm untersucht alle Spektren in der Datendatei und generiert anschlieBend das folgende
Diagramm.
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Abbildung 3-1 IDA-Anzeige
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Das linke Feld enthalt die Registerkarte Graph und die Registerkarte Table. Die Registerkarte Graph
zeigt ein virtuelles Konturdiagramm, wobei jeder Datenpunkt die Retentionszeit und das m/z-Verhaltnis
eines lons reprasentiert, das als Vorlaufer-lon ausgewahlt wurde. Die Registerkarte Table zeigt eine
tabellarische Ansicht der Datenpunkte auf dem virtuellen Konturdiagramm. Das rechte Feld zeigt das
Spektrum fiir die ausgewahlten Datenpunkte an. Am Anfang wird das erste MS/MS-Spektrum angezeigt.

Das Konturdiagramm nutzt die Farbintensitét zur Darstellung der Peak-Intensitat. Dunklere Farben stehen
flr intensivere Peaks. Wenn mdglich, werden Beschriftungen gezeichnet, wobei gewahrleistet sein muss,
dass keine Datenpunkte oder andere Punkte liberlagert werden. Zoomen Sie das Konturdiagramm, um
einen Bereich genauer zu untersuchen und mehr Beschriftungen anzuzeigen.

5. Zoomen Sie im linken Teilfenster auf die Region von 4 Min. bis 5 Min. und von 640 Da bis 700 Da, wo
bereits zuvor Peaks im Zusammenhang mit Bromocriptin gefunden wurden.

Die Abbildung links (Abbildung 3-2) zeigt nur das linke Feld. Falls die aktuelle Ansicht sich unterscheidet,
klicken Sie auf die Schaltflache Show Options und wahlen Sie das Kontrollkdstchen Merge spectra
with similar precursor masses auf der Registerkarte General im Dialog Options.

In diesem Bereich wurde eine groBe Zahl von MS/MS-Spektren erfasst, und obwohl die chromatographischen
Peaks sehr eng sind, stammen wahrscheinlich einige davon von denselben Peaks. Des Weiteren wurden
MS/MS-Spektren fiir jeden Peak im Isotopen-Cluster erfasst.

6. Zoomen Sie das Diagramm naher heran, um das Peak-Cluster bei einem m/z-Verhaltnis von 668 Da bis
672 Da zu fokussieren. Siehe das rechte Feld unter Abbildung 3-2.
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Abbildung 3-2 IDA-Anzeige
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7. Wabhlen Sie den ersten der 669,2197 Peaks (als Sternchen im rechten Feld oben dargestellt), und klicken
Sie anschlieBend auf die Schaltfliche Ein XIC zur Auswahl anzeigen, um das XIC fiir diese
Vorlaufer-Masse im Vorlaufer-Scan anzuzeigen.
Durch anfangliche Auswahl des Peaks wird das entsprechende MS/MS-Spektrum angezeigt.
Explorer Anleitung
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Abbildung 3-3 XIC fiir Vorlaufer-Masse in einem Vorlaufer-Scan
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Falls sich im Konturdiagramm ein unbeschrifteter Datenpunkt befindet, bewegen Sie den Cursor Gber ihn,
um die Beschriftung fiir das m/z-Verhaltnis und die Retentionszeit zu zeigen, sodass die Zeitpunkte der
Produkt-lonen-Scans in Bezug zum Vorlaufer-Chromatogramm stehen.

Bei Peak 669.2 stehen die ersten drei Scans in Bezug zum ersten XIC-Peak bei 4,21 min, das entspricht
dem Peak, an dem ein 668.2-Scan generiert wurde, die zweiten beiden Scans stehen in Bezug zum Peak
bei 4,27 min, und der letzte Scan stammt vom Peak bei 4,42 min (669.2177/4.46). Fiir den Peak 669.2 bei
4,52 min wurde kein Scan durchgefiihrt, es wurde jedoch ein Scan fiir den Peak 670.2 erzielt.

Hinweis: Die Scan-Zeiten unterscheiden sich geringfiigig, da sie nacheinander erstellt werden, auch
wenn sie im selben Vorlaufer-Scan gefunden wurden. Die kleineren Isotopen-Peaks werden unter
Umstanden nicht so friih wie die groBeren Peaks gefunden.

8. Ziehen Sie ein Auswahlrechteck um die ersten fiinf 669,2-Scans, klicken Sie mit der rechten Maustaste und
wabhlen Sie dann Select Points in Graph Selection.
Dadurch iberlagert das Spektrum-Feld alle MS/MS-Spektren.

Das System hat mehr Scans als benétigt erfasst. Durch Reduzieren der Anzahl von zu verarbeitenden
Spektren und Zusammenfassen der Spektren, die zu nahe beieinander sind, um unterschiedliche
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Verbindungen darzustellen, lassen sich Ergebnisse von hoherer Qualitat erzielen. Bei der Zusammenfassung
werden sowohl Masse als auch Retentionszeit zur Bestimmung dieser Scans verwendet.

Klicken Sie auf die Schaltflache Show Options, markieren Sie das Kontrollkdstchen Merge spectra
with similar precursor masses und stellen Sie dann die Mass tolerance auf 10 ppm und die RT
gap tolerance auf 0,03 min (die Peaks in dieser Analyse sind ca. 2 sek breit).

10. Klicken Sie auf OK.

Hinweis: Dieser Teil des Dialogs ermdglicht es dem Benutzer auch zu definieren, wie die XICs zu
extrahieren sind. Die Massenbreite sollte mit der Auflosung oder Peak-Breite des Instruments
ibereinstimmen, und es ist hilfreich, die verwendete Zeitspanne zu limitieren, um die
Verarbeitungsgeschwindigkeit zu erhdhen.

Werden die Daten auf diese Weise zusammengefiihrt, ergeben sich fiir 669.2 drei Peaks bei 4,21 min,
4,28 min und 4,46 min. Die Statusleiste unter dem IDA-Anzeigenfeld zeigt den Fortschritt bei der
Zusammenfassung der Daten, anschlieBend zeigt sie die Gesamtzahl der abhédngigen Spektren, nachdem
die Zusammenfassung abgeschlossen ist.

11. Klicken Sie auf den Datenpunkt bei 670,2149/4,26, driicken Sie anschlieBend die Strg-Taste und klicken
Sie auf den Punkt bei 668,2162/4,27.

12. Klicken Sie im Feld fiir das MS/MS-Spektrum auf die Schaltfliche Aktives Teilfenster fensterfiillend
erweitern, auf das Symbol Prozentsatz der y-Achse verwenden und auf das Symbol Alle
liberlagerten Kurven beschriften und zoomen Sie dann die X-Achse, um den Bereich von 340 bis
680 anzuzeigen.

Abbildung 3-4 Spektrum: Region von m/z 340 bis 680 gezoomt
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Da diese beiden Vorlaufer dem Br-Isotop entsprechen, sollten die Spektren identisch sein, mit Ausnahme
der lonen, die das Br-Atom halten, die als Doppel-Peaks, getrennt durch zwei Da, dargestellt werden. In
diesem Beispiel enthielten die Fragmente (668,2 Linie) bei 344,0441, 625,1765 und 637,1712 das Br-Atom,
die Fragmente bei 340,1925, 367,1796 und 588,2877 dagegen nicht.

Setzen Sie am Peak 588.2877 einen Pfeil und beachten Sie dann, dass die Peaks 668 und 670 mit der Masse
der Br-Isotope plus 1 beschriftet sind. Dies zeigt, dass der Peak 588.2877 dem Verlust von HBr entspricht.

13. Entfernen Sie den Pfeil vom Spektrum, klicken Sie auf die Schaltfliche Aktives Teilfenster
fensterfiillend erweitern und zoomen Sie anschlieBend aus dem Konturdiagramm heraus, um alle
Datenpunkte zu sehen.

IDA-Daten filtern

Der IDA Explorer enthalt eine Reihe von Filtern, um die Datenmenge, die visualisiert oder verarbeitet werden
soll, zu reduzieren. Diese werden in diesem Abschnitt beschrieben.

1. Im Contour Plot klicken Sie auf das Symbol Aktives Teilfenster fensterfiillend erweitern und
dann klicken Sie auf das Symbol neben Filtering Controls direkt unter der Symbolleiste.

Abbildung 3-5 Filtern von IDA-Daten

—| Fittering Cortrols

Time: ;] J

m/z: ;] J

TIC: J J

Quality: J J
v v
J J

Mass Defect: J J

Dieses Fenster zeigt mehrere Regler und Kontrollkastchen, die jeweils einem anderen Filterkriterium
entsprechen und zur Anpassung der gezeigten Datenmengen verwendet werden. Retentionszeit (Time)
und das m/z-Verhaltnis (m/z) kénnen hier ausgewahlt werden oder indem die Ansicht vergroBert wird.

Die anderen Filter sind:

e TIC: Stellt die Grenzwerte fiir die summierte Intensitat von Peaks im MS/MS-Spektrum ein. Wird
normalerweise verwendet, um kleine, rauschende Scans zu entfernen.
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* Quality: Dies ist die Fraktion der summierten Intensitt, die groBer als das Aquivalent von 1 Anzahl
ist, das heiBt, sie ist weniger wahrscheinlich eine Folge von Rauschen und ist ein Schatzwert der
Spektralqualitat.

o Matched Int. (%): Bewertet die Fraktion der summierten Intensitat, die sich aus bekannten
Fragmenten und neutralen Verlusten ergibt, wenn Fragment Matching verwendet wird.

¢ Similarity: Verflgbar, wenn ein Referenzspektrum eingestellt wurde. Diese Funktion misst die Fraktion
der summierten Intensitét, die den gemeinsamen Fragmenten und neutralen Verlusten im
Referenzspektrum entspricht. Siehe Ein Referenzspektrum verwenden.

o Mass Defect: Stellt einen Bereich fiir den Bruchteil einer Masse ein. Diese Funktion ist hilfreich beim
Finden von Metaboliten, da die haufigen metabolischen Transformationen (O, 02 usw.) den Defekt
vom Vorldufermolekiil nicht erheblich dndern; wenn also ein Bereich nahe an seinem Defekt verwendet
wird, kénnen mdgliche Metaboliten aufgezeigt werden.

e Defect in Range: Zusatzlich zu dem einzelnen Massendefektbereich ermdglicht die Software Benutzern
auch, mehrere Defekte zu definieren, die fiir verschiedene Massenbereiche gelten. Wenn solche Bereiche
definiert sind, dann erméglicht dieses Kontrollkastchen Benutzern festzulegen, ob der Filter angewandt
wird oder nicht. Die Bereiche werden in der Registerkarte Mass Defect des Dialogfelds Options
eingestellt.

¢ |sotope pattern: Dieses Kontrollkastchen bietet die Mdglichkeit, einen oder mehrere
Isotopenmusterfilter auf die MS-Vorlauferdaten anzuwenden. Dies bedeutet, dass ein Datenpunkt nur
angezeigt wird, wenn das ausgewahlte Vorlaufer-lon das gewiinschte Muster aufweist. Diese Muster
werden in der Registerkarte Isotope Pattern des Dialogfelds Options eingestellt.

Jeder der einfachen Filter weist zwei Regler auf, damit ein Bereich definiert werden kann. Doppelklicken
Sie auf einen Regler und geben Sie dann direkt einen Wert ein.

2. Experimentieren Sie mit den Einstellungen des Reglers und beachten Sie vor allem, dass sogar niedrige
Mindesteinstellungen fiir die Werte fiir TIC (zum Beispiel 1e3) oder Quality (1) eine dramatische Wirkung
haben. Stellen Sie den niedrigen TIC-Filter auf 2e3 und alle anderen auf 0.

Der Massendefekt von Bromocriptin betragt rund 0,22; es ist daher unwahrscheinlich, dass einfache
Metaboliten hohere oder viel niedrigere Werte als diesen haben.

3. Stellen Sie die Filter Mass Defect auf 0,18 und 0,23 ein und beachten Sie, dass unter den Peaks auch
jene rund um 4,5 Min. und 650 Da verbleiben und nur ein Datenpunkt aus einem m/z-Verhaltnis von
652.2211 in dieser Region (4,40 Min.) vorhanden ist.

4. Blenden Sie die Filterkontrollen aus, indem Sie auf das Symbol neben den Filtering Controls klicken.

Tipp! Andern Sie die sichtbaren Filter, indem Sie mit der rechten Maustaste in den Filterbereich klicken,
Filters wahlen und dann die angemessenen Filter auswahlen.
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Ein Referenzspektrum verwenden

1. Klicken Sie im Konturdiagramm auf den Datenpunkt bei 652,2211/4,40 (Bromocriptine selbst), und dann
auf die Schaltflache Set Reference Spectrum (for Similarity Scoring).

Hinweis: Unter Umstanden muss das Diagramm zunachst gezoomt werden.

2. Klicken Sie auf den Pfeil neben der Schaltflache Set Reference Spectrum (for Similarity Scoring),
und vergewissern Sie sich, dass Overlay Reference Spectrum ausgewahlt ist.

3. Klicken Sie auf den Datenpunkt bei 654,2185/4,39.

Wenn ein Referenzspektrum definiert wurde und Overlay Reference Spectrum ausgewahlt ist, hat
jedes angezeigte Spektrum auch das Referenzspektrum iiberlagert, sodass sie leicht zu vergleichen sind.
Diese Funktion ist fiir die Arbeit mit Metaboliten niitzlich, da sie eine schnelle Mdglichkeit bietet, zu
bestimmen, welche Peaks verschoben werden sollen, und welche nicht.

Wir haben das MS/MS-Spektrum des Vorlaufer-lons fiir das Brom-Isotop mit der niedrigeren Masse als
Referenz festgelegt und das Spektrum fiir das Isotop mit der hoheren Masse iiberlagert. Daraus ergibt sich
eine ahnliche Ansicht wie die zuvor generierte fiir den 668,2 Peak. Das heiBt, Brom-haltige lonen kénnen
durch das Vorhandensein von Peaks mit einem Abstand von zwei Da identifiziert werden.

4. Klicken Sie auf die Schaltflache Aktives Teilfenster fensterfiillend erweitern, und anschlieBend
im Konturdiagramm auf Table; diese Option befindet sich unterhalb von Filtering Controls.

Hinweis: Bei Bedarf verschieben Sie das Spektrum-Teilfenster unter die Tabelle (mithilfe von Drag und
Drop, um das Teilfenster-Symbol neu anzuordnen), sodass alle Spalten sichtbar sind.

Die Tabelle enthélt die gleichen Informationen wie der grafische Explorer, bietet jedoch mehr Details. Sie
reagiert auch auf die Steuerelemente zur Filterung, sodass beide Ansichten dasselbe Spektrum enthalten.
Die Tabelle ist mit der Spektrum-Ansicht verkniipft, sodass durch die Auswahl von Zeilen das Spektrums
aktualisiert wird, und die Zeilen kénnen durch Klicken auf die Spalteniiberschriften sortiert werden.

Wenn ein Referenzspektrum definiert wurde, werden zwei zusatzliche Spalten angezeigt: Delta m/z zeigt
die Differenz zwischen der Vorlaufer-Masse der Referenz und dem der Zeile zugehdrigen Spektrum.
Similarity zeigt die Ahnlichkeit der beiden Spektren.

5. Klicken Sie auf Delta m/z, um die Tabelle zu sortieren. Nun konnen Sie beobachten, dass sie Peaks
enthalt, die sich um ca. 15,995 (die Masse von Sauerstoff) unterscheiden, sowie einen bei 31,990 (0,), bei
denen es sich wahrscheinlich um Hydroxy-Bromocriptin-Metaboliten handelt.

6. Klicken Sie auf eine Zeile in der Tabelle, um die zugehdrigen Spektren anzuzeigen.

Hinweis: Die Werte dieser Spektren haben groBe Ahnlichkeit, ebenso wie die Scans mit zwei Da hoheren
Vorliufer-Massen, die von den ®'Br enthaltenden lonen stammen.
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Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurden die folgenden Aufgaben besprochen:

¢ Eine IDA-Datei unter Verwendung der grafischen und tabellarischen Ansichten des IDA-Explorers untersuchen.
e Zusammenfassen zusammenhangender Spektren, wenn sich die Notwendigkeit herausstellt.

e Filtern der angezeigten Spektren unter Verwendung von TIC- und Massendefektfiltern.

e Spektren (iberlagern, um sie zu vergleichen.

¢ Ein Referenzspektrum definieren und mithilfe der Tabelle ahnliche Metaboliten suchen.

Diese Operationen sind fiir die Verarbeitung von IDA-Daten wesentlich.

Im nachsten Abschnitt wird beschrieben, wie Sie die Strukturierungswerkzeuge mithilfe des MS/MS-Spektrums
von Bromocriptine verwenden.

Explorer Anleitung
54 /117 RUO-IDV-05-2906-DE-B



Mit Struktur-Tools arbeiten 4

Die Software enthalt Tools, die helfen, die lonenmassen in Strukturen zu verkniipfen (als .mol-Dateien
gespeichert) und maogliche Stellen fiir Biotransformationen zu erkunden.

Verknupfen einer Struktur mit einem
MS/MS-Spektrum

1. Finden Sie das MS/MS-Spektrum von Bromocriptin, 652.2211/4.40. Siehe Arbeiten mit dem IDA-Explorer.

2. Klicken Sie auf das Symbol Blendet alle anderen Teilfenster aus im Contour Plot, so dass nur das
Spektrum sichtbar ist.

3. Klicken Sie auf File > Open Mol File.

4. Im Dialogfeld Select Mol File wahlen Sie die Datei Bromocriptine.mol und klicken dann auf Open.
Firr Informationen zu Datenspeicherplatzen, siehe Organisation.

Ein neues Teilfenster 6ffnet sich unter dem Spektrum und zeigt die Struktur und die Tools an.

Anleitung Explorer
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Abbildung 4-1 Structure: Bromocriptine
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5. Klicken Sie auf das Dialogfeld Show options im Strukturteilfenster, vergewissern Sie sich, dass die
Kontrollkdstchen Zoom spectrum (if any) on selection und Mark selected fragment mass
with arrows gewahlt sind und klicken Sie dann auf OK. Die anderen Parameter kdnnen unverandert

bleiben.

Explorer
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Abbildung 4-2 Dialogfeld Structure Options
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Das Spektrum und die Struktur werden automatisch verknlipft, da das Spektrum aktiv war, als das
Strukturteilfenster erstellt wurde. Verkniipfen Sie eine Struktur manuell mit einem Spektrum, indem Sie
das Symbol Ein Spektrum fiir die Auswahl anzeigen zum entsprechenden Spektrum ziehen.

Wenn im Strukturteilfenster gezogen wird, dann folgt dem Cursor eine Linie (ein Lasso), mit dem die
gesamte Struktur vollstandig oder teilweise gewahlt werden kann, die dann in Fettdruck erscheint. Da es
ein verknlipftes Spektrum gibt, vergroBert und scrollt es, um die Region um die Masse der gewahlten
Substruktur anzuzeigen.

6. Zeichnen Sie ein Lasso um das gesamte Molekiil, sodass die Ansicht nun den Peak mit einem m/z-Verhaltnis
von 652.2177 anzeigt, was dem (M — H) ™ lon entspricht.

Da das Kontrollkastchen Mark selected fragment mass with arrows gewahlt war, wird tiber und
unter dem Peak ein roter Pfeil gezeichnet, der darauf hinweist, dass dies die erwartete Masse eines lons
ist und dem gewahlten Bereich (das heiBt, (M — H)" da diese Daten im negativen Modus sind) entspricht.

Hinweis: Der Titel des Strukturteilfensters gibt die Elementarzusammensetzung und die Masse der
neutralen Verbindung an, die der Auswahl entspricht (das heiBt, C3,H4oN5O5Br mit einer Masse von
653.2213 Da).

Wenn Mark selected fragment mass with arrows gewahlt wurde, dann wird ein griiner Pfeil auf
den 652.2177 Peak gezeichnet, wenn nichts im Strukturteilfenster gewahlt ist. Das ist der Fall, da der griine
Pfeil die Erganzung der aktuellen Auswahl markiert und wenn keine Auswahl getroffen wurde, dann ist
das gesamte Molekiil die Erganzung.

7. Wahlen Sie das gesamte Molekiil, auBer das Bromatom. Siehe Abbildung 4-3.
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Abbildung 4-3 Structure: Bromocriptine
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Hinweis: Das Bromatom ist das einzige in normaler Schriftart, und der Titel im Strukturteilfenster zeigt
die Verbindung C3,H4oN505 mit einer Masse von 574,3029 Da. Im Spektrum weist der rote Pfeil auf die
erwartete Masse der Auswahl hin, das heiBt, die Masse des molekularen (M — H)™ lons abziiglich der
Masse von Brom. An beiden Seiten sind 1 Da entfernt Pfeile zu sehen. Es kommt haufig vor, dass
zusatzliche Wasserstoffatome wahrend der Fragmentierung hinzukommen oder verloren gehen und die
Software weist auf diese Méglichkeit hin, indem sie ein Paar blauer Pfeile bei +1 und —1 fiir jede
gebrochene Verbindung zeichnet. In diesem Fall ist nur eine Verbindung gebrochen, daher gibt es nur
zwei zusatzliche Pfeile.

Der Peak in diesem Spektrum entspricht einem dieser Pfeile und weist darauf hin, dass ein extra
Wasserstoffatom verloren ging, das heiBt HBr, daher entspricht die Masse des lons (M — H — HBr)

Arbeit mit Fragmenten

Die Software enthalt einen Fragmentionenpradiktor, der die Masse von Spezies generieren kann, die durch
das Brechen von Verbindungen und das Hinzufiigen und Entfernen von Wasserstoffatomen gebildet wurden.

Explorer Anleitung
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Hinweis: Dieses Pradiktion ist rein arithmetisch, ohne chemische Logik und neigt zu einer Uberschitzung
der produzierten Fragmente. Dennoch ist es ein hilfreiches Tool zur Analyse von Fragmenten.

1.

Bei aktivem Strukturteilfenster klicken Sie auf Show > Fragments Pane.

Ein Fortschrittsbalken konnte erscheinen, je nach den Einstellungen im Dialogfeld Fragment Options.
Siehe Abbildung 4-4.

2. Klicken Sie auf das Symbol Show options dialog, stellen Sie die Parameter wie in Abbildung 4-4 gezeigt
ein und klicken Sie dann auf OK.
Abbildung 4-4 Dialogfeld Fragment Options
Fragment Options @
Fragmentation
| Only break single bonds
Break ring bonds
Maxdmum number of bonds to breal: 1 -
Maximum number of C-C bonds to break: 1 -
| Allow one bond closure {double bond formation)
Include brute force reamangements
| Allow radicals
Peal: List
Mass tolerance: 20 ppm v
| Constrain using peak: list
| Require evidence for previous step when breaking bond
Display
Do not show fragments with m/z less than 30.0 Da
| Automatically recalculate onthefh
0K | | Cancel
Stellen Sie die Optionen so ein, dass eine kleine Gruppe von einfachen Fragmenten produziert wird und
erhohen Sie dann die Anzahl und die Art der gebrochenen Verbindungen, die benétigt wird, um die
beobachteten lonen zu erklaren. Wenn zugelassen wird, dass viele Verbindungen gebrochen werden,
verlangsamt dies das Programm und es wird eine groBe Anzahl an unwahrscheinlichen Fragmenten erzeugt.
Anleitung Explorer
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Die meisten Parameter im Dialogfeld Fragment Options sind im Reference Guide beschrieben.
Beachten Sie aber bitte Folgendes:

Wenn das Kontrollkdstchen Automatically recalculate on-the-fly gewahlt ist, fiihren alle

Anderungen am Spektrum (Wechsel zu einem anderen, Einstellung der Parameter) oder der Auswahl
dazu, dass die Fragmente neu berechnet werden. Das ist normalerweise das erwiinschte Verhalten,
kann jedoch die Analysegeschwindigkeit beeintrachtigen, wenn die Optionen so eingestellt sind, dass
sie viele Fragmente produzieren. Wenn diese Option nicht verwendet wird, klicken Sie auf das Symbol
Fragment.

Spektrum mit der entsprechenden Toleranz iibereinstimmen.

Constrain using peak list bedeutet, dass die Software nur Fragmente zeigt, die mit den Peaks im

Require evidence for previous step when breaking bond ist nur wirksam, wenn mehr als

eine Verbindung gebrochen wurde. Das Programm bricht zuerst eine Verbindung und erwagt dann,
Verbindungen in den resultierenden Teilstiicken zu brechen. Wenn diese Option gewahlt ist, dann
mussen lonen vorliegen, die den Teilstlicken entsprechen, bevor diese weiter gebrochen werden.

Bei diesen Parametern sollte die Ansicht Abbildung 4-5 gleich sein, kdnnte aber etwas anders aussehen,
da nur Peaks Uber der Schwellenwerteinstellung (auch beschriftet) beriicksichtigt werden.

Abbildung 4-5 Structure: Bromocriptine
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Hinweis: Peaks im Spektrum weisen Farben auf und geben damit die an, die zugeordnet sind (blau),
und jene, die nicht zugeordnet sind (rot), und entsprechen den Peaks in der Registerkarte Fragments.

Das Teilfeld Fragmente enthalt zwei Registerkarten:

¢ Fragments: In diesem Beispiel ist die Liste kurz, da unter diesen Bedingungen nicht viele Fragmente
erzeugt werden und nur wenige davon mit den Peaks im Spektrum wie verlangt tibereinstimmen, da
das Kontrollkastchen Constrain using peak list gewahlt war.

e Peaks: Zeigt eine Tabelle, die die tGiber dem Schwellenwert liegenden Peaks im Spektrum sowie deren
Intensitaten angibt und ob sie einem Fragment zugeordnet wurden. Fiir zugeordnete Peaks wird auch
der Massenfehler gezeigt.

Abbildung 4-6 Fragmenteteilfenster
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Matches: 5 of 11 peaks, 66.0% of total intensity

3. In der Registerkarte Fragments wahlen Sie die Zeile fiir ein m/z-Verhaltnis von 324.1929. Der Peak ist
mit einem roten Pfeil markiert, um damit anzuzeigen, das dies die erwartete Masse ist, und die entsprechende
Substruktur wird im Strukturteilfenster in Fettdruck gezeichnet.
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Abbildung 4-7 Dialogfeld Fragmentierung
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Num. fragments: 5

Hinweis: Die Verbindung und Masse im Titel des Strukturteilfensters verweisen jetzt auf die Masse des
lons, anstatt auf die der neutralen Verbindung.

4. Untersuchen Sie die Strukturen, die fiir die anderen Fragmente zugeordnet wurden.

Diese stehen alle in Zusammenhang mit der mittleren Amidverbindung, welche die zwei zyklischen Teile
des Molekiils trennt, und erscheinen maglich.

Hinweis: Die zugeordneten Elementzusammensetzungen stimmen mit den tberlagerten Spektren
iberein, die in Ein Referenzspektrum verwenden erzeugt wurden, wo das Vorliegen von Br in Fragmenten
durch den Vergleich der Spektren der molekularen lonen, die 79Br- und ®'Br- enthalten, abgeleitet wurde.

5. VergroBern Sie das Spektrum, so dass der gesamte Massenbereich sichtbar ist.

Zwei der Hauptpeaks sind zugeordnet — ein m/z-Verhaltnis von 324.1970 und ein m/z-Verhaltnis von
344.0430 —, was den beiden in blau gezeichneten Seiten des Molekiils entspricht. Eine Reihe an Peaks ist
jedoch noch nicht zugeordnet.

6. Offnen Sie das Dialogfeld Options und &ndern Sie dann die maximale Anzahl der zu brechenden
Verbindungen auf 2.
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Hinweis: Je nach Einstellung des Schwellenwerts kénnte diese Option dazu fiihren, dass zwar einige
kleine Peaks zugeordnet werden, aber nicht jene Peaks, die haufiger vorkommen (zum Beispiel m/
z-Verhaltnisse von 114.0584, 209.1337 und 227.1431). Wenn das Spektrum relativ zum roten Pfeil
beschriftet ist, dann klicken Sie in das Teilfeld der Struktur, um jede Auswahl zu I6schen und die absoluten
Massenwerte anzuzeigen.

7. Wahlen Sie das Kontrollkdstchen Break ring bonds und klicken Sie dann auf OK.

Eine Reihe an zusatzlichen lonen sind jetzt zugewiesen, wie u. a. die mit einem m/z-Verhaltnis von 209.1337
und 227.1431. Werden die neuen Massen im Teilfenster Fragments gewahlt, um die Substrukturen zu
markieren, zeigt sich, dass diese mit den Ringspaltungen im zyklischen Peptidteil des Molekiils in
Zusammenhang stehen. Diese lonen sind wahrscheinlich hilfreich, wenn die metabolischen
Transformationsstellen in diesem Bereich bestimmt werden.

Substrukturen zu einem Spektrum hinzufiigen

Wahlen Sie Teile der Struktur und verwenden Sie diese dann, um das Spektrum fiir die zukiinftige Bezugnahme
mit Vermerken zu versehen. Je nach GrdBe des Spektrumteilfensters verwenden Sie das Dialogfeld Options
im Strukturteilfenster, um die Target Bond Length zum Kopieren anzupassen.

1. Im Dialogfeld Fragment Options deaktivieren Sie das Kontrollkastchen Break ring bonds, um die
Anzahl der Fragmente zu vereinfachen.

2. Im Fragment-Fenster wahlen Sie eine Zeile, die einem der lonen entspricht, die in hoher Zahl vorkommen,
um die entsprechende Substruktur zu markieren.

3. Klicken Sie innen in das Strukturteilfenster.
4. Klicken Sie auf Edit > Copy .

5. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf ein aktives Spektrum und klicken Sie dann auf Paste Image.

Dadurch wird ein Bild der Substruktur in das Spektrumteilfenster eingefiigt.

6. Bewegen Sie das Bild, indem Sie es an die gewiinschte Stelle ziehen. Ein Bild kann komplett geloscht
werden, indem Sie mit der rechten Maustaste darauf klicken und dann Delete Image wahlen.
Bilder sind mit dem Spektrum verkniipft, das heiBt den Positionen mit Massenintensitat, so dass sie sich
bewegen, wenn der Benutzer scrollt und vergréBert.

7. Wiederholen Sie Schritt 2 bis Schritt 6 fiir weitere lonenfragmente, um ein endgiiltiges Bild zu erzeugen,
das Abbildung 4-8 gleicht.
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Abbildung 4-8 Spektrum mit hinzugefiigten Substrukturen

Spectrum from Bromocrip_IDS-DES slone_Te1 will (sample 1) - Bromocnpbing Teb . Su_250ul/men £0C50pa/ul. Experiment 3. -TOF M52 (100 - 2000) from £ £04 min
Precursor: 8522 Da

1200 Mas pan

1000 Y Ju.:

=0

Iritow may

Myss Charge Ca

8. Klicken Sie auf File > Print > Print Preview Window, um die Positionierung der Substrukturen zu
verifizieren.

Da die passenden lonen blau gezeichnet sind, kdnnen Sie leicht mit den entsprechenden Strukturen assoziiert
werden.

9. Kopieren Sie das Bild und fiigen Sie es dann in ein Zeichenprogramm ein, um Linien oder andere Merkmale
hinzuzufiigen.

Mit verwandten MS/MS-Spektren arbeiten

Bei manchen Anwendungen ist es hilfreich, das Spektrum einer modifizierten Verbindung, eines Metaboliten
zum Beispiel, mit dem Spektrum und der Struktur einer Vorlauferverbindung vergleichen zu konnen.

1. Verwenden Sie den IDA Explorer, um das Contour Plot nochmal anzuzeigen. Wahlen Sie den Peak bei
668.2176/4.21 und blenden Sie das Contour Plot dann aus.

Da die Teilfenster fiir Struktur und Fragmente mit dem Spektrum verkniipft sind, wurden diese aktualisiert
und zeigen das neue Spektrum an, doch die Struktur entspricht immer noch der der Vorlauferverbindung,
wahrend das Spektrum von einer Verbindung mit einem zusatzlichen Sauerstoffatom (16 Da groBere Masse)
erhalten wurde. In vielen Féllen gibt es noch einige Ubereinstimmungen, die auf die unveranderten Teile
des Molekiils hinweisen, doch in diesem Fall stimmen keine der signifikanten lonen iiberein und sind in
rot dargestellt.

Das Strukturteilfenster enthalt einige einfache Zeichenwerkzeuge, mit denen die Struktur modifiziert werden
kann, um herauszufinden, ob Ubereinstimmungen gefunden werden kdnnen.
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2. Die linke Seite des Strukturteilfensters enthalt ein Raster mit Element-Symbolen. Klicken Sie auf O und

ziehen Sie es dann in die Hauptstruktur.

Wenn das Atom nahe bei der Struktur ist, wird es mit einer Verbindung verbunden, die dem Cursor folgt,
wenn er nahe an die Struktur gezogen wird.

3. Ziehen Sie das O-Symbol, so dass eine Verbindung am unteren Teil der Struktur gezeichnet wird (Ergoline),
und lassen Sie die Maus dann los (setzen Sie das neue Atom beispielsweise auf den Phenylring). Abbildung
4-9 zeigt das Verfahren.

Abbildung 4-9 Strukturteilfenster
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Das Spektrum wird wieder aktualisiert und zeigt zwei Ubereinstimmungen: das molekulare lon bei 668.2089
und das lon, das dem Verlust von HBr bei 588.2828 entspricht. Das weist daraufhin, dass die gesamte
Elementarzusammensetzung jetzt richtig ist, aber die Tatsache, dass die Hauptfragmente nicht
ibereinstimmen, weist daraufhin, dass das Atom nicht zum richtigen Teil des Molekiils hinzugefiigt wurde.

4. Klicken Sie auf die OH-Gruppe, die gerade hinzugefiigt wurde, und ziehen Sie diese zum Pyrrolidinring im
oberen Teil der Struktur. Stellen Sie sicher, dass ausschlieBlich das verschobene Atom in Fettdruck erscheint.
Ansonsten wird die gesamte markierte Substruktur verschoben.

Wie in Abbildung 4-10 gezeigt ist, fiihrt dies dazu, dass die lonen bei 340.1927, 366.1722 und 367.1797
verglichen werden und die entsprechenden Substrukturen sind hydroxylierte Formen des lons, die eine
Ubereinstimmung im Spektrum der Vorlauferverbindung haben.

Anleitung
RUO-IDV-05-2906-DE-B

Explorer
65/ 117

E§



Mit Struktur-Tools arbeiten

Abbildung 4-10 Spektrum von Bromocriptin
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Viele der nicht passenden Peaks mit geringer Masse lagen im Vorlauferspektrum vor oder sind hydroxylierte
Aquivalente, die verglichen wurden, als der Algorithmus Ringverbindungen brechen durfte, es gibt jedoch
ein lon mit groBer Masse bei 637.1725, was wahrscheinlich eine Folge eines einfachen
Fragmentierungsschritts und dennoch nicht passend ist.

5. Inder Registerkarte Fragments wahlen Sie die Zeile fiir 668.2089, damit sie beschriftet ist und die anderen
lonen bezogen darauf beschriftet werden.

Dies zeigt, dass der Peak bei 637.1725 dem Verlust von 31.0364 aus dem Vorlaufermolekdl entspricht, bei
dem es sich um CH3NH, oder CH30 handeln kdnnte. Da dieses lon im Spektrum des Vorlaufermolekiils
nicht beobachtet wurde, leitet es sich héchstwahrscheinlich aus der Hydroxylierung ab, die an einer der
Methylgruppen im zyklischen Peptidteil der Struktur stattfindet.

6. Klicken Sie zweimal auf das Strukturteilfenster, um die Struktur zu deaktivieren und ziehen Sie dann die
neue OH-Gruppe zu einer der Methylgruppen rechts von der Struktur.

7. Offnen Sie das Dialogfeld Fragment Options, um die Mass tolerance auf 30 ppm zu stellen und
klicken Sie dann auf OK.

Das 637 lon ist jetzt verglichen und wenn diese Zeile im Fragmenteteilfenster gewahlt wird, zeigt sich,
dass das lon dem Verlust einer Methoxyhalfte entsprechen kdnnte.
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8. Offnen Sie das Dialogfeld Fragment Options, um das Kontrollkastchen Break ring bonds zu wéhlen
und klicken Sie dann auf OK.

Die Mehrheit der Fragmente kann jetzt verglichen werden, obwohl das lon bei 209 nur passen kann, wenn
drei Verbindungen brechen diirfen (die beiden, die fiir das Vorlaufermolekiil benétigt werden sowie der
Verlust des zusatzlichen Sauerstoffatoms).

Hinweis: Das Fragmenteteilfenster enthalt jetzt mehrere Zeilen fiir einige der Massen, zum Beispiel
637.1905. Jede dieser Zeilen entspricht einem anderen mdglichen Fragment (und es werden sogar noch
mehr generiert, wenn drei Verbindungen brechen diirfen). Die Registerkarte Peaks im Fragmenteteilfenster
zeigt nur die Ubereinstimmung, die basierend auf einer Kombination der Massengenauigkeit, der Anzahl
der gebrochenen Verbindungen sowie basierend auf der Tatsache, ob das Fragment ein Radikal ist usw.
fiir die Beste gehalten wird. In diesem Fall entspricht die beste Ubereinstimmung einem Fragment, das
fir die Vorlauferverbindung hatte generiert werden kénnen, aber nicht beachtet wurde; daher konnen
die zusatzlichen in der Fragmentregisterkarte gezeigten Optionen hilfreich sein, indem sie mogliche Wege
vorschlagen, die nicht offensichtlich sind.

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurden die folgenden Aufgaben besprochen:
¢ Eingabe einer Struktur als eine .mol-Datei und dann deren Verkniipfung mit einem Spektrum.

e Auswahl von Teilen der Struktur und anschlieBendes Festlegen, ob es einen entsprechenden Massen-Peak
gibt.

e Erzeugen eines Fragmentteilfensters und dann Einstellen der Parameter, um einfache Fragmente zu
beobachten.

e Arbeiten mit den Registerkarten Fragments und Peaks, um lbereinstimmende Zusammensetzungen,
Substrukturen und Massen-Peaks zu zeigen.

¢ Modifikation von Fragment Options, um komplexere Fragmentierungswege zu ermdglichen.
¢ Hinzufiigen von Substrukturen zu einem Spektrumteilfenster.

¢ Modifikation der Struktur, um die Fragmentierung von verwandten Molekiilen, wie beispielsweise
Metaboliten, zu erforschen.

Es ist generell vorteilhaft, damit zu beginnen, einfache Fragmentierungsprozesse und zusatzliche
Fragmentierungsoptionen (zusatzliche Bindungen, Ringbindungen) je nach Bedarf zu ermdglichen, um die
beobachteten lonen zu erklaren. Das stimmt mit der Tatsache tiberein, dass lonen normalerweise in einer
Reihe von Schritten fragmentieren, wobei sich einfachere Fragmente zuerst bilden, anstatt in einem konzertierten
Schritt, der mehrere Verbindungen bricht. Selbstverstandlich kénnte ein einfaches Fragment instabil sein und
umgehend weiter fragmentieren, so dass es nicht beobachtet wird. AuBerdem ist mehr Verarbeitungszeit
erforderlich und die Durchfiihrung dauert langer, wenn eine groBe Anzahl von Fragmentierungsschritten
ermoglicht wird.

Beim Vergleich verwandter Molekiile kann es hilfreich sein, das Referenzspektrum (Vorlaufermolekiil) und die
modifizierte Form zu Giberlagern und dann die Ansicht mit einer Struktur oder einem Fragmenteteilfenster zu
verkniipfen, das sich aktualisiert, wenn das aktive Spektrum ausgetauscht wird. Die auf passende und nicht

passende lonen angewandte Farbgebung kann jedoch schwer zu unterscheiden sein, wenn es Uberlagerungen
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gibt, daher wird empfohlen, dass Sie mit einzelnen Spektren arbeiten, bis Sie das Programm und die Ansichten
gut kennen.
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Es ist zwar gebrauchlich mit einer einzigen Probe zu arbeiten, doch gibt es Gelegenheiten, wenn zusatzliche
Informationen gewonnen werden kdnnen, wenn mehrere gleichzeitig verglichen oder visualisiert werden.
Dieser Abschnitt illustriert einige der Tools, die in der Software zuerst fiir zwei Proben und dann fiir mehrere
Proben verfiigbar sind.

Mit zwei Proben arbeiten

Ein gangiger Arbeitsablauf ist der Vergleich zweier Proben, die unter verschiedenen Bedingungen genommen
wurden, um die Veranderungen zu bestimmen. Beispielsweise zwei verschiedene Zeitpunkte nach Administration
eines pharmazeutischen Wirkstoffs. Die Daten, die fiir diese Ubung verglichen werden (T = 0 Std. und T = 1

Std.), stammen von einer Inkubation von Bromocriptine mit Rattenleber-Mikrosomen, in Plasma angereichert.

SchlieBen Sie vor Beginn alle offenen Fenster.

1. Klicken Sie auf File > Open Multiple Samples und navigieren Sie zum Ordner, der die Probendaten
enthalt.

2. Wahlen Sie die Dateien Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff und Bromocrip_IDA-DBS in
plasma_T=1.wiff aus und ziehen Sie dann die Dateien auf die rechte Seite des Fensters.

3. Klicken Sie auf OK.
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Abbildung 5-1 Mehrere Proben auswahlen
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Anders als beim Offnen einer einzelnen IDA-Datei, wobei separate TICs fiir Vorlaufer- und abhéngige Scans
angezeigt werden, wird bei mehreren IDA-Dateien ein einzelnes TIC aller Daten fiir alle Proben angezeigt.
In diesem Fall sind es zwei TICs, wie in Abbildung 5-2 gezeigt.
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Abbildung 5-2 TICs
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4. Klicken Sie auf Show > Total lon Chromatogram (TIC), um den Dialog Select Experiment zu

offnen.

5. Wahlen Sie Period 1, Experiment 1 - TOF MS (100 - 2000), und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Abbildung 5-3 Das Dialogfeld Process All Overlays
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Der Dialog Process All Overlays, der immer dann angezeigt wird, wenn Uberlagerte Linien verarbeitet
werden, erlaubt dem Benutzer zu wahlen, ob alle Linien verarbeitet werden sollen, oder nur die aktive. Die
Verarbeitung aller Linien ist niitzlich, da nachfolgende Operationen sich auf alle Linien (Proben) auswirken.

6. Wahlen Sie All Overlaid aus.

7. Wahlen Sie das Kontrollkdstchen Only show this dialog again if the shift key is down, um
diese Auswahl zur Standardaktion zu machen.

8. Klicken Sie auf OK.

Ein Teilfenster wird generiert, das Overlays der Vorlaufer-TICs enthalt. Die Chromatografie wird leicht
reproduzierbar und die Metaboliten-Peaks intensiv, sodass einige durch Zoomen und Vergleich der
Chromatogramme (beachten Sie die Region um 6 Min.) gefunden werden kénnen. In der Regel ist hierfiir
jedoch zusatzlicher Aufwand erforderlich. Es gibt mehrere Mdglichkeiten, Ansichten zu generieren, die
leichter zu vergleichen sind. Fiir dieses Beispiel wurde ein Basispeak-Chromatogramm verwendet.

Hinweis: Falls File > Open Heat Map TICs from Wiff angeklickt wird, dann kann die
Streifenansicht direkt generiert werden, ohne dass zunachst die iiberlagerten Chromatogramme angezeigt
werden.

9. Blenden Sie das urspriingliche TIC-Teilfenster aus und klicken Sie dann auf Show > Base Peak
Chromatogram (BPC).

10. Andern Sie im Dialog BPC Options die Einstellungen nach Bedarf, um die Werte in Abbildung 5-4
abzugleichen, und klicken Sie dann auf OK.

Abbildung 5-4 Dialogfeld BPC Options

BPC Opticns ==

Mass tolerance: 0.1 Da

-

| Use limited mass range
Start mass: hO0 Da

End mass: 1000 Da

| Use limited time range
Start time: 4 min

End time: 8 min

oK | | Ccancel
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Ein Basispeak-Chromatogramm wird erzeugt, indem die Intensitat des gréBten Peaks in jedem Scan als
Funktion der Retentionszeit abgebildet wird. Um zusatzliche Informationen bereitzustellen, wechselt jede
Linie zwischen seiner normalen Farbe und grau, wenn die Basispeak-Masse sich um mehr als die in diesem
Dialog festgelegte Massentoleranz andert.

Optional kénnen Sie den zu betrachtenden Massenbereich eingrenzen, um beispielsweise Artifakte durch
Peaks von Hintergrundrauschen zu vermeiden, und den Retentionszeitraum festlegen, um die Bearbeitung
zu beschleunigen. Da bekannt ist, dass die Masse von Bromocriptine ca. 652 betragt, sind einfache
Metaboliten nicht unterhalb eines m/z-Verhaltnisses von 500.

11. Stellen Sie im Dialog Process All Overlays sicher, dass die Option All Overlaid ausgewahlt ist, und
klicken Sie dann auf OK.
Ein neues Teilfenster zeigt das BPC, das wesentlich einfacher und leichter zu vergleichen ist, als die
urspriinglichen TICs.
Abbildung 5-5 BPC
p .
PBPC from Bromocrip_IDA-DBS in plasma_T=0.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=0 min 30uM (dil 30x E=ach |
AEA+-%Tzhw- = L-aQEEEe =
- @ TIC from Bromocrip_IDA-DBS inplasma_T 0. wiff (sample _ulimin 40C50pghl.. Experiment 1. -TOF MS (100 - 2000) T
@ TIC from Bromocnp_IDA-DES n plasma_T=1.wifl (sample 1).. S0ulimen 40CS0pgiul. Expenment 1, -TOF MS (100 - 2000) —
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- @ BPC from Bromocrip_IDA-DBS inplasma_T =0.wiff (sample ... Experiment 1. -TOF MS (100 - 2000): 500.0- 10000 Da +
& BPC from Bromocnp_I05-DBS in plasma_Te1 wilf (sample 1) . L. Expenment 1_-TOF MS (100 - 20000: 5000 - 100000a =—
1.0e5 4 “, &
509
B.0ed - -
F  6let ‘
£
= 4 0ed 4
"r " s codm 787 5e
2084 ; 874 ' 543 \ £.79 737 ‘51] }LI
7Y, IS YA WY & BV W (W W - d
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Turres, rran —
Es werden zwei Peaks (mit roten Pfeilen markiert) angezeigt, die im 1-Std.-Beispiel (rosa) abnehmen, im
Vergleich zur Probe T = 0 (blau). Diese entsprechen Bromocriptine (6,09 min) und einem Isomer. AuBerdem
sind in der Probe T = 1 drei Peaks (blaue Pfeile) vorhanden, nicht jedoch bei T = 0. Dies sind potenzielle
Metaboliten.
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Hinweis: Das BPC kann sehr hilfreich sein, es reprasentiert jedoch nur das Verhalten des intensivsten
lons (im gewahlten Massenbereich). Massenpeaks, die nie zu Basispeaks werden, kdnnen niemals
angezeigt werden, verwenden Sie also andere Werkzeuge, wenn Sie nach Unterschieden zwischen Proben
suchen.

12. Blenden Sie das TIC-Teilfenster aus.
13. Doppelklicken Sie in das BPC-Feld bei 6,09 min.
14. Wahlen Sie im Dialog Process All Overlays die Option All Overlaid und klicken Sie dann auf OK.

Dadurch werden zwei (iberlagerte Spektren generiert.

15. Klicken Sie in das Spektrumteilfenster und zoomen Sie dann, um das Isotopen-Cluster bei einem m/
z-Verhaltnis von ca. 652 anzuzeigen. Siehe Abbildung 5-6.

Das Spektrumteilfenster enthalt (iberlagerte Spektren der beiden Proben, sodass sie leicht zu vergleichen
sind. In diesem Beispiel ist klar, dass die Intensitét in der Probe T = 1 Std. (rosa) geringer ist als in der
Probe T=0.

Das Ubersichtsdiagramm ist sehr hilfreich, wenn hochaufldsende Daten wie diese betrachtet werden, da
es eine Mdglichkeit bietet, Details zu betrachten, wahrend das gesamte Spektrum sichtbar bleibt.
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Abbildung 5-6 Isotopen-Cluster bei einem m/z-Verhaltnis von ca. 652

Spectrum from Bromocrip_IDA-DES in plasma_T=0.wiff (sample 1) - Bromocriptine T=0 min 30uM (di. |« | (= [utw)
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16. Bewegen Sie den Cursor im Chromatogrammteilfenster {iber die Linie, die den Zeitpunkt des Spektrums
zeigt (vorher mit Doppelklick ausgewahlt).

17. Wenn der Cursor zu einem Pfeil mit zwei Enden wird, ziehen Sie die Linie zum Peak bei ca. 5,8 min.
Das Spektrum zeigt weiterhin den erweiterten Massenbereich, der jetzt nur noch Rauschen und kleine
Peaks enthalt. Um die groBen rosafarbenen Peaks im Hauptfenster anzuzeigen, ziehen Sie das rosafarbene

Rechteck in das Ubersichtsdiagramm, das durch einen schwarzen Pfeil unterhalb angedeutet wird. Die
Ansicht normalisiert sich wieder, wenn die Maustaste losgelassen wird.

Fir Abbildung 5-8 wurde Alle tiberlagerten Kurven beschriften ausgewahlt.
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Abbildung 5-7 BPC und Spektrum
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Abbildung 5-8 BPC und Spektrum, mit Alle Giberlagerten Kurven beschriften ausgewahlt

; .
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Diese Peaks sind in der Probe T = 0 nicht vorhanden.

18. SchlieBen Sie vor dem Fortfahren alle offenen Fenster.

Arbeiten mit mehr als zwei Proben

Wenn mebhr als zwei Proben iberlagert sind, sind die Fenster leichter zu verwechseln und Unterschiede schwerer
mit der korrekten Probe in Verbindung zu bringen. Die Software enthalt andere Werkzeuge, die fiir die Anzeige
von mehreren Proben hilfreich sind.

Der Datensatz in diesem Beispiel stammt von einer Analyse des Verunreinigungsprofils von sechs verschiedenen
Datensatzen.

1. Klicken Sie auf File > Open Multiple Samples.

2. Wabhlen Sie die Dateien DataSET61.wiff bis DataSET66.wiff aus und bewegen Sie diese in das
Teilfenster Selected.
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RUO-IDV-05-2906-DE-B 77 1 117



Arbeit mit mehreren Proben

Abbildung 5-9 Mehrere Proben ausgewahlt

Select Samples
Source: | DASCIEX OS Data\Example ProjectiData v| | Browse... |
Avadable Selected
=1 Sample Data =1 Sample Data
+-|2| Bromocrp_IDA-DBS alone_T=1 wiff =) |E| DataSETE1 wiff
&)-|Z] Bromoerip_IDA-DBS in plasma_T=0.wif L i Imp STD S
=| Bromocrip_|DA-DES in plasma_T=1.wiff - |Z] DataSETE2 wiff
Z| RP_digests.wiff ~§ mpSTD6
""" RP_lIntact. wiff
Lo lmp STD 7
<= = (E) DataSET64.wiff
. W mpsSTDS
=-(Z] DataSETE5 wif
- T W mpsSTDY
=) (] DataSETEE wif
o i Imp STD 10
oK Cancel

3. Klicken Sie auf OK.
4. Klicken Sie auf Show > Total lon Chromatogram (TIC).

5. Wahlen Sie Periode 1, Experiment 1 im Dialog Select Experiment.
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Abbildung 5-10 Dialogfeld Select Experiment

Select Experiment @
Periad 1

Period 1, Experiment 2 +TOF MS™2 (100 - 1000}
Period 1, Experiment 3 +TOF M52 (100 - 1000}
Period 1, Experiment 4 <TOF MS™2 (100 - 1000}
Period 1, Experiment 5 +TOF MS"2 (100 - 1000}
Period 1, Experiment 6 +TOF MS™2 (100 - 1000}
Period 1, Experiment 7 +TOF MS"2 {100 - 1000)
Period 1, Experiment 8 +TOF MS"2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 9 <TOF MS™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 10 <TOF MS™2 (100 - 1000)
Period 1, Experiment 11 <TOF MS™2 (100 - 1000}

oK ][ Cancel

6. Klicken Sie auf OK.

7. Wahlen Sie im Dialog Process All Overlays die Option All Overlaid und klicken Sie dann auf OK.
Das Diagramm zeigt das Overlay eines TIC-Chromatogramms fiir jede Probe in der Datei.
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Abbildung 5-11 Uberlagerte TICs aus Experiment 1 von DataSet61.wiff bis

DataSet66.wiff
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B@Ee” BREEE®

[TIC from DataSET61.wiff (sample 1) - Imp STD 5, Experiment 1, + TOF MS (10... o] -®-Ess)

- 2 X

TIC from DataSETE1 wiff (sampl...Ament 1, +TOF M5 {100 - 1000)

BEAL - RAho-laam il - FRAEDEOE®
— @ TIC from DataSETE1.wiff (sample 1) - Imp STD 5. Expeniment 1. +TOF MS (100 - 100)
@ TIC from DataSETEZ wiff (sample 1) - Imp STD &, Expenment 1, +TOF MS (100 - 1000)
@ TIC from DataSETE3 wiff (sample 1) - Imp STD 7, Experiment 1, +TOF MS (100 - 1000)
O TIC from DataSETE4.wiff (sample 1) - Imp STD 8. Experiment 1, +TOF MS (100 - 1000)
@ TIC from DataSETES wiff (sample 1) - Imp STD 9, Expenment 1, +TOF MS (100 - 1000)
@ TIC from DataSETEE wiff (sample 1) - Imp STD 10, Experiment 1. +TOF MS (100 - 1000)

J=
+
&

615

46
%6
2
z
g 0
E 266 6833 7.290
8647
le6 . 8297 | g,
et . — . : . : :
i 3 3 H 5 & 7 8
Time, min

(T3

Der Titel der aktiven Linie wird in Fettschrift angezeigt. Durch Klicken auf

die Schaltflache links von dem

Titel werden die Kopfzeilen zu einer einzelnen Zeile reduziert, wodurch mehr Raum fiir Informationen

bleibt.

8. Klicken Sie auf Show > Overlaid Traces as Heat Map und stellen Sie im resultierenden Teilfenster
die Farbbedienelemente so ein, dass min% 0,5 und max% 100 betragt.

Tipp! Klicken Sie mit der rechten Maustaste und wahlen Sie dann Show Appearance Control, falls

die Bedienelemente nicht sichtbar sind.

9. Klicken Sie in das Chromatogrammteilfenster und klicken Sie dann auf die Schaltflache Blendet alle

anderen Teilfenster aus.
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Abbildung 5-12 Heat Map-Chromatogramm

File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help -5 X
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Heat Map Chromatogram
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Jede Probe wird durch einen einzelnen horizontalen Streifen dargestellt, der je nach Intensitat, ihr TIC
farbcodiert anzeigt. Nach obigem Farbschema steht gelb fiir Punkte, an denen keine Daten erfasst wurden
oder die Intensitat weniger als 0,5% der hochsten Intensitat einer Probe betrug, blau steht fiir 0,5% und
rot steht fiir das Signal hochster Intensitat.

In dem Fenster werden sechs bis sieben Peaks (zwischen 4,5 min und 6,5 min) angezeigt, auBerdem ist zu
sehen, dass mit Ausnahme des Peaks bei 6,5 min die Reaktionen unterschiedlich ausfallen.

Die Reihenfolge der Peaks entspricht der Reihenfolge, in der die Proben erfasst wurden, und ist unter
Umstanden nicht ideal. In diesem Beispiel passt die Reihenfolge.

10. Klicken Sie mit der rechten Maustaste in das Teilfenster und dann auf Show Samples Table. Zu Beginn
wird die Probentabelle rechts von der Heat Map angezeigt. Schaltfliche Ziehen und Ablegen, um
die Teilfenster neu anzuordnen in der Fensterecke oben rechts das Teilfenster nach unten zur Heat
Map zu ziehen, um die Tabelle unter das urspriingliche Teilfenster zu bewegen.
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Abbildung 5-13 Probenliste fiir das Heat Map-Chromatogramm

[Sample List at Map Ci atogra
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window  Help - 8 X
FE e~ BQAEEE® |
Ghes U TBAEHEE® =
Heat Map Chromatogram

Imp STD 10
Imp STD 8
Imp STD &
Imp STD 7
Imp STD &

Imp STDS
1 2 3 4 5 [ 7 8 9
Time, min

nogsta < min min % max maxd  Fmax

min

| 05 B oo [l O woscse
EEER LY== @
Index Display Name Sample Name Sample ID Sample
6 Imp STD 10 Imp STD 10 DataSETEE wiff (sample 1)
5 Imp STD 8 Imp STD 8 DataSETES wiff (sample 1)
4 Imp STD 8 Imp STD 8 DataSETE4.wiff (sample 1)
3 Imp STD 7 Imp STD 7 DataSETE2 wiff (sample 1)
2 Imp STD & Imp STO & DataSETE2 wiff (sample 1)
1 Imp STD 5 Imp STD 5 DataSETET.wiff (sample 1)

Die Tabelle enthalt Spalten fiir die verschiedenen Textfelder, die jeweils mit einer Probe verbunden sind.
Die Spalte Display Name kann bearbeitet werden, die anderen Spalten jedoch nicht. Alle Spalten kénnen
zur Sortierung der Tabelle und der Anzeige der Proben verwendet werden.

11. Treffen Sie eine Auswahl in Imp STD 10 ungefahr bei 5,5 min und doppelklicken Sie danach in die Auswahl.

Es wird ein neues Heat Map-Spektrumteilfenster generiert und der vollstandige Massenbereich wird in der
X-Achse angezeigt.
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Abbildung 5-14 Heat Map-Spektrum
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Anhand des Spektrums kann ermittelt werden, dass im ausgewahlten Zeitbereich eine Reihe von Massen
(zwischen einem m/z von 400 und einem m/z von 460) zur hoheren Intensitat beitragt.

12. Wahlen Sie die Masse im Bereich von Masse/Ladung Da 401 fiir die Imp STD 10-Probe, und klicken Sie
anschlieBend mit der rechten Maustaste, um Show Spectra for Selected Samples auszuwahlen.
Dadurch wird ein Spektrum fiir die ausgewahlte Probe generiert. Das Spektrum an diesem Zeitpunkt wird
angezeigt. Siehe Abbildung 5-15.

13. Doppelklicken Sie auf die Masse im Bereich von Masse/Ladung Da 401 im Heat Map Spektrum, um ein
Heat Map-XIC zu generieren.
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Abbildung 5-15 Spektrum
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Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurden die folgenden Aufgaben besprochen:
e Mit den Tools fir mehrere Proben in der Software arbeiten.
e Vergleich von zwei Proben mit tiberlagerten Chromatogrammen und interaktiven

e Vergleich mehrerer Proben mit Heat Map-Ansichten.

Spektren.
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Mit der Bio-Tool-Kit-Funktion
arbeiten 6

Dieser Abschnitt illustriert einige der fiir das Mentielement Bio Tool Kit in der Software verfligharen Optionen.

Hinweis: Die Funktion Bio Tool Kit MicroApp muss aktiviert sein, um auf diese Funktion zugreifen zu
kénnen. Bis die Aktivierung durchgeftihrt ist, sind nur die Optionen Peptide Fragments, Add Manual
Reconstruct Highlights und Remove Manual Reconstruct Highlights verflighar. Siehe Activate the Bio Tool
Kit MicroApp Feature im Dokument Release Notes.

Manuelle Sequenz

Verwenden Sie diese Option, um MS/MS-Spektraldaten von einer digerierten Proteinprobe manuell zu
sequenzieren.

1. Klicken Sie auf das Symbol Open Sample in der Haupt-Symbolleiste.

Das Dialogfeld Select Sample wird gedffnet.

2. Wenn der Ordner Sample Data nicht bereits ausgewahlt ist, dann klicken Sie auf Browse und navigieren
zum Ordner Sample Data.

3. Wabhlen Sie die Datei RP_digests.wiff und klicken Sie dann auf OK.
Der Dialog Open IDA Sample 6ffnet sich.

Abbildung 6-1 Dialogfeld Open IDA Sample

-

Open IDA Sample @

How do you want to open this DA sample?

@) : With the |DA Explorer
As a standard TIC

Onby show this dialog again if the shift key is down

oK | | Cancel

4. Stellen Sie sicher, dass die Option With the IDA Explorer gewahlt ist und klicken Sie dann auf OK.
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Abbildung 6-2 Spektrum von RP_digests.wiff
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5. Klicken Sie auf die Registerkarte Table.
6. Wahlen Sie m/z 471.2398 bei Time 12.73.
7. Bei aktivem Spektrumteilfenster klicken Sie auf Graph > Duplicate Graph.

Ein neues Spektrumteilfenster fiir den gewahlten Vorlaufer (471.2) 6ffnet sich. Das Teilfenster IDA Explorer
und das zugeharige Spektrumteilfenster konnen geldscht werden.
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Abbildung 6-3 Spektrum fiir Vorlaufer 471.2398 mit Retentionszeit 12.73

[Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sampled01, Experiment 3, + TOF MS... o= =
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
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Spectrum from RP_digests.wff (sample 1) - Sample001. Experiment 3, +TOF MS"2 (80 - 2000) from 12,735 min +
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&
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ﬂ |
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8. Wahlen Sie den mit 738.3833 beschrifteten Peak.
9. Klicken Sie auf Bio Tool Kit > Manual Sequence.
Das Dialogfeld Sequence Options 6ffnet sich.
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Abbildung 6-4 Dialogfeld Sequence Options

Sequence Options

Options | Help

=

Match tolerance:  0.050 Da lgnore isotopes and check charge state

Amino Acid

=
(7]
3]

Owverride Name

13

CICAM]

m

=
I
2

I'L

=& Ty mym a3

=
(&
X,

=

IHEEEEEEEEEEEEEEEE

[] Oy show thiz dialog again f the shift key iz down

oK

| |

Cancel

Hinweis: Wenn das Kontrollkastchen Ignore isotopes and check charge state gewahlt ist, dann werden
Isotope und Peaks mit einem falschen Ladungszustand von der Software ignoriert, wenn die anschlieBende

Aminosaure vorgeschlagen wird.

10. Klicken Sie auf OK.

Der Dialog Create Sequence &ffnet sich.

Explorer
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Abbildung 6-5 Das Dialogfeld Create Sequence

Create Sequence &3

| Create Sequence ffor Peptide Fragments Pane)
@ Assume y-seres

Assume b-series

Precursor m/z: 471 2358

Precursor charge: 2

Fragment charge: 1

Only show this dialog again f the shift key is down

oK | | Cancel

Hinweis: Mit diesem Dialogfeld kann der Benutzer die fiir die lonen der y-und b-Serie gemachten
Annahmen und den Ladungszustand &ndern, nachdem die Datei manuell sequenziert ist, und sehen,
welche Annahmen die beste Ubereinstimmung fir die Daten ergeben.

11. Stellen Sie sicher, dass das Kontrollkastchen Create Sequence (for Peptide Fragments Pane)
aktiviert ist.

12. Geben Sie den Wert 2 in das Feld Precursor charge ein.

13. Geben Sie den Ladungswert des gewahlten Peaks, der im manuellen Sequenzbaum folgt, im Feld Fragment
charge ein.

14. Klicken Sie auf OK.
Die Software wird aktualisiert und zeigt ein aktualisiertes Spektrumteilfenster mit roten vertikalen Linien

an, welche die erste Gruppe von maglichen Aminosauren angeben, die bei den Spektraldaten gewonnen
wurden oder verloren gingen.
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Abbildung 6-6 Manuell sequenziertes Spektrum — Erste Moglichkeiten

T Rl KY=1=1=1_

[Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 3, + TOF . = B |
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - &8 X

ﬁ"&ﬂ_%f“k“_#iﬁlﬁth' ﬁ‘\\ﬂr—::,ﬁ
Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 3, +TOF MS"2 (80 - 2000) from 12.735 min
Precursor: 471.2 Da, CE: 30.0
3004 ¥ 5912148 In
200 M[Dxxi]
00
2 500 1
£ 5753135
_g 400 47" 603.3152
300 ?92_3234 625.2984
200 4
L
100 - H
0 .l ill.Jli.J. W ll Ll IKLI |lJJ| llll||-r J. ll

575 580 585 530 595 600 605 610 615 620 625
Mass/Charge. Da

ol +§

15. Doppelklicken Sie auf die Beschriftung der roten vertikalen Linie, die weiter sequenziert werden soll.

Die Software wird aktualisiert und weist auf die nachste Gruppe von Aminosauren bei den Spektraldaten

hin.

16. Wiederholen Sie Schritt 15, bis alle mdglichen Aminosauren vorgeschlagen wurden.

Explorer
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Abbildung 6-7 Manuell sequenziertes Spektrum

[Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - SampleD01, Experiment 3, + TOF ... = || B &
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - &8 X
G@E e TADDE®
QEL+ - %sbhe «anlGgANCE® =
Spectrum from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 3, +TOF MS"2 (80 - 2000) from 12.735 min +
Precursor: 471.2 Da, CE: 30.0 ) —_—
&
3000 4 Y E L G F
120.0801

2500 4

2000 47.7417
%“ |1 36.0750 738.3833
5 1500 187.0710
- 186.0853 4337242 5343320

292.1656 I
1000 1 255,674 5913148
500 4
041_ .
200 300 400 500 600 700 800
Mass/Charge. Da

Hinweis: In Abbildung 6-7 wurden die Beschriftungen in der folgenden Reihenfolge geklickt: F > G >
I/L>E>Y.

Tipp! Wenn die Software mehr als eine Méglichkeit vorschlagt und Sie wollen ein anderen Zweig
verfolgen, als den anfanglich vorgeschlagenen, setzen Sie das Diagramm auf die Startansicht zuriick und
wiederholen dieses Verfahren, indem Sie eine alternative entsprechende Aminosaurenbeschriftung wahlen.

Verkniipfung eines manuell sequenzierten Spektrums mit
Peptid-Fragmenten

1. Klicken Sie auf Bio Tool Kit > Peptide Fragments.

Das Peptidfragmentteilfenster 6ffnet sich und ist mit dem manuell sequenzierten Spektrum verknipft.
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Abbildung 6-8 Verkniipfung des Peptidfragmentteilfensters mit manuell sequenziertem
Spektrum

[Peptide Fragments] E]G‘E'
File Edit Show Graph Process Bie ToolKit Window  Help - 8 X
ﬁﬁﬁiﬁﬁQﬂﬁaﬁ
e % A e A D QEBE® =
Spectrum from RP_digests wiff (sample 1) - Sample{!lD‘I ExpenmentS +TOF MS™2 (80 - 2000) from 12.735 min +
Precursor: 471.2 Da, CE: 30.0 _
&
3000 3 Y . E L G F
2500
4717417
2 20004 fly3gg750 ®*
g I 187.0710 3
g 1004 ' 4337243 y
= 186.0869 278.2076 I 3
1000 4 - Y - -
575.3136 739.3857
"L L i
AL 1)) A M TR TO 0 T
200 300 400 500 600 700 800
Mass/Charge. Da
Bel B Q =Y ﬁ'
Precursor charge: 2 Target fragment charge: 1
Sequence: [204.0891}-FGIEY-[127.0861)
Table | List Theoretical precursor m/z: 471.2338
Symbol Res. Mass #{NJ a b b-17 ¥ y-17 E(C)
pIETT 14706841 T 32377208 | 357 16657 | 33414042 | 3838007 | T2 384535
G 5702146 |2 320.19351 | 408.18843 | 391.16188 | 591.31265 | 57428610 |4
I 113.08406 |3 49327758 | 52127249 |504.24594 | 534.29119 | 51726464 |3
E 12804258 | 4 62232017 | 650.31509 | 63328854 | 421.20M2 | 40418057 (2
Y 16306333 |5 785238350 | 81337842 | 79635187 | 292.16453 | 275.13798 |1

.J( m k

Hinweis: Aminosauren, die mit den experimentellen Daten iibereinstimmen, werden in den Spalten
der Registerkarte Table in roter Fettschrift angezeigt. Aminosauren, die mit den experimentellen Daten
ibereinstimmen, jedoch unterschiedliche Zielfragmentladungen aufweisen, werden in den Spalten der
Registerkarte Table rot und kursiv angezeigt.

2. Klicken Sie auf die Registerkarte List.
3. Klicken Sie auf Show > Mass Calculators.

4. Klicken Sie auf die Registerkarte AA Property.

Explorer Anleitung
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Abbildung 6-9 Registerkarte Mass Calculators — AA Property

[Peptide Fragments] == EoE =
[N File Edit Show Graph Process BioTooclKit Window Help - & X
F@E =" DAEBEBEH
WrLe-% e« DHEAGE DAEEE @ =
Spectrum from RP_digest . 2000) from 12735 min  + ald
Precursor: 4712 Dz, CE: 200 — | Precursorcharge: 2 Target fragment charg

& | Sequence: [D991-FGIEY-{127.0861
0004F v el F = - Caanaid alad :
2500 4 T [ Table | List Thearetical precursor m/z: 4712398
84,0437 Ll i -
L 20001 AF17aTy Mame  Charge Mass/Charg’ Ermor Se =
i 136.0¢50 5 yalby |1 11409134 =
E yalby |2 122.07061 E
AT E 130.04387 E
v.-17 |2 136.07263 Y
Vs 2 14658590 Y
200 400 500 200 J - 1|.r.|h. 2 o 1R RA124 GI"F
Mass/Charge, Da

YO QAEEE®

Unit Conversion | Custom Elements | AA Mo-dﬂcaﬁons|
| Mass Propery | A4 Fropery |Hass k:cumcarl lsotopic Distribution | Hemental Composition IHrpemlass |

EB

AA sequence: [204.0551}-FGIEY-[127.0861] Calculate
Charge state: 2 [¥] "H+' charge agent (glse electron)
Composiion: {204.0991} C31H39NS08 {127.0861} H24

(Charged monoisotopic mass: 942 47562
Monoisotopic m./z: 47123981
(Charged average mass: 942 880

Hinweis: Die Massenrechner sind standardmaBig automatisch mit dem manuell sequenzierten Spektrum
verknlipft. Die Aminosauren-Sequenz des Spektrums wird im Feld AA sequence angezeigt.

5. Klicken Sie bei aktiviertem Spektrumteilfenster auf Bio Tool Kit > Set Sequence Creation
Parameters.

Der Dialog Create Sequence 6fnet sich.
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Abbildung 6-10 Das Dialogfeld Create Sequence

Create Sequence &3

| Create Sequence ffor Peptide Fragments Pane)
Assume y-seres

@ Assume bseres

Precursor m/z: 471 2358

Precursor charge: 2

Fragment charge: 1

oK | | Cancel

6. Geben Sie in den Dialog Create Sequence Folgendes ein:

e Stellen Sie sicher, dass das Kontrollkastchen Create Sequence (for Peptide Fragments Pane)
aktiviert ist.

e Wahlen Sie die Option Assume b-series aus.
e Geben Sie den Wert 471.2398 in das Feld Precursor m/z ein.
e Geben Sie den Wert 2 in das Feld Precursor charge ein.

e Geben Sie den Wert 1 in das Feld Fragment charge ein.
7. Klicken Sie auf OK.

Die Peptidfragmentteilfenster und Mass Calculators werden mit den aktualisierten Sequenzdaten gefiillt.

8. Klicken Sie auf die Registerkarte Table im Teilfenster Peptide Fragments.

Explorer Anleitung
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Abbildung 6-11 Teilfenster Refreshed Peptide Fragments, mit Manually Sequenced
Spectrum verkniipft

N File Edt Shew Graph Process BeoTeolkit  Windew Help I
Feg e+~ IQABEEE®
AEL+-%-Aw ﬁ-r.'tdflz"-“i [ ReY ===} o
Spectrum from RP_digests_..0 - 2000) from 12,735 men -
Precursee: 4712 Oa, CE: 300 — | Precurser charge: 2 Target fragment charge: 1

& | sequence (2210 THYEGH202 0235

Table | Lt Theoretical precunsor m/s: 4712358

. Symbol Res Mass Z(N) a [ b= 17 ¥ y=17
; | 25476957 | 29216448 | 27513733 | 81337847 | TSI
E —

» ¥ [1E30E
T

1321216 | 421.20707 | 404.1
506 29622 | 53429114 | 51
| 563.31769 | 59131260

65031574 | 633 28859
52127254 | 50424500

5 | 408 15348 | 391 16193

[T 06841 [§ | 77020610 | 7I83AE2 | 72135847 | 351. 16702 | 334.14047
IE
Mass/Chaige Da

L =
“papo=e @
Mass Propesty | AA Property mummmmlwdmlwlmﬁvemme:MMm =

AA pequencs NZE AN THEGF{202 0439 Caleulste |

Charge state 2 | He change agent felse slecton)

Compoaten [125.1017) CYIHISNSOS (202 0835) H2s

Charged monoisotops: mass 847 47962
Monoaatopss m.'e 471 X3881

Charged verage mass 942 530

9. Klicken Sie bei aktiviertem Spektrumteilfenster auf Bio Tool Kit > Clear Manual Sequencing.

Samtliche Markierungen der manuellen Sequenzierung werden geldscht.

Manuelle Wiederherstellungsmarkierungen
hinzufiigen und entfernen

Verwenden Sie die Option Add Manual Reconstruct Highlights, um Marker hinzuzufiigen, die auf die
theoretischen m/z-Positionen einer bestimmten Masse zu einem Spektrum hinweisen. Diese Funktion ist
hilfreich, um festzustellen, ob bestimmte Peaks in einem Spektrum derselben Komponente entsprechen, wenn
die Spektren mehrfach geladene Komponenten enthalten. Verwenden Sie die Option Remove Manual
Reconstruct Highlights, um die Marker zu entfernen.

Tipp! Ziehen Sie die vertikale Linie fiir den Marker zu einem neuen m/z-Wert, um den Marker an eine neue
Stelle zu bewegen.

Tipp! Klicken Sie auf die vertikale Linie fiir den Marker oder die entsprechende Ladungszustandsbeschriftung,
um den Marker zu aktivieren. Der aktive Marker zeigt die m/z-Stelle.

1. Klicken Sie auf das Symbol Open Sample in der Haupt-Symbolleiste.

Das Dialogfeld Select Sample wird gedffnet.

Anleitung Explorer
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2. Wenn der Ordner Sample Data nicht bereits ausgewahlt ist, dann klicken Sie auf Browse und navigieren
zum Ordner Sample Data.

3. Wahlen Sie die Datei RP_Intact.wiff und klicken Sie dann auf OK.

Abbildung 6-12 TIC von RP_Intact.wiff File

[TIC from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sampled01, + TOF MS (500 - 2500)] = o
File Edit Show Graph Precess BieToolKit Window Help - 8 X

FE =270 AR

RELt-9hoe-laamlUll - DEREEE® =
TIC from RP_Intactwiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) +
5 92 &
1.0e7
2.0e5 -
2=
§ 6.0e5 - 14.70
= 1381 1427, 1540
4,06 4 ‘I3.DEI
1249 15.25
2.0e5 - L 1150 1.9

3 4 65 6 7 8 5 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Time, min

4. Erstellen Sie ein durchschnittliches Spektrum anhand des oberen Bereichs (5,91 bis 6,00 min) des Peak fiir
Myoglobin.
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Abbildung 6-13 Durchschnittliches Spektrum

[Spectrum from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) ... == foE =
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
F@E = EQ =1
@Bids-unrhe- == 00 - §AEESE g df
&
54 56 58 60 62 64 66 B8 TO 72 T4 T& T8
Time, min
MELe- %o a7  DQEEE® =
Spectrum from RP_Intact wiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) from 5.910 to 5.536 min +
808.2421 -._KME.?Ed? -
7000 | 738.0050_ 893.1612 &
17379184 ™
80007 3 8427205
2 5000 4
a 2000 1060.4332
= 12115271
= 3000 14135727  1541.5%39
2000 4 1541.7204
1000 1695.8305
L L .
600 200 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
Mass/Charge, Da

5. Bei aktiven Spektrumteilfenstern klicken Sie auf Bio Tool Kit > Add Manual Reconstruct
Highlights.

Das Dialogfeld Add Manual Reconstruct Highlights to Graph o6ffnet sich.
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Abbildung 6-14 Das Dialogfeld Add Manual Reconstruct Highlights to Graph 6ffnet

sich.

Value:

Charge agent:

@ Mass, Formula or Sequence

Add Manual Reconstruct Highlights to Graph

=

Mass / Charge and Charge

Monoisotopic mass (when formula or sequence used)

oK

Cancel

6. Geben Sie 16950 in das Datenfeld Value ein.
7. Wahlen Sie H+ als Charge agent und klicken Sie dann auf OK.

Die Diagramme aktualisieren und enthalten die Markierungen.

Abbildung 6-15 Spektrum mit hinzugefiigten Markierungen

A EL % T o B W waAEEE®
Spectrum from RP_Intact wiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) from 5910 to 5.956 min
HEEPRRIRRETIM S131316+15+14 +12 +12 #11 <10 - + +
7000 4 738.0050
7000 Iy 042 7247
G000 4 /37
598.1194
= BO00
m 4000 10604352
5 1211.9271
= 3000 - 14135727 15419939
2000 - 16541.7204
1000 1695.8905
600 200 1000 1200 1400 1600 1200 2000 2200 2400

8. Klicken Sie auf Bio Tool Kit > Remove Manual Reconstruct Highlights, um die Markierungen

zu entfernen.

Mass/Charge, Da

Das Diagramm wird aktualisiert und die Markierungen sind entfernt.

|+ §
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Digest Protein

Verwenden Sie diese Option, um Information (iber theoretische Peptidsequenzen zu erhalten, die von einer
benutzerdefinierten enzymatischen Spaltung eines spezifizierten Proteins resultieren.

Werkzeugleiste
U TAEBE®

Verwenden Sie die Symbole in der Werkzeugleiste, um die Ansicht nach Bedarf anzupassen.

Tabelle 6-1 Symbole der Werkzeugleiste

Symbol | Name (Tooltip)

fr In Sequenz suchen und ersetzen

e Auswahl in GroBbuchstaben konvertieren

88 Sequenz suchen

Hinweis: Die letzten sechs Schaltflachen in dieser Werkzeugleiste, beginnend mit Loscht dieses Teilfenster,
werden in Allgemeine Teilfenster-Symbolleiste beschrieben.

In Sequenz suchen und ersetzen

Verwenden Sie diese Option, um vorhandenen Text im Feld Sequence zu suchen und durch neuen Text zu
ersetzen.

1. Klicken Sie auf die Schaltflache In Sequenz suchen und ersetzen.
Der Dialog Find and Replace Text wird gedffnet.

Abbildung 6-16 Dialog Find and Replace Text

-

Find and Replace Text @

Find: |

Replace:

OK | | Cancel

2. Geben Sie den Suchbegriff im Feld Find ein.
3. Geben Sie die entsprechenden Informationen im Feld Replace ein.

Explorer
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4. Klicken Sie auf OK.
Die Software ersetzt den vorhandenen Text durch den vom Benutzer eingegebenen Ersatztext.

Auswabhl in GroBbuchstaben konvertieren
Verwenden Sie diese Option, um den im Feld Sequence eingegebenen Text in GroBbuchstaben zu konvertieren.

1. Wahlen Sie den gewiinschten Text aus.

2. Klicken Sie auf die Schaltfliche Auswahl in GroBbuchstaben konvertieren.
Die Software ersetzt den Text in Kleinbuchstaben durch den gleichen Text in GroBbuchstaben.

Sequenz suchen
Verwenden Sie diese Option, um Text im Feld Sequence zu suchen.

1. Klicken Sie auf die Schaltflaiche Sequenz suchen.
Der Dialog Find Text wird gedffnet.

Abbildung 6-17 Dialog Find Text

[ Find Text ==

Find: |

-

oK | | Cancel

2. Geben Sie die entsprechenden Informationen im Feld Find ein.
3. Klicken Sie auf OK.

Die Software hebt den (ibereinstimmenden Text hervor.
Theoretische Proteinverdauung

1. Klicken Sie auf Bio Tool Kit > Digest Protein.

Es offnet sich das Teilfenster Protein.

Explorer Anleitung
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Abbildung 6-18 Teilfenster Protein Pane — Registerkarte Protein & Peptides

—

[Protein Pane] |e=|[-E 5@
File Edit Show Graph Process BioTeelKit Window Help = 8 x

& E = = ===k :
. * T | — — — _\’. Q
m

Proten & Peptides | Varnahis Modfications

Enzyme: | Toypsin '] Max, missed leavages: [0 = Dnge:t

Matched Peptide  AA Index Moo, Mass Ave. Mass Modifications  Sequenct

. Geben Sie in das vorgegebene Feld eine Protein- oder Peptid-Sequenz ein.

Hinweis: Fir dieses Tutorial wurde GLSDGEWQQV LNVWGKVEAD IAGHGQEVLI RLFTGHPETL EKFDKFKHLK
TEAEMKASED LKKHGTVVLT ALGGILKKKG HHEAELKPLA QSHATKHKIP IKYLEFISDA IIHVLHSKHP
GDFGADAQGA MTKALELFRN DIAAKYKELG FQG (Myoglobin-Sequenz) verwendet.

. Wahlen Sie ein Enzym aus.

Hinweis: Fir dieses Tutorial wurde Trypsin ausgewahlt.

. Wahlen Sie Max. missed cleavages.

Hinweis: Fir dieses Tutorial wurde 0 ausgewahlt.

. Klicken Sie auf Digest.

Die Software fiillt die Tabelle mit theoretischen Informationen zu den verdauten Peptiden und deren
Sequenzen.
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Abbildung 6-19 Teilfenster Protein Pane mit theoretischen Informationen gefiillt

-

[ Proten & Peptdes | Variable Modéications

Enzyme: ITI!'DF'I

V] Max. missed cleavages:

[Protein Pane] felf@l=]
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help -8 X
G@e=~ IQAEEE®

T K==L s

AA selection: (None)
X W'|mm Pepide AAlndex Mono.Mass  Ave.Mass  Moddications Sequence
21 |IBGHGGEU ] : - ' :
31 RLFTGHPETL T1 .1 -16 lIEH 83515 I'l#'lﬁ.mi .GLSDGE'I'I'Q.
H %ﬂ% @ T2 7.3 16058477 |1606.799 \VEADIAGHG..
61 LKEHGTVWLT m T3 32-42 127065575 1271436 LFTGHPETLEK
7 |ALGGILKGG. = | | l | {
i W T4 |43.45  a0a20088 408.455 FOK
o %%’g’gﬂl CIL :as-rf 91738 293368 &
:12: IIHVLHSKHP W |16 |48-50 39624850 396490 | HLK
1 HIISALELFRN_& W |77 |s1-5 |707.315%9 707.801 TEAEMK
| AgEas CHCIRGECRCE A ASEDLK
m e e 146.10553 145.189 K
B TI0 |64-77 13778438 | 1378679 |HGTVVLTAL.
m ™ @ 14610553 | 146189 K
® T2 |m 14670553 146189 'k
W (T3 |80-% |185295440 1854056 \GHHEAELKP...
W T [97-93 (28316444 |2833n HK
@ |TI5  |93.102 46932642 | 469625 lIPIK
® (Ti6  |103-118 188401454 188513 'YLEFISDAIH...
W TI7 |113-133 150166138 | 1502626 HPGDFGADA .
B (T8 |134.133 74742783 | 747893 | |aLELFR
@ |79 |140-145 6302333 630699 '  NDIAAK
W [T20  |146-147 |2091688 | 09.365 YK
B |T21 |148-153 64930714 | 645701 ' |ELGFQG
|—||

6. Klicken Sie auf die Registerkarte Variable Modifications.
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Abbildung 6-20 Teilfenster Protein Pane — Registerkarte Variable Modifications.

[Protein Pane] =8 EER =50
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
FEe=7~ QA0 BEe
mEHh IAEEE® =
Protein & Pepﬁde_sl Varable Modffications 1}
Max. number of simultaneous modifications: '3 | To apply modffications, press Digest on Protein & P
lsze Symbol Mass Shift Type Applies To Name |
E2] & [1Ac] 420106 Amino Acid SKC Acetyl i
[E2] &) [DAc] 45,0284 Amino Acid KSTYH Acetyl:2H(3)
[£3] & [FEQ] 4141837 Amino Acid CK Acety|-PED-Biotin
[E2] W [Rec] 59.01%4 Amino Acid ST AEC-MAEC
H [Amd] 420218 Amino Acid C Amidino
= [Amn] 15.0109 Amino Acid Y Amino
&) [dAm] -17.0265 Amino Acid M Ammonia-loss
&) [Ach] £314 6628 Aming Acid C Archaeol
W [AGA] -43.0524 Amino Acid R Arg->GluSA
J 1 ITienl -47 14 Lmmina i =] i [0 .
4 m 3

7. Wahlen Sie eine Max. number of simultaneous modifications.

Hinweis: Fir dieses Tutorial wurde 3 ausgewahlt.

8. Aktivieren Sie das Kontrollkdstchen in der Spalte Use fiir die entsprechenden Modifikationen.

Tipp! Wenn links vom Kontrollkastchen ein Symbol angezeigt wird, dann kann die komplette Liste von
Aminosauren ausgewahlt werden, oder nur solche, die anwendbar sind.

Hinweis: Fir dieses Tutorial wurde das Kontrollkastchen fiir [1Ac] ausgewahlt.
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Abbildung 6-21 Beispiel fiir Ausgewahlte Modifikationen

-

[Protein Pane] o |3
File Edit 5how Graph Precess Bie ToclKit Window  Help - 8 X
F@ =~ TAEEE®
Luh EAEEE® =
| Protein & Peptides| Vanable Modfications | m
Max. number of simultaneous modifications: '3 | To apply modffications, press Digest on Protein & P
lsze Symbol Mass Shift Type Applies To Name -
2] & |DAd | 42,0106 Amino Acid | SKC | Acetyl m
[¥] |C.Cys
¥ | K Lys
[ | S Ser
Usze Symbol Mass Shift Type Applies To Hame
3] B [DAc] 45.0294 Amino Acid KSTYH Acetyl 2H(3)
& = [PEQ] 4141537 Amino Acid CK Acetyl-PED-Biotin
] [Aec] 59.0154 Amino Acid ST AEC-MAEC
| 1amd] 420218 Aminc Acid | C Amidine -
J « m

9. Klicken Sie auf das Register Protein & Peptides.
10. Klicken Sie auf Digest.

Die Ergebnisse in der Tabelle sind modifiziert, um die vom Benutzer getroffene Auswahl wiederzugeben.
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Abbildung 6-22 Teilfenster Protein Pane gefiillt mit modifizierten Informationen

. [Protein Pane) =N =N ="
File [Edt Show Graph Process BioToolkit Window Help - & X
W = L IEEE
~ua BAEEE® &
Froten & Pepbides | Varsbls Modiications @
Enzyme: [ Topan 7| Msx missed cleavages: [0 «] [ Dgest |
AA gelection; (Hone)
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L Wﬂmﬂmﬁm W Tt [1-16 195690571 1858041 |[1Ae) @ o |GLSOG.. |
W T 1-16  [1838.91628 1500078 | 21Ac] GLSDA.. |7
W T2 1731 | 1605.84747 | 1606.799 VEADIA
W 13 32-42 | 127065575 | 1271436 LFTGHP
m T 12-42 13266632 1313473 |NAc) LFTGHP
(-] T4 43.45 40820088 408455 FDK
W T4 43-45 (45021145 (450492 | [1Ac) FOR]1A2]
W TS5 46-47 (29317338 | 293386 FK
W TS5 4647 33508451 (335403 |[1Ac) FRl1Ac)
W TS 4B-50 |396.24850 396450 HLK
W Ts 4B-50 43325007 (438527 |[1Ac) HLK[1A]
m T §1.5 | 70731593 | 707801 TEAEMK
W T 51.56 |749.32656 (749838 |[1Ac) TEAEM
(" | T8 5782 |661.32227 6&1LTI0 ASEDLK
| T8 57-62 WAL (TRTAT  |[Ac]@be.. ASEDLK |

LCMS Peptide Reconstruct

Die LCMS-Peptid-Rekonstruktion identifiziert spektrale Peaks und fiihrt eine Dekonvolution der identifizierten
Spektralpeaks durch. Das Werkzeug zur LCMS-Peptid-Rekonstruktion arbeitet in zwei Schritten. Zunachst

werden Peaks mithilfe des 'Enhance’ Peak-Suchalgorithmus gefunden. Im zweiten Schritt sucht das Werkzeug
Gruppen von Peaks, die Isotopenreihen und Ladungsreihen bilden, und erfasst die Neutralmasse aller gefundenen

Verbindungen.

1. Klicken Sie auf das Symbol Open Sample in der Haupt-Symbolleiste.

Das Dialogfeld Select Sample wird gedffnet.

Ordner Sample Data.

Der Dialog Open IDA Sample &ffnet sich.

Falls der Ordner Sample Data nicht bereits ausgewahlt ist, klicken Sie auf Browse und navigieren Sie zum

Wahlen Sie die Datei RP_digests.wiff und klicken Sie dann auf OK.

Anleitung
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Abbildung 6-23 Dialogfeld 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. Stellen Sie sicher, dass die Option As a standard TIC ausgewahlt ist, und klicken Sie dann auf OK.

Stellen Sie sicher, dass die erste Zeile, IDA Survey from RP_digests.wiff (Probe 1) - Sample001
in Fettschrift angezeigt wird. Wahlen Sie ggf. diese Zeile aus.

Abbildung 6-24 IDA Survey from RP_digests.wiff

[IDA Survey from RP_digests.wiff (sample 1) - Sample01] = ECh =
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help = 8 X
TR KY=1=1=L,
WRELA+-|Brho-a7 Ul - JQEEE@ =
— @ IDA Survey from RP_digests wiff (sample 1) - Sample001 +
@ DA Dependent Sum from RP_digests wiff (sample 1) - Samplel01 —_—
100% - 24738 25508 B
804 4 24318
B0 4
T 0w
=
o =
= e0%
= 507
g 40% 4
= 30% 4
#® 13,
200 4
10% 4 3122 10620 11,552
i )

5. Klicken Sie auf Bio Tool Kit > LCMS Peptide Reconstruct (with peak finding).

Der Dialog LCMS Peptide Reconstruct Options offnet sich.

Explorer Anleitung
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Abbildung 6-25 Der Dialog LCMS Peptide Reconstruct Options

LCMS Peptide Reconstruct Options 3
Time Range
Minimum retention time: 0.00 min Maximum retention time: 0.0

‘Enhance’ Peak Finding

Approxdmate LC pealc width: SEC Minimum intensity in counts: B counts

Perform background subtraction Chemical noise intensity multiplier: 15

Charge Deconvalution

Mazs tolerance: 0.100 Da = Maximum charge: B

OK | | Cancel

6. Geben Sie die folgenden Werte in die vorhandenen Felder ein:

9,00 min im Feld fir die Minimum retention time

e Aktivieren Sie das Kontrollkdstchen Maximum retention time, und geben Sie dann den Wert
16,00 in das Feld ein

¢ 6,0 sek im Feld Approximate LC peak width

Hinweis: Die ungefdhre Peak-Breite wird zur Bestimmung des Versatzes bei der
Hintergrundsubtraktion verwendet.

e 5 Zahlerin das Feld Minimum intensity in counts
¢ 1,5im Feld Chemical noise intensity multiplier
e 0,100 Da im Feld Mass tolerance

e 5im Feld fir Maximum charge

Hinweis: Die Massentoleranz im Abschnitt Charge Deconvolution stellt sicher, dass der rekonstruierte
Peak auf das theoretisch verdaute Protein abgestimmt wird, und dass die unterschiedlichen m/z-Werte,
die zum selben Peptid gehdren, miteinander gruppiert werden.

7. Klicken Sie auf OK.

Die Software zeigt eine Tabelle von Peptiden, nach Retentionszeit getrennt. Die folgenden Informationen
werden fiir jedes gelistete Peptid bereit gestelllt: Index, Ret.- Zeit, Masse, Masse / Ladung, Int.-
Summe und Anzahl der Peaks.
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Abbildung 6-26 Reconstructed Peak List

File Edit Show Graph Process BioToolKit Windew  Help - 8 X
FE "] =N
Ak -(sthe- eyl -  FAEEE® s
— @ IDA Survey from RP_digests wiff (sample 1) - Sample001 +
@ IDA Dependent Sum from RP_digests wiff (sample 1) - Sample001 _
100% 24593 . 25508 g
E a0 24 905
ol
B 60%
2
a 40%
] 13,963 18007 1.318
= o 3122 h1 1 157 iw
02 A le 1 ﬂ_
2 4 6 8 10 12 ¥X®
Time, min
L CY=1=1=1" =
+ FRitering
Ret. Mass / Irtt. =
Index Tine Mass Charge Sum Num F‘eakD Charge
904 4451103 12182 |2
2 9.05 4153126 |6.501 1
3 910 4173722 |360e1 1
4 851 563.1863 12182 |2
5 957 4001640 |5.20e1 |1
3 964 393.3841 1502 |4
7 9.72 616.3044 14%2 |2
8 572 4001647 |4.40e1 |1
o FETp— T Y

8. Erweitern Sie die Option Filtering, um die verfiigbaren Filteroptionen anzuzeigen.

Verfligbare Filteroptionen sind u. a.: Intensity threshold, Min. Num. Peaks und Show matched

peaks only.
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Abbildung 6-27 Filteroptionen

LR D AEEE®
—| Filtering
ﬁ

Imtensity threshaold: ¥,

Min. Num. Peaks: [ ] Show matched peaks only

Index 'T“ﬁe Mazs g?:fgé lSTJITI Num.F‘eaklil g?::gé Imtensity  Change  Mang
904 4451103 121e2 |2 446 1176 6901 1

2 5.05 4133126 |630e1 |1 5_24]&1 1

3 510 473722 |360e1 1

4 5.5 563.1863 121e2 |2

b 957 4001640 [520e1 |1

[ 964 057 207 1907 |4 i

9. Verwenden Sie einen oder mehrere Filter, um die Ansicht nach Bedarf anzupassen.

Hinweis: In diesem Tutorial war der Intensitatsschwellenwert auf 2,39e4 eingestellt, und die minimale
Num. Peaks war auf 4 eingestellt.

Abbildung 6-28 Gefilterte Liste rekonstruierter Peaks

= wQ = =
—| Filtering
Intensity threshold: J
Min. Num. Peaks: [] Show matched peaks only
Ret. Mass / Irt. Mass # ) -
Index Time Mass D?:fge Sum Num.FeakJ D?:rsge Intensity Charge Mono. —
1062 1501.6620 23%5 |17 501 5605 2984 |3 =
2 11.55 1270 6542 25985 |16 R0 2947 174 |3
3 1268 540 4651 1535 |5 B2 2284 141e4 |2 il
4 13.15 1605 8485 B62eh |18 502 5619 546e3 |3
5 15.76 hE3 3048 163h |4
502 8962 23%3 |3
& 15.78 TAT 4268 1565 |4
5032254 3582 |3
751.8383 38%4 |2 i

Werkzeugleiste

=N mQ =g
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Verwenden Sie die Symbole in der Werkzeugleiste, um die Ansicht nach Bedarf anzupassen.

Tabelle 6-2 Symbole der Werkzeugleiste

Symbol | Name (Tooltip)

L Spektrum und XIC anzeigen
D IDA MS/MS-Spektren anzeigen

Hinweis: Die letzten sechs Schaltflachen in dieser Werkzeugleiste, beginnend mit Loscht dieses Teilfenster,
werden in Allgemeine Teilfenster-Symbolleiste beschrieben.

Spektrum und XIC anzeigen

Wenn die Schaltflache Spektrum und XIC anzeigen ausgewahlt wird, 6ffnen sich die folgenden Spektrum-
und XIC-Teilfenster:

Abbildung 6-29 Show Spectrum and XIC Results

[Spectrum from RP_digests,wiff (sample 1) - Sample001, Experiment 1, + TOF . - =N B ="
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
B@E =~ I QAEBEB®
aELt-%ho-a FIAgRLer - %Sheo-|a &
Spectrum from RP_digests... - 2000) from 10.621 min +| - @ XIC from RP_digests.wi..): 501. 55#— 0,10 Da +
-_— @ XIC from RP_digests wif...0): 501.89 +/- 010 Da —
7518388 2 @ XIC from RP_digests wif._0): 502.23 +/- 0.10 Da &
3.584 1 @ XIC from RP_digests wif...0): 502.56 +- 0.10 D=
@ XIC from RP_digests. mf.....) 50290 +- 0.10 Da
3.0e4 & XC from RP_digests wif .. 0): 503.23 +- 0.10 Da
& XIC from RP_digests. 751.84 +/- 0,10 Da
2.5e4 @ XIC from RP_digests. 175234 +-010Da
= 15026713 @ XIC from RF_digests wif...0): 75284 - 0.10 Da
= 2.0e4 4 7528398 O XIC from RP_digests wif...0): 763.34 +- 0.10 Da
-_E 1503.675% ST omo mmmmmnn o men
1.0 | 753.3410 15046784 |8
5.0e2 ] 778.7935 1505.6801 ‘_E' 1eb
D.Deﬂ’ | .|_|J.J.| De o
54 1000 1 100 105 110
Mass/Charge, Da Time, min

Far das generierte MS-Spektrum wird unter jedem Peak, der zur Masse des Peptids beitrug, ein Pfeil angezeigt.
Das XIC eines jeden m/z-Peaks, der zur Masse des Peptids beitrug, wird als Uberlagerung im rechten Teilfenster
angezeigt.

IDA MS/MS-Spektren anzeigen

Wenn das Symbol fir IDA MS/MS-Spektren anzeigen gewahlt wird, 6ffnet sich das folgende
Spektrenteilfenster:
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LCMS-Peptid-Rekonstruktion mit verdautem Protein

1. Klicken Sie auf Bio Tool Kit > Digest Protein.

Es o6ffnet sich das Teilfenster Protein.

2. Ziehen Sie die Schaltfliche Drag to a protein pane to set its peak list im Teilfenster Protein in
das Teilfenster Reconstructed Peak List.

Das Teilfenster Protein aktualisiert sich und zeigt die Peptid-Sequenzen im Proteinteilfenster, die mit der
Liste rekonstruierter Peaks tbereinstimmt. Die Fragmente im Teilfenster Protein werden rot dargestellt,
die Fragmente, die exakt mit dem Teilfenster Reconstructed Peak List (ibereinstimmen, werden in
Fettschrift dargestellt. Die Fragmente, die mit roter, regularer Schrift dargestellt werden, sind Fragmente,
die mit den Fragmenten im Teilfenster Reconstructed Peak List (ibereinstimmen wiirden, wenn ihnen
der Ladezustand zugewiesen worden ware, der im Teilfenster Reconstructed Peak List in der Spalte
Match in Klammern angegeben war. Die Fragmente, die mit schwarzer Schrift dargestellt werden, sind
Fragmente, die nicht mit dem Teilfenster Reconstructed Peak List iibereinstimmen.
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Abbildung 6-30 Theoretische Informationen zum Proteinteilfenster, verbunden mit
der Liste rekonstruierter Peaks

-
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Protein wiederherstellen

Verwenden Sie diese Option, um die durchschnittliche Masse (Molekulargewicht) eines intakten Proteins zu
erhalten.

1. Klicken Sie auf das Symbol Open Sample in der Haupt-Symbolleiste.

Das Dialogfeld Select Sample wird geéffnet.

2. Wenn der Ordner Sample Data nicht bereits ausgewahlt ist, klicken Sie auf Browse und navigieren
zum Ordner Sample Data.
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3. Wahlen Sie die Datei RP_Intact.wiff und klicken Sie dann auf OK.

Abbildung 6-31 TIC from RP_Intact.wiff File

[TIC from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sample001, + TOF MS (500 - 2500)] =0 iR =53
File Edit Show Graph Precess BieToolKit Window Help - 8 X
BREbLs -9 ho-laeasm - GaAEEEe =
TIC from RP_Intactwiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) +

% 93 &
1.0e7 4
8.0e6

=
£ 6.0e6 14.70
= 1381 1427, 1540

4,066 | 1205 A
1249 15.25
E.M 4 ”'s.D ”,95|
ooePl AN
1 2 3 4 5 & 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Time, min

4. Erstellen Sie ein durchschnittliches Spektrum anhand des Peakbereichs bei 5,93 min. Siehe Abbildung 6-32.
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Abbildung 6-32 Durchschnittliches Spektrum

[Spectrum from RP_Intact.wiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) . o= ==
File Edit Show Graph Process BioToolKit Window Help - 8 X
F @ e B =y
QiEdLs-vheoe-le=~ 0 - IQAEEEs =
TIC from RP_Intactwiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) +
1.0e7 &
._E 5.0e6
54 56 58 60 62 64 66 B8 TO 72 T4 T& T8
Time, min
A - % T ke DAEEE 4
Spectrum from RP_Intact wiff (sample 1) - Sample001, +TOF MS (500 - 2500) from 5.910 to 5.536 min +
808.2421 947 7247 -
7000 | 738.0050_ 893.1612 &
] 7379188 ™
5000 ['342.7305
2 5000 4
a 2000 1060.43382
=] 1211.927
= 3000 14135787 1541.9%39
2000 4 1541.7204
a
1000 1695.8305
L L .
600 200 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
Mass/Charge. Da

5. Bei aktiven Spektrumteilfenstern klicken Sie auf Bio Tool Kit > Reconstruct Protein.

Das Dialogfeld Reconstruction Options offnet sich.

Abbildung 6-33 Reconstruction Options

o

Reconstruction Options
Output mass range
i Use limited input m.;

()i {se imited input m.z range Startmass: 15000 Da

Stop mass: 13000 Da

Step mass: 1.00 Da

Parameters

Input spectrum isctope resolution:  Moderste (10000) Charge agent: H+ -
ok | | cancsl
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6. Geben Sie die entsprechenden Werte fiir die folgenden Optionen ein:

e Start mass: 15000 Da
e Stop mass: 18000 Da
e Step mass: 1,0 Da

7. Wahlen Sie die entsprechende Input spectrum isotope resolution: Moderat (10000).

Hinweis: Bei Daten, die mithilfe eines Quadrupol-Systems erfasst wurden, wird der Parameter Peak-Breite
angezeigt, anstatt des Parameters Eingabespektrum-Isotopauflosung.

8. Wahlen Sie das entsprechende Charge agent: H+.
9. Klicken Sie auf OK.

Die Software generiert ein Spektrum des wiederhergestellten Proteins in einem separaten Teilfenster mit
dem Titel: Reconstruction, Input spectrum isotope resolution [user selection].

Abbildung 6-34 Teilfenster Wiederherstellung
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Hinweis: Bei Daten, die mit einem Quadrupol-System erfasst wurden, hat das Teilfenster den Titel:
Reconstruction, Peak width [value].

10. Wahlen Sie den wiederhergestellten Protein-Peak.

Vertikale manuelle Wiederherstellungmarkierungen werden zum Spektrum hinzugefiigt, das fiir die
Generierung des wiederhergestellten Proteins gewahlt wurde.

Abbildung 6-35 Spektrum mit manuellen Wiederherstellungsmarkierungen
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Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurden die folgenden Aufgaben besprochen:
¢ Manuelle Sequenzierung von MS/MS-Spektraldaten einer verdauten Proteinprobe.

e Verkniipfung eines manuell sequenzierten Spektrums mit Peptidfragmenten.
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¢ Hinzufiigen von Markern (Hervorhebungen durch manuelle Rekonstruktion), die die theoretischen m/
z-Verhaltnispositionen einer gegebenen Masse zu einem Spektrum angeben.

¢ Entfernen von Markern aus einem Spektrum.

¢ Informationen zu theoretischen Peptid-Sequenzen sammeln, die aus einer benutzerdefinierten enzymatischen
Spaltung eines spezifizierten Proteins resultieren.

¢ Verwendung der LCMS-Peptid-Rekonstruktion zur Identifizierung von Spektralpeaks und Durchfiihrung
einer Dekonvolution der identifizierten Spektral-Peaks.

¢ Verkniipfung von theoretischen Informationen in einem Proteinteilfenster mit einer Liste rekonstruierter
Peaks.

e Berechnung der durchschnittlichen Masse (Molekulargewicht) eines intakten Proteins.
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