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Uberblick tiber gPCRsoft

1  Uberblick iiber gqPCRsoft

Beschriebene Software-Version

Unterstiitzte Geréate

Hinweise zur Anleitung

Die Software qPCRsoft dient der Steuerung von Real-Time PCR-Thermocyclern und der
Erstellung und Auswertung von gPCR-Experimenten.

Die vorliegende Anleitung orientiert sich an der Version qPCRsoft 5.0.

Die Software qPCRsoft unterstiitzt die Gerdtesteuerung und Datenauswertung der Gera-
te der gTOWER iris Serie.

Mit einem PC kdnnen bis zu 4 Gerate gleichzeitig mit qPCRsoft gesteuert werden. Fir je-
des Gerat wird dabei eine eigene Programminstanz von qPCRsoft verwendet.

Diese Anleitung enthdlt Abbildungen mit Probenlayouts von Thermobldcken mit 96
Wells. Bei Thermoblécken mit 384 Wells werden die Layouts entsprechend erweitert.
Alle anderen Funktionalitdten der Software sind gleich.

Folgende typografischen Kennzeichnungen werden verwendet:

®  Softwarebegriffe sind fett ausgezeichnet.

= Menipunkte werden mit einem senkrechten Strich ,|” aneinandergereiht, z.B. Da-
tei | Beenden.

= |m Projektfenster sind die Funktionen auf Tabs (Reitern), die weitere Untertabs ent-
halten kénnen, aufgeteilt. In diesem Fall sind Tabs und Untertabs ebenfalls mit ei-
nem senkrechten Strich aneinandergereiht, z. B. Projektfenster Einstellungen | All-
gemein.

®  Arbeitsschritte fiir die Bedienung der Software sind mit einem Dreieck ,»" gekenn-
zeichnet.

1.1  gPCRsoft installieren

Systemanforderungen fiir die
Installation

Installationsvorgang

Fir die Installation des Programms werden Administratorrechte auf dem Betriebssystem
benétigt.

Sie kdnnen bis zu 4 gPCR-Thermocycler von einem PC aus steuern. Fiir jedes Gerdt muss
eine Programminstanz von gPCRsoft installiert werden. Beim Starten einer Program-
minstanz werden alle am PC oder (iber Ethernet angeschlossenen und eingeschalteten
gqPCR-Thermocycler automatisch gescannt. Es kann dann ein Thermocycler ausgewahlt
und mit der Programminstanz gesteuert werden. Bei der Nutzung von mehr als 2 Gera-
ten mit einem PC wird der Anschluss Uber die Ethernet-Schnittstelle empfohlen.

Fir die Verwendung von qPCRsoft zur Ansteuerung des Real-Time PCR-Gerates muss Ihr
PC die folgenden Mindestanforderungen erfiillen:

Betriebssystem Windows 10

Prozessor Dual Core mit mindestens 4 Threads und 1,2
GHz

RAM 4GB

Freier Platz auf der Festplatte Min. 300 MB

Schnittstellen Min. USB 2.0 oder Ethernet

gqPCRsoft wird auf CD oder USB-Stick geliefert.

» Die Datei"setup.exe"in der Installation starten und den weitere Aufforderungen der
Installationsroutine folgen.
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gPCRsoft

Administrator einrichten

Farbmodule konfigurieren

qPCRsoft.ini-Datei editieren

» Sprachversion fir die Installation aktivieren.

v' Mit dieser Sprache wird die Installation fortgefiihrt. Die Software startet mit die-
ser Sprache voreingestellt, die Einstellung spater kann im Programm gedndert
werden.

» Beider ersten Installation einer Programminstanz den Installationspfad wahlen. Alle
weiteren Instanzen werden in diesem Pfad gespeichert.

» Den Namen der Programminstanz eingeben.

v Diesen Namen erhélt der Unterordner der Instanz im Installationspfad. AuRerdem
wird das Start-lcon auf dem Desktop, falls angelegt, mit diesem Namen bezeich-
net.

» Alle weiteren Installationsanfragen entsprechend abarbeiten.

v' Die Programminstanz ist installiert. Auf dem Desktop wird das Start-Icon von qP-
CRsoft angezeigt.

Hinweis
Die Programminstanz ist nur dann ordnungsgemal installiert, wenn sie einmal unter

Administratorrechten gestartet wurde. Bei diesem ersten Start muss ein Passwort flr
den Programm-Administrator eingegeben werden.

Fir jede Programminstanz muss nach der Programminstallation ein Administrator-Pass-
wort vergeben und damit ein Administrator festgelegt werden. Wenn Sie die Benutzer-
verwaltung nicht verwenden méchten, kdnnen Sie die Benutzerverwaltung nach Anmel-
dung als Administrator deaktivieren.

» Programminstanz von qPCRsoft iiber das Start-Icon auf dem Desktop starten.

» Im Fenster Gerateauswahl ein angeschlossenes und eingeschaltetes Gerét oder ein
virtuelles Gerat wahlen und auf Auswahlen klicken.

» Im Fenster Logging das Administrator-Passwort festlegen.

» Unter dem MenUpunkt Extras | Optionen auf dem Tab Benutzerverwaltung die Be-
nutzerkonten einrichten oder die Benutzerverwaltung deaktivieren.

Nach dem ersten Programmstart missen die im Gerat installierten Farbmodule ange-
meldet werden.

» Menipunkt Extras | Farbmodule bearbeiten wéhlen und die im Gerat vorhandenen
Farbmodule konfigurieren.

Fur gPCR-Thermocycler, die iiber TPC/Ethernet verbunden sind, muss in der Datei qP-
CRsoft.ini der Programminstanz die Netzwerkadresse eingetragen werden.

» Die Datei qPCRsoft.ini in der betreffend Programminstanz im Installationsordner su-
chen und mit einem Texteditor &ffnen.

» Im Bereich [KnownDevices] das TCP eintragen. Jedes Gerat muss eindeutig mit
"KnownDevice" und einer Nummer bezeichnet werden (siehe Screenshot). Die Num-
merierung beginnt mit 0. Die Nummern miissen eindeutig, jedoch nicht in aufeinan-
derfolgend vergeben werden.

» Im Bereich [BackUp-KnownDevices] dient als Back-Up-Bereich. Hier kénnen bspw.
Gerédte eingetragen werden, die sich aktuell nicht im Netzwerk befinden, deren
Adressen jedoch erhalten bleiben sollen.
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1.2

Startfenster mit angeschlosse-
nen Geréten

£ gPCRsoft.ini - Editor

Datei Bearbeiten Format Ansicht

HSyStem]
Mode=multi
Connection=TCP

[Device]
ID=31875-8681
IP=1localhost

[KnownDevices]

KnownDeviceB=tcp://192.
KnownDevicel=tcp://192.
KnownDevice2=tcp://192.

168.1.
168.1.
168.1.

[BackUp-KnownDevices]

KnownDeviceB=tcp://172.16.55.
KnownDevicel=tcp://172.16.55.
KnownDevicel=tcp://172.16.55.

Sehen Sie dazu auch

Hilfe

28#18881
24418681
21#18881

20e#18681
281#18881
282#18881

Allgemeine Einstellungen im Fenster Optionen [ 110]

Farbmodule konfigurieren [+ 112]

qPCRsoft starten und beenden

Nach dem Start einer Instanz von qPCRsoft erscheint das Fenster Gerateauswahl mit

der Auswahl der angeschlossenen Gerdate.

‘ Bitte wahlen Sie ein Gerat aus, das Sie fir die aktuelle Sitzung verwenden machten:

1 3110D-3522253 [gTOWER iris 96 UV]

L—

ll] Physische Gerdte
Physische Gerate mit Metzwerk- oder USB-Anschluss

O§311na-3423151
3 @ &qunknown
g’ @ &qunknuu\m

O ﬁ 31100-3522253

unknown

unknown

Gerateidentifikation Typ Locator
® Virtuelles Gerat ~
Diese Geréte werden intern simuliert
2 O B Virtual iris device of type 384 Mock-iris384 [mock://Virtual iris device of type 384#iris384]
S O B Virtual iris device of type 96 Mock-iris9s [mock://Virtual iris device of type 96#iris96]

qTOWER iris 96 UV

qTOWER iris 96 UV

[tep://192.168.1.20#10001]
[tep://192.168.1.21#10001]
[tep://192.168.1.24£10001]

[usb://\\?\usb#vid_0dcf&pid_0001#4#{325ddf9...
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gqPCRsoft starten

qPCRsoft beenden

10

Nr.  Beschreibung

1 Dieses Gerét ist aktuell mit der Programminstanz verbunden.

2 Auswahl der Geratesimulationen

Wenn Sie aus diesem Bereich ein Gerat auswahlen, wird die Programminstanz nicht mit
einem Gerat verbunden. Die Software ist im vollen Umfang nutzbar, es kann jedoch kei-
ne Messung ausgeftihrt/simuliert werden. Nutzen Sie diese Funktion, wenn Sie Aus-
wertungen an qPCR-Projekten vornehmen oder qPCR-Vorlagen erstellen méchten. Ach-
ten Sie dabei darauf, den passenden Geratetyp auszuwahlen.

3 Auswahl der physischen Gerate

In diesem Bereich sind alle Geréte aufgefiihrt, die aktuell direkt mit dem PC tiber die
USB-Schnittstelle verbunden oder in der Datei gPCRsoft.ini als im Netzwerk verfiigbar
eingetragen sind.

@ ﬁ 3110B-3423181

Das Gerat ist eingeschaltet und kann mit der Programminstanz verbunden werden. Ne-
ben dem Symbol wird die Seriennummer des Gerétes zur |dentifikation aufgefihrt.

@ ﬁg unknown

Das Gerat ist in der Datei gPCRsoft.ini gelistet, aber kann nicht gefunden werden, weil
es zum Beispiel nicht eingeschaltet ist. Neben dem Symbol steht "unknown".

@ ﬁ 31100-3522253
(farbiges Steckersymbol)

Dieses Gerat wurde fiir Verbindung mit der Programminstanz ausgewahlt.

Maximal kdnnen 4 Gerédte mit eigenen Programminstanzen von einem PC gesteuert
werden. Bei Verwendung von mehr als 2 Gerdten wird der Anschluss tber die Ethernet-
Schnittstelle empfohlen.

» Den gqPCR-Thermocycler einschalten.
» Die Instanz von gPCRsoft mit dem Start-Icon auf dem Desktop starten.

» Im Fenster Gerdteauswahl das Gerat auswahlen. Wahlbare Gerate werden mit ihrer
Seriennummer angezeigt.

» Auf Auswahlen klicken.
v' Die Programmoberflache von gPCRsoft wird angezeigt.

Wenn die Benutzerverwaltung installiert ist, erfolgt eine Abfrage von Benutzernamen
und Passwort. Erst bei erfolgreicher Eingabe wird die Programmoberflache freigegeben.

» Zum Beenden den Meniipunkt Datei | Beenden wahlen.

v" Wenn zu diesem Zeitpunkt noch nicht gespeicherte Projekte gedffnet, erscheint
eine Riickfrage zum Speichern der Anderungen in den Projekten.

» Projekte mit dem Menipunkt Datei | Projekt speichern speichern.
» Noch einmal MenUpunkt Datei | Beenden wéahlen.
v gPCRsoft wird beendet.
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1.3  Programmaufbau von qPCRsoft

Bedienoberflache Nach dem Start von gPCRsoft 6ffnet sich die Bedienoberflache.
@) Ostei Bearbeiten Ansicht Proben Extras Fenster Hilfe -ax
e 6 B @@\@ﬁ“ﬁ“ﬂ“‘a\wb el
Fenster 0 File2_96_qTOWERS. AbsQuant_Multiplex2Gene 3 Enstellungen 4 Monitoring o Auswertung B Dokumentation 4 b
(] Allgemein 3 B (] Algemen [  Themogyder (9 Sen [ Proben q4n
2:;5‘”: N Layout bearbsiten _Gruppen anlegen é/
Tag: 04.09.2020 15:28:52
z:i 04.09.2020 15:26:52 o el R Al e A e e Probentyp: Leer
et s1070-0153 ][] (]
@ 5 OO0 00 Probenname: =
scan a =
" 3 Sybraree o s 1(s] 00 Fabstoff  Gen Konz,
X J0E . o (O|® g Sybrereen
: RoX P e [0) Torget: 108
& s pa r OO0
s O®
Bereich: Von Spalte: 1 Bis Spalte: 12 @ | U] Q Enheit: g @
{i§ Proben El
g s 4 s s s s wun el B Probenname Probentyp Bemerkung Gruppername Algen Standardkonzentration ~
Fs L Group 1
200000000000 ; = o
t 960000000000 - foer count
- 6660600000000 s et o1
° 0%%383000@%8 s Leer Goun L
E 000 Fio  [llsampe 11 [ unbekannt Group 1 cor
- 0000OOOOE D00 e b
c 00000000000 2 [lsampe 1t [l urbetamt Group 1 ot
0000000000 1 Sample 14 [ unbekannt Group 1 cor
®O00000 G2 Sample 14 [ unbelannt Group L cor
c3 Sample 14 [ unbelannt Group L cor
G+ | sample 12 [ unbekannt Group 1 cor
G5 | sample 12 [ unbekannt Group 1 cor
s | sample 12 [ unbekannt Group 1 cor
67 Leer Group 1
cs Leer Group 1
69 Leer Group 1
610 Sample 15 [ Uribekannt Group cor
611 Sample 15 [ Unbekannt Group cor
612 Sample 15 [ Unbekannt Group ] o -
=
© sybrGreen O 1OE
Keine Verbindung mit "Mock-96" Administrator
Nr. Element Beschreibung

1 Mendtileiste

Uber die Meniipunkte sind die meisten Programmfunktionen zu-
ganglich.

2 Werkzeugleiste

Die Icons der Werkzeugleiste sind den wichtigsten Programm-
funktionen zugeordnet. Sie andern sich je nach Kontext. Wenn
Sie mit der Maus Uber ein Icon fahren, erhalten Sie einen Tooltip
zur Funktion des Icons.

3 Projektexplorer

Der Projektexplorer ist ein wichtiges Hilfsmittel in gPCRsoft. Hier
finden Sie die wichtigsten Informationen zum aktiven Projekt.

4 Projektoberflache Auf der Projektoberflache werden die Projekte bearbeitet. Hier

nehmen Sie alle Einstellungen fiir den Start und die Durchfiih-
rung des qPCR-Experiments, sowie dessen Auswertung vor.

Meniileiste Die Meniileiste beinhaltet folgende Funktionen:
Menii Beschreibung
Datei Projekte und Vorlagen verwalten

Drucken
Multigen-/Multiplattenanalyse starten

Daten in ein LIMS exportieren

Bearbeiten

Texte kopieren, einfligen und ausschneiden

Anderungen riickgidngig machen und wiederherstellen

Ansicht

Projektexplorer ein- und ausblenden

Extras

Geratefunktionen

Optionen fiir programmweite Einstellungen

11
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Menii Beschreibung
Fenster Projektfenster auf der Projektoberfldche anordnen
Hilfe Hilfe zu qPCRsoft

Informationen (iber die installierte Software

Aktivierung des optionalen Programmmoduls ,21 CFR Part 11"

Bei Anwahl einer Auswertung eines qPCR-Experiments erscheinen entsprechende
Menis. Diese Menis und die dazugehdrigen Icons sind in dieser Anleitung bei den je-
weiligen Auswertungen erldutert.

Projektexplorer Der Projektexplorer unterstiitzt Sie bei der Arbeit in den Projekten. In den 3 Bereichen
finden Sie wichtige Informationen zum aktiven Projekt.

Fenster 0 - File2_96_qTOWER3_AbsQuant_Multiplexeene

(] Allgemein e
Titel:
ot oo 2
P scan El
1 o SybrGree P1
Bereich: Von Spalte: 1 Bis Spalte: 12
i Proven El
®::3¢56785wun
~ 00000
5 ?ee o
o 00
- 906000000 4
< 0000000OODDD
" 000000000000
®000000
Nr.  Bereich Beschreibung
1 Auswabhlliste Pro- Auswahl eines in gPCRsoft ge6ffneten Projekts
jekte Mit der Auswahl aktivieren Sie das Projekt und holen es zur Be-
arbeitung in den Vordergrund.
2 Allgemein Informationen zum Titel, Operator, Start- und Endzeitpunkt des
gqPCR-Laufs und des verwendeten Gerates
3 Scan Ubersicht, welche Farben und welcher Layoutbereich gescannt
wurde
4 Proben Kurzinformation zum Probenlayout

Aktivierung/Deaktivierung der Anzeige der Proben wahrend des
gPCR-Laufs

Aktivierung/Deaktivierung der Proben wahrend der Auswertung
des Experiments

Anzeige von detaillierten Informationen zu einer Probe wéhrend
der Bearbeitung des Plattenlayouts

1.3.1 Projektexplorer Proben

Der Bereich Proben im Projektexplorer hilft bei der Orientierung im Probenlayout. Er
zeigt eine schematische Darstellung des Probenlayouts, erlaubt Fluoreszenzkurven wah-

rend des qPCR-Laufs aus- und einzublenden und AusreiRerwerte in der Auswertung zu
deaktivieren.

Das Layout erstellen Sie im Projektfenster Einstellungen | Proben.

12
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Im Bereich Proben im Projektexplorer sind die Wells entsprechend den dort definierten
Probentypen geféarbt. Die programmuweit geltenden Farbmarkierungen fiir die Probenty-
pen und die Fluoreszenzkurven (farbige Ringe um die Probentypensymbol) wahlen Sie
unter dem Meniipunkt Extras | Optionen | Farben.

ui Proben

=

1®L234567891011.L2

>~ +000000000000©

®©O
F 000@@@@%&00
< 0000000060000
000000000000
®e00000

3

Nr.  Bereich Beschreibung

1 Spalten-/ Mit Klick auf die Bezeichnungen der Spalten oder Zeilen aktivie-
Zeilenbezeichnun-  ren/deaktivieren Sie die gesamte Zeile fiir die Anzeige oder Aus-
gen wertung.

2 Probenlayout Belegung des Thermoblocks mit Proben

3 Icons Probentypen  Mit Klick auf die Icons kénnen Sie alle Wells eines ausgewahlten
Probentyps aktivieren/deaktivieren.

Anzeige der Probentypen im Die Probentypen sind im Layout
Layout
Probentyp Symbol

Leer

mit Buchstaben symbolisiert.

Beschreibung

Leere Position im Layout (Empty)

c

Unbekannt

Probe unbekannter Konzentration oder Verdiinnung

Standard

wn

Probe bekannter Konzentration oder Verdiinnung

NTC (No tem-
plate control)

=

Vollstdndiger Reaktionsansatz ohne Matrizenstrang

Kalibrator K (en: C)

Das Zielgen-Expressionslevel dieser Probe wird als 1 ge-
setzt

Positivkontrolle +

Positiver Kontrollansatz, bei dem ein Reaktionsprodukt zu
erwarten ist

Negativkontrol- -
le

Negativer Kontrollansatz, bei dem kein Reaktionsprodukt zu
erwarten ist

Probeneigenschaften eines Wenn Sie mit dem Mauszeiger i
Wells anzeigen gen | Proben fahren, werden die

ber das Probenlayout des Projektfenster Einstellun-
Probeneigenschaften des Wells, iiber dem der Maus-

zeiger steht, im Bereich Proben angezeigt.

ul Proben

=]

Position: D8

Gruppe: 1

Name: Sample 8
Typ: Unbekannt

Genl: GOI
Farbstoff1: SybrGreen
Gen2: RefGen
Farbstoff2: JOE

Proben fiir Anzeige und Aus- Im Projektfenster Monitoring kénnen Sie wahrend des gPCR-Laufs die Fluoreszenzkur-
wertung aktivieren/deaktivie-  ven einzelner Wells ein- und ausblenden, indem Sie die Anzeige im Bereich Proben akti-

ren vieren oder deaktivieren.

13
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1.3.2

14

Projektfenster

Durch Aktivieren/Deaktivieren einzelner Wells im Bereich Proben kdnnen Sie die Ergeb-
nisse der ausgewahlten Proben in die Auswertung im Projektfenster einbeziehen oder
ausschlieBen. Die Werte werden dabei nicht aus dem Projekt geléscht und kénnen durch
Aktivieren wieder in die Berechnungen einbezogen werden.

Aktive und damit in der Auswertung beriicksichtigte Wells sind mit einem weif3en Pro-
bentypsymbol gekennzeichnet. In deaktivierten Wells werden die Symbole grau darge-
stellt und die Fluoreszenzkurven werden ausgeblendet. Leere Wells sind mit einem "E"
gekennzeichnet, in ihnen erfolgt keine Fluoreszenzmessung.

» Das Umschalten erfolgt mit der Maus. Bei jedem Klick auf ein Well wechselt die Akti-
vierung.

» Zum Umschalten nebeneinander liegender Wells mit gedriickter Maustaste tber die
Wells fahren.

» Ganze Zeilen und Spalten durch Klick auf den Buchstaben bzw. Zahl der Zeile A ... H
bzw. Spalte 1 ... 12 invertieren.

» Die Aktivierungen des gesamten Layout durch Klick auf das Icon @ invertieren. Lee-
re Wells werden bei dieser Auswahl nicht beriicksichtigt.

» Zur Aktivierung des gesamten Layouts, auBer der leeren Wells, auf das Icon ® unter
der Grafik klicken.

» Zur Aktivierung der Wells eine ausgewahlten Probentyps auf das entsprechende Icon
unter dem Layout klicken. Mehrere Probentypen mit gedriickter Strg-Taste und
Mausklick aktivieren.

Die Projektoberflache ist nach dem Start des Programms zundchst leer. Erst wenn ein
neues Projekt angelegt oder ein gespeichertes Projekt bzw. eine Vorlage geladen wird,
6ffnet sich ein Projektfenster.

Ein Projekt fur ein Experiment umfasst die Einstellungen und Durchfiihrung des gPCR-
Laufs, die Definition des Probenlayouts und die Auswertung. Alle ndtigen Einstellungen
und die ermittelten Fluoreszenzdaten werden zusammen gespeichert und im Projekt-
fenster bearbeitet und verwaltet.

Datei Bearbeiten Ansicht Proben Extras Fenster Hiffe [
AR -BE S ABBEH | iy
] 2%
Fenster 0 - File2_96_qTOWER3_AbsQuant_Multiplex2Gene -
€] Agemen o |B_mestelungen < wentorng  ai  muenernng 3 4b
Titel - St
J— €] Aigemein  HH  Thermocyder ¥ Sen (i Proben 4 4 b
Tag: 04.09.2020 15:28:52 Layout bearbeiten  Gruppen anlegen d
Zeit: 04.09.2020 15:28:52
Gerit 3107D-0153 10218 048 e Leer
P sean a| »elele®
1 o] SybrGree P1 B ee (S) e Frobenname: J/
o= 20 P2 < 98009 e
: oo > 0000
¥ E U Target: Ee=
F 000 |
Bereich: Von Spalte: 1 Bis Spalte: 12 : O Q00
[ Proben ] o Mmimiml [ echer: ng &
@®: 234567835 w0un 5
A 3 g [} ggg o 00%%@ Wel 8 Probenname  Probentyp "BEmerkung Gruppennam  [Gen Standardkon: A
B o 000 o a1 Wlsws W stzncard Group 1 Go1 25000
-0600060606000000 a2 [lses  Wlstendar Group 1 Go1 25000
XuluTulululululululGIo16] s [l [ stendard Group 1 Go1 25000
c@OO000000006 e stds [ standard Growp 1 Gor 50000
0000000 a5 [lsus [ standard Group 1 cot 50000
Q00000000 a5 [Wlsus [ standard Growp 1 Gor 50000
Q00000000000 a7 Sampie 1 [ Unbekannt Group 1 Got
a8 Sample 1|1 Unbekannt Group 1 ot
®@000000 4z [lsamoe 1[I Unbekannt Group 1 ot
a10 Leer Group 1
a1t Leer Group 1
a2 Leer Gowp1 v v
© sybrGreen O 1
Keine Verbindung mit "Mock-05" Administrator
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Nr.  Element
1 Projektoberflache
Auf der Projektoberflache kénnen mehrere Projektfenster gleichzeitig geéffnet werden.
2 Projektfenster
Tab-Leiste mit Hauptthemen
4 Tab-Leiste mit Unterthemen
Die Leiste erscheint bei Auswahl eines Hauptthemas und gliedert die weiteren Einga-
ben und Auswertungen.
5 Eingabe- und Anzeigebereich
Hauptthemen Das Projektfenster enthalt 4 Tabs mit den Haupthemen des Projekts.

Projektfenster maximieren

Tab

Einstellungen

Beschreibung

Einstellungen fiir den qPCR-Lauf und fir das Probenlayout

Monitoring Start und Uberwachung des gPCR-Laufs
Bestimmung von Ct-Werten und Schmelztemperaturen T,
Auswertung Auswertealgorithmen zur Analyse gewonnener Daten

Dokumentation Eingabemaske zur MIQE-konformen Dokumentation von qPCR-Expe-

rimenten

Der gewéhlte Tab ist jeweils dunkelblau unterstrichen. Nach Anwahl eines Tabs kann ei-
ne zweite oder dritte Reihe Tabs fiir die Eingaben der Parameter erscheinen. Auch hier
wird der gewéhlte Tab dunkelblau unterstrichen. Wenn nicht alle Tabs einer Reihe sicht-

bar sind, kénnen Sie mit den Pfeiltasten 4% am rechten Rand der jeweiligen Leiste durch
die Leiste scrollen. Tabellen und Grafiken, die im Fenster nicht vollstandig angezeigt
werden haben Scrollbalken zur Navigation.

Wenn Sie nicht in mehreren Projekten gleichzeitig arbeiten, um z. B. Auswerteparame-
ter zu importieren und exportieren, kdnnen Sie die Projektfenster, mit Klick auf das Qua-
drat rechts in der Titelleiste des Fensters, maximieren. So haben Sie eine tibersichtliche
Ansicht zur Verfiigung. Um ein bestimmtes Projekt auf der Projektflache zu aktivieren,
wahlen Sie es in der Liste des Projektexplorers aus.

Datei Beabeiten Ansicht Proben Extras Fenster Hife [2) -0 X
G
AR BER-BDa S ABEE ol
Fenster 0 - Filed_96_qTOWERS_AbsQuant_Hultiplex26ene ~ I 1 FEinstellungen  ~{ Monitoring 2] Auswertung B Dokumentation 4 b
(] Allgemein B (] Algemen FH  Themocyder (P S []  Proben 4
Tk Layout bearbeiten__Gruppen arlegen
Operators e
T 04.09.2020 15:28:52
- 04.05.2020 152852 é é_’ :3 é 59 é ';| &‘ 6‘ =i ‘ “‘ probente tesr
A
Gerat: 31070-0153
o ] . 601006005000
n
P SybrGree P1 < 9/000000/00000 Forbstoff  Gen Konz.
b 108 P2 » 000000000 =D
B ROX P3 £ 000000 Target: =
: o " - 000 | | 000
- 00 U|0OT 000
serech: Von Spalte: 1 Bis spalte: 12 " 000 | oov 000 Enbet s @
i Proben a
a1 [Wlsws [ standard Group 1 cot 25000
: ggggggggg%%% a2 [sws [ standard Group 1 Gt 25000
- 86 80 az [l [ standard Group 1 cot 25000
66009 00000 a3 [l [ standard Group 1 cot 50000
* 000000000600 a5 [llsws [ standard Group 1 cot 50000
0000000000606 as  [llsts [ standard Group 1 cor 50000
0000006000 a7 Sample 1 [ unbekannt Group cor
< 000000000000 a5 [ sample 1 [ Unbekannt Group cor
“ 000000000000 a9 [Wllsemole 1 [ unbekannt Group co1
00000 A10 Leer Group 1
a11 Leer Group 1
a12 Leer Group 1
p1 sz [ stendard Group 1 cot 2500
B2 [ sw3 !Siﬁndard Group 1 e 2500 .
© sybrGreen O J0E
Keine Verbindung mit "Mock-96" Administrator
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Aufteilung Grafik- und Tabel-  Auf dem Tab Einstellungen | Proben und auf den Tabs Auswertung kénnen Sie den
lenbereiche Grafik- und den Tabellenbereich vergréRern oder verkleinern, um eine bessere Ansicht

1.3.3

1.3.4

16

des Bereichs zu erhalten.

» Den Mauscursor zwischen die beiden Bereiche fiihren, bis sich der Mauszeiger in
einen Doppelpfeil wandelt.

» Mit gedriickter Maustaste die Bereichsgrenze horizontal verschieben.

Hilfe

Hilfe zur Bedienung von gPCRsoft erhalten Sie (iber den Men(befehl Hilfe | Inhalt.

Das Programm blendet Kurzinformationen zu den Icons in der Werkzeugleiste ein, wenn
Sie den Mauszeiger (iber ein Icon bewegen.

Informationen zur Software

Informationen zur Software, z. B die installierte Version, finden Sie unter dem Men(-
punkt Hilfe | Info.



gPCRsoft Projekte und Vorlagen in gPCRsoft

2  Projekte und Vorlagen in gPCRsoft

Die Software qPCRsoft speichert alle Experimente in Projektdateien. Ein Projekt enthalt

verschiedene Informationen, die zur Durchfiihrung eines gPCR-Experiments notwendig

sind:

®  Beschreibung des Experiments

®  Temperatur-Zeit-Programm (PCR-Protokoll) des Thermocyclers

®  Scaneinstellungen des optischen Systems

= Probenbelegung des Thermoblocks mit detaillierten Informationen zu jeder Probe
(Probenlayout)

= Messergebnisse und entsprechende Auswertungen nach der Durchfiihrung eines Ex-
periments

Alle fir die Durchfiihrung eines Experiments notwendigen Grundinformationen, die im
Projektfenster Einstellungen hinterlegt sind, wie die Beschreibung des Experiments, das
PCR-Protokoll, Scaneinstellungen des optischen Systems und die Plattenbelegung, las-
sen sich als Vorlage abspeichern und fiir standardisierte Wiederholungen der Experi-
mente nutzen.

2.1 Ubersicht iiber Dateitypen in gqPCRsoft

In gPCRsoft werden verschiedene Dateitypen erzeugt.

Vorlagen/Projekte 96er Erweiterung  Dateityp Beschreibung
Thermoblock * rtpx real-time project Projektdatei mit Einstellungen zum qPCR-Lauf, Aus-
file wertung und Messergebnissen
* rtsx real-time settings Dateiformat fiir Vorlagen mit Einstellungen zum qPCR-
file Lauf, ohne Messergebnisse
* . mgax real-time multi- Multigen- bzw. Multiplatten-Analyse
gen analysis file
Vorlagen/Projekte 384er Erweiterung  Dateityp Beschreibung
Thermoblock * rtpx384 real-time project Projektdatei mit Einstellungen zum PCR-Lauf, Auswer-
file tung und Messergebnissen
*.rtsx384 real-time settings Dateiformat fiir Vorlagen mit Einstellungen zum qPCR-
file Lauf, ohne Messergebnisse
* . mgax384 real-time multi- Multigen- bzw. Multiplatten-Analyse
gen analysis file
Weitere Dateien Erweiterung  Dateityp Beschreibung
* rta real-time analysis Exportierte/importierte Analysenparameter eines Pro-
file jektes
* rtprt print report tem- Druckvorlage

plate
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2.2  Projekte und Vorlagen verwalten

Projekt neu anlegen

Neues Projekt aus einer Vor-
lage anlegen

Projekt speichern

Projekte automatisch speichern
und exportieren

Projekt 6ffnen

Vorlage erzeugen

18

Fir ein neues Projekt 6ffnen Sie ein neues Projektfenster auf der Projektoberflache von
gPCRsoft.
» Aufdaslcon fT klicken oder den Menlpunkt Datei | Neu wahlen.

v' Ein neues Projektfenster erscheint. Sie kénnen die Einstellungen fiir einen qPCR-
Lauf vornehmen und danach starten oder die Einstellungen als Vorlage speichern.

Sie kdnnen ein Projekt mit einer Vorlage anlegen.

» Aufdaslcon @ klicken oder den Menipunkt Datei | Vorlage 6ffnen... wahlen.
» Die gesuchte Vorlage wihlen und auf Offnen klicken.

v' Ein neues Projektfenster mit den Voreinstellungen der Vorlage erscheint. Ergén-
zen Sie die fehlenden Eintrédge des Experiments, z. B. das Probenlayout, und star-
ten Sie den qPCR-Lauf.

Nach einem qPCR-Lauf kénnen Sie die Daten als Projekt speichern.
» Menipunkt Datei | Projekt speichern unter... wahlen.

» Im Fenster Speichern unter einen Namen fiir das Projekt eingeben und auf Spei-
chern klicken.

v" Das Projekt wird gespeichert.
Sie kdnnen in einem vorhandenen Projekt die Auswertungen editieren und weitere Aus-
wertungen anlegen. Die Anderungen kénnen Sie ebenfalls speichern.
» Aufdaslcon @ klicken oder den Meniipunkt Datei | Projekt speichern wahlen.

v Die Anderungen werden gespeichert.

In einem vorhandenen Projekt starten kdnnen Sie keinen weiteren qPCR-Lauf starten.
Speichern Sie in diesem Fall aus dem Projekt eine Vorlage und legen Sie mit der Vorlage
ein neues Projekt an.

Im Fenster Optionen | Allgemein kénnen Sie folgende Optionen fiir das automatische
Speichern von Projekten und den automatischen Datenexport definieren:

= Automatisches Speichern nach Ende des qPCR-Laufs in einen vorgegebenen Ordner
= Aufforderung zum Speichern des gPCR-Lauf vor oder nach dem Start

®m  Automatischer CSV-Export von Rohdaten, Amplifikationen und Schmelzkurven

®m  Automatischer CSV-Export der Ct-Werte

Sie kdnnen ein Projekt zur Ansicht 6ffnen, dessen Auswertungen editieren oder dessen
Einstellungen des gPCR-Laufs als Vorlage speichern.

» Aufdaslcon EX klicken oder den Men(punkt Datei | Projekt 6ffnen... wéhlen.

» Im Fenster Offnen die Datei wahlen und auf Offnen klicken.

v" Das Projektfenster Im Workspace erscheint mit den Daten des gewéhlten Pro-
jekts.

Die Einstellungen zum qPCR-Lauf und des Probenlayouts in einem Projektfenster kon-
nen Sie als Vorlage fiir weitere Analysen speichern.

» Menipunkt Datei | Vorlage speichern unter... wahlen.

» Im Fenster Speichern unter einen Namen fiir Vorlage eingeben und auf Speichern
klicken.
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Automatisch gespeicherte
Backupdatei 6ffnen

v Die Einstellungen fiir den qPCR-Lauf werden als Vorlage gespeichert.
Sie kénnen in einer vorhandenen Vorlage die Einstellungen editieren und die Anderun-
gen speichern.
» Aufdaslcon @ klicken oder den Men(punkt Datei | Vorlage speichern wahlen.

v’ Die Anderungen werden gespeichert.

Sie kdnnen zusatzlich das Speichern eines laufenden gPCR-Laufs in einer Backupdatei
,Last Run” definieren. Im Fall eines unvorhergesehenen Abbruchs des gPCR-Laufs, wer-
den in dieser Datei alle Messdaten bis zum Abbruch gespeichert. Eine Auswertung dieser
Daten ist deshalb noch méglich. Beim nachsten qPCR-Lauf wird die Backupdatei iber-
schrieben. Das Speichern der Backupdatei miissen Sie im Fenster Optionen | Allgemein
aktivieren.

» Den Menipunkt Datei | Autom. gespeichertes Projekt 6ffnen... wahlen.

v’ Die wiederhergestellten Daten werden in einem neuen Projektfenster angezeigt.
» Die Daten unter einem anderen Namen als Projekt speichern.

v" Die Messdaten bis zum Abbruch des qPCR-Laufs sind gesichert.

Sehen Sie dazu auch

Allgemeine Einstellungen im Fenster Optionen [ 110]

2.3 Vorlagen aus einem LIMS transferieren

LIMS-Transferdatei 6ffnen

gPCRsoft kann von einem anderen Programm, z.B. einem LIMS (Laboratory Information
Management System), konfiguriert werden. Das LIMS muss dazu eine Datei erzeugen,
die von gPCRsoft eingelesen wird. Die Struktur der Transferdatei kann bei Interesse von
Analytik Jena bereitgestellt werden. Mit Hilfe der Transferdatei erzeugt gPCRsoft eine
Vorlage, mit der sofort ein qPCR-Lauf gestartet werden kann.

Zur Ubertragung der Ergebnisse des qPCR-Laufs an das LIMS kénnen die unterschiedli-
chen Exportfunktionen von gPCRsoft genutzt werden, je nachdem, welche Daten vom
LIMS erwartet werden.

» Menipunkt Datei | Import LIMS... wéhlen.

» Die TRF-Datei im Fenster Offnen wihlen und auf Offnen klicken.

v’ Die aus der Transferdatei erzeugte Vorlage wird auf der Bedienoberflache geo6ff-
net. Sie kbnnen mit dieser Vorlage einen PCR-Run starten.

2.4  Auswerteparameter importieren und exportieren

In einer Vorlage kdnnen Sie nur die Einstellungen fir den gPCR-Lauf und das Probenlay-
out speichern. Das Speichern von Analyseneinstellungen ist nicht vorgesehen. Wenn Sie
die Analysen eines Projekts auf ein anderes Projekt anwenden méchten, missen Sie
einen Ex- und Import der analysen zwischen den Projekten ausfiihren.

» Das Projekt aktivieren, dessen Auswerteparameter in anderen Projekten genutzt
werden soll.

» Den Menipunkt Datei | Analysen exportieren... wahlen.

» Im Fenster Speichern unter einen Namen eingeben und auf Speichern klicken.
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v' Die Analysenparameter werden gespeichert.
» Das Projektfenster aktivieren, in welches die Analysenparameter importiert werden
sollen.
» Menipunkt Datei | Analysen importieren... wahlen.
» Im Fenster Offnen die Datei mit den Analysenparameter wéhlen und auf Offnen kli-
cken.
v' Die Analysen werden auf das Projekt im aktiven Fenster angewendet.

2.5  Projekt drucken

Der Projektreport kann ausgedruckt oder als PDF-Datei gespeichert werden. Im Fenster
Print Report wahlen Sie die Elemente fiir den Report und starten den Ausdruck.

4 ) analytikjena
X Report Ergebnis =LA, A—
p —

Amplification Experiment

chmelzkurve THsi:
Datsinams File1_%5_qTOWERI AtsOuant_SngeplexdGene ripx
Datsiptad: 101110354 5

=-{] Absolute Quantifizierung start 31082020 135152

Ena: 31082020 1351:52
prciaion g T
alkendiagramm Mitt. Ct Geratetyp: P
alkendiagramm Mittl. Konz. GerxtesenannUMMET: Vi iris device of type 98
iagramm Standardkurve Blocktyp: a7
Apatentabele Control: Block Coredl

kumentation Kommentare
bAMIcE Program.
Dackel vrhizan: Deckeliamp. °C: 100
2 Scivitl [Scan_|Tema.(C) |Zei(ms)  |Gowm [Loops |+ Tena(C) |+F Zeit(s) |Rama('Cis)

g 1 350 0300 0 0 0.0 [ 8.0
2 5.0 0005 o o 0.0 [ 8.0
B 58,0 0005 0 0 0.0 [ 6.0
4 = 720 0020 2 38 0.0 a 6.0

Schmelzkurve

[Ststiona 2} [Endtemp ('C) [Iikvement"C) [Eqilrieurg |Ramaicr) |
|san [ss0 |0 |1s |s |

Sean
o g3 Fs Hene Genurte Spalten 1 w12
- - [Pes. [Kana  [Exinkioninm} |Detesoninm) |Farbsiof [Gon [Memwg  [PmsRet]
analytikjena e

An EndresstHauser Company

3, e
N’

Nr. Element Beschreibung

1 Werkzeugleiste Funktionen im Fenster Print Report

2 Projektbaum Auswahl der Elemente fir den Ausdruck, geordnet nach den
Hauptfunktionen des Projektfensters

3 Logo-Auswahl Auswahl eines eigenen Firmen-Logos fir den Kopf des Aus-
drucks

StandardmaRig ist das AJ-Logo eingestellt.

4 Vorschau Druckvorschau der ausgewahlten Elemente

Werkzeugleiste des Fensters Wenn Sie mit dem Mauszeiger tber ein Icon fahren, wird Ihnen im Tooltip die Funktion
Report drucken angezeigt.

Icon Beschreibung
@ Report als PDF speichern
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Projekte und Vorlagen in gPCRsoft

Report eines Projekts drucken/
speichern

Logo fiir den Report wahlen

Druckvorlagen verwenden

Icon Beschreibung

@ Report drucken

ﬁ Druckvorlage 6ffnen
@ Druckvorlage speichern

P Report anzeigen Druckvorschau aktualisieren

» In der Werkzeugleiste von gPCRsoft auf das Icon @ klicken oder den Men(punkt
Datei | Drucken wahlen.

» Im Projektbaum die Elemente aktivieren, die im Report gedruckt oder gespeichert
werden sollen.

» Optional ein Logo wahlen.
» Auf das Icon ™ Report anzeigen klicken und den Reportinhalt priifen.

» Zum Druck auf das Icon @ klicken. Im Fenster Print die Druckereinstellungen pri-
fen und auf OK klicken.

» Zum Speichern als PDF auf das Icon @ klicken. Einen Dateinamen wahlen und auf
Speichern klicken.

v' Der Report wird gedruckt oder als PDF gespeichert.

Das Logo erscheint im Ausdruck und im PDF auf jeder Seite rechts oben. Sie kénnen das
voreingestellte AJ-Logo durch ein eigenes ersetzen. Zuldssig sind die Bildformate GIF,
JPEG, PNG, BMP, ICO, EMF, WMF, TIF.

» Auf Logo auswiahlen klicken und das Logo im Fenster Offnen wéhlen.
v" Das Logo wird auf den Reportseiten eingefiigt.

Mit Klick auf das Icon ™ Report anzeigen kénnen Sie die neuen Reportseiten in der Vor-
schau priifen. Um das AJ-Logo wieder herzustellen, klicken Sie auf den Button Logo zu-
riicksetzen.

Sie kénnen Druckvorlagen erzeugen und diese als Voreinstellungen flir einen Ausdruck
verwenden. So kdnnen Sie bspw. ein Logo im Ausdruck festlegen, ohne es bei jedem
Druckauftrag erneut wahlen zu missen.

» Im Fenster Report drucken alle Einstellungen im Projektbaum in den Punkten Allge-
mein, Monitoring und Dokumentation aktivieren, die immer im Report verwenden
werden.

» Bei Bedarf das Logo wahlen.

» Aufdaslcon @ klicken, im Fenstern Speichern unter einen Dateinamen wahlen
und die Druckvorlage speichern.
v' Die Druckvorlage wird als RTPRT-Datei gespeichert.

» Zur Verwendung einer Vorlage auf das Icon ﬁ klicken und die Vorlage im Fenster
Offnen wahlen.

v" Die Druckvorlage wird geladen und die voreingestellten Elemente im Projekt-
baum aktiviert. Sie kdnnen jetzt die Auswertungen fiir den Druck aktivieren und
weitere Einstellungen vornehmen.
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3.1
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Einstellungen fiir ein qPCR-Experiment

Zu Beginn eines gPCR-Experiments legen Sie entweder ein neues Projekt an oder 6ffnen
Sie eine Vorlage.

Alle notwendigen Funktionen zum Erstellen eines neuen Projekts sind im Projektfenster
unter dem Tab Einstellungen in einer weiteren Tab-Ebene zusammengefasst.

Tab Beschreibung

Allgemein Allgemeine Informationen und Bemerkungen zum gPCR-Experiment

Thermocycler Programmierung von PCR-Protokollen

Scan Festlegung der zu messenden Farben und Einstellung der Messpara-
meter

Proben Probentabelle mit detaillierten Informationen zu jeder Probe und

Gruppierungen von Experimenten im Layout

Sehen Sie dazu auch
Projekte und Vorlagen verwalten [ 18]
Projektfenster [ 14]

Allgemeine Informationen zum Projekt

Zu jedem Projekt kdnnen allgemeine Informationen gespeichert werden. Die Eintrage
nehmen Sie im Projektfenster Einstellungen Allgemein vor.

[E] Einstellungen 4 Manitaring vl Auswertung 4 I
ﬂ Allgemein ﬁ Thermacyder (nY Scan i’} Proben 1 F
Titel: [
Anwender:
Start: 31.08,2020 13:51:52
Ende: 31.08,2020 13:51:52
Uberpiifung:

Uberpriifung bei Start der Messung

E] [(berpriifung nach abgeschlossener Messung

Bemerkunagen:
Option Beschreibung
Titel Titel der Analyse
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Option Beschreibung

Anwender Benutzer

Bei Verwendung einer Benutzerverwaltung wird der Name des ange-
meldeten Nutzers automatisch eingetragen.

Start Start und Ende des gPCR-Laufes

Ende Diese Daten werden wahrend des qPCR-Laufs automatisch eingetra-
gen und kénnen nicht editiert werden.

Uberpiifung Prifung der optischen Fasern

Uberpriifung bei Start der Messung
Vor dem Start wird die Funktionalitat der Faser gepriift. Wenn eine
Faser defekt ist, wird das Experiment nicht gestartet.

Uberpriifung nach abgeschlossener Messung
Nach dem Ablauf des Experiments werden die Fasern geprift. Werte,
die mit defekten Fasern erzeugt wurden, werden nicht ausgewertet.

Bemerkungen Optionale Bemerkungen zum gPCR-Experiment

Fur die Texteingabe kénnen Sie die (iblichen Befehle zum Kopieren, Ausschneiden und
Einfligen von Texten verwenden. Diese Befehle sind im Menii Bearbeiten angeordnet.

3.2 gPCR-Programm

Projektfenster Thermocycler

Das PCR-Protokoll fiir ein gPCR-Experiment programmieren Sie im Projektfenster Ein-
stellungen | Thermocycler.

= Einstellungen o Monitoring il Auswertung B Dokumentation 4 b
——
£l Allgemein H Thermocycler (% Scan i ] Proben 4 b
——

100

g
‘;‘I |
3 |
- 50

1

M
0 T T T T T
o 1000 2000 3000 4000 5000
Zeit (s)
Tabelle { 4 Schritt: 1 von 5)
Deckeltmp =C: 100 3 Deckel vorheizen 2
Gerat: GTOWER® /G [ simulated Tube Contral
4 steps | scan °C m:s oto [ loops | AT(°C Atis A ”Cfsil

1

2 95,0 00:05 = = =£ = 8,0
4Dx[ 3 58,0 00:05 | - | — 6,0

4 = 72,0 00:20 2 39 5,0

5 = Melt 00:15

6

> 3

e

]

9

10

@ Tabelle O Graph O Gradient O Schmelzkurve
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Nr.  Element Beschreibung
1 Programmvor- Grafik des programmierten qPCR-Protokolls
schau
2 Programmkopf Optionen fiir die Deckelheizung, Temperaturkontrolle und Aus-
wahl des Gerétetyps
3 qPCR-Protokoll

Bereich fiir die Programmierung des qPCR-Protokoll mit weite-
ren Anzeigeoptionen

Tabelle

Numerische Programmierung

Graph

Grafische Programmierung

Gradient (nur fiir Gerate mit Gradientenblock)
Programmierung eines Temperaturgradienten

Schmelzkurve
Programmierung der Schmelzkurve

Ment Cycler und Icons

Bei Auswahl des Tabs Thermocycler erscheinen das Menii Cycler in der Mendleiste und

weitere Icons in der Werkzeugleiste. Mit den Menipunkten und Icons editieren Sie die
gPCR-Protokollschritte. Einen Schritt markieren Sie, in dem Sie auf seine Zeile klicken.
Die Zeile des Schritts farbt sich blau.

Icon Menii Cycler Beschreibung

+=J Leeren Schritt Neuen Schritt vor dem markierten Schritt einfligen
einfiigen

= Schritt I6schen  Markierten Schritt [6schen

a¢) Schritt aus- Markierten Schritt ausschneiden
schneiden

ﬁD_—‘ Schritt kopie- Markierten Schritt in die Zwischenablage kopieren
ren

o1 J Leeren Schritt Kopierten Schritt aus der Zwischenablage nach dem markierten

O
einfiigen Schritt l6schen

3.2.1 Optionen fiir Deckelheizung und Temperatursteuerung im Programmkopf eingeben

Die im Programmkopf des qPCR-Programms festgelegten Optionen fiir Deckelheizung
und Temperatursteuerung gelten fiir das gesamte gPCR-Programm.

» Folgende Parameter im Programmkopf eingeben:

Option

Deckeltemp. °C

Beschreibung
Deckeltemperatur einstellen

Voreinstellung: 100 °C

Deckel vorheizen

Vorheizen des Deckels aktivieren

Simulated Tube

Control

Temperatursteuerung nach berechneter Probentemperatur aktivieren

Gerat

Gerateauswahl

Das qPCR-Programm kdnnen Sie auch fiir ein anderes als das im Pro-
gramm initialisierte Gerat erstellen. In diesem Fall werden die maxi-
malen Heiz- und Kihlraten vom gewdahlten Gerat voreingestellt.

Die Temperatur des Heizdeckels sollte in der Regel etwas iiber der maximalen Blocktem-
peratur liegen, um das Verdunsten von Flissigkeit aus dem Reaktionsansatz und deren
Kondensation an den Wanden oder am Verschluss der ReaktionsgefdfRe zu verhindern.
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Wenn Sie das Vorheizen aktiviert haben, heizt das Gerat bei einem PCR-Lauf zunachst
den Heizdeckel auf die vorgegebene Heizdeckeltemperatur, wahrend der Probenblock
konstant auf 25 °C gehalten wird. Nach einer sich anschlieRenden Aquilibrierungsphase
von 40 s, in der homogene Temperaturbedingungen lber den Block hergestellt werden,
startet das PCR-Programm und der Probenblock heizt sich auf. Der Heizdeckel schaltet
sich bei einer Temperaturdifferenz groRer 75 °C zwischen Block und Heizdeckel automa-
tisch ab, um die Lebensdauer der Peltier-Elemente zu verldngern. Bei diesen geringen
Blocktemperaturen ist Probenkondensation am GefaRdeckel nicht mehr zu erwarten.

Mit aktivierter Option Simulated Tube Control wird mit der gemessenen Blocktempera-
tur die in der Probe herrschende Temperatur vorausberechnet und die Temperatur auf
die Probentemperatur geregelt. Diese Methode wird insbesondere fiir schnelle Program-
me empfohlen. Wenn die Option deaktiviert ist, wird die Blocktemperatur fiir die Rege-
lung verwendet. Insbesondere bei hohen Heiz- und Kithlraten und kurzen Haltezeiten
kann die tatsachlich in der Probe herrschende Temperatur von der gewiinschten Tempe-
ratur abweichen.

3.2.2 Temperaturprogramm neu erstellen oder editieren

Programmschritte einfligen
und l8schen

Zieltemperaturen, Haltezeiten
und Heiz- und Kithlraten editie-
ren

Die Programmierung des Temperaturprogramms fiir den Thermocycler erfolgt im Pro-
jektfenster Einstellungen | Thermocycler.

Fir das Verwalten von Programmschritten stehen das Meni Cycler und Icons in der
Werkzeugleiste zur Verfligung.

» Programmschritte iiber Tastatur oder Mausklick an das Ende eines Programmes ein-
fugen: In der letzten Programmzeile die Cursortaste [{] driicken oder mit der Maus
auf die nachste leere Zeile klicken.

v' Der neue Schritt wird an das Ende des Programms angefiigt.

» Einen Schritt im Programm einfligen: Schritt mit der Maus markieren und auf das
lcon +~ Klicken.

v" Der neue Schritt wird (iber dem markierten eingefiigt.

» Programmschritt I6schen: Schritt mit der Maus markieren und auf das Icon i kii-
cken.

v Der Schritt wird aus dem Programm entfernt.

» Indie einzelnen Zellen des Programmeschritts klicken, sodass die Zahlen dunkelblau
markiert sind, und folgende Eingaben vornehmen:

Tabellenspalte Beschreibung
°C Zieltemperatur fir den Thermoblock
m:s Haltezeit des Temperaturschritts im Format mm:ss

Die Haltezeit beginnt, sobald die Zieltemperatur im Block erreicht ist.

2(°C/s) Heiz-/Kihlrate des ausgewahlten Schritts
Voreingestellt sind die maximalen Heiz-/Kiihlraten des ausgewahlten
Gerétes.
4 steps | scan oC m:s oto | loops || AT(2C) | At(s) | A(°C/s
1 W
2 95,0 00:05 | -- --- -, - 8,0
4ux[ 3 58,0 00:05 | -- --- -, --- 6,0
4 foH 72,0 00:20 2 39 g,0
5 1° |Schmelzkurve 60 bis 95 °C, 15 s mit AT 1 °C
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Schleifen programmieren

Optional Zieltemperatur und
Haltezeit verédndern

Fluoreszenzmessung

26

Ein typisches PCR-Programm besteht aus sich wiederholenden Schritten fiir Denaturie-
rung, Annealing (Primeranlagerung) und Extension (Strangverldngerung). Zur Wieder-
holung von Schritten kénnen Schleifen programmiert werden, die durch einen Zielschritt
fiir den Riicksprung (goto) und die Anzahl Wiederholungen (loops) definiert werden.

» Im letzten Schritt einer Schleife im Feld goto die Schrittnummer eingeben, auf die
das Programm zuriickspringen soll.

» In der Spalte loops die Anzahl Durchlaufe der Schleife eingeben.

v' Schritte innerhalb der Schleife werden mit einer Klammer auf der linken Seite der
Tabelle gekennzeichnet.
Hinweis
Die Gesamtzahl der Durchlaufe ergibt sich aus der Zahl der programmierten Wiederho-

lungen (loops) plus 1, da die entsprechende Schrittabfolge bis zum Erreichen der Schlei-
fe bereits einmal durchlaufen wurde.

4 steps | scan oC m:s oto | loops ﬂTi”Ci ﬂtisi /‘i”C{si|
1

7 95,0 o0:08 | - [ - 8,0

40::[ 3 58,0 o008 | - | - 6,0
4 o 72,0 o0:20 € 2 39 —- 6,0
5 1) |Schmelzkurve 60 bis 95 °C, 15 5 mit AT 1 9C

Optional kénnen Sie in einer Schleife durch die Programmierung von Inkrementen und
Dekrementen die Zieltemperatur und die Haltezeit eines Schrittes von Zyklus zu Zyklus
um einen definierten Betrag verdndern.

» Indie einzelnen Zellen des Programmschritts klicken und folgende Eingaben vorneh-

men:

Spalte Beschreibung

AT(°C) Optionales Inkrement/Dekrement fir die Zieltemperatur
Wenn sich der Schritt innerhalb einer Schleife befindet, erhdht oder
verringert sich die Blocktemperatur bei jedem Durchgang um diesen
Wert. Ein positiver Wert bezeichnet ein Inkrement (Zunahme) und ein
negativer Wert ein Dekrement (Abnahme). Wenn kein Wert eingetra-
gen ist, bleibt die Zieltemperatur bei jedem Durchlauf gleich.

At(s) Optionales Inkrement fiir die Haltezeit

Wenn sich der Schritt innerhalb einer Schleife befindet, erhéht sich
die Haltezeit bei jedem Durchgang um diesen Wert. Wenn kein Wert
eingetragen ist, bleibt die Haltezeit bei jedem Durchlauf gleich.

4 steps | scan oC m:s oto | loops m’i“Ci &tisi /‘iﬂcfs”
1

2 95,0 00:05 | -- 8,0

40){[ 3 58,0 00:05 -- - = | = | 6,0
4 o 72,0 00:20 2 39 -1,0 5 0 60
5 H] Schmelzkurlve 60 bis ?5 °C, }5 5 mit"a. |

Fir das gPCR-Programm miissen Sie in einem Programmschritt eine Fluoreszenzmes-
sung vornehmen.

» Im Programmschritt in die Spalte scan klicken.
r.a
v’ Die aktivierte Fluoreszenzmessung wird durch das Icon 11 symbolisiert.

Die Parameter fiir die Fluoreszenzmessung definieren Sie unter Einstellungen | Scan.
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Weitere Aktionen

4 ste?s SCan °oC m:s intn Ionis f_\.Ti"Ci .-"_\.tisi /‘i“C}'s”
1
2 95,0 00:05 = = =r = 8,0
4Dx[ 3 58,0 00:05 | -- 6,0
4 ™3 720 00:20 2 39 5,0
5 1% | Schmelzkurve 60 bis 95 °C, 15 s mit AT 1 °C

Optional kdnnen Sie an ein gPCR-Programm eine Schmelzkurve anfiigen oder fir gradi-
entenfdahige Thermobldcke einen Temperaturgradienten eingeben.

Sehen Sie dazu auch
Schmelzkurven programmieren [ 29]

Gradienten programmieren [+ 28]

3.2.3 Grafische Anzeige des qPCR-Programms

Ansicht Graph

gPCR-Programm in der Grafik
editieren

Im Projektfenster Einstellungen | Thermocycler wird im oberen Teil der gPCR-Lauf in ei-
nem Temperatur-Zeit-Diagramm dargestellt. Die blaue Linie zeigt den Temperaturver-
lauf des Thermoblocks, die rote Linie den Temperaturverlauf des Heizdeckels. Das Icon
markiert den Schritt, an dem die Fluoreszenzmessung stattfindet.

Im unteren Teil des Fensters wird in der Ansicht Graph der Temperaturverlauf der Pro-
grammeschritte abgebildet.

Graph { 4 Schritt: 4 von 5)

95,0 95,0
03:00 00:15 (;:r': :::}t
64,7 &o,ol
00:15 00:15
01 02 90x/03 04 & |os [ 3ex

O Tabelle @Graph Ocradient (O Sschmelzkurve

Die grau hinterlegten Schritte gehoren zu einer Schleife. Ein Schmelzkurvenschritt ist
grin gefarbt. Die blaue Kurve zeigt den Temperaturverlauf. In jedem Schritt werden
Uber der Kurve die Zieltemperatur und unter der Kurve die Haltezeit ausgegeben. In der
unteren Zeile der Grafik werden die Schritthummer, das Icon fir die Fluoreszenzmes-
sung und die Anzahl Zyklen einer Schleife angezeigt.

Sie kdnnen eingeschrénkt das qPCR-Programm in der Ansicht Graph dndern, das Editie-
ren des Programms in der Ansicht Tabelle ist jedoch komfortabler.

» Auf die Zahl eines Parameters klicken, z. B. auf eine Zieltemperatur, und den Para-
meter eingeben.

» Aufdie Kurve in einem Schritt klicken und mit gedriickter Maustaste die Kurve nach
oben oder nach unten verschieben. Dadurch dndert sich die Zieltemperatur im
Schritt.

In der Ansicht Graph kénnen Sie keine Schritte in das Temperaturprogramm einfiigen
oder ldschen und keine Schleifen definieren.
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3.2.4 Gradienten programmieren

Temperaturgradient mit 2
Randtemperaturen

Linearer Gradient

28

Sie kdnnen die Gradientenfunktion nur mit gradientenfahigen Thermoblécken/Thermo-
cyclern nutzen.

Bei einem Temperaturgradient wird tiber den Thermoblock ein Temperaturverlauf wah-
rend eines Programmschritts gelegt. Dabei verlduft der Temperaturgradient immer ent-
lang der langen Seite des Probenblocks, um mdglichst viele verschiedene Temperaturen
betrachten zu kénnen.

Der Gradient verlduft von Spalte zu Spalte, also horizontal von links nach rechts. Die
hochste Temperatur kann in der ersten oder letzten Spalte liegen. Alle Proben in einer
Spalte haben dieselbe Temperatur. Von Spalte zu Spalte liegen aber unterschiedliche
Temperaturen an.

Verwenden Sie die Gradientenfunktion, um z. B. die optimale Annealingtemperatur fir
neue Primerpaare zu finden. Verteilen Sie die Replikate jeweils iber die langen Seiten
des Probenblocks, um die Blocktemperatur zu ermitteln, die zum besten Ergebnis fihrt.

Einen Temperaturschritt mit Gradienten programmieren Sie im Projektfenster Einstel-
lungen | Thermocycler in der Ansicht Gradient .

Bei diesem Gradienten wird die Blocktemperaturdnderung tiber die Temperatur der
Randspalten definiert.

» Inder Ansicht Tabelle in der Programmtabelle den Programmschritt markieren und
zur Ansicht Gradient wechseln.

» Inder Liste Ansicht die Option Marge wahlen.
» Firdie linke Spalte im Feld Temp. Spalte 1 die Temperatur eintragen

» Fir die rechte Spalte im Feld Temp. Spalte 12 (96er Block) bzw. Temp. Spalte 24
(384er Block) die Temperatur eintragen und mit der Enter-Taste bestatigen.

v' Die Temperaturverteilung im Block wird berechnet und in der Grafik angezeigt.

Gradient ( 4 Schritt: 3 von 5)

Ansicht:  Margn

Temp. Spalte 01: °C Temp. Spalte 12; [l >

62,5 64,5 66,5 68,6 70,4 71,6 72,0
3 7 8 9 I T V|

QOTabelle OGraph (DGradient (O Schmelzkurve

Beim linearen Gradienten wird die Temperatur in der Mitte des Thermoblocks, z. B. bei
einem 96er Block Spalte 6, vorgegeben und mit einem Inkrement von Spalte zu Spalte
zu einer Seite des Blocks verringert und zur anderen Seite erhdht.

» In der Ansicht Tabelle in der Programmtabelle den Programmschritt markieren und
zur Ansicht Gradient wechseln.

» In der Liste Ansicht die Option linear wahlen.

» Im Feld Temperatur die Temperatur der mittleren Blockspalte, im Feld Inkrement
die Temperaturverdnderung eintragen und mit der Enter-Taste bestatigen.
Wenn ein positives Inkrement eingegeben wird, ist die Temperatur in der linken
Spalte 1 am niedrigsten und in der Spalte 12 beim 96er Block (24 beim 384er Block)
am hdchsten. Wenn ein negatives Inkrement mit einem Minus als Vorzeichen einge-
geben wird, ist die Temperatur in Spalte 1 am hochsten und in Spalte 12 (24) am
niedrigsten.

v' Die Temperaturverteilung im Block wird berechnet und in der Grafik angezeigt.
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Gradient ( 4 Schritt: 3 von 5)

Ansicht:  Linear

Temperatur: 60,0 °C Inkrement: 1,0 °

60,0 61,0 62,0 63,0 63,8 64,5 64,7
6 8 9 S T V|

Spalte 7
OTabelle OGraph @Gradient O Schmelzkurve

Anzeige in der Programmtabel-  Fiir einen Temperaturgradienten werden in der Spalte °C die beiden Temperaturwerte

le der linken und rechten Randspalten des Blocks getrennt durch einen Bindestrich ange-
zeigt. Sie kdnnen die beiden Temperaturen auch direkt in das Feld eingeben und pro-
grammieren dadurch einen Gradienten mit 2 Randtemperaturen.

4 steps | scan °C m:s | goto |loops || AT(°C) | &t(s) | A(°C/s)

1 62,0-75,0 | 03:00 -- --- - - --- 8,0

2 95,0 00:05 = - - - --- 8,0
4ux[ 3 00:05 6,0

4 [ == [T 60 |

3 1L 60 bis 95 °C, 15 s mit AT 1 °C

1]

7

8

9

10

3.2.5 Schmelzkurven programmieren

Bei Versuchen mit interkalierenden Farbstoffen empfiehlt es sich, die Spezifitat der Pro-
dukte durch Messung einer Schmelzkurve zu Gberpriifen. Sie kdnnen den entsprechen-
den Schritt im Projektfenster unter Einstellungen | Thermocycler in der Schmelzkurven-
ansicht programmieren.

Ansicht Schmelzkurve
DNA-Schmelze { 4 Schritt: 1 von 5)

Starttemp. (°C): &0 Inkrement AT: 1

Endtemp. (°C): 95 Heizrate (°C/fs): 5

Aquilibrierung (s): 15

QO Tabele O Graph O Gradient & Schmelzkurve

Option Beschreibung

Starttemp. (°C) Starttemperatur der Schmelzkurve

Endtemp. (°C) Endtemperatur der Schmelzkurve

Aquilibrierung (s) Zeit, in der die Probe auf eine Temperatur angeglichen wird, bevor die
Fluoreszenzmessung aufgenommen wird

Inkrement AT Abstéande in °C zwischen zwei aufeinanderfolgenden Temperatur-
schritten

Heizrate (°C/s) Aufheizrate des Blocks

aktiv Schmelzkurve an das qPCR-Protokoll anfligen
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Schmelzkurve aktivieren

Voraussetzung flr die Programmierung der Schmelzkurve ist eine Amplifizierung. Wenn
Sie eine Schmelzkurve ohne vorangegangene Amplifizierung aufnehmen méchten, mis-
sen Sie im qPCR-Protokoll vor dem Schmelzkurvenschritt ein zusatzlicher Schritt einge-
ben, in dem der Block auf die Starttemperatur der Schmelzkurve gebracht und eine Fluo-
reszenzmessung aktiviert wird. Die Aufnahme einer Schmelzkurve ohne zumindest
einen vorausgehenden Schritt ist nicht méglich.

» Im unteren Bereich des Tabs Thermocycler die Ansicht Schmelzkurve wahlen.
» Die Parameter entsprechend der Beschreibung oben einstellen.
» Die Option aktiv aktivieren.

v' Die Schmelzkurve wird an das gPCR-Programm angefiigt. Die optische Messung
erfolgt an jedem Temperaturschritt der Schmelzkurve.

4 ste?s scan °oC m:s ioto Ionis .f_\.Ti“Ci .-’_\.tisi /‘i“Cfs”
1

2 95,0 00:05 | - [ - 8,0
4ux[ 3 58,0 00:05 | -- 5,0
A E i n-20 ) 20 -1 0 L=y [l

|5 .

Schmelzkurve 60 bis 95 °C, 15 s mit AT 1 °C

3.3  Fluoreszenzmessung - Projektfenster Einstellungen | Scan

Projektfenster Einstellungen |
Scan
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Die Produktamplifizierung wird in der qPCR durch die Zunahme von Fluoreszenz gemes-
sen. Fir die Fluoreszenzmessung kénnen, in Abhdngigkeit von der Geratekonfiguration,
bis zu 6 Farbkandle mit verschiedenen Anregungs- und Detektionswellenldngen ver-
wendet werden. Die Parameter der Fluoreszenzmessung gelten fir alle Proben im Lay-
out, an denen eine Messung vorgenommen werden soll.

Die Fluoreszenzmessung programmieren Sie im Projektfenster Einstellungen | Scan.

o} Einstellungen 4 Monitoring Pt Auswertung 9 b
] Allgemein i3] Thermocyder P Scan '] Proben q b

Pos. Kanal Farbstoff Gain Messung Pass, Ref.,

1 Blue Fam 5 1o}

2 Green JCE 5

3 Yellow TAMRA 5

4 Orange ROX 5

5 Red Cy5 5

[ MIR1 Cy5.5 5

Messwiederholungen: 3 v | Spectral compensation: | pu v

@ Scanbereich entsprechend Layout O Scanbereich manuell festiegen

Die Tabelle enthélt die Parameter der Scan-Eigenschaften. Die Angaben zu Position, Ka-
nal und die Auswahlliste an verfligbaren Farbstoffen kénnen in dieser Tabelle nicht ver-
andert werden, sie sind abhdngig von den im Gerat installierten Farbmodulen. Die in-
stallierten Farbmodule missen Sie im Fenster Farbmodule bearbeiten konfigurieren.

Option Beschreibung

Pos. Position des Farbmoduls im Gerat

Kanal Bezeichnung des Farbkanals

Farbstoff Auswabhlliste der fiir den Farbkanal verfligbaren Farbstoffe
Gain Signalintensitat
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Weitere Optionen im Tab Scan

Meni Scan und Icon

3.3.1

Option Beschreibung
Die Signalintensitat ist in Stufen zwischen 0 und 10 einstellbar. Je
groer der Wert, desto hoher ist das Fluoreszenzsignal im Farbkanal.
Standardwert: 5

Messung Scan im Farbkanal

rm
Eine aktivierter Scan ist mit dem lcon L4 gekennzeichnet.

Passive Referenz

Messung eines Referenzfarbstoffes

Hinweis: Bedingt durch die verwendete LED-Technologie ist es nicht
notwendig, eine passive Referenz zu verwenden.

Option

Messwiederholun-
gen

Beschreibung
Anzahl an Wiederholungen des Scans

Die einzelnen Scans werden gemittelt und daraus der Messwert gebil-
det. Dadurch wird das Signal-Rausch-Verhaltnis verbessert. Eine zu
hohe Anzahl Wiederholungen fiihrt jedoch zu unnétig langen Mess-
zeiten.

Mégliche Werte: 1 bis 16, Standardwert: 3

Farbkompensation

Auswahlliste der Farbkompensationen

Scanbereich ent-
sprechend Layout

Scanbereich entsprechend der Probenbelegung auf dem Tab Proben

Der Scan erfolgt in allen belegten Wells. In den leeren Wells wird kein
Scan registriert.

Scanbereich manu-
ell festlegen

Scanbereich manuell auf dem Tab Scan wahlen

Bei Auswahl des Tabs Scan erscheinen das Menii Scan in der Mendleiste und ein Icon

zur Bearbeitung der Farbkompensation in der Werkzeugleiste.

Icon Menii Scan Beschreibung

@ Farbkompen- Farbkompensation individuell ermitteln
sationen bear-
beiten

Sehen Sie dazu auch
Farbmodule konfigurieren [+ 112]

Farbkompensation verwenden [ 32]

Fluoreszenzmessung (Scan) einstellen

Die Produktamplifizierung wird in der gqPCR durch die Zunahme von Fluoreszenz gemes-
sen. Folgende Messparameter missen dafir definiert werden:

m  Farbkanéle und Farbstoffe, die fiir den Scan verwendet werden

®  Temperaturschritt des gPCR-Protokolls, an dem ein Scan stattfindet

®  Bereich der Mikroplatte, der gescannt wird

Fur jeden Farbkanal, mit dem Sie scannen mochten, stellen Sie im Projektfenster Ein-
stellungen | Scan die Parameter ein. Die Anzahl ausgewéhlter Farbkanale/Farbstoffe
hat keinen Einfluss auf die Dauer der Messung, die Messung erfolgt mit allen ausge-
wahlten Farbkanélen gleichzeitig.

» In der Zeile des Farbkanals den zu messenden Farbstoff in der Liste auswahlen.

» Inder Spalte Gain die Signalintensitat einstellen.
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» Die Fluoreszenzmessung im Kanal mit Klick in die Spalte Messung aktivieren. Die ak-

ra
tivierte Messung wird durch das Icon &% symbolisiert.

» Ggf. die Messung eines Referenzfarbstoffes durch Setzen eines Hakchens W in der
Spalte Pass. Ref. aktivieren.

» In der Spalte Messwiederholungen Farbkompensation die Anzahl der Wiederho-
lungen der Fluoreszenzmessungen eingeben.
Die Standardeinstellung betrdgt 3 Messwiederholungen. Eine Erh6hung der Anzahl
von Messwiederholungen verringert die Messwertstreuung, fihrt aber zu langeren
Scanzeiten und damit ldangeren qPCR-Laufzeiten.

» Eine der Optionen fiir die Festlegung des Scanbereichs auswéhlen (manuell oder
entsprechend Layout).

v' Die Fluoreszenzparameter fir den Scan im qPCR-Programm sind jetzt eingestellt.
Fir die Schmelzkurve erfolgt der Scan bei jedem Temperaturschritt.

3.3.2 Scanbereich der Fluoreszenzmessung manuell definieren

Der Scanbereich wird im Normalfall entsprechend des Plattenlayouts in der Probenta-
belle automatisch festgelegt. Sie kdnnen ihn jedoch auch manuell definieren. In diesem
Fall wird der Scanbereich des Probenblocks immer spaltenweise festgelegt. Der Scanbe-
reich muss aus zusammenhdngenden Spalten bestehen.

» Im Projektfenster Einstellungen | Scan die Option Scanbereich manuell festlegen
aktivieren.
Eine Grafik des Probenblock-Layouts erscheint.

» Inden Feldern Von Spalte und Bis Spalte die Anfangs- und die Endspalte des zu
scannenden Bereichs eingeben.

» Alternativ die Spalten im Messbereich mit der Maus markieren. Dafir auf eine Spalte
klicken und mit gedriickter Maustaste ber den Scanbereich fahren.

v' Aktivierte Spalten sind im Schema blau gekennzeichnet.

O Scanbereich entsprechend Layout @Scanbereich manuell festlegen
Messbereich:
i|z|3]4]5]s]| 7|85 iofii]iz Von Spalte:
A O O pelieielle]
B &2 clelele 3 v
C ofg FEIEE
D e FEEE Bis Spalte:
E ol FEEE
F oo FEEE 3 v
G o[ FEIEE
H o[ = FIERE

3.3.3 Farbkompensation verwenden
Bei Verwendung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe in einer Probe (Multiplexing) kann es
zum spektralen Ubersprechen der Fluoreszenzen kommen, das durch eine Farbkompen-

sation korrigiert werden kann.

Optionen fur die Farbkompen-  Die geeignete Farbkompensation kénnen Sie im Projektfenster Einstellungen | Scan in
sation der Liste Farbkompensation auswahlen.
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Eigene Farbkompensation er-
zeugen

Option
Aus

Beschreibung

Die Voreinstellung fir die Farbkompensation ist Aus, da fiir die hau-
figsten Anwendungen (nur ein aktiver Messkanal oder spektral weit
auseinanderliegende Farbstoffe wie z.B. FAM und ROX) die Farbkom-
pensation nicht notwendig ist.

Standard

Bei dieser Farbkompensation wird eine Kompensationsmatrix auf die
Messdaten angewendet, die bei der Gain-Einstellung "5"in allen Far-

ben eine ausreichende Kompensation des Ubersprechens erméglicht.

Mit den Farbkompensationen Standard 1 und Standard 2 stehen |h-
nen 2 verschiedene Matrizen zur Auswahl. Die Eignung der Standard-
Farbkompensationen muss im Experiment gepriift werden.

Auswabhl

Eigene Farbkompensationen

Fur die Nutzung eigener-Farbkompensationen wahlen Sie in der Liste
die Option Auswahl. Es erscheint ein Fenster, in dem bereits aufge-
nommene Farbkompensationen geéffnet und verwendet werden kén-
nen. Dabei werden nur die Farbkompensationsdaten in schwarz dar-
gestellt, welche zu den im Tab Scan vorgenommenen Einstellungen
passen. Alle nicht gliltigen Farbkompensationsdaten erscheinen in ro-
ter Schrift und kdnnen nicht ausgewahlt werden.

Zur spektralen Kalibrierung ist eine Messung erforderlich. Dabei missen die Farbstoffe,
fur welche eine Farbkompensation benétigt wird, zur Messung aktiviert werden und als
Proben einzeln in Lésung vorliegen. Beispielsweise kénnen die im spateren PCR-Experi-
ment verwendeten Sonden fiir die Kalibriermessungen verwendet werden. Die Farb-
stoffkonzentration sollte fiir die Kalibriermessungen etwa 0,1 pM betragen.

» Die Farbstoffe, fir die die Kalibriermessung erfolgen soll, mit dem Icon in der Tabelle
im Tab Scan markieren.

» Aufdaslcon @ in der Werkzeugleiste klicken.
Das Fenster Farbkompensationen bearbeiten mit dem Plattenschema erscheint.

» Im Plattenschema fiir jeden Farbstoff einzeln die Wells markieren, in denen sich die
Kalibrierproben befinden. Auf den blauen Pfeil neben dem Farbstoff tippen und da-
mit dem Well diesen Farbstoff zuweisen.

» Fir eine genaue Kalibriermessung ist es ratsam, jeden Farbstoff mindestens als Drei-
fachreplikat anzulegen.

» Eswird auch empfohlen, Blanks zu verwenden, d. h. Proben, die keine Farbstoffe
enthalten. Blanks kénnen entweder Ihre NTC-Proben oder mit Pufferldsung gefiillte

Wells sein.

» Im Feld Name eine Bezeichnung fiir die neue Farbkompensation eingeben.

» Bei Bedarfim Feld Temp. eine Blocktemperatur eingeben oder mit den Tasten ein-
stellen. Mit dem Wert ,25" erfolgt keine Temperierung.

» Auf Start Messung tippen und die Kalibriermessung starten.

v Die Kalibriermessung wird ausgefiihrt. Nach erfolgreichem Abschluss ist die neue
Farbkompensation auf der Seite Scan verfligbar.
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Farbmodul Farbstoff 5 5 B ‘ . G = 8 9 0 " - Kompensationsmatrix ﬂumﬂuuresc&:mvakmr
i \F’::Ima‘feﬂuw : A FAM | FAM | FAM | FAM 1 o o o o o
3 TAMRA B 0
4 ROX » 0 1 o 0 o o
& Cy5.5 D Oy | O | O 0 0 1 0 (1] 0
E o
= 0 0 o 1 o o
G 0
0 0 o 0 1 o
! 0
0 0 o 0 ] 1
Farbkompensation manuell Wenn die Farbkompensation fiir Farbstoffkompensationen aus anderen Experimenten
editieren bekannt ist, konnen Sie die Werte manuell in die Kompensationsmatrix oder den Au-

tofluoreszenzvektor eintragen.

3.4  Probenlayout

Im Probenlayout definieren Sie die Eigenschaften der Proben und deren Position im Pro-
benblock. Jede Probe kann mit ihren Eigenschaften wie Name, Gen, Typ, Konzentration
und Farbstoff beschrieben werden.

Wenn Sie verschiedene experimentellen Ansdtze in einem Probenlayout platzieren, kon-
nen Sie diese in Gruppen zusammenfassen.

Das Probenlayout definieren Sie im Projektfenster Einstellungen | Proben | Layout bear-

beiten.
Projektfenster Einstellungen | & Einstellungen 4 Monitoring Il Auswertung B Dokumentation 4
——
Proben
] Allgemein B Thermocyder fu% Scan (] Proben 4 b

Layout bearbeiten  Gruppen anlegen
e ——

Probentyp: Empty v
A
8 Probenname: |
=
3 Farbstoff ~ Gen Konz.
D L FAM
E Target:
E
G
H Einheit: ng
well B Probenname Probentyp Bemerkung Gruppenname  |Gen Standardkonzentratic A
Al . 7 . Unknown Gruppe 1 GenA
A2 1075 Bl standard Gruppe 1 GenA 100000
a3 [ o-e B standard Gruppe 1 GenA 10000
s [ [ standard Gruppe 1 GenA 1000
a5 [ 02 Bl standard Gruppe 1 GenA 100
A6 101 B standard 2 Gruppe 1 GenA 10
AT 1 . Unknown -, Gruppe 1 Gena
AB . 2 . Unknown Gruppe 1 GenA
A . 3 . Unknown Gruppe 1 GenA
Al0 4 . Unknown Gruppe 1 GenA
All . 5 . Unknown Gruppe 1 Gena
Al2 . [3 . Unknown Gruppe 1 GenA
Bl . 7 . Unknown Gruppe 1 GenA
B2 1045 [ standard Gruppe 1 GenA 100000
B3 . 1074 . Standard Gruppe 1 v |Gena 10000 v
©@Fam
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Meni Proben und lcons

Nr. Element Beschreibung

1 Layoutansicht Graphische Anzeige der Well-Belegung auf dem Pro-
benblock

2 Probentabelle Zusammenfassung der Informationen zu jeder Probe

3 Eingabebereich Eingabebereich fir die Probeneigenschaften:

=  Probenname

= Probentyp

= Konzentration von Standardproben

®  Zuordnung von Farbstoff und analysiertem Gen

Bei Auswahl des Tabs Proben erscheinen das Menii Proben und weitere Icons in der
Werkzeugleiste. Mit den Menipunkten und Icons editieren Sie das Probenlayout.

lcon

pit

Menii Proben

Layout bear-
beiten

Beschreibung

Layout bearbeiten

G

Layout kopie-
ren

Einen markierten Bereich im Layout kopieren

&l

Layout einfii-
gen

Einen kopierten Bereich im Layout einfiigen

&H

Layoutvor-
schau

Detailansicht des Layouts 6ffnen

3.4.1 Probeneigenschaften, Probentypen, Replikate

Probentypen

Die Probeneigenschaften in den Wells des Layout definieren Sie im Projektfenster Ein-
stellungen | Proben. Die Proben sind farblich je nach Probentyp markiert. Die Farbko-
dierung der Wells nehmen Sie unter dem Mentiipunkt Extras | Optionen auf dem Tab
Farben vor. Folgende Probeneigenschaften missen Sie zuweisen:

Probentyp
Probenname
Farbstoff
Gen
Konzentration von Standards

Einheit bei quantitativen Auswertungen

Im Layout werden die gewahlten Probentypen mit einem Symbol gekennzeichnet. Die
farbliche Codierung des Symbols ist ebenfalls im Fenster Optionen | Farben voreinge-
stellt und kann dort editiert werden.

Probentyp Symbol Beschreibung

Leer Leere Position im Layout

Unbekannt U Probe unbekannter Konzentration oder Ver-
diinnung

Standard S Probe bekannter Konzentration oder Verdiin-
nung

NTC (No template control) N Vollstédndiger Reaktionsansatz ohne Matri-
zenstrang

Kalibrator K (engl. Das Zielgen-Expressionslevel dieser Probe

Q) wird als 1 gesetzt
Positivkontrolle + Positiver Kontrollansatz, bei dem ein Reakti-

onsprodukt zu erwarten ist
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Replikate

Probentyp Symbol Beschreibung

Negativkontrolle - Negativer Kontrollansatz, bei dem kein Reak-
tionsprodukt zu erwarten ist

Proben mit identischen Probeneigenschaften (Probenname, Probentyp, gleiche Gen-
Farbstoff-Zuweisungen) werden als Replikate betrachtet. Die Einzelwerte dieser Proben
werden gemittelt und ihr Mittelwert fiir die weitere Berechnung verwendet.

Bei einem Multiplex-Assay kdnnen Proben den gleichen Probennamen und Probentyp
besitzen, sich jedoch in den Gen-Farbstoff-Zuweisungen unterscheiden. Diese Proben
werden wegen des gleichen Namens als zusammengehdrig identifiziert, die Auswertung
erfolgt jedoch getrennt.

3.4.2 Probeneigenschaften im Layoutschema eingeben

Probeneigenschaften den Wells
zuweisen

36

Das Layoutschema zeigt die Probenbelegung des Thermoblocks. Belegte Plétze sind mit
einem farbigen Probentypsymbol gekennzeichnet. Der farbige Ring um das Well ent-
spricht der Farbe der Fluoreszenzkuve in der Grafik wédhrend des Monitorings und in den
Auswertungen. Sie kénnen die Probenpositionen (Wells) im Layoutschema markieren
und ihnen dann die nétigen Eigenschaften in den Listen und der Target-Tabelle rechts
neben dem Layout zuweisen.

533 Einstellungen 4 Monitaring il Auswertung B Dokumentation 4
] Allgemein B Thermocyder % Scan (i Proben 4 Pk
N

Layout bearbeiten  Gruppen anlegen
————

Probentyp: Empty v
Probenname: bl
Farbstoff Gen Konz.
Fam
Target:
Einheit: ng

» Wells im Layout markieren:
- Einzelne Wells mit Mausklick markieren.

- Beiangrenzenden Feldern mit gedrickter linker Maustaste Gber die Felder fah-
ren.
Nicht zusammenhédngende Felder mit Mausklick bei gedriickter Strg-Taste tber-
fahren.

- Zeilen oder Spalten mit einem Klick auf die entsprechenden Zeilen- bzw. Spalten-
bezeichnung markieren. Alle Probenposition im Layout linke obere Schaltflache
zwischen A und 1 markieren.

» Folgende Probeneigenschaften im Bereich rechts neben dem Layoutschema einge-
ben:

Option Beschreibung

Probenname Bezeichnung der Probe eingeben

Probentyp Probentyp auswahlen

Tabelle Target / In der Zeile des Farbstoffs das damit zu analysierende Gen eintragen
Spalte Gen oder in der Liste auswéhlen
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Eigenschaften editieren oder
auf andere Wells iibertragen

Gennamen nachtraglich zuwei-
sen

Gennamen aus der Tabellenlis-
te l6schen

Funktionen im Kontextment

Option Beschreibung
Tabelle Target / Fur Standards
Spalte Konz.

Die Konzentration des zu analysierenden Gens eintragen

» Aufdaslcon #t oder die ENTER-Taste driicken.
v' Die Probeneigenschaften werden den markierten Wells zugewiesen.

» Wells den Probentyp Leer zuweisen: Die Wells markieren und die Entf-Taste
dricken.

Hinweis: Die Eingaben fiir den angewéhlten Bereich werden erst durch Zuweisung vom
Programm iibernommen. Eingaben oder Anderungen, die nicht zugewiesen werden, ge-
hen verloren.

» Auf ein Well doppelklicken.
v' Die Probeneigenschaften des Wells werden im Eingabebereich angezeigt.

» Die Eigenschaften editieren und mit erneutem Klick auf das Icon £ in das Well Giber-
tragen.

»  Weitere Wells markieren und mit Klick auf das Icon die Eigenschaften auf dieses Well
Ubertragen.

v" Die Probeneigenschaften werden den markierten Wells zugewiesen.

Sie kdnnen einer oder mehrerer Proben nachtraglich Gennamen zuweisen.

» Im Eingabebereich neben dem Probenlayout die Gennamen fiir die verschiedenen
Farbstoffe in die Tabelle eintragen.

» Eine oder mehrere Proben im Probenlayout markieren.

» Mit Rechtsklick auf eine der Markierungen das Kontextmeni 6ffnen und den Punkt
Gene zuweisen wahlen.

v" Den markierten Proben werden die zuvor eingetragenen Gennamen zugewiesen.

In der Liste der Tabellenspalte Gen sind alle Gennamen aufgelistet, die im Programm
gPCRsoft vergeben wurden. Nicht mehr benétigte Eintrdge kdnnen Sie zur besseren
Ubersicht aus der Liste Ischen.

» Gennamen in der Liste auswahlen und die Funktionstaste F5 oder die Entf-Taste
dricken.

v" Der gewahlte Name wird aus der Liste gel6scht.

Mit einem Rechtsklick auf ein Well im Layoutschema 6ffnen Sie ein Kontextmeni und
konnen folgende Funktionen auf das Well anwenden:

Funktion Beschreibung
IPC- zuweisen Fir Endpunktanalyse

Probe, die keine interne Positivkontrolle (IPC-) enthalt, definieren

IPC- entfernen IPC- einer Probe I6schen
Gene zuweisen Nachtrdglich Gennamen zuweisen
Farben zuweisen Farbe der Fluoreszenzkurve in der Grafik festlegen

Sehen Sie dazu auch

Farben der Fluoreszenzkurven bearbeiten [ 54]
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3.4.3 Probeneigenschaften in der Probentabelle editieren

Inhalte der Probentabelle

Tabellenanzeige anpassen

Tabelle editieren

Proben in der Tabelle kopieren,
ausschneiden, l6schen

38

Die im Layoutschema vorgenommenen Einstellungen kénnen Sie in der Probentabelle
im unteren Teil des Projektfensters Einstellungen | Proben | Layout bearbeiten editie-
ren.

Spalte Beschreibung
Well Bezeichnung des Wells im Layout

Mit Klick auf die Icons Il und B kénnen Sie die Anzeige in der Tabelle
nach Layoutzeilen oder Layoutspalten sortieren.

Farbfeld Das Farbfeld nach der Spalte Well zeigt die Farbe der Fluoreszenzku-
ve des Wells.

Probenname Bezeichnung der Probe

Farbfeld Das Farbfeld vor der Spalte Probentyp symbolisiert den Probentyp.

Bemerkung Optionale Bemerkung zur Probe

Gruppenname Zugeordnete Gruppe

Wenn keine Gruppen im Layout angelegt sind wird voreingestellt die
Bezeichnung ,Gruppe 1" ausgegeben.

Gen Analysiertes Gen in der Probe
Standardkonzen- Konzentration einer Probe des Typs Standard
tration

Sie kdnnen die Tabellenanzeige anpassen und Spalten verschieben oder ausblenden. Die
beiden Spalten Gen und Standardkonzentration sind fest und kénnen nicht verschoben
oder ausgeblendet werden.

» Um Tabellenspalten ein- und auszublenden, auf den Tabellenkopf rechtsklicken und
im Kontextmend alle benétigten Spalten aktivieren.

» Um die Reihenfolge der Tabellenspalten zu dndern, auf die Spaltentiberschrift klicken
und die Spalte mit gedriickter Maustaste an die gewlinschte Position verschieben.

v' Die Tabelle wird entsprechend angepasst.

In die Probentabelle konnen Sie direkt Eigenschaften eintragen.

» Im Layoutschema auf ein Well klicken oder direkt in das Feld der Probentabelle kli-
cken.

v' Die Tabellenzeile des Wells farbt sich gelb.

» Die Eigenschaften Probenname, Bemerkungen und Standardkonzentration direkt
im Feld eingeben.

» Die Eigenschaft Probentyp in der Liste im Feld auswéhlen.

» Die Eigenschaft Gen direkt in das Feld eintragen oder in der Liste auswahlen. Die Lis-
te enthalt alle Gen-Bezeichnungen die in gespeicherten Projekten und Vorlage ver-
wendet wurden.

Sie kdnnen in der Tabelle aufeinanderfolgende Proben kopieren und an anderer Stelle in
der gleichen Tabelle oder in die Probentabelle eines anderen Projektes einfligen. Fir das
Kopieren der Proben und das Einfligen missen Sie wahrend des gesamten Vorganges
die Strg-Taste gedriickt halten.

» Strg-Taste driicken und gedriickt halten.

» Auf die erste zu kopierende Tabellenzeile klicken und mit gedriickter Maustaste die
Tabellenzeilen markieren.
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v" Die Tabellenzeilen werden blau markiert.

» Mit Rechtsklick das Kontextmeni 6ffnen und mit dem Befehl Kopieren den Inhalt in
die Zwischenablage.

» Die Tabellenzeile anklicken, ab welcher der Inhalt eingefiigt werden soll.
Der Inhalt kann auch in die Probentabelle eines anderen Projekts eingefligt werden.

» Strg-Taste gedriickt halten und mit Rechtsklick das Kontextmen 6ffnen und mit
dem Befehl Einfiigen den Inhalt einfiigen.

v' Die Proben werden ab der markierten Zeile in die Tabelle eingefiigt. Wenn Sie
Proben innerhalb einer Tabelle kopieren, legen Sie Replikate an. Proben mit glei-
chen Probeneigenschaften (Probentyp, Probennamen, usw.) werden als Replika-
te betrachtet.

Auf die gleiche Weise kdnnen Sie nach dem Markieren von Zeilen (iber das Kontextme-
ni auch Proben ausschneiden oder l6schen.

3.4.4 Automatische Verdiinnungsreihen und Replikate im Layout erzeugen

Wenn Sie im Experiment Verdiinnungsreihen fiir Standards verwenden oder Replikate
messen, kdnnen Sie diese fiir das Probenlayout im Fenster Automatische Erstellung au-
tomatisch erzeugen.

lun
9 Verdinnungsreihen
Startkonzentration: Verdinnungsfaktor: Stufen: Replikate:
100000 10 5 3
Start bei Well:
Al (®) spaltenweise O zeilenweise
Standardname: FAM |:] JOE |:] ROX |:] Cy5
Std GenA v | |GenB

Replikate
Start bei Well: Probenanzahl: Replikate:
Al 10 3
Probenname:
Sample (®) spaltenweise O zeilenweise
Probentyp: FaM  [Jioe  [Jrox  [cys
Unbekannt v | |GenB + | |GenA RefGer

Erzeugen

Verdiinnungsreihen und Repli-

» Das Start-Well fiir die Standards im Layoutschema markieren und auf das Icon 233 in
kate anlegen

der Werkzeugleiste klicken.

» Die Parameter fir die Verdiinnungsreihe oder Anlage der Replikate eingeben (siehe
unten).

» Auf den Button Erzeugen klicken.

v’ Die Standards/Replikate werden in das Layout eingefiigt und im Layoutschema
und in der Probentabelle angezeigt.

Eingabe fir Verdiinnungsrei- Option Beschreibung

hen Startkonzentration Hochste Konzentration in der Verdiinnungsreihe (1. Standard)
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Eingabe fiir Replikate

3.4.5
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Option Beschreibung

Verdiinnungsfaktor Faktor, um den die Konzentration von Stufe zu Stufe verdinnt wird

Stufen Anzahl Verdinnungsstufen/Standards

Replikate Anzahl Wiederholungen je Standard mit der gleichen Konzentration
und Farbstoff/Genauswahl
Aus den Werten der Replikate wird der Mittelwert gebildet und fiir die
weitere Auswertung verwendet.

Start bei Well Die Wells werden beginnend mit diesem Well aufeinanderfolgend be-
legt. Dafiir die Belegungsrichtung auswahlen: spaltenweise oder zei-
lenweise.

Voreingestellt ist das im Layout markierte Well. Die Eingabe kann edi-
tiert werden.

Standardname Name des Standards
An den Namen wird die Ziffer 1 angefiigt. Mit jeder Verdiinnungsstu-
fe wird die Ziffer um 1 erhoht (z. B. Std1, Std2, Std3 ...)

Farbstoffe/Gene Es kdnnen alle Farbstoffe aktiviert werden, fiir die im Projektfenster
Einstellungen | Scan die Fluoreszenzmessungen aktiviert wurden. Fir
jeden aktivierten Farbstoff muss ein Gen gewéhlt oder eingegeben
werden.

Option Beschreibung

Start bei Well Die Wells werden beginnend mit diesem Well aufeinanderfolgend be-
legt. Dafiir die Belegungsrichtung auswahlen: spaltenweise oder zei-
lenweise.

Voreingestellt ist das im Layout markierte Well. Die Eingabe kann edi-
tiert werden.

Probenanzahl Anzahl der Proben

Replikate Anzahl Wiederholungen je Probe
Aus den Werten der Replikate einer Probe wird der Mittelwert gebil-
det und fiir die weitere Auswertung verwendet.

Probenname Name der Proben
An den Namen wird die Ziffer 1 angefiigt. Mit jeder neuen Probe wird
die Ziffer um 1 erhoht (z. B. Samplel, Sample2, Sample3 ...).

Probentyp Auswahl des Probentyps

Farbstoffe/Gene Es konnen alle Farbstoffe aktiviert werden, fiir die im Projektfenster

Einstellungen | Scan die Fluoreszenzmessungen aktiviert wurden. Fiir
jeden aktivierten Farbstoff muss ein Gen gewahlt oder eingegeben
werden.

Probenlayout in Excel exportieren und importieren

Sie kdnnen ein Probenlayout in Excel exportieren und wieder zurlick importieren, um
bspw. die Probennamen in Excel zu editieren.

»

Im Projektfenster Einstellungen | Proben | Layout bearbeiten auf die Probentabelle

rechtsklicken.

Im Kontextmen( den MenUpunkt Export Tabelle als Excel-Datei (*.xlIs)wéhlen.

Im Fenster Speichern unter einen Namen wahlen und auf den Button Speichern kli-

cken.

v" Das Layout wird als XLS-Datei gespeichert. Sie kénnen es jetzt in Excel 6ffnen und

bearbeiten.
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»

»

Fir den Import auf die Probentabelle rechtsklicken und im Kontextmeni den Meni-
punkt Import Tabelle aus Excel-Datei (*.xls) wahlen.

Im Fenster Offnen die XLS-Datei des Layouts wahlen und auf Offnen klicken.

v' Das Layout wird in das Projekt importiert.

3.4.6 Probenlayouts zwischen Projekten austauschen

Sie kdnnen das Probenlayout eines Projekts oder Teile davon in ein anderes Projekt ko-

pieren.

» Das Ursprungs- und das Zielprojekt auf der Projektoberflache 6ffnen.

» Den zu kopierenden Bereich im Probenlayout des Ursprungsprojekts mit der Maus
markieren.

» Aufdaslcon E:I:E in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Proben | Layout
kopieren wahlen.

» Das Zielprojekt aktivieren, auf das Well, welches rechts oben im einzufiigenden Be-

3.4.7 Gruppen anlegen

reich liegt, klicken und anschlieBend auf das Icon EE:E klicken oder den MenUpunkt
Proben | Layout einfiigen wahlen.

v' Die kopierten Bereiche des Ursprungsprojekts werden an der markierten Position
des Zielprojekte eingefigt.

Auf einer Mikroplatte kénnen mehrere Experimente parallel laufen. Die zu einem Expe-
riment gehdrenden Proben werden in einer Gruppe zusammengefasst. Eine Gruppe um-
fasst dabei eine Schar von Reaktionsansatzen, die spater gemeinsam ausgewertet wer-
den. Maximal kdnnen 12 dieser Gruppen definiert werden.

»

Im Projektfenster Einstellungen | Proben den Tab Gruppen anlegen wahlen.

v' Das Probenlayout, die Liste Benutzergruppe und das Feld Gruppenname werden
im oberen Teil des Fensters angezeigt. Im Layout sind zundchst in der Voreinstel-
lung alle Proben der Gruppe 1 zugeordnet und mit 1" gekennzeichnet.

Fir die Gruppe 1 im Feld Gruppenname einen Namen eingeben.
Mit Klick auf das Icon <t oder mit der Enter-Taste die Eigenschaften Gibernehmen.

Im Layout die zum ndchsten Experiment gehdrenden Proben markieren.
Nebeneinanderliegende Proben mit gedriickter Maustaste, getrennt liegende Proben
durch Anwahl mit der linken Maustaste bei gedriickter Strg-Taste markieren.

In der Liste Gruppe die nachste Gruppe auswahlen, einen neuen Gruppennamen ein-
geben und mit Klick auf das Icon #t oder der Enter-Taste iibernehmen.

So weiter verfahren, bis alle unterschiedlichen Experimente auf der Platte angelegt
sind.

v' Die zusammengehorigen Proben (Experimente) werden im Layout mit der Grup-
pennummer und farblich gleich gekennzeichnet. In der Probentabelle werden in
der Spalte Gruppenname die Bezeichnungen angezeigt.
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] Allgemein B Thermocyder [ud Scan il Proben 14 b
N
Layout bearbeiten  Gruppen anlegen
Gruppe: Gruppe 3 W
A
B Gruppenname: Gruppe 3
C
D
E
F
G
H
well 8 Probenname Probentyp Bemerkung Gruppenname # |Gen Standardkonzentrat
A4 . . Unbekannt Gruppe 2
A5 Unbekannt Gruppe 2
AB . Unbekannt Gruppe 3
AT . Unbekannt Gruppe 3
A8 . . Unbekannt Gruppe 3
AS . . Unbekannt Gruppe 3
Al Leer Gruppe 3
All Leer Gruppe 3
Al12 Leer Gruppe 3
o4 | [ R 4 R v

® FaMm

3.4.8 Ubersicht des Probenlayouts anzeigen

Layoutvorschau 6ffnen

Die Layout-Vorschau gibt einen Gesamtiiberblick Giber die Belegung im Probenlayout mit
Proben und den dazu hinterlegten Informationen.

» Die Layoutvorschau mit dem Icon ﬁ in der Werkzeugleiste oder dem Men{punkt
Proben | Layoutvorschau 6ffnen.

v' Die Layout-Vorschau wird im Fenster Plattenansicht angezeigt.
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i 2 3 4 s s 7 9 1 1 2
stds. stds. Stds. stds. stdé. Sample 1 sample 1

A SybrGreen: GOL SybrGreen: GOI SybrGreen: GOI ESybrGreen: GOI ESybrGreen: GOL SybrGreen: GOI SybrGreen: GOI SybrGreen: GOL SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen:
| JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen JOE: JOE: JOE:
std3 std3 std3 Position: B7 mple 2 Sample 2 Sample 3 Sample 3 Sample 3

8 [svbrGreen: cor BsybrGreen: cor [ sybrGreen: Gor Bsybrcreen: cor £ 0T rGreen: GO SybrGreen: GOL |[1{SybrGreen: GOI || SybrGreen: GOI (1] Sybréireen: GOI
J0E: Reften 10E: RefGen 10E: RefGen | 10E: Refen TUpPE L : RefGen J0E: Reften 10E: RefGen 10E: RefGen 10E: Refen

Neme:  Sample2

sta1 stdl stdl sta2 S — mple 4 Sample 4 Sample 5 Sample 5 Sample 5

¢ [5vbrreen: Gor [ sybrGreen: GOT [ Sybrcreen: GOT [Sybrcreen: GOT 8 0P Unbekannt rGreen: GOT SybrGreen: GOT ||| SybrGreen: GOT | 1| SybrGreen: GOI | 1| SybrGreen: GOT
| JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen : RefGen | JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen
Sample 6 Sample 6 Sample 6 Sample 7 Genl: ol mple 8 Sample 8

o [Tsybrereen: ot [1]sybrireen: GOt || SybrGreen: 601 [1]Sybréreen: GOt | Farbstoffl: SybrGreen rGreen: GOT Sybréreen: GOL | SybrGreen: Sybrreen Sybréreen:
10E: RefGen J0E: RefGen JOE: RefGen 10E: RefGen GenZ  RefGen  RefGen 10E: RefGen J08: J08:

Sample 9 Farbstoff2: JOE imple 10 Sample 10

g SvbrGreen: Sybrreen: SybrGreen: 1| sybréreen: GOI |1 rGreen: GO SybrGreen: GOI | SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen:
JOE: JOE: | JOE: RefGen | JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen JOE: JOE:
Sample 13 Sample 13 Sample 13 Sample 11 Sample 11 Sample 11

F |SybrGreen: GOL SybrGreen: GOI SybrGreen: GOT SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: GOI SybrGreen: GOT |SybrGreen: GOI
| JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: JOE: JOE: JOE: JOE: JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen
Sample 14 Sample 14 Sample 14 Sample 12 Sample 12 Sample 12 Sample 15 Sample 15 Sample 15

G |SybrGreen: GOL SybrGreen: GOI SybrGreen: GOI [T)SybrGreen: GOI [f)SybrGreen: GOL SybrGreen: GOI SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: GOI SybrGreen: GOT |SybrGreen: GOI
| JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen | JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: JOE: JOE: JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen
Sample 16 Sample 16 Sample 16 Sample 17 Sample 17 Sample 17 Sample 18 Sample 18 Sample 18

H |SybrGreen: GOL SybrGreen: GOI SybrGreen: GOT SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: SybrGreen: GOT |SybrGreen: GOI |SybrGreen: GOL SybrGreen: GOI SybrGreen: GOT |SybrGreen: GOI
| JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: JOE: JOE: JOE: RefGen | JOE: RefGen | JOE: RefGen JOE: RefGen JOE: RefGen | JOE: RefGen

Die Layout-Vorschau enthélt folgende Informationen:
®  Position auf der PCR-Platte

= Gene

= Probentyp mittels Farbmarkierung am Rand

®  Gruppenzugehdrigkeit durch farbigen Unterstrich

Wenn Sie den Mauszeiger auf eine Position im Layout bewegen, werden alle fiir diese
Position bekannten Einstellungen wie der Probennamen, der Probentyp, die Gruppe und
allen in der Probe zu messenden Gene und Farbstoffe, sowie bei Standards auch deren
Konzentration im Detail angezeigt.
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Layoutvorschau drucken

Die Tabelle kann ausgedruckt und zum Beispiel als Vorlage beim Pipettieren der Proben

oder zur Dokumentation des Versuches verwendet werden.

» Auf Drucken im Fenster Plattenansicht klicken.

» Im Fenster Drucken - Layout den Drucker konfigurieren und den Druck mit Drucken

starten.

v’ Die Tabelle wird auf einem Drucker auszugeben.

3.4.9 Ubersicht der Funktionen zum Editieren eines Probenlayouts

Aktion Wo Funktion
Linksklick auf Probenschema Well markieren
Well
Doppelklick auf Probenschema Die dem Well zugewiesenen Werte im Eingabebe-
Well reich neben dem Schema anzeigen
Linksklick + Zie- Probenschema Zusammenhéngende Wells markieren
hen
Strg + Linksklick Probenschema Zusétzlich dieses Well markieren
Strg + Linksklick Probenschema Zusatzlich zusammenhéngende Wells markieren
+ Ziehen
Rechtsklick auf Probenschema Offnet Kontextmenii:
markierte Wells = Definition von Wells ohne interne Positivkon-
trolle (IPC-)
= Gene zuweisen: Es werden die im Eingabebe-
reich angezeigten Gennamen den markierten
Wells zugewiesen.
= Fluoreszenzkurvenfarben zuweisen
Taste Enter Tastatur Einem Well die Eigenschaften im Eingabebereich
zuweisen, entspricht lcon # &
Taste Entf Tastatur Den Inhalt der markierten Wells [6schen und die
Wells auf den Status ,leer” setzen
Taste F5 Tastatur/Editier- Das ausgewahlte Gen aus der Liste der Gene 16-

feld "Gen" schen
Linksklick auf Tabelle Sortierreihenfolge dndern: zeilenweise, spaltenwei-
Tabellenkopf se
Well
Rechtsklick auf Tabelle Kontextmen( zur Auswahl der darzustellenden
Tabellenkopf Spalten 6ffnen
Linksklick + Zie- Tabelle Reihenfolge der Spalten dndern
hen auf Tabel-
lenkopf
Linksklick auf Tabelle Eingabe/Auswahl in der gewéhlten Zelle vorneh-
Tabellenzelle men
Rechtsklick auf Tabelle Kontextmen fiir den Excel-Export/Import der Lay-
Tabelle outtabelle
Strg + Tabelle Kontextmeni zum Kopieren, Ausschneiden, Einfi-
Rechtsklick gen oder Loschen der Inhalte der markierten Tabel-

(+Ziehen) auf
Tabellenzeilen
(Strg-Taste ge-
drickt halten)

lenzeilen

Icon ﬁfk

Eingabebereich

Verdiinnungsreihen und Replikate im Layout anle-
gen
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Aktion Wo Funktion

Doppelklick auf Tabelle Fenster Farbe fir die Farbauswahl der Fluores-
Farbflache in zenzkurven 6ffnen

Tabellenzeile

Umschalttaste Tabelle Farbeinstellung zuriicksetzen
und Doppelklick

auf die Farbfla-

che

Strg+ Dop- Tabelle Fenster Farbe bearbeiten 6ffnen
pelklick auf die

Farbflache
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4 Monitoring

Alle zum Start und zur Verfolgung eines gPCR-Laufs notwendigen Funktionen sind im
Projektfenster Monitoring zusammengefasst.

Nach dem Speichern des Projekts mit einem abgeschlossenen qPCR-Lauf kénnen Sie aus
Griinden der Datenintegritét keinen neuen qPCR-Lauf starten. Wenn Sie mit den glei-
chen Einstellungen einen weiteren qPCR-Lauf starten mochten, erzeugen Sie aus dem
Projekt eine Vorlage und verwenden Sie diese.

Wenn ein Projekt nicht nach einem abgeschlossenen qPCR-Lauf gespeichert wurde,
kdnnen Sie darin einen weiteren qPCR-Lauf starten. Die Fluoreszenzdaten des vorheri-
gen Laufs werden dabei Gberschrieben.

Projektfenster Einstellu ngen | & Einstellungen 4  Monitoring 7 Auswertung 5] Dokumentation 4 b
———
Monitoring
Messung =
Ansicht:  Amplifizierung v 1
\ y

75000

50000

Intensitat [1]

25000

Zyklen [n]
& Alle Farben O SybrGreen O JOE

Measurement status

Status - Step Scan Temp. Plateau
3 Remaining time 1 95 180
Ly 2 95 5 <
3 58 5 J A0x
Step Cydes Flateau time
4 w 72 20
Temperatures Lid Block \ 4 y
Nr. Element Beschreibung
1 Ansicht/ Auswahl der Ansicht: Rohdaten, Amplifizierung (geglattete und
Berechne Ct/ basislinienkorrigierte Fluoreszenzkurven) und Schmelzkurve

Berechne Tm Berechnung der Ct-Werte und der Schmelztemperatur

2 Fluoreszenz- Grafische Darstellung der Fluoreszenzkurven

kurven Die Fluoreszenzintensitdten werden gegen die Zyklen aufgetra-

gen. Je nach gewahlter Option werden Fluoreszenzkurven nach
Farbstoffen geordnet oder zusammen dargestellt.

3 Status des Fortschrittsanzeige wahrend des qPCR-Laufs
qPCR-Laufs

4 Temperatur- Temperaturprogramm des Experiments
programm
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Meni Monitoring und Icons

Bei Auswahl des Tabs Monitoring erscheinen das Meni Monitoring in der Mendleiste
und weitere Icons in der Werkzeugleiste. Mit den Menlipunkten und Icons starten Sie
den gPCR-Lauf und treffen Voreinstellungen fiir die Berechnung der Ct-Werte und
Schmelzkurven.

Icon Menii Monito-  Beschreibung
ring

> Start Messung qPCR-Lauf starten

[ ] Stopp Mes- qPCR-Lauf abbrechen
sung

[E} Ansichtsoptio- Optionen fiir die Anzeige der Fluoreszenzkurven, der Basislinien-
nen korrektur und der Threshold-Festlegung

t\i’ Automatisch den Threshold bestimmen

4.1  gPCR-Lauf starten und verfolgen

qPCR-Lauf starten

qPCR-Lauf stoppen

Anzeige von Fluoreszenzkurven
aktivieren und deaktivieren

Statusanzeigen wéhrend des
gqPCR-Laufs

46

» Parameter fiir den qPCR-Lauf im Projektfenster Einstellungen eingeben oder eine
Vorlage mit eingegebenen Parametern dffnen.

» Mikrotiterplatte oder Tubes befiillen und mit optischer Folie oder Deckeln fiir die
qPCR verschlieRen.

» Probenblock entsprechend dem Probenlayout bestiicken und den Deckel des Gerates
verschlielRen.

» Im Projektfenster auf den Tab Monitoring wechseln.
» Auf das Symbol ® klicken oder den Meniipunkt Monitoring | Start Messung wahlen.
v" Der qPCR-Lauf startet.

In der Grafik des Tabs Monitoring kénnen Sie den Verlauf der Fluoreszenzkurven (Inten-
sitat/Zyklen) verfolgen. Unter der Grafik werden die Restlaufzeit, die aktuellen Tempe-
raturen von Thermoblock und Heizdeckel und der gerade durchlaufene Temperatur-
schritt angezeigt. Im Temperaturprofile markiert ein Balken den aktuellen Schritt.

Sie kdnnen einen gPCR-Lauf stoppen.
» Auf das Icon M klicken oder den Meniipunkt Monitoring | Stopp Messung wéhlen.

v' Der qPCR-Lauf wird gestoppt und nicht weiter fortgefiihrt. Die bisher aufgenom-
menen Fluoreszenzdaten werden gespeichert und kénnen ausgewertet werden.

Sie kdnnen im Projektexplorer im Bereich Proben die Anzeige von ausgewahlten Fluo-
reszenzkurven aktivieren oder deaktivieren, um z. B. wahrend des qPCR-Laufs den Ver-
lauf von Kurven eines ausgewéhlten Probentyps zu beobachten. Das Deaktivieren hat
nur Auswirkungen auf die Anzeige. Fir alle im Layout festgelegten Proben werden Fluo-
reszenzkurven aufgezeichnet. Es erfolgt keine Registrierung von Fluoreszenzwerten an
Wells, die mit dem Probentyp Leer gekennzeichnet sind.

Wahrend des qPCR-Laufs werden Icons fiir die Statusanzeige des qPCR-Laufs eingeblen-
det.

Icon Geratestatus

gPCR-Lauf startet
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Geratestatus

Messung wird vorbereitet

Systemtest erfolgt

Faseroptik wird gepruft

Nidled O 1

I"gﬂ Referenzmessung erfolgt
Ld

l".'l Messung erfolgt

L J

Messdaten werden verarbeitet und fiir die weitere Auswertung bereitge-
stellt

gPCR-Laufs ist erfolgreich abgeschlossen

Fehler wahrend des qPCR-Laufs

Abbruch des gPCR-Laus durch Nutzer

0006

Sehen Sie dazu auch
Projektexplorer Proben [F 12]

4.2  Amplifikationskurven anzeigen und Ct-Werte berechnen

Anzeige der Fluoreszenzkurven

Die Amplifikation wird durch Fluoreszenzmessungen wéhrend des PCR-Laufs im Pro-
jektfenster Monitoring dokumentiert.

Sie kdnnen sich die mathematisch bearbeiteten Amplifikationskurven oder die Rohda-
tenkurve anzeigen lassen. Fir die mathematische Bearbeitung nehmen Sie die Einstel-

lungen nach Klick auf das Icon €§3 in der Werkzeugleiste im Fenster Ansichtsoptionen
vor.

» Im Projektfenster Monitoring in der Liste Ansicht die Option Amplifizierung oder
Rohdaten wahlen.

v In der Grafik wird jeweils die Fluoreszenzintensitat [dRn] in relativen Einheiten
gegen die Zahl der Zyklen aufgetragen. Die Farbe der jeweils angezeigten Kurve
entspricht der in der Probentabelle jedem Well zugeordneten Farbe.

» Die Fluoreszenzkurven fir die einzelnen Farbstoffe mit den Optionen unter der
Grafik auswahlen. Die Fluoreszenzkurven aller Farbstoffe werden nach Wahl der Op-
tion Alle Farben angezeigt.

Nach einem Klick auf die Schaltflache *** iber den Kurven kénnen Sie die Kurvenskalie-
rung und die Parameter der Basislinienkorrektur &ndern.

Mit Rechtklick auf die Grafik 6ffnen Sie ein Kontextment fiir den Export der Fluores-
zenzdaten in eine CSV-Datei und das Kopieren der Grafik in die Zwischenablage.
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Messung (Ct) =

Threshald: 1,302

100

754

&
€ 50
25
0
T T T T T T T
5 10 15 20 25 0 35 40
Zyklus
QO Alle Farben () SybrGreen O 10E

wel B Probenname  Probentyp Farbstoff Gen Ct Mittl. Ct Stabw. Ct -~

ar st Standard SybrGreen  GOI 13,06 13,13 0,03

A2 Wt Standard SybrGreen  GOI 13,23 13,13 0,09

A3 | EtH Standard SybrGreen  GOI 13,09 13,13 0,08

A4 W=t Standard Sybrireen GOT 11,84 11,94 0,08

AS W=t Standard SybrGreen GOl 11,97 11,94 0,08

A6 | Bt Standard SybrGreen  GOI 12,00 11,94 0,08

A7 Sample 1 Unknown SybrGreen GOI 13,29 13,29 0,01

A8 [ sample 1 Unknown SybrGreen GOl 13,28 13,29 0,01

) | EECR Unknown SybrGreen  GOI 13,30 13,29 0,01

B1 | EGE Standard SybrGreen  GOI 16,43 16,45 0,08

B2 [ stz Standard SybrGreen GOl 16,54 16,45 0,08 v
Ct-Werte berechnen Nach dem gPCR-Lauf kénnen aus den Amplifikationskurven direkt die Ct-Werte berech-

net werden, ohne eine Auswertung, z.B. eine absolute Quantifizierung, anzulegen.

» Im Projektfenster Monitoring in der Liste Ansicht die Option Amplifizierung oder
Rohdaten wahlen und auf Berechne Ct klicken.

» Optional den Threshold-Wert fiir die einzelnen Farbstoffe im Feld Threshold tber

der Grafik manuell einstellen oder mit Klick auf das Icon H den Threshold automa-
tisch berechnen.

Bei der automatischen Berechnung werden die Einstellungen unter dem Meniipunkt
Extras | Optionen | Auswertung verwendet.

v' Die Amplifikationskurven werden normalisiert und fir die Farbstoffe einzeln oder
gemeinsam auf den Listeblattern angezeigt. In der Probentabelle darunter wer-
den die Ct-Werte der einzelnen Proben und die Mittelwerte der Replikate ange-
zeigt.

» MitKlick auf Daten wieder in die vorherige Ansicht der Fluoreszenzkurven zuriick-
kehren.

Mit einem Rechtklick auf die Probentabelle 6ffnen Sie ein Kontextment fiir den Export

der Daten in eine CSV-Datei oder eine XLS-Datei.

Ergebnisse fur die Berechnung  Die Probentabelle mit den Ergebnissen wird im unteren Teil des Projektfenster ange-
der Ct-Werte anzeigen zeigt.

Spalte Beschreibung
Well Position der Probe im Probenlayout

Mit einem Klick auf den Spaltentitel Well kdnnen Sie die Tabelle zei-
len- oder spaltenweise entsprechend dem Layout ordnen.

Kurvenfarbe Jeder Probe wird automatisch eine Farbe zugeordnet, mit der die ent-
sprechende Fluoreszenzkurve dargestellt wird.
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Optionen fiir die Auswertung

der Amplifikationskurven

Spalte Beschreibung
Mit Doppelklick oder gedriickter Strg-Taste und Doppelklick konnen
Sie die Kurvenfarbe andern.

Probentyp Im Probenlayout eingegebener Probentyp

Farbstoff Verwendeter Farbstoff fiir die Fluoreszenzmessung

Gen Name des in der Probe gemessenen Gens

Ct Ct-Wert der Probe

Mittl. Ct Mittlerer Ct-Wert von Replikaten

Stabw. Ct Standardabweichung der Ct-Werte zwischen Replikaten

Im Fenster Anzeigeopti

onen nehmen Sie die Einstellung fir die Anzeige und mathema-

tische Bearbeitung der Fluoreszenzkurven vor. Das Fenster erscheint, wenn Sie auf das

Icon EEE in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Monitoring | Ansichtsop-

tionen wahlen.

Glattung Skalierung
O ohne @ linear
@® 5 - Punkte O logarithmisch

Korrektur der Basislinie

O Uber alle Proben

won Zyklus: bis Zyklus:
3 S =

@ Probenspezifisch
Zyklen ignorieren:
5 -

Flter
Stérke:

v

[ ]Rauschreduktion

Lo st | G e | sonen ||

Option Beschreibung
Glattung Einstellung der Glattungsbedingung fiir die Fluoreszenzkurven
ohne
Es erfolgt keine Glattung.
Punkte
Es erfolgt eine Glattung tiber die gewdhlte Anzahl Punkte.
Skalierung Auswahl der Skalierung der Fluoreszenzkurven (linear oder logarith-
misch)
Filter Auswahl eines digitalen Filters zur Glattung der Fluoreszenzkurven,

einstellbar in den Stufen schwach, mittel und stark

Rauschreduktion

Verrauschte Kurven, die von der Software nicht als Amplifikationskur-
ven erkannt werden, auf O setzen und keine Ct-Werte ermitteln

Ok - Auto Thr. Der Threshold wird entsprechend den Anderungen in diesem Fenster
fur ein aktuelles Projekt neu kalkuliert. Alle anderen Einstellungen
werden ebenfalls ibernommen und auf die Fluoreszenzkurven ange-
wendet.

Ok - Fix Thr. Der im aktuellen Projekt gesetzte Threshold wird unabhangig von An-

derungen in diesem Fenster beibehalten. Alle anderen Einstellungen
werden Ubernommen und auf die Fluoreszenzkurven angewendet.

Sehen Sie dazu auch

Fluoreszenzdaten exportieren [ 52]

Ergebnistabellen ex

portieren [ 53]
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4.3  Schmelzkurven anzeigen und Schmelztemperatur Tm berechnen

Den Verlauf der Schmelzkurven kénnen Sie im Projektfenster Monitoring verfolgen.

Schmelzkurven und Fluores- » Im Projektfenster Ct- und Tm-Berechnung im Monitoring in der Liste Ansicht die
zenzkurven anzeigen Option Schmelzkurve wéhlen und auf Berechne Tm klicken.

Die Schmelztemperatur T, wird aus dem Peakmaximum der ersten Ableitung der
Schmelzkurven bestimmt. Die Ableitungen werden im Grafikbereich in der Ansicht Ab-
leitung angezeigt.

Die Schmelzkurven werden im Grafikbereich entweder auf den héchsten Fluoreszenz-
wert oder auf den Sollwert 100 normiert gegen die Temperatur aufgetragen. Diese Ein-
stellungen im Fenster Ansichtsoptionen vor, das die gleichen Einstellungen wie das Op-
tionsfenster fir die Schmelzkurvenanalysen enthalt.

Bei Multiplex-Experimenten kénnen Sie in der GOI-Liste die Zielgen/Farbstoff-Kombi-
nation fir die Anzeige wahlen.

b} Einstellungen #{  Monitoring Auswertung B Dokumentation q4 b
—
Messung (Tm) =
Gene of Interest (GOI): SybrGreen-GOI v Threshold: 2,698

ddRn/dT

Temp (°C)

® Ableitung O GoOI

wel B2 Probenname Probentyp Tm Mitt. Tm Stabw. Mit... ~
a1 | EtS Standard 79,6 79,57 0,06

a2 | EtS Standard 79,6 79,57 0,06

43 W= Standard 73,5 79,57 0,06

A4 [ B2 Standard 79,4 75,4 0

45 | Bt Standard 79,4 72,4 0

46 | B3 Standard 79,4 79,4 0

AT Sample 1 Unknawn 79,4 79,43 0,08

AS Sample 1 Unknawn 79,4 79,43 0,08

AS .Sample 1 Unknawn 79,5 79,43 0,08

B1 W= standard 73,5 79,47 0,08

B2 [ sti3 Standard 79,5 79,47 0,08 v

Tm berechnen Nach dem gPCR-Lauf kdnnen aus den Schmelzkurve direkt die T,,-Werte berechnet wer-

den, ohne explizit eine Schmelzkurvenauswertung anzulegen.

» Im Projektfenster Monitoring in der Liste Ansicht die Option Schmelzkurve wéhlen
und auf Berechne Tm klicken.

» Bei Bedarf die Ansicht und mathematischen Bearbeitungen der Kurven nach Klick auf
€33 andern.
» In der Liste Gene of Interest (GOI) das zu betrachtende Gen auswahlen.

v Unter Berlcksichtigung unter dem Menipunkt Extras | Optionen | Auswertung
eingestellten Parameter wird die Schmelztemperatur berechnet und das Dia-
gramm und die Probentabelle mit den Ergebnissen angezeigt.
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Ergebnisse der Schmelztempe-
raturberechnung anzeigen

» Optional auf dem Tab Ableitung einen Threshold-Wert einstellen, mit dem signifi-
kante Peaks vom Rauschen unterschieden werden.

» Mit Klick auf Daten wieder in die vorherige Ansicht der Fluoreszenzkurven zuriick-
kehren.

Mit einem Rechtsklick auf die Probentabelle 6ffnen Sie ein Kontextmend fir den Export
der Daten in eine CSV-Datei oder eine XLS-Datei.

Die Probentabelle im unteren Teil des Projektfensters Monitoring enthalt die ermittel-
ten Schmelztemperaturen.

Spalte Beschreibung
Well Position der Probe im Probenlayout

Mit einem Klick auf den Spaltentitel Well konnen Sie die Tabelle zei-
len- oder spaltenweise entsprechend dem Layout ordnen.

Kurvenfarbe Jeder Probe wird automatisch eine Farbe zugeordnet, mit der die ent-
sprechende Fluoreszenzkurve dargestellt wird.

Mit Doppelklick oder gedriickter Strg-Taste und Doppelklick kdnnen
Sie die Kurvenfarbe andern.

Probenname Im Probenlayout eingegebener Name

Probentyp Im Probenlayout eingegebener Probentyp

Tm Schmelztemperatur der Probe

Mittl. Tm Durchschnittliche Schmelztemperatur von Replikaten

Stabw. Mittl. Tm Standardabweichung der durchschnittlichen Schmelztemperatur von
Replikaten

Sehen Sie dazu auch

Optionen fiir die Schmelzkurvenanalyse [ 81]
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5  Allgemeine Funktionen fiir Fluoreszenzkurven und
Ergebnistabelle

Im Projektfenster Monitoring und in den Tabs des Projektfensters Auswertung werden
im oberen Teil des Fensters die Grafiken der Fluoreszenzkurven und im unteren Teil Er-
gebnistabellen, basierend auf dem Probenlayout, angezeigt. Die Anzeige von Grafiken
und Tabellen kann benutzerdefiniert eingerichtet werden. Die Inhalte von Grafiken und
Tabellen werden Gber Kontextmeniis in verschiedene Formate exportiert.

5.1 Fluoreszenzdaten exportieren

Grafik in die Zwischenablage
exportieren

Fluoreszenzdaten als CSV-Datei
exportieren

Fluoreszenzdaten automatisch
exportieren

Die Daten aus der Fluoreszenzmessung kénnen als CSV-Datei exportiert werden. Aufer-
dem kann die Grafik der Fluoreszenzkurven als Hardcopy in die Zwischenablage kopiert
und so anderen Programmen zur Verfligung gestellt werden.

Aus den Grafiken der Tabs im Projektfenster Auswertung exportieren Sie die bearbeite-
ten Fluoreszenzdaten. Die Rohdaten kénnen Sie aus dem Projektfenster Monitoring ex-
portieren.

» Auf die Grafik rechtsklicken.
» Im Kontextmeni die Funktion Diagramm kopieren wéhlen.
v’ Die Grafik der Fluoreszenzkurven wird in die Zwischenablage kopiert und kann in
anderen Anwendungen, z. B. in einer Word-Datei, verwendet werden.
» Auf die Grafik rechtsklicken.

Im Kontextmeni die Funktion Diagramm speichern wéhlen.

v

» Im Fenster Speichern unter den Dateinamen wahlen und mit Speichern bestatigen.

v' Die Fluoreszenzwerte werden in eine CSV-Datei gespeichert.

Sie kdnnen die Rohdaten automatisch am Ende eines qPCR-Laufs speichern. Die Einstel-
lungen nehmen Sie unter dem Meniipunkt Extras | Optionen | Allgemein vor.

5.2  Ergebnistabellen anpassen
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Die Ergebnistabellen der Analysen befinden sich jeweils im unteren Teil der Tabs des
Projektfensters Auswertung und im Projektfenster Monitoring. Je nach gewahlter Ana-
lysenmethode enthélt die Ergebnistabelle unterschiedliche Datensatze. Die Auswahl und
Ansicht der angezeigten Spalten kann fiir jede Tabelle benutzerdefiniert angepasst wer-
den.

» Nach Rechtsklick auf eine Spalteniiberschrift kdnnen im Kontextmenti einzelne Spal-
ten fir die Anzeige aktiviert oder deaktiviert werden.

» Um die Reihenfolge der Spalten zu dndern, auf einen Spaltenkopf klicken und mit ge-
driickter Maustaste die Spalte an die gewiinschte Position ziehen.

» Um die Spaltenbreite zu andern, den Mauszeiger auf den Trennstrich zwischen 2
Spaltenkdpfe fihren. Nachdem sich der Mauszeiger in einen Doppelpfeil gedndert
hat, mit gedriickter Maustaste die Trennlinie auf die gewiinschte Spaltenbreite ver-
schieben.
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» Um die Daten einer Spalte auf- oder absteigend zu sortieren, auf den Spaltenkopf kli-
cken.

» Die Farben einer ausgewdahlten Fluoreszenzkurve mit einem Doppelklick auf die
Farbflache in der Tabellenzeile dndern. Mit gedriickter Umschalttaste und Dop-
pelklick auf die Farbflache die Farbanderung wieder riickgangig machen.

» Mit gedriickter Strg-Taste und Doppelklick das Fenster Farben bearbeiten fiir das
Zuweisen einer Farbe an mehrere Wells &ffnen. Die Funktion des Fensters ist die
gleiche, wie fiir die Einstellungen der Farben (iber das Probenlayout im Projektfens-
ter Einstellungen | Proben.

» Mit Mausklick auf die Spalte Well zwischen spalten- und zeilenweiser Darstellung
der Ergebnisse umschalten. Die spalten- und zeilenweise Darstellung orientiert sich
an der Anordnung der Proben im Layout.

Sehen Sie dazu auch

Probeneigenschaften im Layoutschema eingeben [ 36]

5.3  Ergebnistabellen exportieren

Ct-Werte automatisch expor-
tieren

Die Probentabellen mit den Ergebnissen im Projektfenster Monitoring und in den Tabs
des Projektfensters Auswertung kdnnen tber ein Kontextmen in XLS- und CSV-Datei-
en exportiert werden. Benutzerdefinierte Anpassungen werden dabei beim Export be-
riicksichtigt. Folgende Optionen stehen dafir zur Verfiigung:

Option Beschreibung

Speichere Tabelle Ergebnisse als XLS-Datei exportieren
als Excel-Datei

(*.xls)

Speichere Tabelle Ergebnisse als XLS-Datei exportieren und die exportierte Datei in Ex-
als Excel-Datei cel 6ffnen

(*.xls) und starte

Excel

Speichere Tabelle Ergebnisse als CSV-Datei exportieren
als CSV-Datei

(*.csv)

» Auf die Grafik rechtsklicken.
» Im Kontextmeni eine Option wahlen.

» Im Fenster Speichern unter den Dateinamen eingeben und mit Speichern bestati-
gen.

v' Der Inhalt der Ergebnistabelle und die Parameter des qPCR-Protokolls werden im
gewahlten Format gespeichert.

Sie kdnnen die Ct-Werte am Ende eines gPCR-Laufs automatisch in eine CSV-Datei ex-
portieren. Die Einstellungen dafiir nehmen Sie unter dem Mentipunkt Extras | Optio-
nen | Allgemein vor.
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5.4 Farben der Fluoreszenzkurven bearbeiten

Einstellung im Probenlayout

Einstellung in der Probentabel-
le

54

Das Farbschema der Fluoreszenzkurven wahlen Sie programmweit im Fenster Optio-
nen | Farben. Sie haben dabei die Wahl zwischen Schema fiir Probentypen, Replikaten
oder Wells. Bei Probentypen werden Proben es gleichen Typs mit einer Farbe gekenn-
zeichnet. Bei der Wahl von Replikaten erhalten die Kurven der Replikate einer Probe je-
weils die gleiche Farbe. Nach Wells codiert erhélt jede Kurve eine andere Farbe.

Sie kdnnen die Farbe einzelner Wells andern, um sie in der Grafik hervorzuheben. Die
Einstellungen dazu nehmen Sie entweder im Probenlayout des Projektfenster Einstel-
lungen | Proben oder in den Probentabellen im unteren Bereich des Projektfensters vor.

Im Layoutschema werden die Kurvenfarben als farbiger Ring um das Probentypsymbol
der Wells angezeigt. Sie kénnen die Farben von einem oder mehreren Wells im Fenster
Farben bearbeiten gleichzeitig dndern.

» Auf das Probenschema mit der Maus rechtsklicken und im Kontextmen( den Punkt
Farben zuweisen wéhlen.

v Das Fenster Farben bearbeiten erscheint.

Farbe

Auswahlen

e |

» Auf den Button Auswahlen klicken, im Fenster Farbe eine Farbe einstellen und mit
Ok bestétigen.

» Im Probenlayout des Fensters Farben bearbeiten alle Wells markieren, die diese
Farbe erhalten sollen, und auf den Button Ubernehmen klicken.

» Bei Bedarf weiteren Wells Kurvenfarben zuweisen.

» Um die Farbédnderung riickgdngig zu machen, die betroffenen Wells markieren und
auf den Button Zuriicksetzen klicken.

» Das Fenster Farben bearbeiten mit Klick auf den Button verlassen.

v' Die Kurvenfarbe der Probe (Ring) wird aktualisiert.

Die Kurvenfarbe wird in der Probentabelle in der Spalte vor dem Probennamen ange-
zeigt. Die Kurvenfarben kénnen Sie auch tber diese Farbflachen dndern.

» Auf die Farbflache doppelklicken und im Fenster Farbe die neue Farbe wahlen und
mit Ok bestatigen.

v' Die neue Farbe ist der Probe zugewiesen.

» Um die Farbdnderung riickgéngig zu machen, die Umschalttaste gedriickt halten und
erneut auf die Farbflache doppelklicken.

v" Nach einer Riickfrage wird die Farbanderung riickgangig gemacht.

» Umin mehreren Wells die Farbe zu andern, mit gedriickter Strg-Taste auf eine belie-
bige Farbfléche klicken. Es erscheint das Fenster Farben bearbeiten.
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» Weiter verfahren, wie oben beschrieben.
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6

6.1

Absolute Quantifizierung

Absolute Quantifzierung

Die absolute Quantifizierung dient zur Ermittlung von absoluten Kopienzahlen in Proben
anhand des Vergleichs mit Standards bekannter Konzentrationen. Diese Analyse neh-
men Sie im Projektfenster Auswertung | Absolute Quantifizierung vor. Dabei legen Sie
fur jedes Gene of Interest im Projektfenster eine separate Auswertung an. Die Auswer-
tungen werden mit dem Projekt gespeichert und kdnnen zu einem spateren Zeitpunkt
wieder angesehen und weiter bearbeitet werden.

Projektfenster und Menii fiir die absolute Quantifizierung

PrOJektfenSter Auswertu ng | b3 Einstellungen 4 Monitoring i Auswertung 5| Dokumentation 4k
——
| Absolute Quantifizierung l~ Relative Quantifizierung |~ ddCt-Quantifizierung l~ Schmelzkurve 4k
Absolute Quantifizierung: 1 v =
Gene of Interest (GOI): Gruppe: Threshold:
FAM v | [Jrass. Referenz einrechnen  |Gruppe 1 v | 5 1
—

1004

75

& s A
-
254
v}
T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40
Zyklus
(D Gene of Interest (GOI)-FAM O Mittl. ¢t O Mittl. Konz.
wel B Probenname  Probentyp Gen Ct Mitt, Ct Konz. Std. Mittl. Konz. Stabw. Ct Stabw ~
A2 105 Standard GenA 13,87 13,51 100000,0000  42554,3035 0,33 9648,
A3 . 104 Standard GenA 16,57 156,87 10000,0000 4331,8381 0,26 768,3¢
A4 .10’\3 Standard Genl 3 20,25 20,21 1000,0000 454,2345 0,03 9,475t
A5 . 102 Standard Genflw 24,04 23,66 100,0000 44,0953 0,34 10,20¢
a5 101 Standard GenA 27,71 27,35 10,0000 3,6166 0,31 0,769+
B2 105 Standard GenA 13,44 13,51 100000,0000  42554,3035 0,33 9548, ¥
£ >
Tabelle OsStandardkurve
Nr. Element Beschreibung
1 Parameterein- Auswahl der Analysenparameter fiir die absolute Quantifizierung
stellung
2 Grafikbereich Anzeige der Fluoreszenzkurven, der mittleren Ct-Werte und der
mittleren Konzentration fiir einen ausgewahlten Farbstoff (Gen)
3 Tabellenbe- Anzeige der Probentabelle mit den Ergebnissen und der Stan-
reich dardkurve des Farbstoffs (Gen)
Menii AbsQuant und Icons Bei Auswahl des Tabs Absolute Quantifizierung erscheinen das Menii AbsQuant in der
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Meniileiste und weitere Icons in der Werkzeugleiste fiir spezielle Funktionen fir die ab-
solute Quantifizierung.
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Icon Menii Abs- Beschreibung
Quant

t\: Abs. Quantifi- Eine Auswertung im Projektfenster einfligen
zierung hinzu-
fiigen

t: Abs. Quantifi- Die aktuelle Auswertung aus dem Projektfenster entfernen
zierung entfer-
nen

€33 Abs. Quantifi- Einstellungen fiir die Anzeige der Fluoreszenzkurven und fir die
zierung Optio- Ergebnisberechnung
nen

t\i Autom. Thres- Automatisch den Threshold fiir die Berechnung der Ct-Werte be-
hold stimmen

|:V’ Standardkurve  Standardkurve aus einem gespeicherten oder dem gleichen Pro-
importieren jekt in die aktuelle Auswertung importieren

6.2  Auswertung fiir eine absolute Quantifizierung anlegen oder 16schen

Auswertungen anlegen

Auswertung entfernen

Um eine Auswertung vornehmen zu kénnen, miissen Sie diese zundchst im Projektfens-
ter mit einem Namen anlegen.

» Das Projektfenster Auswertung | Absolute Quantifizierung 6ffnen.
o~
» Aufdaslcon |_+ in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt AbsQuant | Abs.
Quantifizierung hinzufiigen wahlen.
» Im Eingabefenster den Namen fiir die Auswertung eintragen und mit Ok bestatigen.

v’ Die neue Auswertung ist im Projekt angelegt. Sie kénnen jetzt ein GOl wahlen
und die weiteren Auswerteparameter editieren. Die Fluoreszenzkurven des GOI
(Farbstoffs) werden im Grafikbereich und die Ergebnisse in der Probentabelle
darunter angezeigt.

Eine nicht benétigte Auswertung kénnen Sie entfernen.
» Den Namen der Auswertung in der Liste wéhlen.
o
» Aufdaslcon L « in der Werkzeugleiste klicken oder den Mentpunkt AbsQuant | Abs.
Quantifizierung entfernen wahlen.

v’ Die Auswertung wird nach einer Riickfrage entfernt.

6.3  Optionen fiir die absolute Quantifizierung

In den Optionen fir die absolute Quantifizierung nehmen Sie die Einstellung der mathe-
matischen Behandlung der Fluoreszenzkurven und Bedingungen fir die automatische
Threshold-Berechnung vor.

Das Fenster Abs. Quantifizierung Optionen erscheint, wenn Sie auf das Icon 583 in der
Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt AbsQuant | Abs. Quantifizierung Optio-
nen wahlen.
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Fenster Optionen Abs. Quanti-

fizierung
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Glatung Skalierung

(O ohne @) linear

@ 5 v Pukte  (logarithmisch

Korrektur der Basisline
(O Ober lle Proben

won Zyklus: bis Zykius:
3 2 [

(@) Probenspezifisch
Zyklen ignarieren:
p =

Autom. Threshold

(@) Standardabweichung der Basisirien
(O Definierte Standards

Flter

Stérke: [ Rauschreduktion

stark

Option
Glattung

Beschreibung
Einstellung der Glattungsbedingung fir die Fluoreszenzkurven

ohne
Es erfolgt keine Glattung.

Punkte
Es erfolgt eine Glattung tber die gewédhlte Anzahl Punkte.

Skalierung

Auswahl der Skalierung der Fluoreszenzkurven (linear oder logarith-
misch)

Korrektur der Ba-
sislinie

Auswahl der Basislinienkorrektur

Uber alle Proben

Bei dieser Korrektur wird die Basislinie fiir jede Probe im gleichen Be-
reich ermittelt. Die untere und die obere Bereichsgrenze sind in den
Feldern von Zyklus und bis Zyklus einzustellen.

Probenspezifisch

Diese Korrektur sollte gewahlt werden, wenn die Kurven sehr unter-
schiedliche Ct-Werte besitzen. Die untere Bereichsgrenze fiir die Er-
mittlung der Basislinie wird fir alle Proben im Feld Zyklen ignorieren
eingestellt. Die obere Bereichsgrenze wird fiir jede Probe separat
durch einen Algorithmus ermittelt.

Hinweis: Die Art der Basislinienkorrektur ldsst sich nur in diesem Dia-
log einstellen. Im Projektfenster kénnen die Bereichsgrenzen fiir die
Korrektur angepasst werden.

Autom. Threshold

Standardabweichung der Basislinien

Berechnung des Thresholds als x-fache Abweichung der Standardab-
weichung der Basislinien (Faktor einstellbar im MenUpunkt Extras |
Optionen | Auswertung)

Definierte Standards
Auswahl von Standards mit dem Ziel, den maximalen Wert fir das
BestimmtheitsmaR R’ zu erhalten

Filter

Auswahl eines digitalen Filters zur Glattung der Fluoreszenzkurven,
einstellbar in den Stufen schwach, mittel und stark

Rauschreduktion

Verrauschte Kurven, die von der Software nicht als Amplifikationskur-
ven erkannt werden, auf O setzen und keine Ct-Werte ermitteln

Ok - Auto Thr.

Der Threshold wird entsprechend den Anderungen in diesem Fenster
fur ein aktuelles Projekt neu kalkuliert. Alle anderen Einstellungen
werden ebenfalls ibernommen und auf die Fluoreszenzkurven ange-
wendet.

Ok - Fix Thr.

Der im aktuellen Projekt gesetzte Threshold wird unabhangig von An-
derungen in diesem Fenster beibehalten. Alle anderen Einstellungen
werden Ubernommen und auf die Fluoreszenzkurven angewendet.
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6.4  Parameter fiir die absolute Quantifizierung editieren

Die Parameter fiir die absolute Quantifizierung eines Experiments stellen Sie in den Fel-
dern und Listen tiber der Grafik ein.

Option Beschreibung

Auswabhlliste Auswahl einer fiir das Experiment angelegten Auswertung

Gene of Interest Auswahlliste der Zielgen/Farbstoff-Kombinationen

(Gol) Entsprechend der Auswahl werden die Fluoreszenzkurven und Stan-
dardkurve angezeigt.

Pass. Referenz ein- Nur wéhlbar, wenn im Projektfenster Einstellungen | Scan ein Farb-

rechnen stoff als passive Referenz definiert wurde.

Bei Aktivierung wird die Fluoreszenz des als passive Referenz gesetz-
ten Farbstoffs zur Normierung eingesetzt.

Benutzergruppe Wenn im Probenlayout mehrere Experimente (Gruppen) angelegt
wurden, muss hier die Gruppe des zu analysierenden Experiments
ausgewahlt werden.

Threshold Threshold-Wert manuell einstellen

Der Threshold-Wert muss zwischen 1 und 100 liegen, entsprechend
der normierten Darstellung der Fluoreszenzkurven (dRn).

Skalierung und Basislinieneinstellung der Fluoreszenzkurve wahlen

Threshold einstellen Zur Ermittlung von Ct-Werten fiir die Auswertung muss ein Threshold-Wert fiir jedes
Experiment ermittelt werden.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, den Threshold-Wert einzustellen:

» Inden allgemeinen Optionen nach Klick auf das lcon €§3 in der Werkzeugleiste die
Optionen fiir eine automatische Threshold-Bestimmung einstellen.

» Den Threshold manuell im Eingabefeld Gber der Grafik eingeben.

» In der Grafik die schwarze Threshold-Linie mit gedriickter Maustaste vertikal ver-
schieben. Gleichzeitig mit dem Verschieben der Threshold-Linie aktualisieren sich die
Ct-Werte in der Probentabelle.

Hinweis: Fiir das manuelle Setzen des Thresholds im Anzeigebereich ist die logarith-
mische Darstellung aufgrund der weiteren Spreizung des friihen exponentiellen Be-
reichs der Amplifizierung besser geeignet als die lineare Darstellung.

Yy
» Fir die automatische Berechnung auf das Icon L+ in der Werkzeugleiste klicken. Fiir
die automatische Berechnung wird der unter dem Meniipunkt Extras | Optionen |
Auswertung eingestellte Faktor und die Einstellungen aus dem Optionsfenster (lcon

€EE) verwendet.

v Der sich ergebende Threshold-Wert wird sowohl bei der manuellen Ermittlung als
auch bei der automatischen Berechnung im Eingabefeld Threshold aktualisiert
und angezeigt.
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6.5  Fluoreszenzkurven fiir die absolute Quantifizierung anzeigen

Im Anzeigebereich sind die gemessenen Daten, normiert auf den Wert 100 fiir die
hochste Fluoreszenzintensitat, gegen den Zyklus fir das ausgewahlte Zielgen aufgetra-
gen. Bei Auswahl einer anderen Zielgen/Farbstoff-Kombination in der GOI-Liste werden
deren Fluoreszenzkurven angezeigt.

Je nach gewahlter Darstellungsoption werden die Fluoreszenzdaten entweder linear
oder logarithmisch dargestellt. Bei beiden Darstellungsformen wird eine Kurzinformati-
on zur Probe eingeblendet, sobald der Mauszeiger auf einer der Kurven steht.

Grafik umschalten » Aufdas lcon *** Uber der Grafik klicken.
» Im Auswahlfenster die Option Skalierung logarithmisch oder linear wahlen.
» Neben das Auswahlfenster klicken.

v’ Die Grafik wird neu skaliert. Fir die manuelle Einstellung des Thresholds wird die
logarithmische Darstellung aufgrund der weiteren Spreizung des friihen expo-
nentiellen Bereichs der Amplifizierung empfohlen.

Sehen Sie dazu auch

Fluoreszenzdaten exportieren [ 52]

6.6  Mittlere Ct-Werte und Konzentrationen als Balkendiagramme anzeigen

Die Ct-Werte und die Konzentrationen der Proben werden als Balkendiagramme in den
entsprechenden Ansichten im Grafikbereich des Projektfensters Auswertung | Absolute
Quantifizierung angezeigt.

Jede Probe wird mit einem Balken symbolisiert, an dessen unterem Ende der Probenna-
me steht. Die Reihenfolge der Proben im Diagramm ist alphabetisch nach dem Proben-
namen geordnet. Die Hohe des Balkens entspricht dem mittleren Ct-Wert oder der mitt-
leren Konzentration der Replikate einer Probe. Der Bereich der Standardabweichung
wird als grauer Fehlerbalken am Ende des Balkens angezeigt.

Wenn Sie mit dem Mauszeiger tiber einen Balken fahren, wird eine Kurzinformation zur
Position der Replikate im Probenlayout, zum mittleren Ct-Wert und zur mittleren Kon-
zentration eingeblendet.

Wenn bei einer groRRen Probenanzahl nicht alle Probenbalken gleichzeitig angezeigt
werden, kdnnen Sie mit Klick auf die Grafik und gedriickter Maustaste das Diagramm
horizontal verschieben.
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6.7  Standardkurve fiir die absolute Quantifizierung anzeigen

Die Standardkurve des Experiments fiir das gewahlte GOI befindet sich im unteren Be-
reich des Projektfensters Auswertung | Absolute Quantifizierung.

Fur die Darstellung der Standardkurve sind die Ct-Werte der Standardproben gegen den
Logarithmus ihrer Konzentration grafisch aufgetragen. Die jeweiligen Datenpunkte sind
mit einem Fehlerbalken versehen, der die Grofe der Standardabweichung zwischen Re-
plikaten anzeigt. Zu jedem Datenpunkt wird eine Kurzinformation mit dem Probenna-
men und mittlerem Ct-Wert der Replikate angezeigt, wenn der Mauszeiger darauf ge-
setzt wird. Im Wertebereich rechts daneben werden folgende Daten angezeigt:

®  Bestimmtheitsmal R’ der Geradengleichung

®  Steigung der Standardgerade

m  Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse bei x=0 (Offset)

= PCR-Effizienz

Die Standardkurve und die Werte werden automatisch berechnet und bei Anderungen
der Einstellungen aktualisiert.
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6.8

6.9
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SybrGreen-G@I

20 -

R2 0,93405
o 17,5 Anstieg -3,37
Y 154
Offset 27,78
12,54 : ; ; ; | PCR-Effizienz 0,98
2,5 3 3,5 4 4.5

Log Std. Konz.
OTabelle &) standardkurve

Standardkurven fiir eine absolute Quantifizierung in ein Experiment
importieren

Sie kdnnen fir die absolute Quantifizierung Standards im Experiment messen und dar-
aus die Regressionskoeffizienten der Standardkurve berechnen lassen oder Standardkur-
ven aus anderen Experimenten importieren. Das konnen Experimente aus anderen Pro-
jekten oder aus einer anderen Gruppe im gleichen Projekt sein.

vy
» Aufdaslcon L¢ in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt AbsQuant |
Standardkurve importieren wahlen.

» Im Fenster Standardkurve importieren die Importfunktion wahlen und die nétigen
Parameter editieren.

v Die Standardkurve wird in das Experiment importiert und fir die Berechnung der
Konzentration verwendet.

Folgende Optionen stehen im Fenster Standardkurve importieren zur Verfiigung:

Option Beschreibung
aus diesem Lauf Standardkurve aus dem aktuell geéffneten Projekt importieren
importieren

Wenn in einem Projekt mehrere Standardkurven gespeichert sind,
werden alle Kurven angezeigt und es kann eine Auswahl vorgenom-
men werden.

aus gespeichertem Standardkurve aus einem gespeicherten Projekt importieren

Lauf importieren Bei mehreren gespeicherten Standardkurven wéhlen Sie die Kurve aus

der Liste aus.
manuelle Eingabe Koeffizienten der Standardkurve werden manuell eingegeben

Geben Sie die Steigung und den Achsenschnitt fir die Gleichung ein:
Ct = Steigung * log(Konz) + Achsenschnitt.

Externe Standards Importierte oder eingegebene Standardkurven I6schen

6schen Die Auswertungen werden entsprechend zuriickgesetzt.

Ergebnisse einer absoluten Quantifizierung anzeigen

Die Probentabelle mit den Ergebnissen wird im unteren Teil des Projektfensters Aus-
wertung in der Ansicht Tabelle angezeigt.
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wel B Probenname  Probentyp Gen Ct Mittl, Ct Konz, Std. Mittl, Konz. Stabw. Ct ~

A2 . 1075 Standard GenA 13,87 13,51 100000,0000  42554,30 0,33

A3 . 1074 Standard GenA 16,57 16,87 10000,0000  4381,84 0,26

A4 . 1073 Standard GenA 20,25 20,21 1000,0000 454,23 0,03

A5 1072 Standard GenA 24,04 23,66 100,0000 44,10 0,34

A6 101 Standard GenA 27,71 27,35 10,0000 3,62 0,31

B2 w00 Standard GenA 13,44 13,51 100000,0000  42554,30 0,33 v

£ >

() Tabelle O Standardkurve

Spalte Beschreibung

Well Position der Probe im Probenlayout
Mit einem Klick auf den Spaltentitel Well kénnen Sie die Tabelle zei-
len- oder spaltenweise entsprechend dem Layout ordnen.

Kurvenfarbe Jeder Probe wird automatisch eine Farbe zugeordnet, mit der die ent-
sprechende Fluoreszenzkurve dargestellt wird.
Mit Doppelklick oder gedriickter Strg-Taste und Doppelklick kdnnen
Sie die Kurvenfarbe andern.

Probenname Im Probenlayout eingegebener Name

Probentyp Im Probenlayout eingegebener Probentyp

Gruppe Zuordnung der Probe zu einer experimentellen Gruppe

Gen Name des in der Probe gemessenen Gens

Ct Ct-Wert der Probe

Mittl. Ct Mittlerer Ct-Wert von Replikaten

Konz. Std. Konzentration der Standardprobe

Mittl. Konz. Mittlere Konzentration von Replikaten
Die Konzentration wird mit dem mittleren Ct-Wert aus der Standard-
kurve berechnet.

Stabw. Ct Standardabweichung der Ct-Werte zwischen Replikaten

%CV Ct Variationskoeffizient der Ct-Werte zwischen Replikaten

Stabw. Mittl. Konz.

Standardabweichung der mittleren Konzentration

Sie kdnnen die Anzeige der Spalten in der Ergebnistabelle entsprechend ihren Erforder-
nissen anpassen, indem Sie nach Rechtsklick auf den Tabellenkopf im Kontextment die
Spaltenanzeige aktivieren. Um die Daten der so konfigurierten Ergebnistabelle in eine
Excel- oder CSV-Datei zu exportieren, fiihren Sie einen Rechtsklick auf die Tabellen aus
und wahlen Sie den entsprechenden Befehl im Kontextmen.

Sehen Sie dazu auch

Ergebnistabellen exportieren [ 53]

Ergebnistabellen anpassen [ 52]
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7 Relative Quantifizierung

Mit der relativen Quantifizierung wird das relative Expressionsverhaltnis des Zielgens
(GOI) zu einem oder mehreren Referenzgenen (meist Housekeeping-Genen) bestimmt.
Wenn eine der Proben als Kalibrator definiert ist, wird das Expressionsverhéltnis fir die-
se Probe auf 1 gesetzt und die Expressionsverhaltnisse aller anderen Proben relativ dazu
angegeben. Fir eine relative Quantifizierung sind Standardreihen sowohl fiir das Zielgen
als auch fir das Referenzgen erforderlich, aus denen zwei Kalibriergeraden berechnet

werden.

Die relative Analyse nehmen Sie im Projektfenster Auswertung | Relative Quantifizie-
rung vor. Fiir jede Kombination GOI/Referenzgene legen Sie eine eigene Auswertung
an. Die Auswertungen werden mit dem Projekt gespeichert und kénnen zu einem spéte-
ren Zeitpunkt wieder angesehen und weiter bearbeitet werden.

7.1  Projektfenster und Menii fiir die relative Quantifizierung

Projektfenster Auswertung|Re- @&  enstelungen
lative Quantifizierung

4

o Absolute Quantifizierung

Relative Quantifizierung:

Gene of Interest (GOI):

FAM-GOI

Referenzgen:

FAM-RefGen;FAM-RefGen2;FAM-RefGen3

v | [JPass. Referenz einrechnen

Monitoring

1

a4 Auswertung B8 Dokumentation 4 b
|~ Relative Quantifizierung [V ddCt-Quantifizierung I Schmelzkurve |~ Genotypisierung q4 b
- =
Gruppe: Threshold:
Gruppe1 v 5 .ss 1
S
MF

100

754

T
5

10

Zyklus

(@ Gene of Interest (GOI)-FAM ORef.gen—FAM—RefGen ORef.geanAM—RefGenz ORef.gen—FAM—RefGenE ONorm.Rel. Konz.

Wwel B Probenname  Probentyp Gene of In...  Referenzgen CtGOI Ct Refere... Mitt, CtGOI  Mitt. CtR... Relative K...  Norm, Rel.... Stabw.Re. ~
Al std Standard GOI 10,21 10,53 3,9570 3,9670 1,6335
A2 .shds Standard Gol 13,87 13,51 4,3549 4,3543 1,1509
A3 .sbd4 Standard GOI 16,57 16,37 4,3694 13694 0,0712
A4 .snda Standard GOI 20,25 20,21 3 4,3668 4 868 0,8899
A5 .stdl Standard GOl 24,04 23,66 e 4,8312 8312 1,3881
AB | = Standard Gol 27,71 27,35 4,0895 4,0695 1,0327 v
< >
Tabelle (O Standardkurve
Nr. Element Beschreibung
1 Parameterein- Auswahl der Analysenparameter fir die relative Quantifizierung
stellung
2 Grafikbereich Anzeige der Fluoreszenzkurven des GOl und der Referenzgene
und das Balkendiagramm der normierten relativen Konzentrati-
on der Proben
3 Tabellenbe- Anzeige der Probentabelle mit den Ergebnissen und der Stan-
reich dardkurven des GOI und der Referenzgene
Meni RelQuant und Icons Bei Auswahl des Tabs Relative Quantifizierung erscheinen das Menii RelQuant in der

Mendileiste und weitere Icons in der Werkzeugleiste.
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Icon

<

Menii RelQuant

Rel. Quantifizierung
hinzufiigen

Beschreibung

Eine Auswertung im Projektfenster einfligen

%

Rel. Quantifizierung
entfernen

Die aktuelle Auswertung aus dem Projektfenster entfer-
nen

Rel. Quantifizierung
Optionen

Einstellungen fiir die Anzeige der Fluoreszenzkurven und
fur die Ergebnisberechnung

Autom. Threshold

Automatisch den Threshold fiir die Berechnung der Ct-
Werte bestimmen

iad

Standardkurve im-
portieren

Standardkurve aus einem gespeicherten oder dem glei-
chen Projekt in die aktuelle Auswertung importieren

7.2 Auswertung fiir eine relative Quantifizierung anlegen oder 16schen

Auswertungen anlegen Um eine Auswertung vornehmen zu kénnen, missen Sie diese zunachst im Projektfens-

ter mit einem Namen anlegen.

» Das Projektfenster Auswertung | Relative Quantifizierung 6ffnen.

A~
» Aufdaslcon |_+ in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt RelQuant | Rel.
Quantifizierung hinzufiigen hinzufiigen wéhlen.

» Im Eingabefenster den Namen fiir die Auswertung eintragen und mit Ok bestatigen.

v' Die neue Auswertung ist im Projekt angelegt. Sie kdnnen jetzt ein GOl und die
Referenzgene wahlen und die weiteren Auswerteparameter editieren.

Auswertung entfernen Eine nicht benétigte Auswertung kénnen Sie entfernen.

» Den Namen der Auswertung in der Liste wahlen.

~
» Aufdaslcon |_ « in der Werkzeugleiste klicken oder den Menipunkt RelQuant | Rel.
Quantifizierung entfernen wahlen.

v Die Auswertung wird entfernt.

7.3  Optionen fiir die relative Quantifizierung

In den Optionen fir die relative Quantifizierung nehmen Sie die Einstellung der mathe-

matischen Behandlung der Fluoreszenzkurven und Bedingungen fir die automatische
-Berechnung vor.

Threshold

Das Fenster Rel. Quant. Optionen erscheint, wenn Sie auf das lcon 233 in der
Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt RelQuant | Rel. Quantifizierung Optionen

wahlen.

Folgende Einstellungen sind verfligbar:

Option
Glattung

Beschreibung

Einstellung der Glattungsbedingung fir die Fluoreszenzkurven

ohne

Es erfolgt keine Glattung.

Punkte

Es erfolgt eine Gl&ttung tber die gewahlte Anzahl Punkte.
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Option

Skalierung

Beschreibung

Auswahl der Skalierung der Fluoreszenzkurven (linear oder logarith-
misch)

Korrektur der Ba-
sislinie

Auswahl der Basislinienkorrektur

Uber alle Proben

Bei dieser Korrektur wird die Basislinie fiir jede Probe im gleichen Be-
reich ermittelt. Die untere und die obere Bereichsgrenze sind in den
Feldern von Zyklus und bis Zyklus einzustellen.

Probenspezifisch

Diese Korrektur sollte gewéhlt werden, wenn die Kurven sehr unter-
schiedliche Ct-Werte besitzen. Die untere Bereichsgrenze fiir die Er-
mittlung der Basislinie wird fir alle Proben im Feld Zyklen ignorieren
eingestellt. Die obere Bereichsgrenze wird fiir jede Probe separat
durch einen Algorithmus ermittelt.

Hinweis: Die Art der Basislinienkorrektur ldsst sich nur in diesem Dia-
log einstellen. Im Projektfenster kénnen die Bereichsgrenzen fiir die
Korrektur angepasst werden.

Autom. Threshold

Standardabweichung der Basislinien

Berechnung des Thresholds als x-fache Abweichung der Standardab-
weichung der Basislinien (Faktor einstellbar im MenUpunkt Extras |
Optionen | Auswertung)

Definierte Standards
Auswahl von Standards mit dem Ziel, den maximalen Wert fir das
BestimmtheitsmaR R? zu erhalten

Filter

Auswahl eines digitalen Filters zur Glattung der Fluoreszenzkurven,
einstellbar in den Stufen schwach, mittel und stark

Rauschreduktion

Verrauschte Kurven, die von der Software nicht als Amplifikationskur-
ven erkannt werden, auf O setzen und keine Ct-Werte ermitteln

7.4 Parameter fiir die relative Quantifizierung editieren
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Die Parameter fiir die relative Quantifizierung eines Experiments stellen Sie in den Fel-
dern und Listen tber der Grafik ein.

Option

Auswahlliste

Beschreibung

Auswabhl einer fiir das Experiment angelegten Auswertung

Gene of Interest
(Gol)

Auswabhlliste der Zielgen/Farbstoff-Kombinationen

Entsprechend der Auswahl werden die Fluoreszenzkurven und Stan-
dardkurve angezeigt.

Referenzgen

Auswabhlliste der Referenzgene

Es konnen mehrere Referenzgene gleichzeitig ausgewahlt werden.
Fir jedes Referenzgen wird ein weiterer Tab im Grafikbereich ange-
zeigt.

Mit Klick auf das Icon ;4 werden alle ausgewahlten Referenzgene
aus der Auswertung entfernt.

Pass. Referenz ein-
rechnen

Nur wéhlbar, wenn im Projektfenster Einstellungen | Scan ein Farb-
stoff als passive Referenz definiert wurde.

Bei Aktivierung wird die Fluoreszenz des als passive Referenz gesetz-
ten Farbstoffs zur Normierung eingesetzt.

Benutzergruppe

Wenn im Probenlayout mehrere Experimente (Gruppen) angelegt
wurden, muss hier die Gruppe des zu analysierenden Experiments
ausgewdhlt werden.
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Threshold einstellen

Option Beschreibung
Threshold Threshold-Wert manuell einstellen

Der Threshold-Wert muss zwischen 1 und 100 liegen, entsprechend
der normierten Darstellung der Fluoreszenzkurven (dRn).

Skalierung und Basislinieneinstellung der Fluoreszenzkurve wahlen

Zur Ermittlung von Ct-Werten fiir die Auswertung muss ein Threshold-Wert fir jedes
Experiment ermittelt werden.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, den Threshold-Wert einzustellen:

» Inden allgemeinen Optionen nach Klick auf das Icon €33 in der Werkzeugleiste die
Optionen fiir eine automatische Threshold-Bestimmung einstellen.

» Den Threshold manuell im Eingabefeld Gber der Grafik eingeben.

» In der Grafik die schwarze Threshold-Linie mit gedriickter Maustaste vertikal ver-
schieben. Gleichzeitig mit dem Verschieben der Threshold-Linie aktualisieren sich die
Ct-Werte in der Probentabelle.

Hinweis: Fiir das manuelle Setzen des Thresholds im Anzeigebereich ist die logarith-
mische Darstellung aufgrund der weiteren Spreizung des frithen exponentiellen Be-
reichs der Amplifizierung besser geeignet als die lineare Darstellung.

v
» Fir die automatische Berechnung auf das Icon L+ in der Werkzeugleiste klicken. Fir
die automatische Berechnung wird der unter dem Meniipunkt Extras | Optionen |
Auswertung eingestellte Faktor und die Einstellungen aus dem Optionsfenster (lcon

€33) verwendet.

v' Der sich ergebende Threshold-Wert wird sowohl bei der manuellen Ermittlung als
auch bei der automatischen Berechnung im Eingabefeld Threshold aktualisiert
und angezeigt.

7.5  Fluoreszenzkurven fiir die relative Quantifizierung anzeigen

Im Anzeigebereich sind die gemessenen Daten, normiert auf den Wert 100 fiir die
hochste Fluoreszenzintensitat, gegen den Zyklus fir das ausgewahlte Zielgen aufgetra-
gen. Den Kombinationen Zielgen/Farbstoff und Referenzgen/Farbstoff sind jeweils ein
Listenblatt zugeordnet.

Bei Auswahl einer anderen Zielgen/Farbstoff-Kombination in der GOI-Liste werden de-
ren Fluoreszenzkurven angezeigt.

Je nach gewahlter Darstellungsoption werden die Fluoreszenzdaten entweder linear
oder logarithmisch dargestellt. Bei beiden Darstellungsformen wird eine Kurzinformati-
on zur Probe eingeblendet, sobald der Mauszeiger auf einer der Kurven steht. Fiir die
manuelle Einstellung des Thresholds wird die logarithmischen Darstellung aufgrund der
weiten Spreizung des frithen exponentiellen Bereichs der Fluoreszenzkurve empfohlen.
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Relative Quantifizierung: 1 - B

Gene of Interest (GOI): Gruppe: Threshold:
FAM-GOI v [:] Pass. Referenz einrechnen  |Gruppe 1 v 5
Referenzgen:
FAM-RefGen;FAM-RefGen2;FAM-RefGen3 - x

100

75

T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40

Zyklus
() Gene of Interest (GOI)-FAM ORef.geanAM—RefGen ORef.gen—FAM—RefGen2 ORef.gen—FAM—RefGenE ONorm.Rel. Konz.

Skalierung umschalten Sie kdnnen zwischen linearer und logarithmischer Skalierung der Fluoreszenzkurven
wahlen.

» Aufdas lcon *** Uber der Grafik klicken.
» Im Auswahlfenster die Option Skalierung logarithmisch oder linear wahlen.
» Neben das Auswahlfenster klicken.

v" Die Grafik wird neu skaliert.

Fluoreszenzdaten exportieren  Mit Rechtsklick auf eine Fluoreszenzgrafik kénnen Sie tiber das Kontextmen( die Fluo-
reszenzdaten der Proben in eine CSV-Datei exportieren oder die Grafik als Hardcopy in
die Zwischenablage speichern.

Sehen Sie dazu auch

Fluoreszenzdaten exportieren [ 52]

7.6  Normalisierte relative Konzentrationen als Balkendiagramme anzeigen

Die normalisierte relative Konzentration der Proben wird als Balkendiagramm auf dem
Tab Norm.Rel. Konz. im Grafikbereich des Projektfensters Auswertung | Relative Quan-
tifizierung angezeigt.

Relative Quantifizierung: 1 - B

RC
L

O Gene of Interest (GOI)-FAM (O Ref.gen-FAM-RefGen (O Ref.gen-FAM-RefGen2 (O Ref.gen-FAM-RefGen3 (D Norm.Rel. Konz.

Jede Probe wird mit einem Balken symbolisiert, an dessen unterem Ende der Probenna-
me steht. Die Reihenfolge der Proben im Diagramm ist alphabetisch nach dem Proben-
namen geordnet. Die Hohe des Balkens entspricht der normalisierten relativen Konzen-
tration der Replikate einer Probe. Der Bereich der Standardabweichung wird als grauer

Fehlerbalken am Ende des Balkens angezeigt.
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7.7

7.8

Wenn Sie mit dem Mauszeiger tber einen Balken fahren, wird eine Kurzinformation zur
Position der Probe im Probenlayout, zum Mittelwert und zur Standardabweichung ein-
geblendet.

Wenn bei einer grof3en Probenanzahl nicht alle Probenbalken gleichzeitig angezeigt
werden, kdnnen Sie mit Klick auf die Grafik und gedriickter Maustaste das Diagramm
horizontal verschieben.

Standardkurve fiir die relative Quantifizierung anzeigen

Die Standardkurven des Experiments fiir das gewahlte GOl werden im unteren Bereich
auf dem Tab Standardkurve dargestellt.

FAM-GOI ~ ® FAM-RefGenm FAM-RefGenM FAM-RefGenl

30
R 0,99502 0,99965 0,99953 0,95076
= 204 I Slope -3,37 -3,38 -3,41 -3,29
]
Offset 32,84 31,62 31,69 31,8
10 ; ; ; ; ; PCR efficency 0,98 0,97 0,97 1,01
1 2 3 4 5 ]

Log Std. Conc.

OTable &) standardkurve

Fir die Darstellung der Standardkurve sind die Ct-Werte der Standardproben gegen den
Logarithmus ihrer Konzentration graphisch aufgetragen. Die jeweiligen Datenpunkte
sind mit einem Fehlerbalken versehen, der die GréRe der Standardabweichung zwischen
Replikaten anzeigt. Zu jedem Datenpunkt wird eine Kurzinformation mit dem Probenna-
men und mittlerem Ct-Wert der Replikate angezeigt, wenn der Mauszeiger darauf ge-
setzt wird. In der Wertetabelle rechts daneben werden folgende berechneten Daten an-
gezeigt:

®  BestimmtheitsmaR R’ der Geradengleichung

®  Steigung der Standardgerade

m  Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse bei x=0 (Offset)

= PCR-Effizienz

Jede Kurve ist mit einer individuellen Farbe dargestellt. Der Farbcode wird im Kopf der
Wertetabelle als kleines farbiges Quadrat signalisiert.

Die Standardkurven und die Werte werden automatisch berechnet und bei Anderungen
der Einstellungen aktualisiert.

Ergebnisse einer relativen Quantifizierung anzeigen

Die Probentabelle mit den Ergebnissen wird im unteren Teil des Projektfensters Aus-
wertung in der Ansicht Tabelle angezeigt.

wel B8 Probenname Probentyp Gene of In...  Referenzgen  Ct GOL CtRefere... Mittl. Ct GOI Mittl. CtR... Relative K... Norm. Rel....  Stabw.Re... A
AL stdg Standard GOl 10,21 10,53 3,9670 3,9670 1,6335

AZ .sde Standard GOI 13,87 13,51 4,3599 4,3599 1,1509

A3 . std4 Standard GOI 16,57 16,87 4,3694 4,3694 0,9712

Ad . std3 Standard GOI 20,25 20,21 4,8868 4,8868 0,8899

AS .shdl Standard GOI 24,04 23,66 4,8312 4,8312 1,3981

A6 | BT Standard G0l 27,71 27,35 4,0695 4,0695 1,0327 v
< >

& Tabelle Ostandardkurve

Spalte Beschreibung
Well Position der Probe im Probenlayout

Mit einem Klick auf den Spaltentitel Well konnen Sie die Tabelle zei-
len- oder spaltenweise entsprechend dem Layout ordnen.
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Spalte Beschreibung

Kurvenfarbe Jeder Probe wird automatisch eine Farbe zugeordnet, mit der die ent-
sprechende Fluoreszenzkurve dargestellt wird.
Mit Doppelklick oder gedriickter Strg-Taste und Doppelklick kdnnen
Sie die Kurvenfarbe andern.

Probenname Im Probenlayout eingegebener Name

Probentyp Im Probenlayout eingegebener Probentyp

Gruppe Zuordnung der Probe zu einer experimentellen Gruppe

Gene of Interest
(Gol)

Zielgen (Gene of Interest)

Referenzgen

Referenzgen

Ct GOI

Ct-Wert Zielgen

Ct Referenzgen

Ct-Wert Referenzgen

Mittl. Ct GOI Mittlerer Ct-Wert von Replikaten des Zielgens

Mittl. Ct Ref.Gen Mittlerer Ct-Wert von Replikaten des Referenzgens

Konz. Std. GOI Konzentration des Standards fiir das Zielgen

Konz. Std. Ref.Gen Konzentration des Standards fiir das Referenzgen

Mittl. Konz. GOI Aus der Standardkurve anhand des mittleren Ct-Werts ermittelte
Konzentration fiir das Zielgen

Mittl. Konz. Aus der Standardkurve anhand des mittleren Ct-Werts ermittelte

Ref.Gen Konzentration fiir das Referenzgen

Stabw. Ct GOI Standardabweichung der Ct-Werte zwischen Replikaten des Zielgens

Stabw. RQ Ref.Gen

Standardabweichung der Ct-Werte zwischen Replikaten des Referenz-
gens

%CV Ct GOI

Variationskoeffizient der Ct-Werte zwischen Replikaten des Zielgens

%CV Ct Ref.Gen

Variationskoeffizient der Ct-Werte zwischen Replikaten des Referenz-
gens

Relative Konz.

Relatives (x-faches) Verhaltnis der Expression des Zielgens im Ver-
gleich zum Referenzgen

Norm. Rel. Konz.

Relatives (x-faches) Verhaltnis der Expression des Zielgens im Ver-
gleich zum Referenzgen, normiert auf die Expression des Kalibrators
(wenn definiert)

Stabw. Relative
Konz.

Standardabweichung der relativen Konzentration

Stabw. Norm. Rel.
Konz.

Standardabweichung der normalisierten relativen Konzentration

Sie kdnnen die Anzeige der Spalten in der Ergebnistabelle entsprechend ihren Erforder-
nissen anpassen, indem Sie nach Rechtsklick auf den Tabellenkopf im Kontextmeni die
Spaltenanzeige aktivieren. Um die Daten der so konfigurierten Ergebnistabelle in eine
Excel- oder CSV-Datei zu exportieren, fithren Sie einen Rechtsklick auf die Tabellen aus
und wahlen Sie den entsprechenden Befehl im Kontextmen.

Sehen Sie dazu auch

Ergebnistabellen exportieren [ 53]

Ergebnistabellen anpassen [ 52]
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7.9  Standardkurven fiir die relative Quantifizierung importieren

Sie kdnnen fir die relative Quantifizierung Standards im Experiment messen und daraus
die Regressionskoeffizienten der Standardkurve berechnen lassen oder Standardkurven

aus anderen Experimenten importieren. Das Verfahren fir den Import der Standardkur-
ven ist das gleiche wie fiir absolute Quantifizierung.

Sehen Sie dazu auch

Standardkurven fir eine absolute Quantifizierung in ein Experiment importieren
[ 62]
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8  DeltaDeltaCt-Quantifizierung (ddCt-Quantifizierung)

8.1

Projektfenster Auswertung |
ddCt-Quantifizierung

Men DeltaDeltaCt und Icons

72

Mit der ddCt -Methode wird das relative Expressionsverhaltnis des Zielgens zu einem
oder mehreren Referenzgenen (meist Housekeeping-Genen) bestimmt. Dabei muss eine
der Proben als Kalibrator definiert sein. Das Expressionslevel der Kalibratorprobe wird
auf eins gesetzt und die Expressionslevels der anderen Proben relativ dazu angegeben.
Zur Durchfiihrung der ddCt -Methode ist es nicht erforderlich, Standardreihen aufzuneh-
men. Eine Standard-Verdinnungsreihe muss nur definiert werden, wenn die ddCt -Me-
thode im gleichen PCR-Lauf validiert werden soll.

Projektfenster und Menii fiir die ddCt-Quantifizierung

o Einstellungen 4 Menitoring Pl Auswertung B Dokumentation 4 b
b Absolute Quantifizierung e Relative Quantifizierung 29 ddCt-Quantifizierung |~ Schmelzkurve b~ Genotypisierung 4 b
ddCt-Quantifizierung: 1 - =

Gene of Interest (GOI): Gruppe: Threshold:
FAM-Goi v Gruppe 1 ¥ 5 e 1
Referenzgen:
FAM-RefGen;FAM-RefGen2 - x
100+
754
&
E 504
254
o —
T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40

Zyklus
(D Gene of Interest (GOI)-FAM (ORef.gen-FAM (ORef.gen-FAM (ONormalisierte Expression (O Relative Quantitat

wel B2 Probenname  Probentyp Gen GOI Referenzgen  CEGOI CtRef.Gen Mitl, CtGOI  Mitd. CtR... RQGOI RQ Ref.g »
AT . 1 Unknown RefGen; 10,76; 10,90; 1,05;
AS 2 Unknown RefGen; 10,85; 10,34; 1,10;
All . 5 Unknown RefGen; 10,81; 10,89; 1,06;
Al12 .Kal Calibrator RefGen; 11,00; 3 10,98; 1,00;
B7 [ B Unknown RefGen; 1,05 WM 10,30; 1,05;
B8 2 Unknown RefGen; 10,91; 10,84; 1,10; w
< >
®Tabelle Ostandardkurve (O Validierung
Nr. Element Beschreibung
1 Parameterein- Auswahl der Analysenparameter fiir die ddCt-Quantifizierung
stellung
2 Grafikbereich Fluoreszenzkurven des GOI und des Referenzgens
Balkendiagramme der normalisierten Expression und der relati-
ven Quantitat
3 Tabellenbe- Probentabelle mit den Ergebnissen, Standardkurve und Validie-
reich rung

Bei Auswahl des Tabs ddCt-Quantifizierung erscheinen das Meni DeltaDeltaCt in der
Meniileiste und weitere Icons in der Werkzeugleiste fiir spezielle Funktionen fir die
ddCt-Quantifizierung.
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Icon Menii Delta- Beschreibung
DeltaCt

t\: ddCt-Quantifi- Eine Auswertung im Projektfenster einfligen
zierung hinzu-
fiigen

t: ddCt-Quantifi- Die aktuelle Auswertung aus dem Projektfenster entfernen
zierung entfer-
nen

€33 ddCt-Quantifi- Einstellungen fiir die Anzeige der Fluoreszenzkurven und fir die
zierung Optio- Ergebnisberechnung
nen

t\i Autom. Thres- Automatisch den Threshold fiir die Berechnung der Ct-Werte be-
hold stimmen

8.2  Auswertung fiir eine ddCt-Quantifizierung anlegen oder I6schen

Auswertungen anlegen

Auswertung entfernen

Um eine Auswertung vornehmen zu kénnen, miissen Sie diese zundchst im Projektfens-
ter mit einem Namen anlegen.

» Das Projektfenster Auswertung | ddCt-Quantifizierung 6ffnen.
.y
» Aufdaslcon |_+ in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt DeltaDeltaCt |
ddCt-Quantifizierung hinzufiigen wéhlen.
» Im Eingabefenster den Namen fiir die Auswertung eintragen und mit Ok bestatigen.

v' Die neue Auswertung ist im Projekt angelegt. Sie kdnnen jetzt ein GOl und die
Referenzgene wahlen und die weiteren Auswerteparameter editieren.

Eine nicht benétigte Auswertung kénnen Sie entfernen.
» Den Namen der Auswertung in der Liste wahlen.
o~
» Aufdaslcon I_ * in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt DeltaDeltaCt |
ddCt-Quantifizierung entfernen wéhlen.

v" Die Auswertung wird entfernt.

8.3  Optionen fiir eine ddCt-Quantifizierung

In den Optionen fiir die ddCt-Quantifizierung nehmen Sie die Einstellung der mathema-
tischen Behandlung der Fluoreszenzkurven und Bedingungen fir die automatische
Threshold-Berechnung vor. Darlber hinaus wéhlen Sie hier den Berechnungsmodus fiir
die Normierte Expression (NE).

Das Fenster ddCt-Optionen erscheint, wenn Sie auf das Icon EEE in der Werkzeugleiste
klicken oder den Menipunkt DeltaDeltaCt | ddCt-Quantifizierung Optionen wéhlen.
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Fenster ddCt-Optionen

74

Korrektur der Basislinie

() Uber alle Proben

w

Autom, Threshold

() Definierte Standards

Glattung Skalierung Effizienz
() ohne (®) linear (®) Ohne Effizienzherechnung (Livak-Methode)
(® 5 ~ Punkte (O logarithmisch (O Mit Effizienzberechnung (Pfaffi-Methode)

won Zyklus: bis Zyklus:
3 SIREE

(®) Probenspezifisch

Zyklen ignorieren:
5 =

@ Standardabweichung der Basislinien

@- Effizienzen aus Standards berechnen

() Effizienzen vorgeben

GOI 1
Y Ref.geni 1
= Ref.gen2 1

Flter
Starke: Rauschreduktion
stark v
|
Option Beschreibung
Glattung Einstellung der Glattungsbedingung fir die Fluoreszenzkurven
ohne
Es erfolgt keine Glattung.
Punkte
Es erfolgt eine Glattung tiber die gewédhlte Anzahl Punkte.
Skalierung Auswahl der Skalierung der Fluoreszenzkurven (linear oder logarith-

misch)

Korrektur der Ba-
sislinie

Auswahl der Basislinienkorrektur

Uber alle Proben

Bei dieser Korrektur wird die Basislinie fiir jede Probe im gleichen Be-
reich ermittelt. Die untere und die obere Bereichsgrenze sind in den
Feldern von Zyklus und bis Zyklus einzustellen.

Probenspezifisch

Diese Korrektur sollte gewahlt werden, wenn die Kurven sehr unter-
schiedliche Ct-Werte besitzen. Die untere Bereichsgrenze fiir die Er-
mittlung der Basislinie wird fir alle Proben im Feld Zyklen ignorieren
eingestellt. Die obere Bereichsgrenze wird fiir jede Probe separat
durch einen Algorithmus ermittelt.

Hinweis: Die Art der Basislinienkorrektur ldsst sich nur in diesem Dia-
log einstellen. Im Projektfenster kénnen die Bereichsgrenzen fiir die
Korrektur angepasst werden.

Autom. Threshold

Standardabweichung der Basislinien

Berechnung des Thresholds als x-fache Abweichung der Standardab-
weichung der Basislinien (Faktor einstellbar im Mentpunkt Extras |
Optionen | Auswertung)

Definierte Standards
Auswahl von Standards mit dem Ziel, den maximalen Wert fir das
BestimmtheitsmaR R? zu erhalten

Filter

Auswahl eines digitalen Filters zur Glattung der Fluoreszenzkurven,
einstellbar in den Stufen schwach, mittel und stark

Rauschreduktion

Verrauschte Kurven, die von der Software nicht als Amplifikationskur-
ven erkannt werden, auf O setzen und keine Ct-Werte ermitteln

Effizienz

Auswahl Berechnungsvorschriften fiir die Normierte Expression



gPCRsoft DeltaDeltaCt-Quantifizierung (ddCt-Quantifizierung)

Option Beschreibung
Ohne Effizienzberechnung (Livak-Methode)
Mit Effizienzberechnung (Pfaffl-Methode)

Ok - Auto Thr. Der Threshold wird entsprechend den Anderungen in diesem Fenster
fur ein aktuelles Projekt neu kalkuliert. Alle anderen Einstellungen
werden ebenfalls ibernommen und auf die Fluoreszenzkurven ange-
wendet.

Ok - Fix Thr. Der im aktuellen Projekt gesetzte Threshold wird unabhéngig von An-
derungen in diesem Fenster beibehalten. Alle anderen Einstellungen
werden ibernommen und auf die Fluoreszenzkurven angewendet.

Berechnungsvorschrift fir die Es werden zwei Méglichkeiten angeboten, die Normierte Expression NE zu berechnen:
Normierte Expression = Ohne Betrachtung der PCR-Effizienz (Livak-Methode)
= Mit Betrachtung der PCR-Effizienzen von GOl und Referenzgenen (Pfaffl-Methode)

Zur Berechnung der Normierten Expression NE muss eine Probe als Kalibrator definiert
werden.

Generell ist die Anwendung der Pfaffl-Methode zu bevorzugen, da die Grundannahme
der Livak-Methode gleicher Effizienz bei der Amplifikation des Zielgens und des Refe-
renzgens in der Praxis selten zutrifft und die Berechnung so zu verfalschten Werten fiih-

ren kann.

Liviak-Methode Bei der Methode nach Livak gilt die Annahme, dass die PCR-Effizienzen von Zielgen
(GOI) und Referenzgen (RefGene) gleich sind. Dann gilt:
NE = 2—ﬁ.ﬁCt

mit AACt = ACt(Calibrator) — ACt(Sample)
und ACt(Sample) = Ct(GOI, Sample) — Ct(RefGene, Sample)
ACt(Calibrator) = Ct(GOI, Calibrator) — Ct(RefGene, Calibrator)

Pfaffl-Methode Bei der Methode nach Pfaffl gehen die fiir das Zielgen (GOI) und das Referenzgen (Ref-
Gene) ermittelten Effizienzen in die Berechnung ein. Die Effizienzen (E(GOl)und E(Ref-
Gene)) kdnnen aus Verdliinnungsreihen berechnet oder der Software vorgegeben wer-
den. Es gilt:

NE — [1+E(Gory]ACtGon
- [1+E(RefGene)]ACt(RefGene)

mit ACt(GOI) = Ct(GOI, Calibrator) — Ct(GOI, Sample)
und  ACt(RefGene) = Ct(RefGene, Calibrator) — Ct(RefGene, Sample)

8.4  Parameter fiir die ddCt-Quantifizierung editieren

Die Parameter fir die ddCt-Quantifizierung eines Experiments stellen Sie in den Feldern
und Listen dber der Grafik ein.

Option Beschreibung

Auswabhlliste Auswahl einer fiir das Experiment angelegten Auswertung
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Threshold einstellen

Option Beschreibung
Gene of Interest Auswabhlliste der Zielgen/Farbstoff-Kombinationen
(Gol)

Entsprechend der Auswahl werden die Fluoreszenzkurven und Stan-
dardkurve angezeigt.

Referenzgen Auswabhlliste der Referenzgene

Es konnen mehrere Referenzgene gleichzeitig ausgewahlt werden.
Fur jedes Referenzgen wird ein weiterer Tab im Grafikbereich ange-
zeigt.

Mit Klick auf das Icon ;4 werden alle ausgewahlten Referenzgene
aus der Auswertung entfernt.

Benutzergruppe Wenn im Probenlayout mehrere Experimente (Gruppen) angelegt
wurden, muss hier die Gruppe des zu analysierenden Experiments
ausgewdhlt werden.

Threshold Threshold-Wert manuell einstellen

Der Threshold-Wert muss zwischen 1 und 100 liegen, entsprechend
der normierten Darstellung der Fluoreszenzkurven (dRn).

Skalierung und Basislinieneinstellung der Fluoreszenzkurve wahlen

Zur Ermittlung von Ct-Werten fiir die Auswertung muss ein Threshold-Wert fiir jedes
Experiment ermittelt werden.

Es gibt verschiedene Méglichkeiten, den Threshold-Wert einzustellen:

»

In den allgemeinen Optionen nach Klick auf das Icon EEE in der Werkzeugleiste die
Optionen fiir eine automatische Threshold-Bestimmung einstellen.

Den Threshold manuell im Eingabefeld Gber der Grafik eingeben.

In der Grafik die schwarze Threshold-Linie mit gedriickter Maustaste vertikal ver-
schieben. Gleichzeitig mit dem Verschieben der Threshold-Linie aktualisieren sich die
Ct-Werte in der Probentabelle.

Hinweis: Fiir das manuelle Setzen des Thresholds im Anzeigebereich ist die logarith-
mische Darstellung aufgrund der weiteren Spreizung des frithen exponentiellen Be-
reichs der Amplifizierung besser geeignet als die lineare Darstellung.

~
Fur die automatische Berechnung auf das Icon L+ in der Werkzeugleiste klicken. Fur
die automatische Berechnung wird der unter dem Meniipunkt Extras | Optionen |
Auswertung eingestellte Faktor und die Einstellungen aus dem Optionsfenster (Icon

€33) verwendet.

v' Der sich ergebende Threshold-Wert wird sowohl bei der manuellen Ermittlung als
auch bei der automatischen Berechnung im Eingabefeld Threshold aktualisiert
und angezeigt.

8.5  Fluoreszenzkurven fiir die ddCt-Quantifizierung anzeigen
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Im Anzeigebereich sind die gemessenen Daten, normiert auf den Wert 100 fir die
hochste Fluoreszenzintensitat, gegen den Zyklus fir das ausgewahlte Zielgen aufgetra-

gen. Den Kombinationen Zielgen/Farbstoff und Referenzgen/Farbstoff sind jeweils ein

Listenblatt zugeordnet.

Bei Auswahl einer anderen Zielgen/Farbstoff-Kombination in der GOI-Liste werden de-
ren Fluoreszenzkurven angezeigt.
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Je nach gewahlter Darstellungsoption werden die Fluoreszenzdaten entweder linear
oder logarithmisch dargestellt. Bei beiden Darstellungsformen wird eine Kurzinformati-
on zur Probe eingeblendet, sobald der Mauszeiger auf einer der Kurven steht. Fiir die
manuelle Einstellung des Thresholds wird die logarithmischen Darstellung aufgrund der
weiten Spreizung des frithen exponentiellen Bereichs der Fluoreszenzkurve empfohlen.

Skalierung umschalten Sie kdnnen zwischen linearer und logarithmischer Skalierung der Fluoreszenzkurven
wahlen.
» Aufdaslcon *** Uber der Grafik klicken.
» Im Auswahlfenster die Option Skalierung logarithmisch oder linear wahlen.
» Neben das Auswahlfenster klicken.

v Die Grafik wird neu skaliert.

Fluoreszenzdaten exportieren  Mit Rechtsklick auf eine Fluoreszenzgrafik konnen Sie tiber das Kontextment die Fluo-
reszenzdaten der Proben in eine CSV-Datei exportieren oder die Grafik als Hardcopy in
die Zwischenablage speichern.

8.6  Normalisierte relative Expression und relative Quantitat als
Balkendiagramm anzeigen

Die normalisierte relative Expression und die relative Quantitat der Proben werden als
Balkendiagramme auf dem Tabs im Grafikbereich des Projektfensters Auswertung |
ddCt-Quantifizierung angezeigt.

ad Absolute Quantifizierung -l Relative Quantifizierung 5] ddCt-Quantifizierung -l Schmelzkurve d Genotypisierung 4 b

ddCt-Quantifizierung: 1 - =

NE
o
1

FAM -5

FAM - 1
FAM - Kal

(OGene of Interest (GOI)-FAM (ORef.gen-FAM (ORef.gen-FAM (2 Normalisierte Expression (O Relative Quantitat

ddCt-Quantifizierung: 1 - =

175

150
125
100+
754
504
254
0- T T

(OGene of Interest (GOI)-FAM (ORef.gen-FAM (ORef.gen-FAM (O Normalisierte Expression (%) Relative Quantitat

RQ
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Jede Probe wird mit einem Balken symbolisiert, an dessen unterem Ende der Probenna-
me steht. Die Reihenfolge der Proben im Diagramm ist alphabetisch nach den Proben-
namen geordnet. Die Hohe des Balkens entspricht der berechneten normalisierten rela-
tiven Expression bzw. der relativen Quantitdt der Replikate einer Probe. Der Bereich der
Standardabweichung wird als grauer Fehlerbalken am Ende des Balkens angezeigt.

Wenn Sie mit dem Mauszeiger tiber einen Balken fahren, wird eine Kurzinformation zur
Position der Probe im Probenlayout, zum Mittelwert und zur Standardabweichung ein-
geblendet.

Wenn bei einer groRRen Probenanzahl nicht alle Probenbalken gleichzeitig angezeigt
werden, kdnnen Sie mit Klick auf die Grafik und gedriickter Maustaste das Diagramm
horizontal verschieben.

8.7  Standardkurven und Validierungskurven fiir die ddCt-Quantifizierung

anzeigen

Validierungskurven

Standardkurven
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Zur Berechnung der ddCt-Werte ist die Ermittlung einer Validierungskurve nicht not-
wendig, sie kann jedoch zur Uberpriifung der Qualitat der Daten herangezogen werden.
Voraussetzung zur Erstellung einer Validierungskurve ist die Messung einer Standardrei-
he verschiedener Verdiinnungsstufen vom Zielgen und Referenzgen. Die aus den Stan-
dardreihen resultierenden Validierungskurven und Standardkurven werden im unteren
Bereich des Projektfenster Auswertung | ddCt-Quantifizierung angezeigt. In beiden
Kurvendarstellungen sind die Datenpunkte mit einem Fehlerbalken versehen, der der
GroRe der Standardabweichung zwischen den Replikaten entspricht. Wenn der Mauszei-
ger auf einen Datenpunkt gesetzt wird, wird eine Kurzinformation mit dem Probenna-
men und mittlerem Ct-Wert der Replikate angezeigt.

In der Anzeige der Validierungskurven ist das Expressionsverhaltnis zwischen Zielgen
und Referenzgen grafisch dargestellt. Dazu wird fir die jeweilige Verdiinnungsstufe der
mittlere Ct-Wert des Zielgens vom mittleren Ct-Wert des Referenzgens subtrahiert und
der sich ergebende dCt(V) Wert gegen den Logarithmus der Konzentration aufgetragen.
Im Wertebereich rechts daneben werden folgende berechneten Daten angezeigt:

®  BestimmtheitsmaR R* der linearen Approximation

®  Steigung der Approximationsgeraden

m  Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse bei x=0 (Offset)

Die Steigung der Geraden sollte einen Wert von £ 0,1 nicht Gberschreiten. Dann gilt die
Annahme, dass die Effizienzen der Amplifikation von Zielgen und Referenzgen etwa
gleich sind und die Berechnung der ddCt-Werte valide Daten liefert.

Die Validierungskurven und die Werte werden automatisch berechnet und bei Anderun-
gen der Einstellungen aktualisiert.

Fur die Darstellung der Standardkurven sind die Ct-Werte der Standardproben gegen
den Logarithmus ihrer Konzentration graphisch aufgetragen. In der Wertetabelle wer-
den folgende berechneten Daten angezeigt:

®  BestimmtheitsmaR R* der Geradengleichung

®  Steigung der Standardgerade

m  Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse bei x=0 (Offset)

= PCR-Effizienz

Jede Kurve ist mit einer individuellen Farbe dargestellt. Der Farbcode wird im Kopf der
Wertetabelle als kleines farbiges Quadrat signalisiert. Die Standardkurven und die Werte
werden automatisch berechnet und bei Anderungen der Einstellungen aktualisiert.



gPCRsoft

DeltaDeltaCt-Quantifizierung (ddCt-Quantifizierung)

8.8

Ergebnisse einer ddCt-Quantifizierung anzeigen

Die Probentabelle mit den Ergebnissen wird im unteren Teil des Projektfensters Aus-
wertung in der Ansicht Tabelle angezeigt.

well B Probenname  Probentyp Gen GOL Referenzgen  CtGOI CtRef.Gen Mitd, CtGOI Mt CtR... RQGOI RQRef.g »
AT 1 Unknown RefGen; 9,41; 9,54 1,02;
A8 .2 Unknown RefGen; 9,51; 9,49; 1,05;
All . 5 Unknown RefGen; 9,48; 9,53; 1,02;
Al12 .Ka\ Calibrator RefGen; 9,58; 9,56; 1,00;
B7 . 1 Unknown RefGen; 9,68; 9,54 1,02;

B3 -2 Unknown RefGen; 9,59 9,4%; 1,05; v
< >
®Tabelle Ostandardkurve O Validierung

Spalte Beschreibung

Well Position der Probe im Probenlayout
Mit einem Klick auf den Spaltentitel Well konnen Sie die Tabelle zei-
len- oder spaltenweise entsprechend dem Layout ordnen.

Kurvenfarbe Jeder Probe wird automatisch eine Farbe zugeordnet, mit der die ent-
sprechende Fluoreszenzkurve dargestellt wird.
Mit Doppelklick oder gedriickter Strg-Taste und Doppelklick kdnnen
Sie die Kurvenfarbe andern.

Probenname Im Probenlayout eingegebener Name

Probentyp Im Probenlayout eingegebener Probentyp

Gruppe Zuordnung der Probe zu einer experimentellen Gruppe

Gen GOI Zielgen (Gene of Interest)

Referenzgen Referenzgen

Ct GOI Ct-Wert Zielgen

Ct Ref.Gen Ct-Wert Referenzgen

Mittl. Ct GOI Mittlerer Ct-Wert von Replikaten des Zielgens

Mittl. Ct Ref.Gen Mittlerer Ct-Wert von Replikaten des Referenzgens

Stabw. Ct GOI Standardabweichung der Ct-Werte zwischen Replikaten des Zielgens

Stabw. RQ Ref.Gen

Standardabweichung der Ct-Werte zwischen Replikaten des Referenz-
gens

%CV Ct GOI Variationskoeffizient der Ct-Werte zwischen Replikaten des Zielgens

%CV Ct Ref.Gen Variationskoeffizient der Ct-Werte zwischen Replikaten des Referenz-
gens

dCt GOI Delta Ct-Wert fiir Replikate des Zielgens

dCt Ref.Gen Delta Ct-Wert fiir Replikate des Referenzgens

RQ GOI Berechnete relative Menge fiir Replikate des Zielgens in der Ur-

sprungsprobe

Mittl. RQ Ref.Gen

Berechnete relative Menge fiir Replikate des Referenzgens in der Ur-
sprungsprobe

Mittl. RQ Ref.Gen

Mittlere berechnete relative Menge fiir Replikate des Referenzgens in
der Ursprungsprobe

Norm. Expression

Normalisiertes relatives (x-faches) Verhaltnis der Expression des Ziel-
gens in der Probe im Vergleich zum Kalibrator

Sie kdnnen die Anzeige der Spalten in der Ergebnistabelle entsprechend ihren Erforder-
nissen anpassen, indem Sie nach Rechtsklick auf den Tabellenkopf im Kontextmeni die
Spaltenanzeige aktivieren. Um die Daten der so konfigurierten Ergebnistabelle in eine
Excel- oder CSV-Datei zu exportieren, fihren Sie einen Rechtsklick auf die Tabellen aus
und wéahlen Sie den entsprechenden Befehl im Kontextmend.
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9

Schmelzkurvenanalyse

Bei der Schmelzkurvenanalyse wird die Temperatur im Reaktionsansatz sukzessiv er-
hoht, bis es zur Denaturierung des PCR-Produkts kommt. Die Dissoziation des Frag-
ments in Einzelstrdnge fihrt zur Freisetzung eines interkalierenden Farbstoffs. Die da-
mit einhergehende Reduktion der Fluoreszenzintensitat wird vom Gerdt gemessen und
protokolliert. Durch Bildung der ersten Ableitung der Fluoreszenzkurve erhélt man einen
Peak, der den Schmelzpunkt und ndherungsweise auch die Konzentration des PCR-Frag-
ments beschreibt. Mit der Schmelzkurvenanalyse kann differenziert werden, ob die Re-
aktion zur Bildung eines spezifischen PCR-Produkts gefiihrt hat oder unspezifische Ne-
benprodukte wie zum Beispiel Primerdimere entstanden sind.

Sehen Sie dazu auch

Projektfenster und Meni fiir die Schmelzkurvenanalyse [+ 80]

Projektfenster und Menii fiir die Schmelzkurvenanalyse

9.1
Projektfenster Auswertu ng | =5 Einstellungen i Monitoring
Schmelzkurve
ad Absolute Quantifizierung adt
Schmelzkurve: 1

80

Gene of Interest {GOI):
FAM

Relative Quantifizierung

o]

Auswertung B

Gruppe:

Group 1

Dokumentation

s ddCt-Quantifizierung I~ Schmelzkurve I~ Genotypisierung

-

Threshold:
1]

Temp. (°C)
@ableitung O Gene of Interest (GOI)-FAM OTm

4 b

4k

B

wel 8 Probenname  Probentyp Gen Tm Mittl. Tm Stabw. Mit... ~
A5 . Ut Unknown 84,8 84,83 0,06
AS . Ui Unknown 84,8 84,83 0,08
AT .Ul Unknown 84,9 84,83 0,086
B5 . uz Unknown 86,3 86,23 0,08
B6 .UZ Unknown 86,2 86,23 0,086 3
87 [ [ Unknown 85,2 85,23 0,06 S’
C5 -U3 Unknown 84,9 84,83 0,06 N
(@ Tabelle
Nr. Element Beschreibung
1 Parameterein- Auswahl der Analysenparameter fiir die Schmelzkurvenanalyse
stellung
2 Grafikbereich Ableitung und Fluoreszenzkurven des GOI
Balkendiagramm der Schmelztemperatur der Proben
3 Tabellenbe- Probentabelle mit den Ergebnissen
reich
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Meni Schmelzkurve und Icons

Bei Auswahl des Tabs Schmelzkurve erscheinen das Ment Schmelzkurve in der Ment-
leiste und weitere Icons in der Werkzeugleiste mit speziellen Funktionen fiir die
Schmelzkurvenanalyse.

Icon Menii Schmelz-  Beschreibung
kurve

t\f; Schmelzkurve Eine Auswertung im Projektfenster einfligen
hinzufiigen

I:\: Schmelzkurve Die aktuelle Auswertung aus dem Projektfenster entfernen
entfernen

€33 Schmelzkurve Einstellungen fiir die Anzeige der Fluoreszenzkurven und fir die
Optionen Ergebnisberechnung

t\i Autom. Thres-  Automatisch den Threshold fiir die Berechnung der Schmelztem-
hold peratur bestimmen

9.2  Auswertung fiir eine Schmelzkurvenanalyse anlegen oder 16schen

Auswertungen anlegen

Auswertung entfernen

Um eine Auswertung vornehmen zu kénnen, miissen Sie diese zundchst im Projektfens-
ter mit einem Namen anlegen.

» Das Projektfenster Auswertung | Schmelzkurve 6ffnen.
o~
» Aufdaslcon |_+ in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Schmelzkurve |
Schmelzkurve hinzufiigen wahlen.
» Im Eingabefenster den Namen fiir die Auswertung eintragen und mit Ok bestatigen.

v" Die neue Auswertung ist im Projekt angelegt. Sie kénnen jetzt ein GOI und die
Referenzgene wahlen und die weiteren Auswerteparameter editieren.

Eine nicht benétigte Auswertung kénnen Sie entfernen.
» Den Namen der Auswertung in der Liste wahlen.
~
» Aufdaslcon |_ « in der Werkzeugleiste klicken oder den Menlpunkt Schmelzkurve |
Schmelzkurve entfernen wéhlen.

v’ Die Auswertung wird nach Riickfrage entfernt.

9.3  Optionen fiir die Schmelzkurvenanalyse

In den Optionen fir die Schmelzkurvenanalyse nehmen Sie die Einstellung der mathe-
matischen Behandlung der Fluoreszenzkurven und Bedingungen fir die automatische
Threshold-Berechnung vor.

Das Fenster Melt. Curve Options erscheint, wenn Sie auf das Icon 283 in der Werkzeug-
leiste klicken oder den Menipunkt Schmelzkurve | Schmelzkurve Optionen wahlen.
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Gléattung Skalierung

O ohne @ linear

Korrektur der Basislinie

Punkte:

Autom, Threshold

@ Standardabweichung der Basislinien
(O Definierte Standards

Skalierung

(O Alle Kurven Start bei 100%
(®) Maximale Startfuoreszenz = 100%

Option
Glattung

@® 3 ~ |Punkte (O logarithmisch

5 o [Cinvertiere Kurve

sinc

Beschreibung
Einstellung der Glattungsbedingung fir die Fluoreszenzkurven

ohne
Es erfolgt keine Glattung.

Punkte
Es erfolgt eine Glattung tber die gewédhlte Anzahl Punkte.

Skalierung

Auswahl der Skalierung der Fluoreszenzkurven (linear oder logarith-
misch)

Korrektur der Ba-
sislinie

Punkte

Hier fehlt noch die Info

invertiere Kurve

Zur Auswertung von Fluoreszenzdaten aus Proteinstabilitdtsmessun-
gen kdnnen Sie die Schmelzkurven umkehren.

Autom. Threshold

Der Threshold wird nur bei der Ableitung wirksam. Es werden nur
Kurven ausgewertet, deren Maximum dRn/dT groéRer als der Thres-
hold ist.

Standardabweichung der Basislinien

Berechnung des Thresholds als x-fache Abweichung der Standardab-
weichung der Basislinien (Faktor einstellbar im MenUpunkt Extras |
Optionen | Auswertung)

Definierte Standards
Auswahl von Standards, mit dem Ziel den maximalen Wert fr das
BestimmtheitsmaR R’ zu erhalten

Skalierung

Alle Kurven Start bei 100%
Alle Fluoreszenzkurven werden so normiert, dass der Startpunkt bei
100 % beginnt.

Maximale Startfluoreszenz = 100%
Die hochste Startfluoreszenz wird 100 % gleichgesetzt. Alle weiteren
Kurven werden entsprechend berechnet.

Ok - Auto Thr.

Der Threshold wird entsprechend den Anderungen in diesem Fenster
fur ein aktuelles Projekt neu kalkuliert. Alle anderen Einstellungen
werden ebenfalls Gtbernommen und auf die Fluoreszenzkurven ange-
wendet.

Ok - Fix Thr.

Der im aktuellen Projekt gesetzte Threshold wird unabhéngig von An-
derungen in diesem Fenster beibehalten. Alle anderen Einstellungen
werden ibernommen und auf die Fluoreszenzkurven angewendet.
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9.4  Parameter fiir die Schmelzkurvenanalyse editieren

Die Parameter fiir die Schmelzkurvenanalyse eines Experiments stellen Sie in den Fel-
dern und Listen tber der Grafik ein.

Option Beschreibung
Gene of Interest Auswahlliste der Zielgen/Farbstoff-Kombinationen
(Gol)

Als Farbstoff fiir das Zielgen muss zur Schmelzkurvenanalyse in der
Regel ein interkalierender Farbstoff angewahlt sein.

Entsprechend der Auswahl werden die Fluoreszenzkurven angezeigt.

Benutzergruppe Wenn im Probenlayout mehrere Experimente (Gruppen) angelegt
wurden, muss hier die Gruppe des zu analysierenden Experiments
ausgewdhlt werden.

Threshold Threshold-Wert manuell einstellen

Der Threshold ist nur in der Ansicht Ableitung wirksam. Es werden
nur Kurven ausgewertet, deren Maximum dRn/dT gréRer als der
Threshold ist.

Threshold einstellen Mit dem Threshold-Wert fiir die Ableitungen der Schmelzkurven kénnen Sie Proben aus
der Auswertung ausschliefRen, deren maximaler Peak kleiner als der vorgegebene Thres-
hold-Wert ist.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, den Threshold-Wert einzustellen:

» Inden allgemeinen Optionen nach Klick auf das Icon €33 in der Werkzeugleiste die
Optionen fiir eine automatische Threshold-Bestimmung einstellen.

» Den Threshold manuell im Eingabefeld Gber der Grafik eingeben.

» Inder grafischen Darstellung der Ableitung die schwarze Threshold-Linie mit ge-

driickter Maustaste nach oben oder unten verschieben.

A
» Fir die automatische Berechnung auf das Icon L+ in der Werkzeugleiste klicken. Fiir
die automatische Berechnung wird der unter dem Meniipunkt Extras | Optionen |
Auswertung eingestellte Faktor und die Einstellungen aus dem Fenster Melt. Curve

Options (Icon €33) verwendet.

v Der sich ergebende Threshold-Wert wird sowohl bei der manuellen Ermittlung als
auch bei der automatischen Berechnung im Eingabefeld Threshold aktualisiert
und angezeigt.

9.5  Fluoreszenzkurven und Schmelzkurve anzeigen

Schmelzkurven anzeigen Die Schmelztemperatur T, wird aus dem Peakmaximum der ersten Ableitung der
Schmelzkurven bestimmt. Die Graphen werden im Anzeigebereich in der Ansicht Ablei-
tung angezeigt.

Zur Auswertung von Fluoreszenzwerten aus Proteinstabilitdtsmessungen kénnen Sie die
Schmelzkurven mit der Option invertiere Kurve im Fenster Melt. Curve Options umkeh-
ren.
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Schmelzkurve: 1 - =]
Gene of Interest (GOI): Gruppe: Threshold:
FAM v Gropl v 0 o

Fluoreszenzkurven anzeigen

Skalierung umschalten

Fluoreszenzdaten exportieren

84

ddRn/dT

50 65 70 75 80 85 90
Temp. (°C)
@ aAbleitung (O Gene of Interest (GOI)-FAM OTm

Im Anzeigebereich sind die Fluoreszenzwerte, abhéngig von den Einstellungen im Fens-
ter, entweder auf den hochsten Fluoreszenzwert oder auf den Sollwert 100 normiert
gegen die Temperatur aufgetragen.

Bei Multiplex-Experimenten kénnen Sie in der GOI-Liste die Zielgen/Farbstoff-Kombi-
nation fir die Anzeige wahlen.

Je nach gewahlter Darstellungsoption werden die Fluoreszenzdaten entweder linear
oder logarithmisch dargestellt. Wenn Sie den Mauszeiger (iber eine Kurve fiihren, wird
eine Kurzinformation zur Probe eingeblendet.

Schmelzkurve: 1 - =
Gene of Interest (GOI): Gruppe: Threshold:
FAM v Group 1 v 0 e

100 ==

75

254

50 65 70 75 g0 85 50 95
Temp. (°C)
Oableitung D Gene of Interest (GOI)}-FAM OTm

Sie kdnnen zwischen linearer und logarithmischer Skalierung der Fluoreszenzkurven
wahlen.

» Aufdaslcon *** Gber der Grafik klicken.
» Im Auswahlfenster die Option Skalierung logarithmisch oder linear wéhlen.
» Neben das Auswahlfenster klicken.

v' Die Grafik wird neu skaliert.

Mit Rechtsklick auf eine Fluoreszenzgrafik kénnen Sie tber das Kontextmeni die Fluo-
reszenzdaten der Proben in eine CSV-Datei exportieren oder die Grafik als Hardcopy in
die Zwischenablage speichern.

Sehen Sie dazu auch

Fluoreszenzdaten exportieren [ 52]
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9.6  Mittlere Schmelztemperaturen als Balkendiagramme anzeigen

Die Schmelztemperaturen der Proben werden als Balkendiagramm in der Ansicht Tm im
Grafikbereich des Projektfensters Auswertung | Schmelzkurve angezeigt.

Jede Probe wird mit einem Balken symbolisiert, an dessen unterem Ende der Probenna-
me steht. Die Reihenfolge der Proben im Diagramm ist alphabetisch nach dem Proben-
namen geordnet. Die Hohe des Balkens entspricht der mittleren Schmelztemperatur der
Replikate einer Probe. Der Bereich der Standardabweichung wird als grauer Fehlerbal-
ken am Ende des Balkens angezeigt.

Wenn Sie mit dem Mauszeiger tiber einen Balken fahren, wird eine Kurzinformation zur
Position der Replikate im Probenlayout, zur mittleren Schmelztemperatur und zur Stan-
dardabweichung eingeblendet.

Wenn bei einer groRRen Probenanzahl nicht alle Probenbalken gleichzeitig angezeigt
werden, kdnnen Sie mit Klick auf die Grafik und gedriickter Maustaste das Diagramm
horizontal verschieben.

Schmelzkurve: 1 - =

91+
90+
89+
88+
874
86
E 85
84+
83
82
814
80+
Pop
74

Qableitung O Gene of Interest (GOI)-FAM (D Tm

9.7  Ergebnisse einer Schmelzkurvenanalyse anzeigen

Die Probentabelle mit den Ergebnissen wird im unteren Teil des Projektfensters Aus-
wertung in der Ansicht Tabelle angezeigt.

well B Probenname  Probentyp Gen Tm Mitt, Tm Stabw, Mit... ~

AS . u1 Unknown 84,8 84,83 0,086

AS . U1 Unknown 84,8 84,83 0,08

AT . U1 Unknown 84,9 84,83 0,08

BES . uz2 Unknown 86,3 86,23 0,08

B6 . uz2 Unknown 86,2 86,23 0,086

E7 . uz2 Unknown 86,2 86,23 0,08

CS -U3 Unknown 84,9 84,83 0,06 &
(D Tabelle

Spalte Beschreibung

Well Position der Probe im Probenlayout

Mit einem Klick auf den Spaltentitel Well konnen Sie die Tabelle zei-
len- oder spaltenweise entsprechend dem Layout ordnen.

Kurvenfarbe Jeder Probe wird automatisch eine Farbe zugeordnet, mit der die ent-
sprechende Fluoreszenzkurve dargestellt wird.

Mit Doppelklick oder gedriickter Strg-Taste und Doppelklick kdnnen
Sie die Kurvenfarbe dndern.

Probenname Im Probenlayout eingegebener Name
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Spalte Beschreibung
Probentyp Im Probenlayout eingegebener Probentyp
Gruppe Zuordnung der Probe zu einer experimentellen Gruppe
Gen Name des in der Probe gemessenen Gens
Tm Schmelztemperatur der Probe
Mittl. Tm Durchschnittliche Schmelztemperatur von Replikaten
Stabw. Mittl. Tm Standardabweichung der durchschnittlichen Schmelztemperatur von
Replikaten

Sie kdnnen die Anzeige der Spalten in der Ergebnistabelle entsprechend ihren Erforder-
nissen anpassen, indem Sie nach Rechtsklick auf den Tabellenkopf im Kontextment die
Spaltenanzeige aktivieren. Um die Daten der so konfigurierten Ergebnistabelle in eine
Excel- oder CSV-Datei zu exportieren, fiihren Sie einen Rechtsklick auf die Tabellen aus
und wahlen Sie den entsprechenden Befehl im Kontextmen.

Sehen Sie dazu auch
Ergebnistabellen exportieren [ 53]
Ergebnistabellen anpassen [ 52]
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10 Genotypisierung

Die Genotypisierung dient der Ermittlung von Sequenzunterschieden zwischen einer
Probe und einem Standard. Der Standard ist als Referenzsequenz (Genotyp 1) definiert,
wahrend der genetische Zustand der Probe mit dem Experiment ermittelt werden soll.

Die Genotypisierung deckt auf, welche Allele ein Individuum von seinen Eltern geerbt

hat.

10.1 Projektfenster und Menii fiir die Genotypisierung

Projektfenster Auswertung | @1 Enstelungen 4  Monitoing 47  Auswertung  [£] Dokumentation 4 b
Ge n Otyp Isierun g ad Absolute Quantifizierung ad Relative Quantifizierung 24 ddCt-Quantifizierung e~ Schmelzkurve tad Genotypisierung < |-
Genotyping: Genotyping1 - =]
Wildtyp: Gruppe: Threshold:
FAM v []Pass. Referenz einrechnen Group 1 v 5 ee 1
Mutante: u M
100 |
75
C
FB 50+
25
0
T T T T T T T T
5 10 15 F 5 30 35 %0
Zyklus
@W\Idtyp—FAM OmMutanterox QO Scatterplot O Endpunkt
well B Probenname  Probentyp Ct Wildtyp Mitt. Ctw... Stabw.Ct... CtMutant Mitt. CtM...  Stabw. Ct... ~
A4 | B Unknown 28,65 8,74 0,14 28,51 28,12 0,54
a7 W Unknown 28,14 28,80 0,92 NocCt 0,00 0,00
B4 . H1 Unknown 28,84 28,74 0,14 27,74 28,12 0,54
B7 | g Unknown 29,45 28,80 0,92 NoCt 0,00 00 3
c4 | & Unknown 30,15 29,91 0,33 29,04 29,02 0,02 e
c7 wr2 Unknown 29,18 29,21 0,04 NoCt 0,00 0,00
D4 . H2 Unknown 29,68 29,91 0,33 29,01 29,02 0,02
D7 wr2 Unknown 29,23 29,21 0,04 NoCt 0,00 0,00 v
Nr. Element Beschreibung
1 Parameterein- Auswahl der Analysenparameter fiir die Genotypisierung
stellung
2 Grafikbereich Fluoreszenzkurven fiir Genotyp 1 und Genotyp 2
Balkendiagramme und Scatterplot der Ergebnisse
3 Tabellenbe- Probentabelle mit den Ergebnissen
reich

Meni Genotyping und Icons

Bei Auswahl des Tabs Genotypisierung erscheinen das Men(l Genotypisierung in der

Mendileiste und weitere Icons in der Werkzeugleiste fiir spezielle Funktionen fir die Ge-
notypisierung.
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Icon Menii Genoty- Beschreibung
pisierung
ii- Genotypisie- Eine Auswertung im Projektfenster einfiigen
* rung hinzufi-
gen
ii- Genotypisie- Die aktuelle Auswertung aus dem Projektfenster entfernen
. rung entfernen
EEE Genotypisie- Einstellungen fir die Anzeige der Fluoreszenzkurven und fir die

rung Optionen Ergebnisberechnung

ii- Autom. Thres- Automatisch den Threshold fiir die Berechnung der Ct-Werte be-
+ hold stimmen

10.2 Auswertung fiir eine Genotypisierung anlegen oder I6schen

Auswertungen anlegen

Auswertung entfernen

Um eine Auswertung vornehmen zu kénnen, miissen Sie diese zunachst im Projektfens-
ter mit einem Namen anlegen.

» Das Projektfenster Auswertung | Genotypisierung ¢ffnen.

b Aufdas Icon "*% in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Genotypisie-
rung | Genotypisierung hinzufiigen wahlen.

» Im Eingabefenster den Namen fiir die Auswertung eintragen und mit OK bestatigen.

v' Die neue Auswertung ist im Projekt angelegt. Sie kénnen jetzt ein GOl und die
Referenzgene wahlen und die weiteren Auswerteparameter editieren.

Eine nicht bendtigte Auswertung kénnen Sie entfernen.

» Den Namen der Auswertung in der Liste wahlen.

b Aufdas Icon "% in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Genotypisie-
rung | Genotypisierung entfernen wéhlen.

v" Die Auswertung wird entfernt.

10.3 Optionen fiir eine Genotypisierung

88

In den Optionen fiir die Genotypisierung nehmen Sie die Einstellung der
mathematischen Behandlung der Fluoreszenzkurven und Bedingungen fir die
automatische Threshold-Berechnung vor. Darliber hinaus wahlen Sie hier den
Berechnungsmodus fir die Normierte Expression (NE).

Das Fenster Genotypisierung Optionen erscheint, wenn Sie auf das lcon €33 in der
Werkzeugleiste klicken oder den Menipunkt Genotypisierung | Genotypisierung Optio-
nen wahlen.
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nen

Glattung Skalierung

() ohne (®) linear

(®) 5 v Punkte O logarithmisch

Korrektur der Basislinie

Betrachteter Zyklus

(®) Letzter Zyklus
(O Zykus wahlen | 41 v

Bezeichnungen

O Uber alle Praben Wenn Wildtyp: Wildtyp
won Zyklus: bis Zyklus:
3 | |15 - Wenn Mutante: Mutante
@Probenspeziﬁsdﬂ Wenn heterozygot:  heterozygot
Zyklen ignorieren:
5 = ansonsten: Fehler
Autom, Threshold Scatter Plot
@ Standardabweichung der Basislinien O Basierend auf Intensititen
(O Definierte Standards (®) Basierend auf Ct Werten
Flter
Starke: Rauschreduktion
stark v
|
Option Beschreibung
Glattung Einstellung der Glattungsbedingung fir die Fluoreszenzkurven
ohne
Es erfolgt keine Glattung.
Punkte
Es erfolgt eine Glattung tiber die gewédhlte Anzahl Punkte.
Skalierung Auswahl der Skalierung der Fluoreszenzkurven (linear oder logarith-
misch)
Korrektur der Ba- Auswahl der Basislinienkorrektur
sislinie Uber alle Proben
Bei dieser Korrektur wird die Basislinie fiir jede Probe im gleichen Be-
reich ermittelt. Die untere und die obere Bereichsgrenze sind in den
Feldern von Zyklus und bis Zyklus einzustellen.
Probenspezifisch
Diese Korrektur sollte gewahlt werden, wenn die Kurven sehr unter-
schiedliche Ct-Werte besitzen. Die untere Bereichsgrenze fir die Er-
mittlung der Basislinie wird fir alle Proben im Feld Zyklen ignorieren
eingestellt. Die obere Bereichsgrenze wird fiir jede Probe separat
durch einen Algorithmus ermittelt.
Hinweis: Die Art der Basislinienkorrektur 1dsst sich nur in diesem Dia-
log einstellen. Im Projektfenster kénnen die Bereichsgrenzen fiir die
Korrektur angepasst werden.
Autom. Threshold Standardabweichung der Basislinien
Berechnung des Thresholds als x-fache Abweichung der Standardab-
weichung der Basislinien (Faktor einstellbar im Mentpunkt Extras |
Optionen | Auswertung)
Definierte Standards
Auswahl von Standards mit dem Ziel, den maximalen Wert fur das
BestimmtheitsmaR R” zu erhalten
Filter Auswahl eines digitalen Filters zur Glattung der Fluoreszenzkurven,
einstellbar in den Stufen schwach, mittel und stark
Rauschreduktion Verrauschte Kurven, die von der Software nicht als Amplifikationskur-

ven erkannt werden, auf O setzen und keine Ct-Werte ermitteln

Betrachteter Zyklus  Einstellung des zur Auswertung herangezogenen Zyklus
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Option

Beschreibung

Letzter Zyklus
Vorzugseinstellung (Endpunkt)

Zyklus wéahlen
Einen anderen Zyklus des gPCR-Laufs in der Liste einstellen

Bezeichnungen

Eingabemdglichkeit von eigenen Bezeichnungen fiir die Kategorien

Wildtyp, Mutante, heterozygot bzw. ansonsten

Scatterplot

Erzeugung des Scatter-Plots anhand der Fluoreszenzintensitadten am
betrachteten Zyklus oder basierend auf Ct-Werten

Ok - Auto Thr. Der Threshold wird entsprechend den Anderungen in diesem Fenster
fur ein aktuelles Projekt neu kalkuliert. Alle anderen Einstellungen
werden ebenfalls itbernommen und auf die Fluoreszenzkurven ange-
wendet.

Ok - Fix Thr. Der im aktuellen Projekt gesetzte Threshold wird unabhangig von An-

derungen in diesem Fenster beibehalten. Alle anderen Einstellungen
werden Ubernommen und auf die Fluoreszenzkurven angewendet.

10.4 Parameter fiir die Genotypisierung editieren

Threshold einstellen

90

Die Parameter fiir die Genotypisierung eines Experiments stellen Sie in den Feldern und
Listen dber der Grafik ein.

Option Beschreibung

Auswabhlliste Auswahl einer fiir das Experiment angelegten Auswertung
Wildtyp Auswabhlliste der Zielgen/Farbstoff-Kombinationen des Wildtypes
Mutante Auswabhlliste der Zielgen/Farbstoff-Kombinationen der Mutante

Pass. Referenz ein-
rechnen

Nur wahlbar, wenn im Projektfenster Einstellungen | Scan ein Farb-
stoff als passive Referenz definiert wurde.

Bei Aktivierung wird die Fluoreszenz des als passive Referenz gesetz-
ten Farbstoffs zur Normierung eingesetzt.

Benutzergruppe Wenn im Probenlayout mehrere Experimente (Gruppen) angelegt
wurden, muss hier die Gruppe des zu analysierenden Experiments
ausgewdhlt werden.

Threshold Threshold-Wert manuell einstellen

Der Threshold-Wert muss zwischen 1 und 100 liegen, entsprechend
der normierten Darstellung der Fluoreszenzkurven (dRn).

Skalierung und Basislinieneinstellung der Fluoreszenzkurve wahlen

Zur Ermittlung von Ct-Werten fiir die Auswertung muss ein Threshold-Wert fiir jedes
Experiment ermittelt werden.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, den Threshold-Wert einzustellen:

» Inden allgemeinen Optionen nach Klick auf das lcon €§3 in der Werkzeugleiste die
Optionen fiir eine automatische Threshold-Bestimmung einstellen.

» Den Threshold manuell im Eingabefeld tGber der Grafik eingeben.

» Inder Grafik die schwarze Threshold-Linie mit gedriickter Maustaste vertikal ver-
schieben. Gleichzeitig mit dem Verschieben der Threshold-Linie aktualisieren sich die
Ct-Werte in der Probentabelle.
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Hinweis: Fiir das manuelle Setzen des Thresholds im Anzeigebereich ist die logarith-
mische Darstellung aufgrund der weiteren Spreizung des friihen exponentiellen Be-
reichs der Amplifizierung besser geeignet als die lineare Darstellung.

o~
» Fir die automatische Berechnung auf das Icon |_+ in der Werkzeugleiste klicken. Fiir
die automatische Berechnung wird der unter dem Meniipunkt Extras | Optionen |
Auswertung eingestellte Faktor und die Einstellungen aus dem Optionsfenster (lcon

Z83) verwendet.

v Der sich ergebende Threshold-Wert wird sowohl bei der manuellen Ermittlung als

auch bei der automatischen Berechnung im Eingabefeld Threshold aktualisiert
und angezeigt.

10.5 Fluoreszenzkurven fiir die Genotypisierung anzeigen

Im Grafikbereich werden die Fluoreszenzkurven der Kombinationen Wildtyp/Farbstoff
und Mutante/Farbstoff jeweils in einer Ansicht angezeigt.

Je nach gewahlter Darstellungsoption werden die Fluoreszenzdaten entweder linear
oder logarithmisch dargestellt. Bei beiden Darstellungsformen wird eine Kurzinformati-
on zur Probe eingeblendet, sobald der Mauszeiger auf einer der Kurven steht. Fiir die
manuelle Einstellung des Thresholds wird die logarithmischen Darstellung aufgrund der
weiten Spreizung des frilhen exponentiellen Bereichs der Fluoreszenzkurve empfohlen.

Genotyping: Genotyping1 - =
Wwildtyp: Gruppe: Threshald:

FAM ¥ DPass. Referenz einrechnen  |Group 1 v 5
Mutante: u

100 4

75

dRn

50+

25

Zyklus
@wildtyp-FAM  OMutante-ROX O Scatterplot (O Endpunkt

Skalierung umschalten Sie kdnnen zwischen linearer und logarithmischer Skalierung der Fluoreszenzkurven

wahlen.

» Aufdas lcon *** Uber der Grafik klicken.

» Im Auswahlfenster die Option Skalierung logarithmisch oder linear wahlen.
» Neben das Auswahlfenster klicken.

v Die Grafik wird neu skaliert.

Fluoreszenzdaten exportieren  Mit Rechtsklick auf eine Fluoreszenzgrafik kénnen Sie tiber das Kontextmen( die Fluo-

reszenzdaten der Proben in eine CSV-Datei exportieren oder die Grafik als Hardcopy in
die Zwischenablage speichern.
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10.6 Scatterplot und Balkendiagramm fiir die Genotypisierung anzeigen

Scatterplot anzeigen Der Scatterplot (Streudiagramm) der Genotypisierung wird in der Ansicht Scatterplot
angezeigt. Der Scatterplot ist in vier Quadranten fiir Wildtyp, Mutante, heterozygot und
Fehler unterteilt. Die Proben werden jeweils anhand der gemessenen relativen Fluores-
zenz bzw. der Ct-Werte der beiden Farbstoffe einem der Quadranten zugeteilt.

Die Cutoff-Werte sind die Schwellwerte, ab denen fiir eine Probe die Frage nach ihrer
Reaktion mit "ja" beantwortet wird. Der jeweilige Cutoff zur Zuordnung von Proben wird
im Scatterplot durch zwei schwarze Linien angezeigt. Mit gedriickter Maustaste kdnnen
Sie die Position der Linien verschieben und so den Cutoff verdndern. Alternativ geben
Sie die Cutoff-Werte fiir Wildtyp und Mutante in den Auswerteparametern tiber dem
Scatterplot ein.

Genotyping: Genotyping1 - =
Wildtyp: Gruppe: Cutoff Wildtyp:
FAM v | [JPass. Referenz einrechnen | Group 1 v 35
Mutante: u Cutoff Mutante:
v 35
wild type errar
ELE | L] mm

Ct-Mutante
w
]
n
1

27,5 s '._ E
= 7heberazygohe - mutant
Zi“.S 3‘0 32‘,5 35 37‘,5 4‘0
Ct-Wildtyp
Owildeyp-FAM  OMutante-ROX (D Scatterplot (O Endpunkt
Balkendiagramm anzeigen In der Ansicht Endpunkt sind die gemessenen relativen Fluoreszenzen als Balken darge-

stellt.

Bei 96er Thermobldcken ist die X-Achse ist dabei nach den Zeilen des Blocks von A bis H
skaliert. Die ersten 12 Proben entsprechen den Positionen Al ... A12 des Blocks, die
ndchsten 12 Proben den Positionen B1 ... B12 usw. Die Cutoff-Werte kdnnen Sie in der
Grafik durch Verschieben der horizontalen Linien mit gedriickter Maustaste verdndern
oder in den Feldern Gber der Grafik eingeben.

Genotyping: Genotyping1 - =
Wildtyp: Gruppe: Cutoff Wildtyp:
FAM v DPass.Ref&lenz einrechnen | Group 1 v 35
Mutante: | ] Cutoff Mutante:
FAM-1 v 35

100

754
&
T 504

254

e R R R R R R R R R R R R RN R R

A D E F G H

Owildeyp-FAM  OMutante-FAM - OScatterplot (&) Endpunkt
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10.7 Ergebnisse einer Genotypisierung anzeigen

In der Ergebnistabelle der Genotypisierung sind alle Daten fiir die Proben zusammenge-
fasst. Je nach ausgewahltem Tab im Grafikbereich unterscheiden sich die in der Ergebni-
stabelle dargestellten Spalten. Fiir die Fluoreszenzkurven gibt es eine zusammenfassen-
de Tabelle, in der die Fluoreszenzdaten beider Farbstoffe verarbeitet sind. Wenn die

Fluoreszenzintensitdt am Endpunkt ausgewertet wird, enthalten die Probentabellen von

Scatterplot und Balkendiagramm die gleichen Daten.

Spalte Beschreibung

Well Position der Probe im Probenlayout
Mit einem Klick auf den Spaltentitel Well kdnnen Sie die Tabelle zei-
len- oder spaltenweise entsprechend dem Layout ordnen.

Probenname Im Probenlayout eingegebener Name

Probentyp Im Probenlayout eingegebener Probentyp

Gruppe Zuordnung der Probe zu einer experimentellen Gruppe

Ct Wildtyp Ct-Wert Wildtyp

Mittl. Ct Wildtyp

Durchschnitts-Ct-Wert von Replikaten des Wildtyps

Stabw. Ct Wildtyp

Standardabweichung der Ct-Werte zwischen Replikaten des Wiltyps

Ct Mutant

Ct-Wert Mutant

Mittl. Ct Mutant

Durchschnitts-Ct-Wert von Replikaten des Mutanten

Stabw. Ct Mutant

Standardabweichung der Ct-Werte zwischen Replikaten des Mutan-
ten

Genotyp

Zuordnung der Probe nach Wildtyp, Mutante, heterozygot oder Feh-
ler ,?"

Reaktion Wildtyp

Ja oder Nein, je nach Endpunktfluoreszenz oder Ct-Wert

Reaktion Mutante

Ja oder Nein, je nach Endpunktfluoreszenz oder Ct-Wert

Genotyp Replikate

Zuordnung der Replikate einer Probe nach Wildtyp, Mutante, hetero-
zygot oder Fehler ,?"

dRn Wildtyp

Normierte Fluoreszenzintensitat der Wildtyp-Reaktion

Mittl. dRn Wildtyp

Normierte Fluoreszenzintensitat zwischen Replikaten der Wildtyp-Re-
aktion

Stabw. dRn Wildtyp

Standardabweichung der normierte Fluoreszenzintensitat zwischen
Replikaten der Wildtyp-Reaktion

dRn Mutante

Normierte Fluoreszenzintensitdt der Mutant-Reaktion

Mittl. dRn Mutante

Normierte Fluoreszenzintensitat zwischen Replikaten der Mutant-Re-
aktion

Stabw. dRn Mutan-
te

Standardabweichung der normierte Fluoreszenzintensitat zwischen
Replikaten der Mutant-Reaktion
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11 POS/NEG-Analyse im Endpunkt

Mit Hilfe der positiv/negativ Analyse (POS/NEG-Analyse) wird ermittelt, ob bestimmte
Targets in einer Probe vorhanden sind oder nicht. Die Experimente kénnen dabei als
Singleplex oder Multiplex angelegt sein, wobei die Fluoreszenzen der Proben im End-
punkt, also nach der Amplifizierung, ausgewertet werden. Die Position des Endpunktes
beziiglich der Zyklen sowie die Anzahl der einzubeziehenden Zyklen kann eingestellt
werden. In der Analyse wird mit Hilfe der Endpunktfluoreszenzen der NTC-Proben ein
Cutoff-Wert berechnet, welcher zur Diskriminierung zwischen positiv und negativ fir je-
de einzelne Probe herangezogen wird. Die Auswertung beriicksichtigt interne Positiv-
kontrollen (IPC), die jeder Probe zur Vermeidung von falsch-negativen Ergebnissen zu-
gesetzt werden kénnen und zu einer Erhdhung der Sicherheit des Ergebnisses fiihren.

11.1 Projektfenster fiir eine POS/NEG-Analyse

Projektfenster Auswertung |
Endpunkt
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=3 Einstellungen 4 Monitoring Pl Auswertung 5] Dokumentation 4 b
a Relative Quantifizierung [=5d ddCt-Quantifizierung | Schmelzkurve -l Genotypisierung - Endpunkt 4 b
Endpunkt: 1 - =
Gene of Interest (GOI) Gruppe: 1
SybrGreen v Group 1 v N
IPC: [ |
70000
60000 -
= 50000 4
e
% 40000
H
E 30000
20000
10000
o — . :
T T T T T
10 15 20 30 35 40
Zyklen [n]
®ale OGene of Interest (GOI) O1lnterne Positivkontrolle (IPC) O Gitter (O Balkendiagramm
wel B8 Probenname  Probentyp FluoGOT Mitt. Fluo... Stabw. Flu...  FlugIPC Mittl. Fluol...  Stabw. Flu... Status GOI Status Pt A
AS .ul Unknown 69085,19 69381,73 419,36 35391,14 35610,91 310,81 POS POS
AB . ul Unknown 69678,26 69381,73 419,36 35830,68 35610,91 310,81 POS POS
D1 . u4 Unknown 54771,33 64469,63 425,74 33151,87 ~==7g,a5 442,68 NEG POS
e . ud Unknown 64167,88 64469,63 426,74 32525,93 195 442,68 NEG POS
E8 . us Unknown 59048,22 593086,64 365,47 29740,87 “sesd7, 23 843,38 NEG MNEG
=] . us Unknown 53565,07 50306,64 365,47 30933,60 30337,23 843,38 NEG NEG
F10 PTC Positive control 75560,45 75607,17 66,08 42871,97 43185,34 444,58 POS POS v
£ >
Nr. Element Beschreibung
1 Parameterein- Auswahl der Analysenparameter fiir die POS/NEG-Analyse
stellung
2 Grafikbereich Fluoreszenzkurven der Gen/Farbstoff-Kombinationen und die in-
terne Positivkontrolle IPC
Ergebnisanzeige am Probenlayout
Balkendiagramme der Ergebnisse
3 Tabellenbe- Probentabelle mit den Ergebnissen
reich
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Meni Endpunkt und Icons Bei Auswahl des Tabs Endpunkt erscheinen das Menl Endpunkt in der Meniileiste und
weitere Icons in der Werkzeugleiste fiir spezielle Funktionen fiir die POS/NEG-Analyse.

Icon Menii End- Beschreibung
punkt

t\: Endpunkt hin- Eine Auswertung im Projektfenster einfligen
zufiigen

I:\: Endpunkt ent- Die aktuelle Auswertung aus dem Projektfenster entfernen
fernen

€33 Endpunkt Op- Einstellungen fiir die Anzeige der Fluoreszenzkurven und fir die

tionen Ergebnisberechnung
t\; Autom. Cutoff Automatisch den Cutoff-Wert fir die POS/NEG-Analyse bestim-
men

11.2 Auswertung fiir eine POS/NEG-Analyse anlegen oder I6schen

Auswertungen anlegen Um eine Auswertung vornehmen zu kénnen, miissen Sie diese zundchst im Projektfens-
ter mit einem Namen anlegen.

» Das Projektfenster Auswertung | Endpunkt &ffnen.
~
» Aufdaslcon |_+ in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Endpunkt | End-
punkt hinzufiigen wahlen.
» Im Eingabefenster den Namen fiir die Auswertung eintragen und mit Ok bestatigen.
v" Die neue Auswertung ist im Projekt angelegt. Sie kdnnen jetzt ein GOl und die
Referenzgene wahlen und die weiteren Auswerteparameter editieren.
Auswertung entfernen Eine nicht benétigte Auswertung kénnen Sie entfernen.
» Den Namen der Auswertung in der Liste wéhlen.
~
» Aufdaslcon I_ x in der Werkzeugleiste klicken oder den Mentpunkt Endpunkt | End-
punkt entfernen wéhlen.

v" Die Auswertung wird entfernt.

11.3 Optionen fiir eine POS/NEG-Analyse

In den Optionen firr die POS/NEG-Analyse nehmen Sie die Einstellung der
mathematischen Behandlung der Fluoreszenzkurven und Bedingungen fiir die
Berechnung der Cutoff-Werte vor.

Das Fenster Endpunkt Optionen erscheint, wenn Sie auf das lcon 583 in der Werkzeug-
leiste klicken oder den Meniipunkt Endpunkt | Endpunkt Optionen wahlen.

Fenster Endpunkt Optionen Option Beschreibung
Glattung Einstellung der Glattungsbedingung fir die Fluoreszenzkurven
ohne
Es erfolgt keine Glattung.
Punkte

Es erfolgt eine Glattung Uber die gewahlte Anzahl Punkte.
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Option

Skalierung

Beschreibung

Auswahl der Skalierung der Fluoreszenzkurven (linear oder logarith-
misch)

Korrektur der Ba-
sislinie

Auswahl der Basislinienkorrektur

Uber alle Proben

Bei dieser Korrektur wird die Basislinie fiir jede Probe im gleichen Be-
reich ermittelt. Die untere und die obere Bereichsgrenze sind in den
Feldern von Zyklus und bis Zyklus einzustellen.

Probenspezifisch

Diese Korrektur sollte gewéhlt werden, wenn die Kurven sehr unter-
schiedliche Ct-Werte besitzen. Die untere Bereichsgrenze fiir die Er-
mittlung der Basislinie wird fir alle Proben im Feld Zyklen ignorieren
eingestellt. Die obere Bereichsgrenze wird fiir jede Probe separat
durch einen Algorithmus ermittelt.

Hinweis: Die Art der Basislinienkorrektur ldsst sich nur in diesem Dia-
log einstellen. Im Projektfenster kénnen die Bereichsgrenzen fiir die
Korrektur angepasst werden.

Endpunkt

letzte ... Zyklen
Das Mittel der letzten Anzahl Zyklen als Endpunktfluoreszenz verwen-
den

von Zyklus/bis Zyklus
Den Mittelwert der Endpunktfluoreszenzen im ausgewéhlten Bereich
fur die Analyse verwenden

StandardméRig wird der Mittelwert der letzten 2 Zyklen fir die Analy-
se verwendet.

Cutoff-Berechnung

mit Negativkontrolle oder NTC

Der Cutoff-Wert berechnet sich aus der mittleren Fluoreszenz der
NTC-Proben plus dem in Prozent angegebenen Betrag aus der Diffe-
renz aus der maximalen Probenfluoreszenz und der Fluoreszenz der
NTC-Proben, jeweils im Endpunkt.

mit interner Positivkontrolle (IPC) und NTC

Fur NTC und IPC werden unabhéngig Cutoff-Werte berechnet. Dabei
wird die Standardabweichung der Fluoreszenz der NTC-Proben sowie
der Proben ohne zugesetzte interne Positivkontrolle (IPC) mit einem
tabellierten Faktor T, der sich aus dem gewdiinschten Vertrauensinter-
vall und der Anzahl der Proben ergibt, multipliziert.

Cutoffs aus Tabelle nutzen
Cutoffs manuell in die Tabelle eintragen

Ok - Auto Cutoff

Der Cutoff-Wert wird entsprechend den Anderungen in diesem Fens-
ter fiir ein aktuelles Projekt neu kalkuliert. Alle anderen Einstellungen
werden ebenfalls itbernommen und auf die Fluoreszenzkurven ange-
wendet.

Ok - Fix Cutoff

Der im aktuellen Projekt gesetzte Cutoff-Wert wird unabhangig von

Anderungen in diesem Fenster beibehalten. Alle anderen Einstellun-
gen werden ibernommen und auf die Fluoreszenzkurven angewen-

det.

Wenn im Plattenlayout keine IPC-Proben definiert sind, steht die Option mit IPC und
NTC nicht zur Verfiigung. IPC-Proben kénnen im Projektfenster Einstellungen | Proben
durch Markierung der Wells in der Plattendarstellung, Rechtsklick auf die Markierung
und Zuweisen der Eigenschaft Interne Positivkontrolle (IPC) im Kontextmeni definiert

werden.

Sehen Sie dazu auch

Probeneigenschaften im Layoutschema eingeben [ 36]
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11.4 Parameter fiir die POS/NEG-Analyse editieren

Die Parameter fiir die POS/NEG-Analyse eines Experiments stellen Sie in den Feldern
und Listen tber der Grafik ein.

Option Beschreibung

Auswabhlliste Auswahl einer fiir das Experiment angelegten Auswertung

Gene of Interest Auswahlliste der Zielgen/Farbstoff-Kombinationen

(Gor)

Interne Positivkon- Auswahl des Farbstoffes, mit dem die interne Positivkontrolle detek-
trolle (IPC) tiert wurde

Benutzergruppe Wenn im Probenlayout mehrere Experimente (Gruppen) angelegt

wurden, muss hier die Gruppe des zu analysierenden Experiments
ausgewahlt werden.

Cutoff Endpunktfluoreszenz, ab der eine Probe als positiv gilt
Auswahl der Zyklen fiir die Standardmalig wird das Mittel der Fluoreszenzdaten der letzten zwei Zyklen als End-
Endpunktanalyse punktfluoreszenz verwendet. Sie kénnen auch mehrere Zyklen am Ende des PCR-Laufes

oder einen Bereich von Zyklen innerhalb des PCR-Laufes zur Berechnung definieren.

Die Einstellungen nehmen Sie nach Klick auf €33 im Fenster Endpunkt Optionen vor.
Die gewahlten Bereiche werden in den Grafiken der Fluoreszenzkurven gelb gekenn-
zeichnet.

Cutoff-Werte einstellen Die Cutoff-Werte fir GOl und IPC kénnen Sie manuell einstellen oder automatisch be-
rechnen lassen, wobei verschiedene Methoden im Fenster Endpunkt Optionen einstell-
bar sind. Nach dem Anlegen einer Auswertung und bei jeder Veranderung des Cutoff-
Wertes bzw. anderer Optionen werden die Analysenergebnisse neu berechnet und die
graphischen sowie tabellarischen Darstellungen aktualisiert.

Manuell

» Cutoff-Werte direkt im Eingabefeld Cutoff in den Parametern tiber der Grafik oder im
Fenster Endpunkt Optionen eingeben.

» Cutoff-Linie mit gedriickter Maustaste in der Grafik der Fluoreszenzkurven verschie-
ben.

Automatisch

o~
» Aufdaslcon |_+ klicken oder den MenUlpunkt Endpunkt | Autom. Cutoff wahlen.

v’ Der Cutoff-Wert wird entsprechend den Einstellungen im Fenster Endpunkt Op-
tionen ermittelt.

11.5 Bewertung der Ergebnisse der POS/NEG-Analyse

Fir die Bewertung von Einzelproben und Replikaten (POS, NEG, ???, CHECK) liegen fol-
gende Zusammenhénge zugrunde:

Ohne IPC Endpunktfluoreszenz der Einzelprobe GOI Ergebnis
> Cutoff (GOI) POS (positiv)
< Cutoff (GOI) NEG (negativ)
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Mit IPC

Bewertung bei Replikaten

Endpunktfluoreszenz der
Einzelprobe GOI

> Cutoff (GOI)

Endpunktfluoreszenz der
Einzelprobe IPC

> Cutoff (IPC)

Ergebnis

POS (positiv)

< Cutoff (GOI) > Cutoff (IPC) NEG (negativ)
> Cutoff (GOI) < Cutoff (IPC) ??? (fraglich)
< Cutoff (GOI) < Cutoff (IPC) ??7? (fraglich)

Als Replikat vorliegende Proben (gleiche Probennamen) werden nur dann als eindeutig
POS oder NEG eingeschéatzt, wenn alle Replikate der Probe POS oder NEG sind. Ist das
nicht der Fall, wird CHECK ausgegeben. Es besteht die Mdglichkeit, tiber den Projektex-
plorer eventuelle Ausreil’erproben zu deaktivieren.

Ergebnisse der einzelnen Replikate Ergebnis Probe

alle POS POS (positiv)
alle NEG NEG (negativ)
sonst CHECK (prifen, ggf. AusreiRer eliminieren)

Sehen Sie dazu auch
Projektexplorer Proben [F 12]

11.6 Ergebnisse im Probenlayout und als Balkendiagramm anzeigen

Ergebnisse im Probenlayout

Balkendiagramm
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In der Ansicht Gitter erhalten Sie einen schnellen Uberblick iiber die Ergebnisse der ein-
zelnen Wells. Die Farben, mit denen positive, negative, fragliche bzw. IPC-Proben darge-
stellt werden, kdnnen Sie unter Extras | Optionen | Farben festlegen. Wenn Sie den
Mauszeiger auf einem Well platzieren, wird der Probenname und die Endpunktfluores-
zenzwerte fiir GOl und ggf. IPC angezeigt.

Endpunkk: 1 - =
1 2 3 = 5 [ 7 8 9 10 11 12

B
L5
D Unkn Unkn

u4 u4
E Unkn Unkn

us us

i _:
G
H Unkn Unkn NTC NTC

ub us NTC NTC

QOalle OGene of Interest (GOI) (OlInterne Positivkontrolle (IPC) (D Gitter (O Balkendiagramm

Im Balkendiagramm werden die Endpunktfluoreszenzen von GOI und IPC fiir alle Wells
gemeinsam dargestellt sowie die aktuellen Cutoff-Werte als waagerechte Linie ange-
zeigt. Die hellblauen Linien gelten dabei fiir das GOI, die dunkelblauen fiir die IPC. Die
Cutoff-Linien kénnen Sie in dieser Darstellung nicht verdndern. Wenn Sie den Mauszei-
ger auf einem Balken platzieren, werden der Probenname und die Endpunktfluoreszenz-
werte fiir GOl und ggf. IPC angezeigt.
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Endpunkt: 1 - =
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Qalle OGene of Interest (GOI) Olnterne Positivkontrolle (IPC) (O Gitter (2 Balkendiagramm

11.7 Ergebnisse einer POS/NEG-Analyse

Die Probentabelle mit den Ergebnissen wird im unteren Teil des Projektfensters ange-

zeigt.

wWell B Probenname  Probentyp FluoGOT Mitt. Fluo... Stabw. Flu...  FluoIPC Mittl. Fluol...  Stabw. Flu... Status GOI Status IPt A~

AS .ul Unknown 69085,19 69381,73 419,36 35391, 14 35610,591 310,81 POS PO3

AS .ul Unknown 69578,26 69381,73 419,36 35830,68 35610,591 310,81 POS PO3

D1 . u4 Unknown 64771,38 64469,63 426,74 33151,97 32838,95 442,68 NEG POS

D2 . u4 Unknown 64167,88 64469,63 426,74 32525,93 32838,95 442,68 NEG POS

EZ .uS Unknown 59048,22 55306,64 365,47 29740,87 30337,23 843,38 NEG NEG

E9 .uS Unknown 59565,07 55306,64 365,47 30933,60 30337,23 843,38 NEG NEG

F10 .PTC Positive control 75560,45 75607,17 66,08 42871,97 43186,34 444,58 POS POS W

< >

Spalte Beschreibung

Well Position der Probe im Probenlayout
Mit einem Klick auf den Spaltentitel Well konnen Sie die Tabelle zei-
len- oder spaltenweise entsprechend dem Layout ordnen.

Kurvenfarbe Jeder Probe wird automatisch eine Farbe zugeordnet, mit der die ent-
sprechende Fluoreszenzkurve dargestellt wird.
Mit Doppelklick oder gedriickter Strg-Taste und Doppelklick kdnnen
Sie die Kurvenfarbe andern.

Probentyp Im Probenlayout eingegebener Probentyp

FluoGOI Endpunktfluoreszenz des Zielgens

Mittl. FluoGOI Mittelwert der Endpunktfluoreszenz von Replikaten des Zielgens

Stabw. FluoGOI Standardabweichung der Endpunktfluoreszenz von Replikaten des
Zielgens

FluolPC Endpunktfluoreszenz der IPC

Mittl. FluolPC Mittelwert der Endpunktfluoreszenz von Replikaten der IPC

Stabw. FluolPC Standardabweichung der Endpunktfluoreszenz von Replikate der IPC

Status GOI POS, wenn FluoGOI> Cutoff, sonst NEG (fiir jedes Well)

Status IPC POS, wenn FluolPC > Cutoff, sonst NEG (ftr jedes Well)

Ergebnis Proben

Bewertung POS/NEG/??? fiir jedes Well

Ergebnis Replikate

Bewertung POS/NEG/CHECK der Replikate
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12 MIQE-Dokumentation

Im Jahr 2009 hat eine internationale Expertengruppe um Prof. Steven Bustin Richtlinien
zur Publikation von qPCR-Daten erarbeitet (Bustin et al. 2009, Clinical Chemistry 55:4,
611-622). Das grundlegende Ziel ist die Veréffentlichung unvollstandiger oder fehler-
hafter gPCR-Daten zu vermeiden und die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit von
Versuchen zu gewahrleisten. Die entsprechenden Richtlinien regeln Anforderungen hin-
sichtlich des minimalen Informationsgehalts, der zur Publikation von Daten mindestens
notwendig ist. Die Richtlinien sind unter der Abkiirzung "MIQE" (Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) bekannt geworden.

Hinweise zum Ausfillen der u
MIQE-Dokumentation

100

MIQE besteht aus einem Fragenkatalog zu insgesamt 9 verschiedenen Themenbe-
reichen rund um qPCR-Experimente. In qPCRsoft ist im Projektfenster fiir jeden
Themenbereich ein Button angelegt, Giber den der entsprechende Fragenkatalog
zum Thema aufgerufen werden kann. Zusétzlich ist ein Button MIQE-Home vorhan-
den, mit dem man von jedem Punkt aus in das MIQE-Hauptmen zurtickspringen
kann.

Grundsatzlich sollte zundchst durch Auswahl der entsprechenden Option definiert
werden, ob in den Experimenten DNA oder RNA als Ausgangmaterial verwendet
wurde. Ist die Option DNA aktiviert, muss der Fragenkatalog zum Thema Reverse
Transkription nicht bearbeitet werden und die entsprechende Schaltflache ist nicht
verfligbar.

Nach Klick auf einen Button wird der entsprechende Fragenkatalog gedffnet. Die
Anzahl der Fragen unterscheidet sich zwischen den jeweiligen Themenbereichen.
Der Anwender sollte méglichst viele Fragen beantworten.

Ein Teil der Antworten wird aus dem aktuell geéffneten bzw. aktiven Projekt tiber-
nommen, wenn die entsprechenden Informationen vorhanden sind.

Die Vollstandigkeit der Beantwortung der Fragen wird von der Software durch einen
Fortschrittsbalken in % dargestellt. Der MIQE-Fragenkatalog unterscheidet zwischen
wichtigen Fragen, die unbedingt beantwortet werden sollten, und erganzenden Fra-
gen. Die Eingabefelder wichtiger Fragen sind in jedem Themenbereich hellrot unter-
legt, erganzende Fragen weil3. Fiir den Fortschrittsbalken werden nur die beantwor-
teten wichtigen Fragen durch die Software gewertet. Die Anzahl der Fragen insge-
samt unterscheidet sich je nachdem, ob DNA oder RNA als Ausgangsmaterial ge-
wahlt wurde. Die Software kann die Qualitdt der Antworten nicht bewerten. Es ob-
liegt dem Anwender den Fragenkatalog vollstandig und mit der notwendigen Sorg-
falt zu bearbeiten.

Es ist moglich, MIQE-Daten aus anderen Projekten zu importieren. Nach Klick auf

)
das Icon Ew in der Werkzeugleiste oder Wahl des Meniibefehls MIQE | MIQE Doku-
mentation importieren 6ffnet sich ein Dialogfenster. Nach Anwahl des entspre-
chenden Projekts werden gespeicherte MIQE-Daten in das aktuelle Projekt impor-
tiert.

Der Fragenkatalog kann tiber den Mentlipunkt Datei | Drucken ausgedruckt werden.
Aktivieren Sie dazu die Option MIQE im Projektbaum des Fensters Drucken.
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MIQE-Dokumentation

ﬁ,‘] Einstellungen I Monitoring

5 MIQE
——

ﬁ MIQE-Home

Experimentelles Design

Angaben zu den Proben

Nukleinsiureextraktion

\/ Reverse Transkription

Angaben zum gPCR-Target

gPCR-0Oligonukleotide

gPCR-Protokoll

qPCR-Validierung

Datenanalyse

Fortschritt:27 %

|_ wichtige Information

Auswertung 5] Dokumentation 4 b
f
4
Target:
Orna
@ Dna
MIQE

Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experimems
(According to the MIQE guidelines published by 5.A. Bustin et. al. in Clinical Chemistry 55:4 (2009) 611-622.)

Der Fragebogen erméglicht es, wichtige und ergénzende Informationen zu diesem real-time PCR-Projekt zu erfassen. Die
Informationen kénnen Gber die Druckfunktion als MIQE-Report ausgedruckt werden,
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13  Multigen-/Multiplatten-Analyse

Die Multigen-/Multiplatten-Analyse gewéhrleistet die Auswertung von gPCR-Daten
mehrerer Zielgene gleichzeitig bzw. die Auswertung von Daten aus mehreren Projektda-
teien, wenn zum Beispiel mehrere PCR-Platten fiir das Experiment verwendet wurden.
Die Multigen-/Multiplatten-Analyse wird als Dialog in einer eigenen Bedienoberfléche,
unabhdngig vom Programm gPCRsoft ausgefiihrt. Grundlage der Multigen-/Multiplat-
ten-Analyse sind durch das Programm gPCRsoft gespeicherte Projektdateien. In den je-
weiligen Projekten muss eine ddCt-Analyse angelegt sein, um sie in der Multigen-/Mul-
tiplatten-Analyse auswerten zu kénnen.

Multigen-/Multiplatten-Analy- . ii'
. » In der Werkzeugleist von qPCRsoft auf das Icon ""+ k

tei | Multi Gene - Multi Plate Assay wahlen.

licken oder den Meniipunkt Da-

v’ Die Bedienoberflache MultiGene erscheint.

Sie kdnnen eine bereits gespeicherte Auswertung laden oder eine neue Analyse mit dem
Laden der Projektdateien starten.

Bedienoberflache MultiGene

Datei Extras Hilfe \1/
gl -Bla|e\2 5
| ;:JJE AUSWETtUNG Mo 4 b
54 Projekt hinzuftigen |4 Projekt entfernen ‘
qTS_Mu\ertpx Threshold festlegen: 3]
W2 aT3_Multiz.ripx
E— o b W= W9
100
3
p 75
_l!: 50
25+
N —=
‘ s 1|u 5 B 5 B 55 © p
@111456739101111 Zykdus
[yclciciel X X6l T 10 © Diagramm
2 g@ ®@® Probentyp Gruppe Gen Ct Mittl, Ct Stabw. Ct -~
° @ Calibrator Gruppe 1 Tubulin 28,24 28,59 0,50
. Calibrator Gruppe 1 Tubulin 28,95 28,59 0,50
@ Unknown Gruppe 1 Tubulin 21,15 21,29 0,16
': @ Unknown Gruppe 1 Tubulin 21,26 21,29 0,16
Unknown Gruppe 1 Tubulin 71,96 21,29 0,16
H @@@@@@@@@@ Unknown Gruppe 1 Tubulin 18,31 18,38 0,10
P:0000O- Urknown Gruppe 1 Tubulin 18,45 18,38 0,10 v
() Proben aktivieren O 1PS markieren © Tabele
Nr.  Element Beschreibung
1 Meniileiste Meniipunkte zum Offnen, Bearbeiten, Speichern und Dru-
cken der Multigen-/Multiplatten-Analyse und Hilfe
2 Werkzeugleiste Icons zur Verwaltung der Analyse
Projektliste Verwalten der Projekte der Analyse
4 Probenlayout Aktivierung und Deaktivierung einzelner Proben fiir die
Analyse

Definition der Inter-Plattenstandards (IPS)

5 Tab Projekte Darstellungen der Fluoreszenzkurven und der Ergebnisse
der ddCt-Auswertung des in der Projektliste markierten Pro-
jekts
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Nr. Element Beschreibung

6 Tab Auswertung Anzeige der Multigen-/Multiplatten-Analyse als Balkendia-
gramme und Tabelle

13.1 Dateiverwaltung Multigen-/Multiplatten-Analyse

Neue Multigen-/Multiplatten-
Analyse anlegen

Gespeicherte Multigen-/Multi-
platten-Analyse 6ffnen

Multigen-/Multiplatten-Analy-
se speichern

Multigen-/Multiplatten-Analy-
se drucken

l‘.
Nach Klick auf das Icon LY wird die Bedienoberflache MultiGene angezeigt und enthélt
zundchst keine Daten. In MultiGene kann immer nur eine Analyse erfolgen. Bei einer
weiteren Analyse muss eine bereits vorhandene Analyse zundchst geschlossen werden.

» Aufdaslcon ﬂ in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Datei | Neues
MultiGeneAssay wahlen.

v' Es wird eine neue Analyse angelegt. Eine bereits gedffnete Multigen-/Multiplat-
ten-Analyse wird dabei geschlossen. Wurden Verdnderungen vorgenommen, die
noch nicht gespeichert waren, erfolgt eine Riickfrage. Im ndchsten Schritt der
Analyse miissen Sie die Projektdateien mit ddCt-Auswertungen aus qPCRsoft im-
portieren.

» Aufdaslcon Q in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Datei | MultiGe-
neAssay 6ffnen....

» Im Fenster Offnen die gespeicherte Datei wihlen und mit Ok bestatigen.

v’ Die Multigen-/Multiplatten-Analyse mit Projektliste, Probenlayout, Messergeb-
nissen und Auswertungen wird angezeigt.

Hinweis: Wenn unter Extras | Optionen | Datei der Dateityp "™.mgax" mit qPCRsoft ver-
knlpft ist, 6ffnet sich MultiGene nach Doppelklick auf die ausgewdhlte Datei automa-
tisch.

Die Multigen-/Multiplatten-Analyse wird mit allen hinzugefligten Projektdateien und
Auswertungen gespeichert.

» Den Meniipunkt Datei | MultiGeneAssay speichern unter... wahlen.
» Im Fenster Speichern unter einen Dateinamen eingeben und auf den Button Spei-
chern klicken.

» Anderungen in einer gespeicherten Analyse mit Klick auf das Icon @ speichern oder
den MenUpunkt Datei | MultiGeneAssay speichern Multigen-/Multiplatten-Analyse
speichern wahlen.

v' Die Analyse wird gespeichert.

Sie kdnnen Sie Ergebnisse der Multigen--/Multiplatten-Analyse drucken.

» Auf den Tab Auswertung wechseln.

» Aufdaslcon @ in der Werkzeugleiste klicken oder den Meniipunkt Datei | MultiGe-
neAssay drucken... wahlen.

» Mit dem Icon Optionen die Druckerparameter wahlen und mit dem lcon Drucken
den Ausdruck starten.

v' Das Protokoll der Analysenergebnisse wird auf dem gewéhlten Drucker gedruckt.
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13.2 Projektdateien fiir eine Multigen-/Multiplattenanalyse wahlen

Projekte laden

Projekte entfernen

Projekt deaktivieren

Wenn eine neue Multigen-/Multiplatten-Analyse gestartet wird, ist die Bedienoberfla-
che zunéchst leer. Im nachsten Schritt missen Sie die Projektdateien mit einer ddCt-
Analyse aus gPCRsoft laden, um sie in MultiGene auszuwerten. Die verwendeten Pro-
jekte werden in der Projektliste angezeigt.

Projekt hinzufiigen E Projekt entfernen

4 gT3_Multil.ripx
8 T3 _Multi2.ripx

o gT3_MultiZ.ripx

» Auf den Button Projekt hinzufiigen klicken.

» Im Fenster Offnen eine oder mehr Projektdateien wahlen und mit Klick auf den But-
ton Offnen in den Workspace laden.

v" Die Projekte erscheinen in der Projektliste. Die Fluoreszenzkurven und die Ergeb-
nisse der ddCt-Analyse eines in der Liste markierten Projekts werden auf dem Tab
Projekte angezeigt.

» Das Projekt in der Liste markieren und auf den Button Projekt entfernen klicken.

v' Das Projekt wird aus der Projektliste geléscht und ist nicht mehr Bestandteil der
Analyse. Wenn die Analyse gespeichert wird, ist dieses Projekt nicht mehr in der
MGAX-Datei enthalten.

Statt das Projekt dauerhaft aus der Analyse zu entfernen, kénnen Sie es auch deaktivie-
ren.

» Mit einem Klick auf das Kontrollkdstchen vor dem Projektnamen den Haken entfer-
nen.

v' Das Projekt wird in der Analyse nicht bertcksichtig, ist aber nach dem Speichern
in der MGAX-Datei enthalten.

13.3 Proben aktivieren und Interplattenstandards markieren

Proben aktivieren/deaktivieren

Interplattenstandards markie-
ren

104

Sie kdnnen in MultiGene im Probenlayout auf die gleiche Weise wie im Projektexplorer
Proben in qPCRsoft fiir die einzelnen Projekte Proben aktivieren und deaktivieren. Die
Probentypen sind auf dem Probenschema von MultiGene mit den gleichen Farben und
Symbolen wie im Projektexplorer von gPCRsoft gekennzeichnet.

» Den Tab Projekte wéhlen.
» In der Projektliste das Projekt markieren.

v" Die Fluoreszenzkurven und Analysenergebnisse des Projekts werden auf dem Tab
Projekte angezeigt.

» Unter dem Probenlayout die Ansicht Proben aktivieren wéhlen.
» Wie im Projektexplorer Proben die Ausreil3er deaktivieren.
v' Die deaktivierten Proben werden in der weiteren Analyse nicht mehr beriicksich-
tigt.

In der Multigen-/Multiplatten-Analyse werden Interplatten-Standards (IPS) in jedem
Probenlayout mitgefiihrt und die Abweichungen untereinander ermittelt und verrech-
net.
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[ s laschen  []1PS-Positionen identisch

IO'nmUnmb©

4 5 & 7 & % 10 11 12

CIGICIGIGIGICICICICIC
00000 00C
Slelel T ¥ lclclGlclc
E E‘..@...@E@
®
®

(O Proben aktivieren () 1PS markieren

4
4

Unter dem Probenlayout die Ansicht IPS markieren wahlen.
Mit der Maus im Layoutbereich markieren, der die IPS-Proben enthalt.

v" Die IPS-Proben werden grau vor einem griinen Hintergrund angezeigt. Fiir alle
Ubrigen Proben wird nur das Probentyp-Symbol angezeigt. Leere Wells sind mit
einem "E" gekennzeichnet.

Wenn sich auf allen Platten die IPS-Proben auf der gleichen Position befinden, die
Option IPS-Positionen identisch aktivieren.

v' Die Auswahl wird auf alle geladenen Projekte tbertragen.

Um die IPS in allen geladenen Projekten zu l6schen, auf den Button IPS I6schen kli-
cken.

13.4 Threshold und PCR-Effizienzen fiir die Multigen-/Multiplatten-Analyse

festlegen

Threshold-Wert editieren

PCR-Effizienz editieren

Aus den geladenen Projektdateien werden alle Messwerte und Einstellungen Gbernom-
men. In MultiGene kénnen der Threshold-Wert fiir jeden Farbstoff und die PCR-Effizi-
enz neu eingestellt werden. Alle weiteren Einstellungen kénnen nicht mehr verdndern
werden. Das ist nur in den jeweiligen Einzelprojekten in gqPCRsoft mdglich.

Der Threshold-Wert kann fiir jeden Farbstoff eines geladenen Projekts editiert werden.

v Vv Vv Vv v Vv

Den Tab Projekte wéhlen.

In der Projektliste das Projekt mit Mausklick markieren.

Auf dem Tab Projekte in der Liste Farbstoff den Farbstoff wahlen.
Bei Bedarf die Experimentgruppe in der Liste Gruppe wahlen.

Den Threshold im Feld Threshold editieren.

Alternativ in der Grafik der Fluoreszenzkurven die schwarze Threshold-Linie mit dem
Cursor verschieben.

v Mit der Veranderung des Thresholds werden die Werte in der Ergebnistabelle neu
berechnet.

Die PCR-Effizienz wird aus den geladenen Projektdateien ibernommen. Fiir die Analyse
kann die PCR-Effizienz fiir die betrachteten Gene angepasst werden.

»

»

Den Tab Auswertung wéahlen.

In der Werkzeugleiste auf das Icon €E3 klicken oder den MenUpunkt Extras | Optio-
nen wéhlen.
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» Im Fenster Optionen fiir die einzelnen Gene die PCR-Effizienz editieren und mit Ok
bestatigen.

v’ Die Analysenergebnisse werden mit den editierten PCR-Effizienzen neu berech-
net.

13.5 Auswertung der Multigen-/Multiplatten-Analyse

Die Ergebnisse der Multigen-/Multiplatten-Analyse werden auf dem Tab Auswertung
im Anzeigebereich ausgegeben.

Projekte Auswertung 4 F
MultiGeneAssay: 1 =
Gene of Interest (GOL): . r Achse:

FAM-Tubulin;ROX-IL1b - i Log10 v
Referenzgen:

VIC-ActingCy5-GAPDH - K Interplattenkalibrierunc

D ILib I:l Tubulin
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[=a =T [ TR P o PR T B T T R B
= FEE5EE o - nanbgininigh
o w oo Tow L4
®BARNE (OBARRQ
Projekiname ¥ Gen Probenname  Anz. Repl. Mitd, Ct Mitd, Kalib...  Stabw. Mit... A
qT3_Multi3.ripx [GAPDH-Cy5] E2-3 3 23,2 3 22,54 0,43
qT3_Multi3.ripx [GAPDH-CyS]  ES5-3 3 12,79 e 12,1 0,48
qT3_Multi3.ripx Tubulin-FAM  6h 3 8,91 7,53 0,18
qT3_Multi3.ripx [Actin-vIC] E5-3 3 15,39 14,43 0,54
qT3_Multi3.rpx IL1b-ROX E2-3 3 23,45 23,02 0,35 v
e o— - - S o o -
M Tabelle O1Ps
Nr. Element Beschreibung
1 Parametereinstellung Auswahl der Analysenparameter
2 Grafikbereich Balkendiagramme der normalisierten Expression und der
relativen Quantitat
3 Tabellenbereich Probentabelle mit den Ergebnissen
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13.5.1 Parameter fiir die Multigen-/Multiplatten-Analyse editieren

*Korrekturrechnung

Die Parameter Multigen-/Multiplatten-Analyse stellen Sie auf dem Tab Auswertung in
den Feldern und Listen tiber der Grafik ein.

Option Beschreibung
Gene of Interest Auswabhlliste der Zielgen/Farbstoff-Kombinationen
(Gol)

Entsprechend der Auswahl werden die Fluoreszenzkurven und Stan-
dardkurve angezeigt.

Referenzgen Auswahlliste der Referenzgene

Es konnen mehrere Referenzgene gleichzeitig ausgewahlt werden.
Fur jedes Referenzgen wird ein weiterer Tab im Grafikbereich ange-
zeigt.

Mit Klick auf das Icon ;4 werden alle ausgewahlten Referenzgene
aus der Auswertung entfernt.

Skalierung Auswahl der Skalierung der Y-Achse
Interplattenkali- Bei aktivierter Interplattenkalibrierung werden die festgelegten IPS-
brierung Proben aller Platten miteinander verrechnet* und aus den mittleren

Ct-Werten der Replikate die korrigierten mittleren Ct-Werte berech-
net (siehe Ergebnistabelle). Die korrigierten mittleren Ct-Werte ge-
hen dann in die Berechnung der relativen Menge sowie der normier-
ten Expression ein. Wenn die Interplattenkalibrierung deaktiviert ist,
sind die korrigierten mittleren Ct-Werte gleich den mittleren Ct-Wer-
te.

corr _ mess rIPC 1 N IPC
Ctip" = Ctjhes — COPe + ~ Xi-i Ctp

mit
ctep™ korrigierter Ct-Wert fiir Replikat i auf der Platte
Ctipy™ gemessener Ct-Wert fiir Replikat i auf der Platte
cty Mittelwert der Ct-Werte der IPS-Proben auf Platte p

1 yN cppe Mittelwert der Ct-Werte auf allen N Platten
p=1ttp

13.5.2 Ergebnisanzeige der Multigen-/Multiplatten-Analyse

Balkendiagramme

Ansicht Bar NE

Die Ergebnisse der Multigen-/Multiplatten-Analyse werden in Form von Balkendia-
grammen angezeigt. Da bei einer grofsen Probenanzahl nicht alle Balken gleichzeitig im
Diagrammfenster darstellbar sind, kann durch Linksklick auf die Diagrammflache und
Ziehen der Maus nach links oder rechts der Fensterinhalt horizontal verschoben werden.
Drehen des Mausrads staucht oder verbreitert die Darstellung in der Breite. Alternativ
kénnen Sie dafiir die Pfeiltasten [1] und [{] benutzen. Der jeweilige Probenname ist
unterhalb eines jeden Balkens angegeben. Mit Rechtsklick auf die Grafik 6ffnen Sie ein
Kontextmen, mit dessen Optionen Sie die Ergebnisse in der X-Achse nach Genen oder
Probennamen sortieren kdnnen. AuRerdem kénnen Sie in diesem Kontextmen( die an-
gezeigten Werte als CSV-Datei exportieren oder die Grafik in die Zwischenablage fiir an-
dere Anwendungen kopieren.

In der Ansicht BAR NE wird die Expression der auswéahlten Zielgene, normiert auf die

Expression der Referenzgene, aufgetragen. Die Héhe der Balken wird bestimmt durch
die berechnete normierte Expression der Replikate. Zu jedem Balken wird eine Kurzin-
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Ansicht Bar RQ

Ergebnistabelle

108

formation zum Probennamen, zum Mittelwert und zur berechneten Standardabwei-
chung eingeblendet, wenn der Mauszeiger darauf gesetzt wird. Die Standardabwei-
chung der normierten Expression wird in Form eines Fehlerbalkens angezeigt. Wenn der
Mauszeiger auf einen Balken gesetzt wird, wird eine Kurzinformation zu Probennamen,
Mittelwert und berechneter Standardabweichung eingeblendet.

MultiGeneAssay:

Gene of Interest (GOI):
FAM-Tubulin;ROX-IL1b

Referenzgen:
VIC-Actin;Cy5-GAPDH

[Juw

l:l Tubulin

=]
Achse:
- & Logi0 v
- i Interplattenkalibrierung
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In der Ansicht BAR RQ wird die relative Quantitat fir Ziel- und Referenzgene dargestellt.
Die Balkenhohe entspricht der relativen Quantitat der Replikate. Der Fehlerbalken mar-
kiert die Grol3e der Standardabweichung.

D GAPDH

D Actin

[ Jun

I:I Tubulin

108
108

108
105
104
103
102
101
100
101
102

RQ

103
104
105

[

---:-I--D -

la.

J

10

2h - GAPDH

Zh-IL1b
2h - Tubulin

6h - Tubulin

OBaRNE (DBARRQ

7h - Actin 7
7h - GAPDH -

Fh-1L1b
7h - Tubulin -

8h - Actin
8h - GAPDH -

8h-IL1b
8h - Tubulin

E1l - Actin 7
El - GAPDH

El-IL1b
E1 - Tubulin
E2 - Actin 7
E2 - GAPDH
E2-IL1b
E2 - Tubulin

E3 - Actin 7
EZ - GAPDH

E3-IL1b
E3 - Tubulin

E4 - Actin

Die Ergebnistabelle fir die Multigen-/Multiplatten-Analyse wird in der Ansicht Tabelle

angezeigt.
Projekiname * Gen Probenname  Anz. Repl. Mittl, Ct Mittl, Kalib...  Stabw. Mit... RQ Stabw. RQ -
GT3_MultiZ.rpx [GAPDH-Cy5] E2-3 3 23,23 27,54 0,49 0,05 0,02
GT3_MultiZ.rpx [GAPDH-Cy5]  E5-3 3 12,79 12,1 0,48 71,09 23,73
gqT3_Multi3.rtpx Tubulin-FaM Gh 3 8,91 7,53 0,18 19626285,59  2498663,05
gqT3_Multi3.rtpx [Actin-VIC] E5-3 3 15,39 14,43 0,54 1068,95 396,51
qT3_Multi3.rtpx IL1b-ROX E2-3 3 23,45 23,02 0,35 Q0,79 0,19
AT MUl ey TArtin-ATe] &h & 27 77 71”2 nny /20 n 2 e
£ >

O Tabele QIps
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Interplattenstandards

Spalte Beschreibung

Projektname Name des Projektes

Gen Name des in der Probe gemessenen Gens

Probenname Im Probenlayout eingegebener Name

Anz. Repl. Anzahl Wiederholgen einer Probe

Mittl. Ct Mittlerer Ct-Wert von Replikaten

Mittl. Kalib. Ct Mit Hilfe der IPS korrigierter mittlerer Ct-Wert der Replikate einer

Probe

Stabw. Mittl. Kalib.

Standardabweichung des korrigierten mittleren Ct-Wertes der Repli-

Ct kate einer Probe

RQ Relative Menge des Gens fiir Replikate in der Ursprungsprobe

Stabw. RQ Standardabweichung der relativen Menge des Gens fiir Replikate in
der Ursprungsprobe

Norm. exp. Normierte Expression der Probe

Stabw. Norm. Ex-
pression

Standardabweichung der normierten Expression der Probe

Die Ansicht IPS fast die

Daten der Interplattenstandards zusammen.

Projekiname Farbstoff Mittl, Ct (IPS, Projekt) Mittl, Ct (IPS, alle Projekte) Korrekturwert -

qT3_Multil.rtpx FAM 27,83 3 3,16

qT3_Multil.rtpx vIC 29,69 31,92 2,23

qT3_Multil.rtpx ROX 28,53 30,35 1,33

qT3_MultiL.rtpx Cys 28,15 29,72 1,57

qT3_MultiZ.rtpx FAM 32,77 3 -1,77

qT3_MultiZ.rtpx vIC 33,2 31,92 -1,28 ~
OTabele &1pPs

Spalte Beschreibung

Projektname Name des Projektes

Farbstoff Farbstoff, mit dem der Ct-Wert der IPS-Probe bestimmt wurde

Mittl. Ct (IPS, Pro-
jekt)

Mittlerer Ct-Wert der IPS-Proben im Projekt (farbstoffabhangig)

Mittl. Ct (IPS, alle
Projekte)

Mittlerer Ct-Wert der IPS-Proben in allen Projekten (farbstoffabhan-
9ig)

Korrekturwert

Ct-Korrekturwert, der fiir alle Proben des genannten Projektes
(1.Spalte) und fur den Farbstoff (2.Spalte) gilt
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14 Funktionen im Meni Extras

14.1 Allgemeine Einstellungen im Fenster Optionen

Fenster Optionen 6ffnen

Tab Allgemein

110

Im Fenster Optionen nehmen Sie Einstellungen vor, die programmweit angewendet

werden.

Fir die meisten Funktionen im Fenster Optionen miissen Sie als Administrator im Pro-
gramm angemeldet sein.

» Alle Projektfenster in gPCRsoft schliel3en.

» Den Meniipunkt Extras | Optionen wahlen.

v Das Fenster Optionen erscheint.

» Auf den einzelnen Tabs die entsprechenden Einstellungen vornehmen und auf Ok

klicken.

v’ Die Einstellungen werden programmweit angewendet.

der Projektdaten.

Option

Ordner fiir autom.
Speichern

Automatisch (in
den Ordner fiir au-
tom. Speichern)

Manuell nach dem
qPCR-Lauf

Manuell beim Start
des qPCR-Laufs

Backupdatei
"Last_Run.rtpx"
speichern (in den
Ordner fiir autom.
Speichern)

Auf dem Tab Allgemein definieren Sie die Optionen fiir das Speichern und den Export

Beschreibung

Wenn Sie die Projekte (Ergebnisdaten) automatisch nach Ablauf des
PCR-Laufs speichern wollen, geben Sie hier einen Pfadnamen ein, in
dem die Projekte gespeichert werden.

Projekte werden automatisch nach Ablauf des PCR-Lauf in den oben
festgelegten Ordner gespeichert.

Fir die Generierung der Dateinamen stehen folgende Optionen zur
Verfiigung:

[DATUM] XXX
Der Dateiname wird aus dem Datum und einer fortlaufenden Num-
mer generiert.

[Name] XXX
Der Dateiname wird aus einem freiwahlbaren Namen (im Eingabefeld
eingeben) und einer fortlaufenden Nummer generiert.

Folgende Ausgabeformate stehen zur Verfiigung:

RTProject extended file (*.rtpx)
Ergebnisdaten in einem qPCRsoft-Projekt speichern

RT result bin file (*.ajpcrresbin)
Ergebnisdaten in einer BIN-Datei speichern

RT result xml file (*.ajpcrresxml)
Ergebnisdaten in einer XML-Datei speichern

Nach dem qPCR-Lauf 6ffnet sich das Fenster Projekt speichern zur
Eingabe des Dateinamens fiir das Projekt.

Beim Start des gPCR-Laufs 6ffnet sich das Fenster Projekt speichern.
Der gPCR-Lauf beginnt erst, wenn der Dateiname eingegeben und
bestatigt ist.

In der Backupdatei kénnen Sie die Daten eines laufenden qPCR-Pro-
tokolls sichern. Falls der qPCR-Lauf vorzeitig unterbrochen wird, sind
in dieser Datej alle bis zu diesem Zeitpunkt erfolgten Fluoreszenzmes-
sungen aufgezeichnet. Die Backup-Datei wird im Ordner Ordner fiir
autom. Speichern gespeichert und bei jedem neuen Start eines
qPCR-Laufs Gberschrieben.
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Funktionen im Men( Extras

Tab Zahlenformat

Tab Sprache

Tab Messung

Option

autom. rawdata csv
export at the end
of the run

Beschreibung

Nach einem qPCR-Lauf werden fiir jeden Farbstoff jeweils 2 Dateien
(Amplifikation und Rohdaten) und ggf. die Schmelzkurve in eine CSV-
Datei exportiert.

Die Dateinamen fur die Rohdaten und die Amplifikationen setzen sich
aus folgenden Werten zusammen:
Vorlagenname_Typ_Datum_Uhrzeit_Farbstoff.csv

(Beispiel: Kit-Vorlage_ AD_2023-09-21_ 1154 FAM.csv)

Bei der Schmelzkurve entfallt im Dateinamen der Farbstoff:
Vorlagenname_Typ_Datum_Uhrzeit.csv
(Beispiel: Kit-Vorlage_ MD_2023-09-21_1154.csv)

Der Wert "Typ" bezeichnet die exportierten Fluoreszenzdaten:
= AD Amplification data

= MD Melting curve data

= RD Raw data

autom. ct-data csv
export at the end
of the run

Nach einem qPCR-Lauf werden die ermittelten Ct-Werte in eine CSV-
Datei exportiert. Der Dateiname setzt aus folgenden Werten zusam-
men:

Vorlagenname_Typ_Datum_Uhrzeit.csv
(Beispiel: SyGreen-Assay_Ct_2023-10-23_1501.csv)

Ordner fiir autom.
Export

Wenn Sie den automatischen CSV-Export der Rohdaten oder der Ct-
Werte aktiviert haben, geben Sie hier den Pfad zum Speichern der Ex-
portdateien ein.

Auf dem Tab Zahlenformat legen Sie die Dezimaltrennstellen und die Anzahl Nachkom-
mastellen fir die angezeigten Werte fest.

Auf dem Tab Sprache wahlen Sie die Sprache der Programmoberflache.

Auf dem Tab Messung stellen Sie grundlegende Optionen fiir die Fluoreszenzmessung
und die Kontrolle der Blocktemperatur ein.

Option
Empfindlichkeit

Beschreibung
Grundempfindlichkeit des Detektionssystems

Diese Einstellung wirkt sich auf alle Farbstoffe aus und sollte nur ver-
andert werden, wenn besonders schwache oder intensive Proben ge-
messen werden sollen.

Standardeinstellung: 5

Messwiederholun-
gen Farbkompen-
sation

Anzahl Messwiederholungen fiir die Aufnahme der Farbkompensati-
on

Negative Werte in-
folge Farbkompen-
sation anzeigen

Wenn aktiviert, werden auch negative Werte in Folge der Farbkom-
pensation angezeigt, sonst wird stattdessen der Wert "0" ausgegeben.

Simulated Tube
Control

Wenn aktiviert, wird mit der gemessenen Blocktemperatur die in der
Probe herrschende Temperatur vorausberechnet und die Temperatur
auf die Probentemperatur geregelt. Diese Methode wird insbesondere
fur schnelle Protokolle und hohe Probenvolumina empfohlen.

Wenn deaktiviert, wird die Blocktemperatur entsprechend dem ge-
wahlten Temperaturprogramm geregelt. Insbesondere bei hohen
Heiz- und Kihlraten und kurzen Haltezeiten kann die tatsachlich in
der Probe herrschende Temperatur von der gewiinschten Temperatur
abweichen.
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Tab Auswertung

Tab Geréat

Tab Datei

Tab Benutzerverwaltung

Tab Farben

Auf dem Tab Auswertung kénnen Sie in den Listenfeldern jeweils einen Faktor fir die
quantitativen Auswertungen (Faktor Quantifizierung), fir die Schmelzkurvenanalyse
(Faktor Schmelzkurve) und fir die Genotypisierung (Faktor Genotypisierung) einge-
ben, der fir die automatische Berechnung des Thresholds verwendet wird.

Wenn Sie die Option Fixierung der Skalierung auf 100% aktivieren, wird in allen Dia-
grammen, die normierte Fluoreszenzwerte anzeigen, die Skalierung der Y-Achse (Fluo-
reszenz, dRn) auf 100% festgesetzt. Es erfolgt keine automatische Skalierung, wenn die
angezeigten Kurven kleiner 100% sind. Das erleichtert die Bewertung schwacher Fluo-
reszenzen.

Auf dem Tab Gerat aktivieren Sie die Aufzeichnung von Gerdtekommunikationsdaten,
die fur die Fehlerdiagnostik genutzt werden. Bei Problemen kénnen Sie vom AJ-Service
aufgefordert werden, diese Daten aufzuzeichnen und an den Service zu senden.

Option Beschreibung

Log Anwendung Log-Datei von gPCRsoft

(empfohlen) In der Voreinstellung ist diese Aufzeichnung mit der Auswahl Info im-

mer aktiviert. Diese Log-Datei ist klein und kann bei Bedarf schnell
weitergegeben werden.

Log Gerdtekommu-  Kommunikation zwischen qPCRsoft und dem Gerét

nikation Diese Log-Datei kann sehr grol3 werden und sollte deshalb nur auf

Aufforderung erzeugt werden.

Log Fasercheck Er- Wenn in den Projekteinstellungen der Fasertest vor oder nach dem
gebnisse qPCR-Lauf aktiviert ist, werden die Messwerte des Fasertests aufge-
zeichnet.

Auf dem Tab Datei konnen Sie Dateitypen aktivieren, bei deren Auswahl Datei-Explorer
des Betriebssystems qPCRsoft automatisch gestartet und die Datei gedffnet.

Auf dem Tab Benutzerverwaltung aktivieren Sie die Verwendung der Benutzerverwal-
tung. Fir diese Funktion benétigen Sie Administratorrechte.

Wenn Sie die Option Benutzeranmeldung erforderlich deaktivieren, erfolgt keine Lo-
gin-Abfrage beim Programmstart. Die Funktionen fiir die Einrichtung der Benutzerver-
waltung stehen nicht zur Verfligung.

Auf dem Tab Farben legen Sie folgende Farbeinstellungen fest:

®  Anzeigefarbe fiir Probentyp und Replikate im Plattenlayout

®  Farbe der Fluoreszenzkurven getrennt nach Probentyp, Well oder Replikaten
= Farben fiir die Markierungen von positiven und negativen Bewertungen

Entsprechend der Auswahloption fiir die Kurvenfarbe Probentyp, Replikat oder Well
werden das entsprechende Farbschema auf die Darstellung der Fluoreszenzkurven an-
gewendet.

14.2 Farbmodule konfigurieren
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Nach Einsetzen der Farbmodule in den Messkopf des Gerats miissen die Farbmodule in
der Software im Fenster Farbmodule bearbeiten spezifiziert werden.
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Installierte Farbmodule spezifi-
zieren

Neue Farbmodule definieren
oder Farbmodule l16schen

Farbstoffe zuweisen

Farbmodule

@ Blue
(2) Green
il: Yellow
i' : Orange
® Red
() NIR1
=

(&) uv

2

Pos.
1

Farbstoffe:

FAM
SYBR®Green
EvaGreen
D5Green

Cyan500

O sypro ATTO425

Auf Standardmedule zuriicksetzen m

» Menipunkt Extras | Farbmodule bearbeiten wahlen.
v' Das Fenster Farbmodule bearbeiten erscheint.

» Aus der Liste das Modul auswahlen, welches im Gerat installiert ist.

» Die Option Eigenschaften aktivieren und die Position wéahlen, auf welcher das Modul
im Gerat montiert ist.

» Bei Bedarf Farbstoffnamen hinzufiigen, wenn diese noch nicht in die Liste aufge-
nommen sind.

» Die Einstellungen mit Klick auf den Button Ubernehmen dem Modul zuweisen.

» Auf die gleiche Weise mit den weiteren installierten Farbmodulen verfahren.

v' Die im Gerdt installierten Module sind in gPCRsoft verftgbar.

Wenn die Liste nicht ihr Farbmodul enthalt, missen Sie es neu anlegen. Nicht installier-
te Farbmodule konnen Sie aus der Liste [6schen

» Neues Farbmodul in die Liste aufnehmen: Auf den Button Hinzufiigen klicken. Im

Eingabefenster im Feld Modul-Code den Code des neuen Moduls eingeben. Mit Ok
bestatigen.

v' Das neue Modul ist jetzt in der Liste verfiigbar.

Farbmodul aus der Liste entfernen: Farbmodul in der Liste anklicken. Auf den Button
Entfernen klicken.

v" Das Farbmodul wird aus der Liste geldscht.

Sie kdnnen den Farbmodulen weitere Farbstoffe zuweisen. Ein Farbstoff kann jeweils
nur einem Modul zugeordnet werden. Soll er mit einem anderen Modul gemessen wer-
den, so muss er zundchst bei dem ersten Modul entfernt werden.

»
»

Das Farbmodul in der Liste markieren und die Option Eigenschaften aktivieren.

Im Eingabefeld Farbstoffe den Namen des Farbstoffes eingeben, die mit dem Modul
detektiert wird.

Auf den Button + klicken.
v' Der Farbstoff wird der darunter stehenden Liste zugefiigt.

Um einen Farbstoff zu entfernen, den Farbstoff in der Liste markieren und auf den
Button - klicken.

v" Der Farbstoff wird aus der Liste entfernt.
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» Auf den Button Ubernehmen klicken.

v’ Die gednderten Eigenschaften werden Farbmodul zugewiesen.

14.3 Gerateauswahl andern

Die Auswahl des verbundenen Geréts erfolgt bei Start der Programminstanz. Sie kénnen
die Programminstanz nachtréglich mit einem anderen Gerat verbinden, ohne das Pro-
gramm vorher beenden zu missen.

» gPCR-Thermocycler einschalten.
» Menipunkt Extras | Gerdteauswahl wahlen.
» Im Fenster Gerdteauswahl das Gerat auswahlen und auf Auswahlen klicken.

v" Das ausgewahlte Geréat ist mit der Programminstanz verbunden.

14.4 Gerat initialisieren

Bei der Gerateinitialisierung wird der Grundzustand des Gerats hergestellt. Eine Geratei-
nitialisierung ist nur nach einem Fehlerfall nétig.

» Den Menipunkt Extras | Gerateinitialisierung wahlen.

v' Das Gerat wird in den Grundzustand versetzt und ist wieder messbereit.

14.5 Gerat mit PC verbinden

gPCRsoft wird beim Start mit einem eingeschalteten Gerat verbunden. Ob eine Verbin-
dung zum Gerét besteht, wird in der linken unteren Ecke der Statuszeile angezeigt.

Falls nach ca. 30 Sekunden keine Verbindung aufgebaut werden kann, wahlen Sie den
Menipunkt Extras | Geradteidentifikation, um das Problem zu I6sen.
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Benutzerverwaltung

15 Benutzerverwaltung

Hinweis zur allgemeinen Da-
tensicherheit

Benutzerverwaltung aktivieren

Das Lesen und Andern der durch qPCRsoft erzeugten Projekt-, Vorlage-, Auswerte und
Kommunikationsdateien ist wegen der verwendeten Verschliisselung nur mit qPCRsoft
moglich.

Die Benutzerverwaltung aktivieren Sie unter dem Menipunkt Extras | Optionen | Benut-
zerverwaltung.

Option Beschreibung
Benutzeranmel- Wenn aktiviert, wird beim nachsten Programmstart die Benutzerver-
dung erforderlich waltung wirksam. Eine Anmeldung im Programm ist dann nur noch

mit giiltigem Nutzerprofil méglich.

Hinweis: Beim ersten Programmstart nach der Installation wird ein
Administrator mit Zugriff auf die Benutzerverwaltung erstellt.

Einstellungen Einstellungen fir Kennwérter, Anmeldungen und Logout

Bearbeiten Benutzerprofile verwalten

Allgemein  Zahlenformat  Sprache  Messung  Auswertung  Gerdt  Date Benutzervarwalmng Farben
Benutzeranmeldung erforderlich

Einstellungen

Bearbeiten

|

15.1 Grundlegende Einstellungen fiir Kennwort, Anmeldungen und Logout

Um in die grundlegenden Einstellungen, die fiir alle Benutzer gelten, zu gelangen, wah-
len Sie den MenUpunkt Extras | Optionen und klicken auf dem Tab Benutzerverwaltung
auf den Button Einstellungen .

Sie kénnen folgende Einstellungen in der Benutzerverwaltung vornehmen:

®  Anzahl der Anmeldeversuche
Wenn die erlaubte Anzahl Anmeldeversuche auf ein Benutzerkonto liberschritten
ist, d.h. schlagen die Versuche fehl, wird das Benutzerkonto deaktiviert und kann
nur vom Administrator wieder aktiviert werden.

= Mindestldnge des Benutzernamens und des Kennworts
Erforderliche Zeichen im Kennwort
Warnung vor Ablauf des Kennworts
Der Ablauf des Kennworts wird im Benutzerprofil festgelegt.

® | ogout bei Inaktivitat
Nach Ablauf der angegebenen Zeit ohne Bewegungen der Maus oder Tastaturan-
schlagen wird die Programmoberflache gesperrt und das Log-In Fenster eingeblen-
det. Erst nach Eingabe des Kennworts kann der Benutzer die Oberflache wieder be-
dienen. Wenn im Login-Fenster auf den Button geklickt wird, wird das Programm
geschlossen. Ein Wechsel des Benutzers ist an dieser Stelle nicht mdglich. Bei akti-
vem gPCR-Lauf erfolgt kein automatisches Logout.
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15.2 Benutzerprofile und voreingestellte Benutzergruppen

Benutzerprofil hinzufiigen/edi-
tieren

Daten eines Benutzerprofils
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Die Benutzerverwaltung erfolgt im Fenster Benutzerprofile mit der Ubersicht der ange-
legten Benutzerprofile. Wéhlen Sie dafiir den Menipunkt Extras | Optionen und klicken
Sie auf dem Tab Benutzerverwaltung auf den Button Bearbeiten.

Folgende Funktionen stehen Ihnen zur Verfligung:

Funktion Beschreibung

Hinzufiigen Neues Benutzerprofil anlegen

Bearbeiten Vorhandenes Benutzerprofil bearbeiten
Entfernen Ein nicht mehr benétigtes Benutzerprofil [6schen

Voreingestellt sind diese Funktionen nur fir die Benutzer der Gruppe Administrator ver-
fugbar, kénnen aber durch Editieren der Benutzerrechte auch einem Supervisor zuge-
wiesen werden.

» Neues Benutzerprofil anlegen: Im Fenster Benutzerprofile auf den Button Hinzufii-
gen klicken.

» Vorhandenes Benutzerprofil editieren: Das Benutzerprofil in der Liste markieren und
auf den Button Bearbeiten klicken.

v Das Fenster zur Bearbeitung des Benutzerprofils erscheint.
» Die Daten des Benutzerprofils auf den Tabs Allgemein und Kennwort editieren.

» Optional den Zugriff auf weitere Funktionen aufRerhalb der gewéhlten Benutzergrup-
pe freischalten.

» Die Einstellung mit Klick auf Ok bestatigen.

v" Das Benutzerprofil wird im Fenster Benutzerprofile angezeigt.

Im Fenster Benutzerprofil | Allgemein geben Sie den Nutzernamen ein und wahlen die
Benutzergruppe.

Option Beschreibung

Benutzername und Name fir die Anmeldung bei Programmstart
Kennwort unter-
schiedlich

Vollstandiger Name  Tatsachlicher Name (optional)

Beschreibung Weitere Beschreibung (optional)

Benutzergruppe Benutzergruppe zuweisen

Benutzergruppen- Die Rechte des Benutzers im Rahmen der Benutzergruppe individuell
zugriff bearbeiten anpassen

Im Fenster Benutzerprofil | Kennwort nehmen Sie Einstellungen zum Kennwort vor und
deaktivieren das Benutzerprofil.

Option Beschreibung

Benutzer kann Kennwort eingeben und wiederholen
Kennwort @ndern /

Kennwort bestéti-

gen

Benutzer muss Wenn aktiviert, muss der Benutzer beim ersten Anmelden sein Kenn-
Kennwort bei neuer  wort dndern.
Anmeldung dndern
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Option Beschreibung
Benutzer kann Dem Benutzer ist es erlaubt, sein eigenes Kennwort zu dndern.
Kennwort dndern
Kennwort lauft nie Kennwort ist ohne Zeitbegrenzung giiltig.
ab Wenn deaktiviert, das Ablaufdatum angeben.
Benutzer ist deakti-  Das Benutzerprofil wurde automatisch nach mehrmalig fehlge-
viert schlagenen Anmeldeversuchen oder durch einen berechtigten Benut-
zer gesperrt. Der Zeitpunkt der Sperrung wird angezeigt.
Die Anzahl mdglicher Anmeldeversuche geben Sie im Fenster Optio-
nen | Benutzerverwaltung | Einstellungen ein.
Benutzer ist ge- Das Benutzerprofil wurde durch einen berechtigten Benutzer ge-
sperrt sperrt. Der Benutzername erscheint nicht mehr im Anmeldedialog,
der Benutzer bleibt aber angelegt. Der Zeitpunkt der Deaktivierung
wird angezeigt.
Benutzer kann Der Benutzer darf ein Projekt elektronisch signieren. Dieses Recht
elektronisch signie-  steht nur zur Verfigung, wenn das Zusatzmodul 21 CFR Part 11 frei-
ren geschaltet ist.
Benutzergruppen In gPCRsoft sind folgende Benutzergruppen implementiert:

Benutzergruppe

Administrator

Rechte

®  Hat uneingeschrankte Rechte an allen Programmfunktionen

Kann Benutzer anlegen, [6schen, sperren und entsperren sowie

ihnen Rechte zuweisen

= Kann die Benutzerverwaltung im Fenster Extras | Optionen | Be-
nutzerverwaltung deaktivieren

Supervisor = Hat Rechte wie der Administrator, kann jedoch keine Benutzer
anlegen und verwalten
®  Der Administrator kann fir jeden als Supervisor angemeldeten
Benutzer bestimmte Rechte sperren.
Operator = Kann ein gPCR-Experiment starten und im Projektfenster Moni-

toring Ct-Werte und Schmelztemperaturen berechnen

Folgende Rechte kénnen einem Operator nicht zugewiesen werden:

= Benutzer anlegen und verwalten

®  Erstellen und Speichern von Vorlagen

®m  Projekte speichern

= Anderungen im Projektfenster auf den Tabs Allgemein, Thermo-
cycler, Scan und Layout

Durch die Auswahl Benutzergruppe weisen Sie dem Benutzer automatisch eine be-
stimmte Benutzerrolle und damit voreingestellte Rechte zu, die Sie zusétzlich mit Hilfe
der Funktion Benutzergruppenzugriff bearbeiten erganzen oder reduzieren kénnen.
Damit kénnen firr jeden Benutzer individuelle Rechte festgelegt werden. Es ist so auch
méoglich, mehrere Administratoren mit unterschiedlichen Rechten einzurichten.

» Im Fenster Benutzerprofil | Allgemein auf den Button Benutzergruppenzugriff be-

arbeiten klicken.

v" Das Fenster mit den Rechten des gewahlten Benutzers erscheint.

Folgende Rechteeinstellungen sind maglich:

m \Wenn eine Checkbox durch ein Hakchen aktiviert ist, ist dieses Recht fiir den Benut-
zer erteilt und er kann die Funktion nutzen.

®  Checkboxen mit einem Schloss-Symbol kénnen nicht verdndert werden.
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= Die Anzahl gesperrten Rechte wird durch die Wahl der Benutzergruppe Administra-
tor, Supervisor oder Operator festgelegt und nimmt in dieser Reihenfolge zu. Das
heil’t, dass ein Operator von Beginn an weniger Rechte besitzt als ein Supervisor
oder Administrator und ihm auch niemals alle Rechte eingerdumt werden kénnen.

= Ein Administrator besitzt alle Rechte im Programm, die durch Entfernung der Hak-
chen nur eingeschrankt werden kénnen. Das Recht zum Verwalten und Anlegen von
Benutzern kann ihm nicht gesperrt werden, da sonst kein Benutzermanagement
mehr maéglich ware.

15.3 Kennwort dndern
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Wenn das Andern des Passworts im Benutzerprofil erlaubt ist, kann ein Supervisor oder
Operator in der Benutzerverwaltung sein Profil 6ffnen und das Kennwort dndern. Zu
weiteren Einstellungen hat er dabei keinen Zugriff.

» Menipunkt Extras | Optionen | Benutzerverwaltung wéhlen.
» Auf den Button Bearbeiten klicken.
v Das Fenster Benutzerprofile erscheint.

» Inder Liste das eigene Benutzerprofil markieren und auf den Button Bearbeiten kli-
cken.

» Im Fenster Benutzerprofil | Kennwort das neue Kennwort eingeben und bestatigen.
» Die Einstellungen mit Ok bestatigen und alle Fenster schliefRen.

v' Das Kennwort ist geandert.
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