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Sicherheitshinweise

Sicherheitshinweise

Vor der Inbetriebnahme des RotorGene Q MDx Thermo-
cyclers sollten Sie dieses Handbuch sorgféltig durchlesen
beachten Sie insbesondere die Sicherheitshinweise. Die
Gebrauchsanweisungen und Sicherheitshiweise im Hand-
buch missen befolgt werden, um einen sicheren Betrieb des
Gerats zu gewahrleisten und das Gerét in einem sicheren
Zustand zu erhalten.

In diesem Handbuch werden die folgenden beiden Katege
rien von Sicherheitshinweisen verwendet:

WARNUNG

VAN

Der Begriff WWARNUNG" (“WARNING”") weist Sie auf
Situationen hin, in denen eineVerletzungsgefahr fir Sie
selbst oder andere Personen besteht.

Nahere Einzelheiten Uber diese Situationen werden in
einem Textfeld wie diesem beschrieben.

ACHTUNG

A\

Der Begriff ,ACHTUNG" (“CAUTION") weist Sie auf
Situationen hin, in denendas Gerat oder andere Gerate
beschadigt werden kénnten.

Nahere Einzelheiten iber diese Situationen werden in
einem Textfeld wie diesem beschrieben.

Die in diesem Handbuch enthaltenen Hinweise stellen eine
Erganzung und keinen Ersatz der Ublichen Sicherheits
anforderungen dar, die im jeweiligen Land gelten.

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8 1-1



Sicherheitshinweise

1.1 Sachgemal3e Handhabung

WARNUNG/ | Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerats  wij

ACHTUNG | Die unsachgemal3e Bedienung des RotefGene Q MDx
kann zu einer Verletzung des Benutzers oder zur

A Beschadigung des Geréts fuhren.

Der RotorGene Q MDx darf nur durch qualifiziertes
Personal, das entsprechend geschult wurdehedient

werden.

Die Instandhaltung des RotorGene Q MDx darf nur durch

einen Servicespezialisten des QIAGEN Aul3endiensts
durchgefihrt werden.

WARNUNG/ | Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerats w2]

ACHTUNG | Der RotorGene Q MDx ist sehr schwerHeben Sie das
Gerat vorsichtig an, um eine Verletzung und/oder
Beschéadigung des Geréats zu vermeiden.

WARNUNG/ | Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerats w3
ACHTUNG | Bewegen Sie den RotoGene Q MDx auf keinen Fall
wahrend des Betriebs.

ACHTUNG | Gerateschaden [c1]
Vermeiden Sie es, Wasser oder Chemikalien auf der
A Oberflache des RotorGene Q MDx zu verschitten. Durch
verschiittete Chemikalien oder verschittetes Wasser
verursachte Gerateschaden sind nicht durch die Garantie
abgedeckt.

Hin weis: Schalten Sie im Notfall den RototGene Q MDx
aus (der Netzschalter befindet sich auf der Geréterilickseite),
und ziehen Sie den Netzstecker aus der Steckdose.

1-2 RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Sicherheitshinweise

WARNUNG/
ACHTUNG

VAN

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerats
Versuchen Sie nichtden Deckel des RotorGene Q MDx
zu 6ffnen, wahrend ein Experiment lauft oder sich der
Rotor noch dreht. Andernfalls kdnnte es, wenn Sie die
Deckelverriegelung gewaltsam 6ffnen und ins Gerate
innere greifen, zum Kontakt mit Teilen kommen, die heil3
sind, unter Spannung stehen oder mit hoher Drehzahl
rotieren. Dabei kdnnten Sie sich verletzen oder das Gerat
beschadigen.

(w4

WARNUNG/
ACHTUNG

VAN

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerats
Wenn Sie ein Experiment schnell abbrechen wollen,
schalten Sie dasGeréat aus, bevor Sie den Deckel 6ffnen.
Lassen Sie die Rotorkammer abkihlen, bevor Sie ins Gerd
hineingreifen. Andernfalls besteht Verletzunggefahr,

wenn Sie heilRe Gerateteile berihren.

[(ws]

WARNUNG/ | Verletzungsgefahr und Beschadigung des  Gerats  [we
ACHTUNG | Bei unsachgemaliem, vom Hersteller nicht vorgesehenem
Gebrauch des Gerats konnen die Schutzfunktionen des
Gerats beeintréachtigt sein.
WARNUNG/ | Verletzungsgefahr und Beschadigung des Geréts w7]
ACHTUNG | Unter dem RotorGene Q MDx abgelegtes Papier stort die
Kihlung des Geréts. Es wird empfohlen, die Flache unter
dem Geraét frei zu halten.
ACHTUNG | Gerateschaden [c2]

A\

Verwenden Sie den Rotor immer mit einem Sicherungsring
Dadurch wird vermieden, dass sich die Deckel der Reak
tionsgefalRe wahrend eines Experiments 6ffnen. Andernfallg
kobnnte es zu einer Beschadigung der Rotorkammer
kommen, wenn sich die Deckel 6ffnen.

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8
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Sicherheitshinweise

ACHTUNG | Gerateschaden [C3]
Fuhren Sie vor jedem Lauf eine Sichtkontrolle durch und
A vergewissern Sie sichdass der Rotor nicht beschadigt oder
deformiert ist.

Falls Sie den RototGene Q MDx wéahrend eines Experiments
berthren, wenn Sie elektrostatisch aufgeladen sind, kann es
im Extremfall zur Unterbrechung des Laufs und Riicksetzen
des RotorGene Q MDx kommen. Anschliel3end wird ein
Neustart der Software durchgefuhrt und der RotoiGene Q
MDx setzt das Experiment fort.

1.2 Schutz vor Stromschlag

Ziehen Sie das Netzanschlusskabel aus der Steckdose, bevor
Sie Wartungsarbeiten an einem Gerd vornehmen.

WARNUNG | Gefahr durch Stromschlag (W8]
Jede Unterbrechung des Schutzleiters (Erdungbzw.

A Masseleiter) im Gerat oder auf3erhalb des Gerats und jede
Abtrennung des Schutzleiters am Anschluss der Netzleitun
erhoht die Gefahr eines Stromschlags.

Eine absichtliche Unterbrechung der Schutzleitervbm-
dung ist verboten.

Geféahrliche Spannung im Geréat

Wenn das Gerat an die Stromversorgung angeschlossen
ist, sind die Anschlussstellen spannungsfiihrend. Durch dag
Offnen der Abdeckungen oder das Entfernen von Gehau
seteilen kdnnen spannungsfiihrende Komponenten
freigelegt werden.

Um einen zufriedenstellenden und sicheren Betrieb des
RotorGene Q MDx zu gewahrleisten, befolgen Sie bitte die
nachstehenden Hinweise:

B Das Netzkabel muss an eine Wechselstrom-Steckdose
mit Schutzleiter (Erdungs-/Masseleiter) angeschlossen
werden.

B Nehmen Sie im Geréteinneren keine Einstellungen an
Teilen vor und wechseln Sie keine Teile aus.
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Sicherheitshinweise

B Nehmen Sie das Geréat nicht in Betrieb, wenn Abdeckun-
gen oder Teile entfernt worden sind.

B FRalls Flussigkeit auf dem Gerét verschittet wird und in
das Gerdt lauft, dann schalten Sie es sofort aus, trennen
Sie es von der Netzspannung (Stecker ziehen!) und
setzen Sie sich mit dem Technischen Service von
QIAGEN in Verbindung.

Falls die elektrische Sicherheit bei der Bedienung des Gerats
nicht mehr gewahrleistet werden kann, muss das Gerét
gegen unbefugte oder unabsichtliche Benutzung gesichert
werden. Kontaktieren Sie anschlieRend den Technischen
Service von QIAGEN. Die elektrische Sicherheit des Geréts ist
nicht mehr gegeben, wenn:

B das Gerédtoder das Netzkabel beschédigt erscheint;

B das Gerét langere Zeit unter unglinstigen Bedingun-

gen gelagert wurde;
B das Gerdtunsachgemaf transportiert worden ist.

WARNUNG

/N

Gefahr durch Stromschlag we]
Das Gerét ist mit einem Konformitatsetikett zur elektrischen
Sicherheit versehen, auf dem die Spannung und Frequenz
der Netzstromversorgung sowie die Sicherungskennzahlen
angegeben sind. Das Gerat sollte nur unter diesen Bedin-
gungen betrieben werden.

1.3 Umgebungsbedingungen
Betriebsbedingungen
WARNUNG | Explosionsfahige Atmosphdren [W10]

VAN

Der Rotor-Gene Q MDx ist nicht fur den Gebrauch in
explosionsfahigen Atmosphdaren vorgesehen.

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8 1-5




Sicherheitshinweise

ACHTUNG

VAN

Gerateschaden [c4]
Direktes Sonnenlicht kbnnte zum Ausbleichen von Geréate
teilen fuhren und Schaden an Kunststoffteilen verursachen,
Der RotorGene Q MDx darf daher nicht in einem Bereich

mit direkter Sonneneinstrahlung aufgestellt werden.

1.4

Biologische Sicherheit

Bei Substanzen und Reagenzien, die biologisches Untersu
chungsmaterial enthalten, sollte immer von einer mdglichen
Infektionsgefahr ausgegangen werden. Wenden Sie nur
sichere Laborverfahren an, wie sie zB. in Veréffentlichungen
wie Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
(HHS, www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/ biosfty.htm) beschrieben
werden.

Proben

Proben kdnnen infektiése Erreger enthalten. Sie sollten sich
der Gesundheitsgefahr bewusst sein, die von diesen Erregern
ausgeht, und derartige Proben gemaR den erforderlichen
Sicherheitsbestimmungen handhaben, lagern und entsorgen.

1-6
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Sicherheitshinweise

WARNUNG

Proben, die infektiose Erreger enthalten Wi1]
Einige Proben, die mithilfe diesesGerats verarbeitet
werden, kdnnen infektibse Erreger enthalten. Gehen Sie
beim Umgang mit diesen Proben mit der gré3tmdglichen
Vorsicht und gemanR den erforderlichen Sicherheitsestim-
mungen vor.

Tragen Sie immer eine Schutzbrille, zwei Paar Laborhand
schuhe und einen Laborkittel.

Die verantwortlichen Personen (z. B. Laborleiter) missen
alle erforderlichen VorsichtsmalRnahmen treffen, um
sicherzustellen, dass der Arbeitsplatz sicher ist und die
Bediener der Gerate ausreichend geschult sind. AuRerdem
durfen die Grenzwerte in Bezug auf infektiose Erreger, die
in den entsprechenden Sicherheitsdatenblattern (SDSs)
oder den Vorschriften der O SHA*, ACGIH' oder CO SHH*
festgelegt sind, nicht Uberschritten werden.

Beim Betrieb des Abzugs und bei der Entsorgung von
Abfallstoffen missen alle Bestimmungen und Gesetze zu
Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz auf
tbernationaler, nationaler und regionaler Ebene einge-
halten werden.

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8 1-7



Sicherheitshinweise

1.5 Chemikalien

WARNUNG | Gefahrliche Chemikalien W12]
Einige Chemikalien, die mit diesem Gerét verwendet
A werden, kénnen geféahrlich sein oder nach Beendigung
eines Protokolllaufs gefahrlich werden.
Tragen Sie immer eine Schutzbrille, Laborhandschuhe und
einen Laborkittel.
Die verantwortlichen Personen (z. BLaborleiter) missen
alle erforderlichen Vorsichtsmaf3nahmen treffen, um
sicherzustellen, dass die unmittelbare Umgebung des
Arbeitsplatzes sicher ist. Auch dirfen die Grenzwerte
toxischer Substanzen (chemischer oder biologischer), die i
den entsprechendenSicherheitsdatenblattern (SDSs) oder
den Vorschriften der O SHA*, ACGIH' oder CO SHH*
festgelegt sind, nicht Gberschritten werden.
Beim Betrieb des Abzugs und bei der Entsorgung von
Abfallstoffen missen alle Bestimmungen und Gesetze zu
Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz auf
Ubernationaler, nationaler und regionaler Ebene
eingehalten werden.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Vereinigte Staaten von Amerika)

T ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Vereinigte Staaten von
Amerika)

¥ COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Vereinigtes Kénigreich)

Giftige Dampfe

Alle Arbeiten mit flichtigen Losungsmitteln oder toxischen
Substanzen mussen unter einem funktionierenden Labor-
abzugssystem durchgefihrt werden, damit die moglicher-
weise entstehenden Dampfe abziehen kénnen.

1.6 Entsorgen von Abféllen

Benutzte Verbrauchs- und Kunststoffartikel kdnnten gefahr-
liche Chemikalien oder infektiose Erreger enthalten. Der-
artige Abfélle missen gesammelt und geméaR den geltenden
kommunalen Sicherheitsbestimmungen entsorgt werden.
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1.7 Gefahr durch mechanische Teile
Der Deckel des RotorGene Q MDx muss wahrend des
Betriebs geschlossen sein.
WARNUNG | Sich bewegende Gerateteile [W13]
Um einen Kontakt mit sich bewegenden Teilen beim
A Betrieb des RotorGene Q MDx zu vermeiden, darf das
Geréat nur mit geschlossenem Deckebetrieben werden.
WARNUNG/ | Verletzungsgefahr und Beschadigung des Geréts [W14]
ACHTUNG | Offnen und schlieRen Sie den Deckel des RoteGene Q
MDx vorsichtig, um das Einklemmen von Fingern oder
A Kleidungsteilen zu vermeiden.
ACHTUNG | Gerateschaden [C5]

VAN

Stellen Sie sicher, dass der Rotor und der Sicherungsring
ordnungsgemal eingesetzt bzw. angebracht sind. Wenn
am Rotor oder Sicherungsring Anzeichen einer mecha
nischen Beschadigung oder von Korrosion zu erkennen
sind, verwenden Sie den RotoiGene Q MDx nicht mehr;
kontaktieren Sie den Technischen Service von QIAGEN.

ACHTUNG

VAN

Gerateschaden [C6]
Wenn der RotorGene Q MDx sofort nach Lieferung unter
kalten Klimabedingungen in Betrieb genommen wird,
kdnnen mechanischeTeile eventuell blockieren.

Lassen Sie das Gerat zuerst fir mindestens eine Stunde bg
Raumtemperatur stehen, bevor Sie es einschalten.

WARNUNG

VAN

Sich bewegende Geréateteile

Im Falle einer Stérung, die durch einen Stromausfall
verursacht ist,ziehen Sie das Stromkabel aus der Steek
dose und warten Sie 10Minuten, bevor Sie versuchen, den
Deckel manuell zu 6ffnen.

[Wi5]
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WARNUNG

VAN

Uberhitzungsgefahr [W16]
Vergewissern Sie sich, dass ein Mindestabstand von 10 cn
zwischen Seitenwanden bzw. Rickseittes RotorGene Q
MDx und der Raumwand eingehalten wird, damit eine
ausreichende Beliuftung des Geréts gewahrleistet ist.
Die Luftungsschlitze und Offnungen, die fiir die Be und
Entliftung des RotorGene Q MDx bestimmt sind, dirfen
nicht verdeckt werden.

1.8

Uberhitzungsgefahr

WARNUNG

VAN

HeilRe Oberflachen W17]
In der Rotorkammer des RotorGene Q MDx kdénnen
Temperaturen von tber 120 °C erreicht werden. Beriihren
Sie sie nicht, wenn sie aufgeheizt ist.

WARNUNG

VAN

HeiRe Oberflachen [W18]
Wenn ein Lauf unterbrochen wird, kiihlt sich der Rotor
Gene Q MDx nicht vollstandig auf Raumtemperatur ab.
Seien Sie entsprechend vorsichtig, wenn Sie den Rotor odg
eines der ReaktionsgefalRe im Gerateinneren berihren.

1.9

Wartungsarbeiten

Fuhren Sie alle Wartungsarbeiten gemal3 den Anweisungen
in Abschnitt9 durch. QIAGEN stellt alle Reparaturen in
Rechnung, die nachweislich auf eine inkorrekte Wartung
zuriickzufuhren sind.

WARNUNG/
ACHTUNG

VAN

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerats [W19]
Fuhren Sie nur Wartungsarbeiten durch, die ausdricklich
in diesem Handbuch beschrieben werden.

1-10
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WARNUNG

VAN

Brandgefahr [W20]
Lassen Sie beim Reinigen des Rotgéene Q MDx mit
einem Desinfektionsmittelauf Alkoholbasis den Deckel
gedffnet, damit sich entflammbare Dampfe verfliichtigen
koénnen.

Reinigen Sie den RotoiGene Q MDx nur, wenn sich die

Rotorkammer abgekinhlt hat.

WARNUNG/ | Gefahr durch Stromschlag w21]
ACHTUNG | Offnen Sie den RotorGene Q MDXx nicht. Durch das
Offnen der Abdeckungen oder das Entfernen von
A Gehauseteilen kénnen spannungsfiihrende Komponenten
freigelegt werden.
ACHTUNG | Beschadigung des Gehauses €7

VAN

Reinigen Sie das Gehause des RoteGene Q nie mit

Alkohol oder alkoholhaltigen Lésungen. Alkohol schadigt
das Gehause. Verwenden Sie zum Reinigen des Gehauseg
ausschlieBlich destilliertes Wasser.

1.10

Symbole auf dem Rotor -Gene Q MDx

Symbol

Fundstelle Beschreibung

A\

Geféahrdung durch heiRe Gerate-
teile — in der Kammer kdnnen
Temperaturen von tber 120°C
erreicht werden.

an der Rotorkammer,
bei gedffnetem Deckel
sichtbar

[1i]

Beachten Sie die

Ruckseite des Gerétg X .
Anwendungshinweise

g

CE-Kennzeichnung der EU
Konformitat

Typenschild auf der
Geraterlckseite

IVD

In-vitro-diagnostisches
Medizinprodukt

Typenschild auf der
Geraterlickseite
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Symbol

Fundstelle

Beschreibung

Typenschild auf der
Geraterlckseite

Symbol der CSAZertifizierung in
Kanada und den USA

Typenschild auf der
Geraterlckseite

Hersteller i. S. d. Gesetzes

Typenschildauf der
Geréateriickseite

WEEEKennzeichnung (Zertifizie
rung gemalf europaischer Richt
linien bzw. Elektro und Elektronik
Altgerate-Verordnung)

2
FC

0

Typenschild auf der
Geraterlckseite

FCC-Kennzeichen der Federal
Communications Commission der
Vereinigten Staaten

N

Typenschild auf der
Geraterickseite

C-Tick-Mark-Zeichen fir Australien
(Herstellerkennung: N17965)

e
\25)

r\

Typenschild auf der
Geraterlckseite

Markierung gemaf RoHSRichtlinie
fr China (Beschréankung der
Verwendung bestimmter
gefahrlicher Stoffe inElektro- und
Elektronikgeraten)

1-12
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2.1

2.1.1

Einfihrung

Vielen Dank, dass Sie sich fiir derRotorGene Q MDx
entschieden haben. Wir sind der festen Uberzeugung, dass
er zu einem integralen Bestandteil lhres Labors werden wird.

Vor der Inbetriebnahme des RotorGene Q MDx Thermo-
cyclers sollten Sie dieses Handbuch sorgféltig durchlesen
beachten Sie insbesondere die Sicherheitsnweise. Die
Gebrauchsanweisungen und Sicherheitsinweise im Hand-
buch missen befolgt werden, um einen sicheren Betrieb des
Gerats zu gewabhrleisten und das Geréat in einem sicheren
Zustand zu erhalten.

Bitte beachten Siedass der RotorGene Q MDx in
verschiedenen Konfigurationen auf den Markt gebracht wird.
Einzelheiten wie z. B. Bestellinformationen finden Sie in
Anhang C.

Allgemeine Informationen

Technischer Service

Der Technische Service von AGEN garantiert Qualitat
auch in der wissenschaftlichen Beratung unserer Kunden.
Hier stehen Ihnen erfahrene Wissenschattler fir Ihre Fragen
zu QIAGEN Produkten gerne zur Verfigung. Rufen Sie uns
an, wenn Sie Fragen zum RotoitGene Q MDx oder zu
anderen QIAGEN Produkten haben.

Die Erfahrungen unserer Kunden sind eine wichtige
Informationsquelle bei der Entwicklung und Verbesserung
unserer Produkte. Rufen Sie uns an, denn lhre Vorschlage
und Ideen zu unseren Produkten und zu neuen Techniken
interessieren uns.

Das Team vom Technischen Service (Kontaktinformationen
siehe hintere Umschlagseite) ist Ihnen gerne behilflich, falls
Sie technischen Rat oder weiterreichende Informationen Uber
QIAGEN Produkte bendtigen.

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8 2-1



Einfihrung

2.1.2

2.1.3

2.2

Aktuelle Informationen Uber den RotorGene Q MDx finden
Sie auch auf unserer Website unter www.qiagen.com/
products/rotor-genegmdx.aspx.

Grundsatzerklarung

Es entspricht der Unternehmensphilosophie von Q IAGEN,
die Produkte kontinuierlich zu verbessern, sobald neue
Techniken und Komponenten verfugbar werden. Q IAGEN
behalt sich das Recht vor, jederzeit technische Anderungen
vorzunehmen, die in Ubereinstimmung mit den Anforderun-
gen der IVD-Richtlinie 98/79/EG sind.

In unserem Bestreben, Ihnen eine nitzliche und sachgerechte
technische Dokumentation zur Verfligung zu stellen, schétzen
wir lhre Kommentare und Anregungen zu diesem Handbuch
sehr. Wenden Sie sich diesbeziiglich an unseren Technischen
Service.

Angaben zur Version

Bei dem vorliegendenDokument RoforGene Q MDx
Handbuchhandelt es sich um die Version 2.0, Revision R1,
fir Rotor-Gene Q MDx Geréte, die mit der RotorGene Q
Software-Version 2.3.4 oder hoher betrieben werden.

Vorgesehener Verwendungszweck des
Rotor-Gene Q MDx

Der RotorGene Q MDx Thermocycler ist fur die Durchfih
rung von zyklischen Temperaturprogrammen in Echtzeit, den
Nachweis und/oder die Quantifizierung mithilfe der Polyme-
rase-Kettenreaktion (PCR) bei klinischen Anwendungen
vorgesehen

Der RotorGene Q MDx ist ausschlieflich fiir die Verwen
dung in Kombination mit den fiir Rotor-Gene Q Geréte
entwickelten QIAGEN Kits und fur die in den zugehdorigen
QIAGEN KitHandblichern beschriebenen Anwendungen
vorgesehen.

2-2
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Wird der Rotor-Gene Q MDx Themocycler mit Kits anderer
Hersteller verwendet, liegt es in der Verantwortung des
Benutzers, die Leistungsféahigkeit einer derartigen
Produktkombination fiir eine bestimmte Applikation zu
validieren.

Der RotorGene Q MDx Thermocycler ist fir den invitro-
diagnostischen Gebrauch vorgesehen.

Der RotorGene Q MDx ist zum Gebrauch durch entspre
chend ausgebildete Anwender bestimmt, wie beispielsweise
Arzte und medizinisch oder biologisch-technische Assisten
ten, die in molekularbiologischen Methoden und der
Bedienung des RotorGene Q MDx geschult sind.
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Frei bleibende Seite
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3 Allgemeine Beschreibung des
Systems

Der RotorGene Q MDx ist ein innovativer Thermocycler, der
eine hoch préazise RealTime-PCRermdglicht und der in
Kombination mit den IVD-gekennzeichneten QIAGEN Kits
ideal fur in-vitro-diagnostische Anwendungen geeignet ist.

Die leistungsstarke und benutzerfreundliche Software bietet
sowohl einfache Bedienung fur Einsteiger als auch eine
offene experimentelle Plattform fiir fortgeschrittene
Anwender.

Entll'.]ftungs /

offnungen
Deckelgriff

Rotorkammer

Geratestatus
LEDs

3.1 Thermische Leistung

Der RotorGene Q MDx verwendet ein ausgekligeltes Heiz
und Kuhlsystem, um optimale Reaktionsbedingungen zu
erreichen. Das einzigartige RotationsPrinzip stellt optimale
thermische und optische Einheitlichkeit zwischen den Proben
sicher, was flr prazise um zuverldssige Analysen kritisch ist.

Wahrend eines Laufs rotieren die Proben konstant bei 400
UpM. Diese Zentrifugation verhindert Kondensation und
entfernt Luftblasen, es kommt aber nicht zur Sedimentation
der DNA. AuBerdem missen die Proben vor einem auf nicht
zentrifugiert werden.

Die Proben werden in einem Heilluftofen geringer Masse
zyklisch erwarmt und abgekuhlt. Die Erwarmung erfolgt

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8 3-1
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durch ein Nickel-Chrom-Element im Deckel. Die Abkiihlung
erfolgt jeweils durch Ableiten der Luft durch die Auslass
Offnung oben in der Kammer, wahrend von unten durch den
Boden Umgebungsluft eingeleitet wird.

Erwarmung

Zentrifugierlufter lasst
die Luft in der Kammer
zirkulieren

Heizelemente
einschalten

L L&
Kammer-Auslasséffnungen  PEFEA.
Ty

geschlossen, um Luft ' 11‘ L W

zurliickzuhalten
Abkihlung
Zentrifugierltfter lasst .
- die Luft in der Kammer Heizelemente
ausschalten

zirkulieren

Kammer-Auslassoffnung 6ffnet, urr
heile Luft auszustoRRe

Zentrifugierllfter fuhrt der
Kammer Luft zL

Kuhle Luft strémt ein

Darstellung des Heiz - und Kihlsystems.
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3.2 Optisches System

Mit einer Auswabhl von bis zu sechs Anregungsquellen und
sechs Detektionsfiltern, kombiniert mit einer kurzen, konstan
ten optischen Weglange, kann der RotorGene Q MDx fur
Multiplexreaktionen benutzt werden. Dabei ist eine Minimie
rung der Fluoreszenzschwankungen zwischen den Proben
sichergestellt, und eine Kalibrierung oder Kompenséon ist
nicht erforderlich.

Die Anregung der Molekiile in den Proben erfolgt durch eine
Leudtdiode vom Boden der Kammer aus; die Energie wird
durch die dinne Wandung am Boden des Reaktionsgefales
Uibertragen. Die emittierte Fluoreszenz passiert Emissionsfilter
an der Seitenwand der Kammer und wird von einem Fote
multiplier erfasst. Die festgelege optische Weglange gewahr
leistet eine gleichmalige Anregung jeder Probe, sodass kein
passiver interner Referenzfarbstoff wie ROX™ notwendig ist.

Reaktionskammer

Detektionsfilter

PMTDetektor-
Baugruppe

LED
Lichtquellenbaugruppe

Reaktionsgefalle imRotor
werden nach der Optik
zentrifugiert

Spindel/
Motorbaugruppe

Darstellung des optischen Systems.
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Verflugbare Kanéle

(nm)

Kanal Anregung

Detektion
(nm)

Beispiele fur
detektierte
Fluorophore

Blau 365+20

Grin 470+ 10

Gelb 530+5

Orange 585+ 5

Rot 625+ 10

Purpur 680+ 5

Hoch 460+ 20
auflésende
Schmelzkurve

(HRM)

460+20

5105

557+5

610+ 5

660+ 10

712

Marina Blue®, Edans
Bothell Blue, Alexa
Fluor® 350, AMCA-X
ATTO 390

FAM®, SYBR® Green
I, Fluorescein,
EvaGreen®, Alexa
Fluor 488

JOE™ MIC®, HEX™
TET™, CALFluor®
Gold 540, Yakima
Yellow®

RO X CAL Fluor Red
610, Cy®3.5, Texas
Red®, Alexa Fluor
568

Cy5, Quasar® 670,
LightCycler® Red640,
Alexa Fluor 633

Quasar 705,

(Hochpass) LightCycler Red705,

510+5

Alexa Fluor 680

SYBR Green |,
SYTO®9, LC Green®,
LC Green Plus+,
EvaGreen

Hinweis: Die zur Verwendung mit den Rotor-Gene Q MDx
Thermocyclern angegebenen QIAGEN Kits sind in Bezug auf
bestimmte Farbstoffkombinationen optimiert. Weitere
Informationen entnehmen Sie bitte den zugehdrigen Kit-

Handbichern.
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4.1

Installat ion des Systems

Standortanforderungen

Die RotorGene Q MDx Thermocycler dirfen nicht in
direktem Sonnenlicht oder in unmittelbarer Nahe zu Wéarme
oder Vibrationsquellen oder von elektrischen Stodldern
aufgestellt werden. Im Anhang A finden Sie Angaben zu den
Betriebsbedingungen (Temperatur und Luftfeuchtigkeit). Am
Aufstellort sollten kein Durchzug, keine berméRige
Luftfeuchtigkeit, keine GiberméaRige Staubeinwirkung und
keine allzu groRen Temperaurschwankungen herrschen.

Angaben zu Gewicht und Abmessungen der RoteGene Q
MDx Gerate finden Sie im Anhang A. Stellen Sie sicher, dass
der Arbeitstisch trocken, sauber, vibrationsgeschiitzt und
grol3 genug ist, sodass Zubehor darauf abgelegt werden
kann. Um weitere Informationen zur Beschaffenheit des
Labortisches zu erhalten, wenden Sie sich bitte an den
Technischen Service von QIAGEN.

Hinweis: Es ist sehr wichtig, dass der RoteGene Q MDx
Thermocycler auf einem stabilen Labortisch aufgestellt wird,
dessen Oberflache eben und vibrationsgeschuitzt ist. Im
Anhang A finden Sie Angaben zu den Betriebsbedingungen.

Der RotorGene Q MDx Thermocycler muss in der Nahe
(max. 1,5 m Abstand) einer ordnungsgemal geerdeten
WechselstromSteckdose aufgestellt werden.

WARNUNG

VAN

Explosionsfahige Atmospharen [W10]
Der RotorGene Q MDx Thermocycler ist nicht fiir den
Gebrauch in explosionsfahigen Atmosphéren vorgesehen.
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WARNUNG

VAN

Uberhitzungsgefahr [W16]
Vergewissern Sie sich, dass ein Mindestabstand von 10 cn
zwischenRickseite des RoteGene Q MDx Thermocyclers
und der Wand eingehalten wird, damit eine ausreichende
BelUftung des Geréts gewahrleistet ist.

Die Luftungsschlitze und Offnungen, die fiir die Be und
Entliftung des RotortGene Q MDx Thermocyclers bestimmt
sind, dirfen nicht verdeckt werden.

4.2

Stromanschluss (Wechselstrom)
Netzstromanforderungen

Der RotorGene Q MDx arbeitet mit:
B 100-240 VAC, 50-60 Hz, 520 VA (Spitzenlast)

Vergewissern Sie sich, dass die Nennspannung des Rotor-
Gene Q MDx mit der Wechselspannung am Aufstellort tber-
einstimmt. Die Netzspannungsschwankungen durfen 10 %
der Nennspannung nicht tberschreiten.

Anforderungen an die Erdung

Zum Schutz der Bediener muss der Rotor-Gene Q MDx
Thermocycler ordnungsgemafR geerdet werden. Der
Thermocycler ist mit einem 3-Phasen-Wechselspannungs-
kabel ausgestattet, das bei korrekter Verbindung mit der
Wechselspannungsquelle fiir eine ordnungsgemaRe Erdung
des Geréts sorgt. Damit diese Schutzfunktion erhalten bleibt,
darf das Gerét nicht an Wechselspannungsquellen betrieben
werden, die keine Erdungsleitung (Schutzleiter) besitzen.

Anschluss an das Stromnetz

Stecken Sie das eine Ende des Stromkabels in die Buchse auf
der Riickseite des Rotor-Gene Q MDx Thermocyclers und das
andere Ende in die Steckdose.

4-2
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4.3

Anforderungen an PC

Der Laptop-Computer, der optional zum RotorGene Q MDx
erhaltlich ist, erflillt die Anforderungen der RotorGene Q
Software, die in der folgenden Tabelle wiedergegeben sind.

PC-Systemvoraussetzungen

Beschreibung

Mindestanforderung

Betriebssystem

Prozessor'

Arbeitsspeicher’
Festplatten-Speicherplatz’
Grafik

Ports’

DVD-RO M-Laufwerk
Zeigegerat

Bluetooth®
PDF-Viewer oder dhnliches

Stromversorgungsoptionen

Microsoft® Windows® 10,
Professional-\ersion (32 Bit);
Microsoft Windows 7,
Professional-\ersion (32 Bit
oder 64 Bit)* (Service Pack 1)

Intel® Core™ 2 Duo,
1,66 GHz (oder schneller)

Mindestens 1 GB RAM
Mindestens 10 GBHDD
Adapter und Bildschirm mit
mindestens 1200 x 800 Pixel
Auflésung

serielle RS-232-Schnittstelle
oder USB-Anschluss

1

Es wird ein Touchpad oder
eine Maus oder eine
gleichwertige Vorrichtung
bendotigt

Muss ausgeschaltet sein

Muss installiert sein, da nicht
im Softwareinstallationspaket
enthalten

Festplatten nie ausschalten, in
den Ruhestand- oder Stand-
by-Modus versetzen

* Die Professional-Version von Microsoft Windows 10 oder Windows 7 ist fiir den
Betrieb der Rotor-Gene Q Software einschlieRlich der Sicherheitsfunktionen
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4.4

(siehe Abschnit?.9) erforderlich. Diese Sicherheitsfunktionen stehen bei
Verwendung der HomeVersion von Windowsl0 oder Windows 7 nicht zur
Verflugung.

T Bei Verwendung der RotorGene AssayManager® Software der Version 1.0
oder 2.1, weichen die folgenden PG-Mindestanforderungen ab: Intel Core i3-
380M-Prozessor, 4GB-RAMArbeitsspeicher, 250 GB-Festplattenspeicher,
USBAnschluss erforderlich.

Konfigurationen fur die Sicherheit von
Windows 7

Auf den Laptop-Computern, die von QIAGEN zur
Verwendung mit Ihrem RotorGene Q MDx Instrument zur
Verfligung gestellt werden, ist Microsoft Windows 7 bereits
vorinstalliert, und sie sind zudem mit einem Standard
Windows-Benutzerkonto (kein AdministratorkKonto) und
einem Administratorkonto vorkonfiguriert. Bei der
Routinenutzung des Systems sollte das Standardkto
verwendet werden, da die RotorGene Q Software und der
RotorGene AssayManager Version 1.0 bzw. 2.1 so
konzipiert sind, dass fiir seine Nutzung keine
Administratorrechte erforderlich sind. Das
Administratorkonto darf nur fur die Installation der Rotor
Gene Q oder der Rotor-Gene AssayManager Version 1.0
oder 2.1 und einer Antiviren-Software verwendet werden
(siehe Abschnitt zur AntivirerSoftware). Die Nutzung des
Administratorkontos wird durch einen roten
Desktophintergrund angezeigt. Melden Sie sich fii
Routineanwendungen stets als Standardbenutzer an.

Qla#g3n!A6 ist das Standardpasswort fur das
Administratorkonto. Andern Sie das Administratorpasswort
nach der ersten Anmeldung. Bitte achten Sie darauf, dass
das Passwort gesichert ist und nicht verloregeht. Fir das
Bedienerkonto ist kein Passwort erforderlich.

Wenn das Administratorpasswort des Laptops verloren
gegangen ist, empfehlen wir lhnen, sich an Microsoft fir
Support zu wenden.
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Wenn Sie eine andere Konfiguration haben und kein nicht
administratives Konto verflgbar ist, sollte ein
Systemadministrator einen zusétzlichen StandarilVindows-
Benutzer anlegen, um den Zugriff auf kritische
Systembereiche, wie beispielsweise auf ,Program Files”
(Programmdateien), das Verzeichnis ,Windows* (zB. Zugriff
auf die Funktionen zum Installieren bzw. Deinstallieren,
einschlieBlich Applikationen, Betriebssystemkomponenten,
Datum/Uhrzeit-Einstellungen, WindowsUpdates, Firewall,
Benutzerrechte und-rollen, Antivirenaktivierung), oder
leistungsrelevante khstellungen, wie den Stromsparmodus,
zu verhindern.

Befolgen Sie bitte diese Schritte (in Abschnitt ,Anlegen eines
neuen Benutzerkontos* erklart), um in Windows 7 ein
Standardbenutzerkonto zu erstellen:

Offnen Sie tUber das StartMen( die Windows Control
Panel (WindowsSystemsteuerungund wahlen Sie ,User
Accounts > Manage Accounts” (Benutzerkonten/Konten
verwalten).

1. Wabhlen Sie ,Create a new account” (Neues Konto
erstellen).

i | [

@. w B2, = UnarAccounts o Mlanage Aocoenty e . I
- L —

LReDCrie BN SC0OAINE YOU wiald like 1o change

Admim
e S .

Guest

Guefl pooeut o ol

Adkithonad thingn g can e
W Set op Parerns
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2. Benennen Sie das Konto und wéhlen Sie ,Standard User*
(Standardbenutzer) alsKontotyp.

] l P
&1‘_ L B2, o Marage Acoognty b Creste New Account L . f o
- -
i
Mame the acoount and choose an account type

This naime will sppear on B Wieloome ddsedn and on the e menu

]
oty

Sandard pCoounk users Can use st soffvane end change syviem settings that do nok sfect othes users o

Bt feruy of Dh cogated, |
Adrranelr i

Adrnigtrabort hies complebe scoo 1o Bha comprater and can maks sny detired changed. Baaed on

mtificatsgn pettingt, sdmunitStiors may be ssked fo poovide B pessened or confirmaticn belone

eraking chaeepes that sflect other users.

' W recomimanad that you peotect every Btcount with § 11063 pastveted

o . Slinelard ettt pod AN

(oo dccpure ] [ Cancel

3. Klicken Sie auf ,,Create Account” (Konto erstellen).

Auspacken des Rotor -Gene Q MDx

Der RotorGene Q MDx wird mit allen Komponenten
ausgeliefert, die fur die Installation und den Betrieb des
Gerats bendttigt werden. Der Verpackungskarton enthalt
auch eine Liste, in der alle Zubehdrteile des Lieferumfangs
aufgefihrt sind.

Hinweis: Prifen Sie diese Liste auf Vollstandigkeit, um
sicherzustellen, dass alle Zubehdrteile vorhanden sind.

Hinweis: Vergewissern Sie sich vor der Installadn, dass
sowohl das Gerét als auch alle mitgelieferten Zubehorteile
keine Transportschaden aufweisen.

Die Zubehorschachtel befindet sich oben auf der Schaum

stoffverpackung. Die Zubehdrschachtel enthalt:

B Installationsanleitung (auf Englisch; Ubersetzungen
befinden sich auf der CD mit den Handbuchern)

B CD (Software)

B CD (Handbicher)
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B  Aluminium-Block fir manuellen Reaktionsansatz
(fur 96 x 0,2-ml-ReaktionsgefalRe)

B Aluminium-Block fir manuellen Reaktionsansatz
(fir 72 x0,1-ml-ReaktionsgefalRe)

B Rotorhalter (zum sicheren Transport demontiert)

B 36-Well-Rotor (in roter Farbe)

B Sicherungsring fur 36-Well-Rotor

Im Verpackungskarton befinden sich beiderseits der
Schaumstoffverpackung aufferdem noch folgende Teile:
USB- und RS-232-Kabel (fiir serielle Schnittstelle)
internationales Netzkabel-Set
PCR-ReaktionsgefaRe, 0,2 ml (1000 Stiick)
0,1-ml-Reaktionsgefalle und Deckel

(in Streifen a 4 Stuck; insgesamt 1000 Stiick)

Nachdem Sie diese Teile aus dem Verpackungskarton ent-
nommen haben, entfernen Sie die Schaumstoffverpackung
aufdem Rotor-Gene Q MDx. Heben Sie den Rotor-Gene Q
MDx vorsichtig aus dem Karton und entfernen Sie die Plastik-
abdeckung. Offnen Sie den Deckel, indem Sie ihn nach
hinten schieben, sodass die Rotorkammer (= Reaktions-
kammer) offen ist.

Darin sind die folgenden Komponenten des Rotor-Gene Q
MDx bereits installiert:

B 72-Well-Rotor (in blauer Farbe)
B Sicherungsring fur 72-Well-Rotor

Je nach bestelltem Lieferumfang kann sich auch noch ein
Laptop-Computer in der Umverpackung befinden.

4.6 Zubehor

Rotorscheiben und Zubehdr zum Gebrauch mitdem Rotor-
Gene Q MDx kénnen separat bestellt werden. Weitere
Informationen finden Sie in Anhang C.
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4.7 Installieren der Hardware
Nach dem Auspacken des RotortGene Q MDx fahren Sie mit
der Installation fort.
ACHTUNG | Gerateschaden [Cé]

VAN

Wenn der RotorGene Q MDx sofort nach Lieferung unter
kalten Klimabedingungen in Betrieb genommen wird, kénnen
mechanische Teile eventuelblockieren. LassenSie das Gerat
zuerst fur mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur
stehen, bevor Sie es einschalten.

Gehen Sie bei der Installation folgendermalRlen vor:

1. Setzen Sie den Rotefzene Q MDx auf einen ebenen
Arbeitstisch.

2. Vergewissern Sie sich, dass hintedem Gerat ausrek
chend Platz ist, um den Deckel vollstandig zu 6ffnen.

3. Stellen Sie sicher, dass der Netzschalter auf der Gerate
riickseite leicht zuganglich ist.

4. Stellen Sie die Geratertickseite nicht mit anderen Gegen
sténden zu. Stellen Sie sicher, dass daStromkabel, falls
erforderlich, leicht aus der Steckdose gezogen werden
kann, um das Gerat von der Stromversorgung zu
trennen.

5. SchlieRen Sie das mitgelieferte USBabel oder das
serielle RS232-Kabel an einen USB oder Datenkommu-
nikations-Anschluss aufder Rickseite des Computers an.

6. Verbinden Sie das andere Ende des USBoder seriellen
RS232-Kabels mit dem entsprechenden Anschluss auf
der Ruckseite des Roteene Q MDXx.

7. Schlieen Sie den RoteGene Q MDx dann an die
Stromversorgung an. Stecken Sie dasine Ende des
Stromkabels in die Buchse auf der Riickseite des Rotor
Gene Q MDx und das andere Ende in die Steckdose.

4-8

RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018




Installation des Systems

-

< Mmiinnm__—

Ein-Aus Schalter

.

I3

Netzstrom-
Anschlussbuchse

-

Kuhlungs

Typenschild inklusive

i ventilator serielle
Seriennummer Schnittstelle  USBAnschluss

Hinweis: Verbinden Sie den RotortGene Q MDx Thermo-
cycler nur mit dem zum Lieferumfang des Gerats gehodren
den USB bzw. seriellen Kabel mit dem Computer.
Verwenden Sie keine anderen Kabel.

4.8 Installiere n der Software

1. Legen Sie die SoftwareCD, die mit dem Geréat geliefert
wurde, in das CD-Laufwerk des Computers ein, um die
RotorGene Q Software zu installieren.

2. Wabhlen Sie im sich 6ffnenden Dialogfenster die Option
“Install Operating Software” (,Steuerungssoftware
installieren”).

Hinweis: Weitere Einzelheiten zur einfachen Installation
kénnen Sie in der mit dem Gerat gelieferten RotorGene

Q Installationsanleiturg nachlesen. Diese Anleitung fuhrt
Sie durch die nachsten Schritte der Softwareinstallation.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

[ Install Operating Software

B Exit

3. Nach der Installation der Software wird automatisch ein
zugehoriges Icon auf dem Desktop erstellt.

4. Schalten Sie den RotoGene Q MDx ein: Bringen Sie
dazu den Ein-Aus-Schalter (befindet sich auf der Ruck
seite links) in die “I-Position. Eine blaue “Standby-LED
auf der Vorderseite des RotoiGene Q MDx zeigt an,
dass das Gerat betriebsbereit ist.

Hinweis: Beim ersten Start nach Anschluss an einen
Computer wird der RotorGene Q MDx vom Betriebs
system erkannt und es werden mehrere Meldungen
angezeigt. Lesen Sie bitte dieRotorGene Q Installations
anleitung, die mit dem Gerét geliefert wird (auf CD und
in gedruckter Form); darin finden Sie weitere Hinweise.
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5. Doppelklicken Sie auf das Icon “RotorGene Q Series
Software” auf der Benutzeroberflache, um die Software
Zu starten.

6. Beim ersten Starten der Software erscheint ein
“Welcome”-Fenster; bei nachfolgenden Software
Upgrades erscheint es nicht mehr.

€ |ntroductory Screen and Initial Setup

Welcome!

‘Welcome. Before pou begin, the analysis
zoftware needs to know a couple of things
about the bype of syztem pou are using.

Machine Serial Mumber :

Part:

foout ] _auoDelect |

[ Rurin Virtual Mode [For Demonstiation)

Begin | Exit Program |

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8 4-11



Installation des Systems

“Machine Serial
Number”:

“Port”:

“Auto-Detect™.

“Run in Virtual
Mode (for
demonstration)”
(,Lauf in
virtuellem
Betriebsmodus
(fir Demo-
Zwecke)):

“Begin”:

Geben Sie die aus 7 Ziffern bestehende
Gerate-Seriennummer ein; Sie finden sie z
B. auf dem Typenschild auf der Riickseite
des RotorGene Q MDx.

Wahlen Sie entweder USBoder serielles
Kabel. Wéhlen Sie die entsprechende
Datenkommunikations-Schnittstelle oder
klicken Sie auf die “Auto-Detect™Schalt
flache (,Automatisch feststellen®).

Nach Verwendung dieser Option wird der
entsprectende USB oder serielle Anschlus:
automatisch ermittelt und im Drop-down-
Menu “Port” (,Anschluss®) angezeigt.

Das Aktivieren deses Kontrollkdstchens
ermoglicht die Installation der RotorGene
Q Software auf einem Computer, der nicht
mit dem Rotor-Gene Q MDx verbunden ist.
Die Software ist voll funktional und kann
Analyseldufe simulieren.

Hinweis: Falls dieses Kontrollkéstchen
aktiviert ist und ein RotorGene Q MDx mit
dem Computer verbunden ist, erscheint die
folgende Meldung, bevor der Lauf startet:
“You are about to run in Virtual mode”
(,Der Lauf wird im virtuellen Betriebsmodus
gestartet.”). Um einen realen Lauf durchzu
fuhren, muss die Einstellung im “Setup*
Fenster gedndert werden (siehe Abschnitt
7.5.4).

Wenn Sie die benétigten Informationen
eingegeben haben, klicken Sie auf “Begin”.
Warten Sie, bis die Initialisierung beendet
ist; dies kann einige Sekunden dauern.
Falls Sie den virtuellen Modus angeklickt
haben, erscheint die folgende Meldung:
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4.9

Rotor-Gene () Series Software x|

This software will perform basic simulation of a machine For training and demonstration purposes. You can disable this
sekting via the Setup screen, accessible from the File menu,

Falls das Kontrollkastchen “Run in Virtual
Mode” (,Lauf in virtuellem Betriebsmodus*)
deaktiviert ist, initialisiert und 6ffnet sich die
Software automatisch.

“Exit Program”  Durch Anklicken dieser Schaltflache wird
(,Programm das Programm beendet.
beenden®):

Software -Version

Um die Versionsnummer lhrer Software einzusehen, klicken
Sie auf “Help”, anschlie3end auf “About This Software...”.

Rotor-Gene Q — Pure Detection

Software Version : 2.3.4
Machine Serial No : 123456

Model : 5.Plex HRM 2

Updates and additional information available
at http:/iv ww.giagen.com

Warning: This computer program is

protected by copyright law and international

treaties. Unauthorized reproduction of this

program, or any portien of it, may resuflt in

severe civil and criminal penalties, and will

be prosecuted to the maximum extent

possible under the law. Portions of Info-Zip

(c) 1980-1999 Info-ZIP Py Lid (T 8 0

£ | |

In diesem Fenster werden einige allgemeine Informationen
zur Software angezeigt, u. a. die Versionsnummer der
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4.10

4.10.1

Software sowie die Seriennummerund um welches Modell
des Thermocyclers es sich handelt.

Die Software kann innerhalb eines Unternehmens oder einer
Organisation, die einen Rotor-Gene Q MDx Thermocycler
besitzt, beliebig oft kopiert werden. Die Software darf
allerdings nicht kopiert und an Dritte aul3erhalb des
Unternehmens oder der Organisation verteilt werden.

Zusatzliche Software auf Computern, die
mit Rotor -Gene Q MDx Thermocyclern
verbunden sind

Die RotorGene Q Software steuert zeitkritische Vorgénge
wéhrend eines PCRLaufs und den Daenerfassungsprozess.
Aus diesem Grund ist es wichtig sicherzustellen, dass keine
anderen Prozesse in gréerem Umfang die Systemres
sourcen beanspruchen und dadurch die RotoitGene Q
Software verlangsamen. Es ist besonders wichtig, die im
Folgenden aufgefuihiten Punkte zu beachten.

Systemadministratoren sollten die mdglichen Auswirkungen
bertcksichtigen, die eine Modifikation des Systems auf die
Rechnerressourcen haben, bevor sie diese umsetzen.

Antiviren -Software

QIAGEN ist sich im Klaren Uber die Bedrohung,die von
Computerviren fiir Computer ausgeht, die mit anderen
Computern Daten austauschen. Die Software RoteGene
AssayManager Version 1.0 bzw. 2.1 sollte hauptséachlich in
Umgebungen installiert werden, in denen es lokale
Richtlinien zur Minimierung dieserBedrohung gibt. QIAGEN
empfiehlt in diesem Fall jedoch den Einsatz von Antiviren
Software.

Die Auswahl und Installation eines geeigneten Virenscanners
liegt in der Verantwortung des Kunden. QIAGEN hat jedoch
die Kompatibilitdt der Rotor-Gene Q Software und der Rotor
Gene AssayManager Versionen 1.0 und 2.1 mit dem
QIAGEN Laptop mit den folgenden beiden Antiviren
Softwareprogrammen gepruft:

4-14
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B Symantec® Endpoint Protection V12.1.6
B Microsoft Security Essentials V4.10.209*

Die neuesten Versionen der Antiviren-Software, die fiir die
Rotor-Gene Q Software und den Rotor-Gene AssayManager
Version 1.0 bzw. 2.1 validiert sind, finden Sie auf der
Produktseite unter Q IAGEN.com.

Stellen Sie bei der Auswahl einer Antiviren-Software sicher,
dass sich diese so konfigurieren lasst, dass der Datenbank-
Ordnerpfad vom Scan ausgenommen werden kann.
Ansonsten besteht die Gefahr von
Datenbankverbindungsfehlern. Da der Rotor-Gene
AssayManager Version 1.0 bzw. 2.1 auf dynamische Art
neue Datenbankarchive anlegt, muss der Ordnerpfad zu den
Dateien und nicht die einzelnen Dateien ausgeschlossen
werden. Wir raten von der Anwendung von Antiviren-
Softwareprogrammen ab, bei denen sich nur einzelne
Dateien ausnehmen lassen, wie beispielsweise McAfee
Antivirus Plus V16.0.5. Wenn der Computer in einer
Umgebung ohne Netzwerkzugang verwendet wird, stellen Sie
zudem sicher, dass die Antiviren-Software O ffline-Updates
unterstitzt.

Um nach der Installation einer Antiviren-Software
Virenscanners einheitliche Ergebnisse zu erhalten, sollte ein
Systemadministrator Folgendes sicherstellen:

B Wie oben erldutert, muss der Datenbankverzeichnispfad
des Rotor-Gene AssayManager 1.0 und 2.1 (C:\Program
Files\Microsoft SQ L
Server\MSSQ L10_50.RGAMINSTANCE\MSSQ L\DATA)
aus Dateiscans ausgeschlossen werden.

B Aktualisierungen der Virendatenbank werden nicht
durchgefihrt, wenn die Rotor-Gene AssayManager
Version 1.0 oder 2.1 in Verwendung ist.

B Stellen Sie sicher, dass Woll- oder Teilscans der Festplatte
wahrend der Echtzeit-PCR-Datenerfassung deaktiviert

1 Nach der Installation der ,Microsoft Security Essentials” sollten Sie
sicherstellen, dass Windows-Updates deaktiviert sind, da diese Einstellung
unter Umstanden durch die Installation aktiviert wurde (lesen Sie sich bitte das
Kapitel ,Updates des Betriebssystems" durch).
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4.10.2

sind. Andernfalls besteht das Risiko einer
Beeintrachtigung der Leistung des Geréts.

Lesen Sie sich die Konfigurationsdetails im Handbuch Ihrer
gewdhlten Antivirensoftware durch.

Firewall und Netzwerke

Die RotorGene Q Software kann entweder auf Computer
ohne Netzwerkzugriffoder in einer Netzwerkumgebung
ausgefiihrt werden, sofern ein DatenbankRemoteserver
verwendet wird. Bei einem vernetzten Betrieb ist die Firewall
des von QIAGEN bereitgestellten LaptopComputers so
konfiguriert, dass eingehender Datenverkehr fir alle Pod
mit Ausnahme jener blockiert ist, die zum Herstellen einer
Netzwerkverbindung erforderlich sind.

Das Blockieren eingehender Verbindungen beeintrachtigt
nicht die Antworten auf Anfragen, die vom Benutzer
getriggert wurden. Ausgehende Verbindungen sind
zugelassen, da sie fur den Abruf von Updates erforderlich
sein konnten.

Wenn sich lhre Konfiguration davon unterscheidet, empfiehlt
QIAGEN die Konfiguration einer Firewall in derselben Weise,
wie oben beschrieben. Dafiir muss sich ein
Systemadministrator amelden und folgende Schritte
ausfihren:
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1. Offnen Sie ,Control Panel” (Systemsteuerung) und wahlen

Sie ,Windows Firewall*

(WindowsFirewall).

T o
GG =9 ¢ covoirima 8 Contot P e + <y || SesrchCom. £
I i
Adisst your computer’s settings e by Srlicncs |
3 detotay
3 e T
G Devices nd Prrtens
W Perfoumince Infermaticn and Tock
2 Povertpbem 8 rrogrumuntbesen
8 Ragom i Longuage T S ——— & Sound
(B 1 Syt WL Tosttar arct Seat Meres
B, idoen Amytene Upgrade B iedoen CandSeace
6_ T Windown Mobility Center &1 Windown Updat
% Wt Comlgunation Uity }
Py - H 11
2. Wabhlen Sie ,Use recommended settings* (Empfohlene
Einstellungen verwenden).
0Q|'ﬂ.cwwyucmmnmomﬁu Tos Y Search Con
| L
okl FaniHos Help protect your eomputer with Windaws Firewall
e e o w
& Change notifucation cettmgs. !
[T ey — P
o
H Restore sefeitt
B Advunced stmngs [
Trossbigshasct my network
l & Home ar werk {private) netwarks ot Connected ()
. ) Public netwarks Connected (o)
P cohten shaps r
Windeen Frewad state: o
Intirming cennectond: Bleth all conmecbon to programi that ane not on the
ok f hwed prgems
Actree publet rtwods

Hetificsioon state

Acticn Contar
Ntwesek and naring Center

Hane

Hhstity e whes Windows Fiewsll blocks a new
progeam
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3. Stellen Sie sicher, dass die folgenen Einstellungen aktiviert
sind:

Aus Sicherheits und Verlasslichkeitsgriinden sollte statt dem
WLAN-Zugang ein kabelgebundener Netzwerkzugang
verwendet werden. Bei den von QIAGEN bereitgestellten
Laptop-Computern ist der WLANAdapter deaktiviert. Wenn
Ihre Konfiguration anders ist, muss ein Systemadministrator

den WLAN-Adapter manuell deaktivieren. Dies geschieht
folgendermalden:
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1. Offnen Sie ,Control Panel* (Systemsteuerung) und
wahlen Sie ,Network and Sharing Center* (Netzwerk
und Freigabecenter).

&5 #[B 1 Controipm 1 20 Controt PanelBerms +

Adjust yeur computer’s settings.

[ FS

B Locamon and Othas Sansens

B Pedcrmance Information and Tock

M wincion Defener P Wirckows Pl Bl Windows Moty Centr 1 windzms Update

L R p——

2. Wabhlen Sie ,Change adapter settings"
(Adaptereinstellungen andern).

T
5[5 1 ControlPaet 20 Controt Panel e » Htwork and Shaemy Certer =43 |[ Seart o £
[ 1 )
il View your basic network information and set up connections
g Swxtihmap
Mansge wirehrs neterks . x @ :
P ——— GUAGIN-PE Itwemat )
seminge
Vo e active ek Conmatttn b setwert
[ p—————— —
b
. Troubthiat prebi
. preblems,ar
Homelroup
eternet Optons
Windows Frewsl
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3. Fuhren Sie die Maus uber ,Wireless Network
Connection (WLAN-Verbindung). Driicken Sie die rechte
Maustaste und wahlen Sie die Option ,Disable”
(Deaktivieren) aus dem Kontextmenda.

Bf

s Ranamatha comection  Changesattings of the comectisn £ M1 89

L —

4. StellenSie sicher, dass die WLANVerbindung deaktiviert

Ist.
Lo lE
G )=[F + Contol Pane » Hetwork andntemet » Network Comnectons » T [ )
Organize » £~ 0 @
Q! : .;_ ] Wj':"fiN““m Connection
X ok flll Boodcom BOMSE3228HME 8
b
|
4.10.3 Systemprogramme

Viele Systemprogramme konnen in erheblichem Umfang
Systemressourcen beanspruchen, auch wenn gar keine
AnwenderInteraktion stattfindet. Typische Beispiele solcher
Tools sind:
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4.10.4

B Datei-Indexierung, die von vielen modernen O ffice-
Applikationen als Hintergrundaktivitat durchgefiihrt wird;

B Datentrdger-Defragmentierung, die ebenfalls oft als
Hintergrundaktivitat erfolgt;

M jede Software, die im Internet nach Aktualisierungen
sucht;

B Tools fir Ferniberwachung und -management.

Beachten Sie bitte, dass aufgrund der hohen Dynamik in der
Informationstechnologie diese Liste eventuell nicht vollstandig
sein kann und herausgebrachte Tools und Programme zum
Zeitpunkt, als die Software geschrieben wurde, eventuell
nicht bekannt waren. Es ist wichtig, dass Systemadministra-
toren daraufachten, dass ein derartiges Tool wadhrend eines
PCR-Laufs nicht aktiv ist.

Betriebssystem-Updates

Laptops von QIAGEN sind so konfiguriert, dass automatische
Aktualisierungen des Betriebssystems deaktiviert sind. Wenn
Ihre Konfiguration anders ist, muss ein Systemadministrator
alle automatischen Aktualisierungen des Betriebssystems
deaktivieren. Dies geschieht folgendermaf3en:

1. Offnen Sie die ,,Control Panel“ (Systemsteuerung) und
wahlen Sie ,,Windows Update” (Windows-Update).

=

§ [ B+ Controi Pasel + A Controt Pasel e » = =

Adjusst your cormputer’s ssttings

) 5
Ry
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2. Wabhlen Sie ,Change settings“ (Einstellungen andern).

=y
G =[5 ¢ ControiPanet + 28 Contol Panel e+ Wit Updite + [ 2 |[ Searcom P |
| cmvu-e‘u\;-;- ‘
Windows Update
Check for updaten.
m g Chck fior Upeates for your computer |
Restcue hackden update: perfpemance.
e ety s
Wost recent chack for updates  BAINT ot 133 PN
UpsSates were installed BAENT ot 2P Ve update histary
Yeu receive updetes: Fot Windaw enly.
Get wpdates for cther Micrcacht preduiti, Fred cut mere.
b
s s
B Windews Ayt Upgrade.
3. Wahlen Sie ,Never check for updates” (Nie nach
Updates suchen).
=y
G =T ¢ Comirana + aac » Windows Update + +[#2 |[ Searcom P |

Choose how Windows can install updates.

g hene settinge. When new spdates are svalible. you can ako it them batare thufsing down the
computer.

Mo ows aussmatic updating heip ma?

Emponant updetes
O = sz

Eack for updutes but et mma chaous whathes b downinad and imtall tham
P v inct pcommended]
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411

4. Stellen Sie sicher, dass die Option ,Never check for
updates” (Nie nach Updates sichen) von ,Important
updates” (Wichtige Updates) aktiviert ist.

|
Wenn ungesicherte Sicherheitsschwachstellen Updates
erforderlich machen, bietet QIAGEN Mechanismen zur
Installation eines definierten Satzes validierter Windows
Sicherheitspatches, entwedeonline (falls auf dem QIAGEN
Laptop eine Internetverbindung besteht) oder als Offline
Paket, das auf einem separaten Computer mit
Internetverbindung vorbereitet wurde.

o Cancl

Besuchen Sie fir weitere Informationen die Produktseite
unter QIAGEN.com.

Aktualisieren der Software

Software-Updates stehen auf der Q IAGEN Website unter
www.giagen.com/products/rotor-geneqgmdx.aspx zur Verfi-
gung. Den Zugang erhalten Sie Uber das “Help”-Meni in der
Software. Um die Software herunterladen zu kdnnen, missen
Sie sich online registrieren.
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Frei bleibende Seite
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5.1

Bedienungsanweisungen —
Hardware

Dieses Kapitel beschreibt die Bedienung des RotgBene Q
MDx Thermocyclers.

Rotortypen

Wabhlen Sie zuerst R6hrcheiTyp und Rotor aus, die Sie
verwenden mdchten. Vier verschiedene Rotoren fir
unterschiedliche Reaktionsgefalie stehen zur Verfligung.

Hinweis: Der 36-Well- und der 72-Well-Rotor gehdren zum
Lieferumfang des Geréts. Die Rotorscheiben-Rotoren (Rotor-
Disc® Rotoren) sind als Zubehor separat erhéltlich.

WICHTIG: Verwenden Sie einheitliche Reaktionsgefaf3e in
einem Lauf. Setzen Sie nicht verschiedene ReaktionsgefaR-
Typen oder ReaktionsgefaRe unterschiedlicher Hersteller bei
einem Lauf in den Rotor, da sonst keine optisch einheitlichen
Bedingungen in allen Reaktionsansatzen vorliegen. Wir
empfehlen, ReaktionsgefdRe von Q IAGEN zu benutzen, da
diese speziell zur Verwendung mit dem Rotor-Gene Q MDx
entwickelt wurden (siehe Anhang C). Bei ReaktionsgefédfRen
anderer Hersteller kann es zur Autofluoreszenz kommen,
wodurch die Ergebnisse verfalscht werden kdnnen. Darlber
hinaus kénnen die ReaktionsgefdRe anderer Hersteller in
LAnge und Wandstarke variieren, wodurch es zu einer Ab-
weichung zwischen dem optischen Pfad im Rotor-Gene Q
MDx und dem Reaktionsansatz im Rohrchen kommen kann.
QIAGEN behdlt sich das Recht vor, technischen Support fir
Probleme zu verweigern, die nachweislich auf die Verwen-
dung von Kunststoff-Verbrauchsartikeln, die nicht von
QIAGEN geprift sind, im Rotor-Gene Q MDx Thermocycler
zurlckzufiihren sind.

WICHTIG: Durch die Verwendung von Kunststoff-Ver-
brauchsartikeln, die nicht von Q IAGEN gepruft sind, im
Rotor-Gene Q MDx kann die Garantie fur das Gerét
verfallen.
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ACHTUNG

VAN

Gerateschaden [C3]
Fuhren Sie vor jedem Lauf eine Sichtkontrolle durch und
vergewissern Sie sich, dass der Rotor nicht beschadigt ode|
deformiert ist.

36-Well -Rotor

Der 36-Well-Rotor hat eine rote Farbe. Der 36 Well-Rotor
(mit zugehorigem 36-Well-Sicherungsring) kann 0,2ml-
ReaktionsgefalRe aufnehmen. Die ReaktionsgeféaRe mussen
keine optisch durchlassigen Deckel haben, weil im Rotor
Gene Q MDx die Fluoreszenz von unten, durch den GefaR
boden, gemessen wird und nicht von oben. Es kénnen auch
Rohrchen mit gewdlbtem Deckel verwendet werden.

72 -Well -Rotor

Der 72-Well-Rotor hat eineblaue Farbe. Der 72-Well-Rotor
(mit zugehorigem 72-Well-Sicherungsring) kann 0,1-ml-
Rohrchen und Deckel Streifen aufnehmen. Diese Réhrchen
konnen fur geringe Reaktionsvolumina (mindestens 2Qul)
verwendet werden. Die Deckel bieten einen sicheren und
zuverassigen Verschluss.

5-2
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Rotor-Disc-72-Rotor

Der RotorDisc-72-Rotor hat eine dunkelgraue Farbe. Der
Rotor-Disc-72-Rotor (mit zugehodrigem RototDisc-72-Siche
rungsring) kann die 72-Well-Rotorscheibe (RotoeDisc 72)
aufnehmen. Die RotorDisc 72 ist eine Scheibe mit 72 Boh
rungen (“Wells”) und ist zur Verwendung bei hohem
Probendurchsatz vorgesehen. Zum dichten Verschluss der
RotorDisc 72 wird sie mit einer oben aufgelegten durch
sichtigen Polymerfolie heiRversiegelt. Die Folie ist schnell
aufgebracht und verhindert Kreuzkontaminationen, da sie
eine feste, dauerhafte und einrisssichere Abdichtung
gewahrleistet. Weitere Informationen zur RotoDisc 72
finden Sie in Abschnitt5.3.
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Rotor-Disc-100 -Rotor

Der RotorDisc-100-Rotor hat eine goldene Farbe. Der Rotor
Disc-100-Rotor (mit zugehdrigem RotorDisc-100-
Sicherungsring) kann die 100-Well-Rotorscheibe (RoteDisc
100) aufnehmen. Die Rotor-Disc 100 ist eine Scheibe mit
100 Bohrungen (“Wells”) und ist zur Verwendung bei hohem
Probendurchsatz vorgesehen. Die RoteDisc 100 ist
sozusagen das Aquivalent einer 96Well-Platte fiir die
Rotationsbewegung, hat aber vier zusatzliche Wells fur
Referenzproben. Sie ermdglicht die Integration ds Rotor
Gene Q MDx in Labor-Arbeitsablaufe, die auf dem 96-Well-
Format basieren. Die zusétzlichen Wells kdnnen entweder fur
zusatzliche Proben, Kontrollreaktionen oder fir
Orientierungszwecke mitgefihrte Reaktionen verwendet
werden, ohne dass dafiir Positonen des Standard96-Well-
Formats bendtigt werden. Fur die Kompatibilitat mit
Arbeitsablaufen im 96-Well-Format sind den Wells der
Rotor-Disc 100 dieselben Positionsbezeichnungen wie bei
einer 96-Well-Platte zugeordnet, d. h. von AX-A12 bis H1-
H12. Die vier zusatzlichen ReferenaVells sind mit R:-R4
bezeichnet. Weitere Informationen zur RotaeiDisc 100 finden
Sie in Abschnitt5.3.
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Rotor-Spezifika tionen

Kapazitat Anzahl  Reaktionsgefald -Empfohlenes
Rotortyp pro Well  Proben  Typ Reaktionsvolumen
36-Well- 200 pl 36 PCR 20-50 pl
Rotor Reaktionsgefalie,
je 0,2 ml
72-Well- 100 pl 72 Rohrcherr und 2050 pl
Rotor DeckelStreifen,
je 0,1 ml
RotorDisc- 100 pl 72 72-Well- 2025yl
72-Rotor Rotorscheibe
RotorDisc- 30 pl 100 100-Well- 1520 ul
100-Rotor Rotorscheibe
Hinweis: Der 36-Well-Rotor und der 72-Well-Rotor fir den
RotorGene Q MDx kénnen wegen der unterschiedlichen
Ausrichtungen des optischen Pfades nicht in RotgBene
3000 Thermocyclern eingesetzt werden. Verwenden Sie in
RotorGene 3000 Thermocyclern bitte weiterhin die élteren
Rotoren mit 36 bzw. 72 Positionen.
5.2 Reaktionsansatz

WICHTIG: Um zuverlassige Ergebnisse zu erhalten, sollten
in jedem Lauf adaquate Kontrollen mitgefuihrt werden.

Die Reaktionen kdnnen in einem der folgenden Ansatzblécke
(“Loading Blocks”) angesetzt werden: Loading Bloclo6 x

0.2 ml Tubes (fur 0,2-ml-PCRReaktionsgefalie), Loading
Block 72 x 0.1 ml Tubes (fir R6hrchen und DeckelStreifen,
je 0,1 ml; bei Ansatz mit Einkanal-Pipette), Loading Block 72
x 0.1 ml Multi-channel (fiur R6hrchen und DeckelStreifen, je
0,1 ml; bei Ansatz mit MehrkanalPipette), RotorDisc 72
Loading Block (fur 72-Well-Rotorscheibe) oder RotoDisc
100 Loading Block (fir 100-Well-Rotorscheibe). Alle Ansatz
blécke sind aus Aluminium gefertigt und kénnen vorgekihit
werden.
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In den Loading Block 72 x0.1 ml Tubes (siehe folgende
Abbildungen) kénnen 18 Streifen a 4 Réhrchen (=72 Réhr
chen) sowie bis zu acht 0,5ml-Reaktionsgefalle zur
Vorbereitung des MasterMix und bis zu 16 0,2-ml-Reak
tionsgefalie fir das Ansetzen der Reaktionen fiir die Stan
dardkurven gestellt werden. Im Folgenden ist der Arbeits
ablauf fir den Reaktionsansatz bei Verwendung des 72Nell-
Rotors beschrieben. Dieselbe Vorgehensweise kann auch fur
den Reaktionsansatz unter Verwendung des 3&Vell-Rotors
und des entsprechenden Zubehdrs angwandt werden.

1. Stellen Sie die RéhrchefStreifen in den Ansatzblock und

aliquotieren Sie die Reaktionskomponenten in die
Rohrchen.

2. Setzen Sie die Deckel fest auf die R6hrcheStreifen und
prufen Sie visuell, dass die Rohrchen dicht verschlossen
sind.

5-6
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3. Setzen Sie die RohrcheiStreifen in den 72-Well-Rotor;
vergewissern Sie sich dabei, dass sich alle Réhrchen in
der korrekten Position und korrektan Orientierung
befinden.

Wenn die Proben nicht korrekt in den Rotor eingesetzt
werden, dann werden sie ncht optimal Gber dem
Detektionssystem ausgerichtet. Dadurch kénnte es zu
einer verminderten Erfassung des Fluoreszenzsignals und
damit zu einer Reduktion der Nachweisempfindlichkeit
kommen. Ein Rotorhalter, der das Beladen des Rotors mit
den Roéhrchen erlechtert, wird zusammen mit dem
Thermocycler geliefert.
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WICHTIG: Um maximale Temperaturgleichférmigkeit zu
erreichen, missen alle Positionen des Rotors mit einem
Rohrchen besetzt sein. Dadurch ist ein gleichmafiger
Luftstrom zu jedem Rohrchen gewahrleist. Halten Sie
daher einen Satz leerer mit Deckel verschlossener Réhr
chen bereit, um eventuell frei gebliebene Positionen
damit aufzufillen.

4. Setzen Sie den 72-Well-Sicherungsring auf den 72-Well-
Rotor, in dem Sie die drei Positionierstifte durch die
dulleren Locher des Rotors stecken.

Der Sicherungsring stellt sicher, dass die Deckel wahrend
eines Laufs auf den Rdhrchen bleiben.
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5. Setzen Sie den so bestiickten Rotor in die Kammer des
Rotor-Gene Q MDx ein; indem Sie ihn mithilfe des
Positionierstifts auf der Rotornabe einrasten. Um den
Rotor wieder entnehmen zu kénnen, driicken sie ihn auf
der Rotornabe einfach nach unten. Dadurch wird er
freigegeben und kann von der Nabe abgezogen werden.

W 7
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5.3

6. Schlieen Sie den Deckel und geben Sie das Laufprofil in
der Rotor-Gene Q Software ein.

Reaktionsansatz bei Verwendung einer
Rotorscheibe

Die Rotor-Disc 72 oder Rotor-Disc 100 ist eine Rotorscheibe
mit 72 bzw. 100 Bohrungen (Wells), die fir hohen Durchsatz
konzipiert ist. Bei diesen beiden Rotorscheiben werden keine
Deckel fir die ReaktionsgefaRe verwendet. Stattdessen wird
eine HeiRsiegelfolie oben auf die Rotorscheibe aufgebracht
und mithilfe des Heilversieglers (Rotor-Disc Heat Sealer)
dicht verschlossen. Die Folie verhindert Kreuzkontamina-
tionen, da sie eine feste, dauerhafte und einrisssichere
Abdichtung gewéhrleistet. Die HeiBversiegelung der
Rotorscheibe wird wie folgt durchgeflhrt.

WICHTIG: Bitte lesen Sie die zum Rotor-Disc Heat Sealer
gehoérigen Produktinformationen und Bedienungshinweise,
bevor Sie die Heillversiegelung durchfithren.

1. Schalten Sie den HeiRversiegler ein (der Schalter befindet
sich auf der Riickseite des Gerdts, links).
Eine rote Netzstrom-LED (“Power”) erleuchtet. Der Rotor-
Disc Heat Sealer braucht etwa 10 Minuten, um die
Betriebstemperatur zu erreichen — eine griine LED
signalisiert dann die Betriebsbereitschaft (“Ready”).

2. Wahlen Sie permanente oder ablésbare Versiegelung.

Hinweis: Sobald der Rotor-Disc Heat Sealer betriebsbereit
ist, kdnnen Sie ihn eingeschaltet lassen.

3. Stellen Sie die Rotorscheibe auf den Ansatzblock (Rotor-
Disc Loading Block); positionieren Sie sie dabei mithilfe
des Positionierstifts in Position 1 auf der Scheibe und der
ReaktionsgefaR-Fiuhrungslocher auf dem Ansatzblock.

4. Setzen Sie die Reaktionen in der Rotorscheibe an, indem
Sie die Komponenten entweder manuell oder mithilfe
eines automatisierten Liquid-Handling-Systems
pipettieren.
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5. Falten Sie einen Bogen der Heil3siegelfolie (Rotebisc
Heat Sealing Film) in zwei Halften und entfernen Sie das
zentrale Stick, indem Sie das Mittelstlick ergreifen und
vorsichtig abziehen.

6. Legen Sie die Folie in korrekter Orientierung auf die
Rotorscheibe (Markierung “SIDE UP” nach oben). Stellen
Sie sicher, dass die “SIDE URMarkierung auf den
Boden des RotorDisc Loading Blocks zu liegen kommt.
Das zentrale Loch in der Folie sollte leicht tiber den
Zylinder des Loading Blocks gleiten, sodass die Folie auf
die Rotorscheibe gelegt werden kann.
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Schieben Sie dann den Loading Block mit Rotor und
aufgelegter Folie in den Rotor-Disc Heat Sealer; verwen
den Sie dabei die Fihrungsschienen an der Seite des
Loading Blocks. Stellen Sie sicher, dass der Ansatzblock
vollsténdig eingeschoben ist.

Zum Starten des Versiegelungsmechanismus driicken Sie
zuerst auf den blau eloxierten Riegel oben auf dem
Versiegler und schieben dann den schwarzen Haken
nach hinten.
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9. Wenn sich der Versiegelungsmechanismus abgesenkt
hat, erleuchtet eine orangefarbene IED (“Sealing”). Falls
der RotorDisc Loading Block nicht in der korrekten
Position ist, ertdnt ein Alarmsignal.

10. Bei Ende des Versiegelungsvorgangs ertdnt ein konti-
nuierlicher Signalton und die orangefarbene LED
“Sealing” (,,Versiegelung“) beginnt zu blinken. Driicken
Sie den blau eloxierten Riegel, um den \ersiegelungs-
mechanismus anzuheben und ihn wieder in seiner
Ausgangsposition freizugeben.

WICHTIG: Setzen Sie die Versiegelung nicht weiter fort,
wenn der Signalton ertdnt; andernfalls kinnte es zur
Deformation der Rotorscheibe kommen.

Hinweis: Um Sie zu warnen, falls Sie die Verriegelung
versehentlich nicht geldst haben, leuchtet die blinkende
orangefarbene “Sealing”-LED dauerhaft auf und statt des
kontinuierlichen ertdnt ein unterbrochener Signalton.
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11.

12.
13.

Ziehen Sie den RototDisc Loading Block aus dem Ver
siegler heraus. Lassen Sie die Folie ungefahr 1&ekun
den abkuhlen. Entfernen Sie die Gberschissige Folie
vorsichtig, indem Sie sie nach unten driicken, damit sie
sich ablést. Ziehen Sie die Uberschissige Folie nicht nach
oben.

Nehmen Sie die Rotorscheibe von dem Ansatzblock.

Setzen Sie die Rotorscheibe dann auf den Rotor; benut
zen Sie dabei den Positionierstift als Fiihrungshilfe fur die
richtige Orientierung.
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6.1

Bedienungsanweisungen — Software

Neue Laufdateien kbnnen entweder mit dem “Quick Start
Wizard” (,Schnellstart Assistent*)oder mit dem “Advanced
Wizard” (,Assistent fur erweiterten Modus®) angelegt werden,
auf die beide beim Starten der Software zugegriffen werden
kann. Mithilfe des Quick Start Wizard kann ein Analyselauf
madglichst schnell gestartet werden. Der Advanced Wizal
bietet dagegen zusatzliche Optionen, beispielweise die Kon
figuration der Verstarkungsoptimierung und der Volumen
einstellungen. Diese beiden SoftwareAssistenten verwenden
eine Reihe von Vorlagen (“Templates”) mit StandardZyklus
einstellungen und-Datenerfassungskanédlen. Um den ver
wendeten AssistentefiTyp zu wechseln, wéahlen Sie einfach
die entsprechende Registerkarte oben im “New RunDialog-
fenster (,Neuer Lauf*).

Quick Start Wizard

Der Quick Start Wizard ermoglicht einen moglichst schnellen
Start des Analyselaufs. Der Anwender kann aus einem Satz
haufig benutzter Vorlagen wahlen und braucht nur die
minimal erforderlichen Parameterwerte einzugeben, um den
Lauf zu starten. Im Quick Stat Wizard wird standardméaRig
ein Reaktionsvolumen von 25 ul verwendet. Verwenden Sie
bei anderen Reaktionsvolumina den Advanced Wizard (siehe
Abschnitt6.2).

Wabhlen Sie als Erstes aus der Liste im “New RufFFenster per
Doppelklick die gewiinschte Vorlage fir den Lauf aus.
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x

L1

"3 Three Step with Melt from the last run open
in the software.

L1

2 Two Step

(1)

g
*-.,IL ] HRM™

| h

T-.\J___:_J Other Runs

form Last Run

2 Quenched FRET

a8
*% Nudleic Add Concentration Measurement

f___l Open A Template In Another Folder...

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

Cahcel

I

Help

¥ Show Thiz Screen When Software Dpens

“Perform Last
Run’:

“Three Step with
Melt”:

Bei der Vorlage “Perform Last Run”
(,Letzten Lauf wiederholen*) werden de
Zyklus und Datenerfassungseinstellungen
sowie die Probenbezeichnungen aus der
zuletzt in der Software geotffneten Laufdate
Ubernommen.

Bei dieser Vorlage wird ein DreiSchritt
Temperaturprofil verwendet und eine
Schmelzkurve mit Datenerfassung im
grinen Kanal durchgefihrt.
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“Two Step™ Bei dieser Vorlage wird ein ZweiSchritt
Temperaturprofil mit Datenerfassung im
grinen, gelben, orangen und roten Kanal

verwendet.
“Quenched Bei dieser Vorlage wird ein DretSchritt
FRET": Temperaturprofil verwendet und eine

Schmelzkurve erstellt. Im Unterschied zur
Vorlage “Three Step with Melt” findet
jedoch die Datenerfassung am Ende des
Annealing-Schiitts statt.

“Nucleic Acid Dies ist eine StandardVorlage fir die

Concentration  Messung der NukleinsdureKonzentration

Measurement”: unter Verwendung von interkalierenden
Farbstoffen.

“HRM™: Dieser Ordner enthalt Temperaturprofile
fur hochauflésende Schmelzkurven
analysen.

“Other Runs”: Dieser Ordner enthalt weitere Temperatur
profile.

Die Temperaturzyklus und DatenerfassungsProfile aller
Vorlagen kdnnen mithilfe desWizard ge&ndert werden.

Hinweis: Vom Anwender definierte Vorlagen kénnen der
Vorlagen-Liste im Quick Start Wizard hinzugefugt werden,
indem *.ret -Dateien in das Verzeichnis

C:\Program me\ Rotor-Gene Q

Software \Vorlagen \ Quick Start Templates kopiert oder
dorthin gespeichert werden. Nachdem eine Datei dorthin
kopiert worden ist, erscheint die neue Vorlage als Icon in der
Liste. Falls Sie Ihren Vorlagen eigene Icons zuweisen
mochten, erzeugen Sie eine*.ico -Bilddatei mit demselben
Dateinamen wie die Vorlage.

Sie kénnen Unterordner fur gruppenspezifische Vorlagen
anlegen. Dies ermoglicht eine Ubersichtliche Organisation
der Vorlagen, was beispielsweise nltzlich ist, wenn derselbe
Thermocycler von mehreren Anwenderrbenutzt wird.
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6.1.1 Auswahl des Rotors
Im nachsten Dialogfenster wéahlen Sie den Rotortyp aus der
Liste.
Aktivieren Sie das Kontrollkastchen “Locking Ring Attached”
(-Sicherungsring angebracht®) und klicken Sie dann auf
“Next” (,Weiter").
[* Quick Start
1. Fiotor Selection | 2. Corfim Profile
Fotar Type -
36-Well Rotor
Iv Locking Ring Attached
Careel_|
6.1.2 Temperaturprofil bestatigen
Die Zykluseinstellungen und Datenerfassungskanéle der
gewahlten Vorlage werden importiert. Im “Edit Profile*
Dialogfenster (,Profil editieren”) knnen diese Parameter
geandert werden (siehe Abshnitt 6.2.4).
Um einen Lauf zu starten, klicken Sie auf die “Start Runr”
Schaltflache. Sie kdnnen auch erst die Vorlagédatei
speichern, bevor Se den Lauf starten. Klicken Sie dazu auf
“Save Template”.
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E
1. Rotor Selection 2 Canfirm Profile |
g H @

New Open SaveAs | Help ‘

The run wil take approximately 77 minutefs] to complete. The graph below represents the un ta be performed

UL AL L

Click on a cycle below to modiy i

Inseit after,

Cycing
Mek Insert befors
Fiemave

Hold Temperatue: 85 | deg

Hold Tirne : 2 lmins 0 |secs

< Back Save Template Start Run Cancel

6.1.3 Laufdatei speichern

Nach Klicken auf die Schaltflache “Start Run” (,Lauf starten)
offnet sich das “Save As*Dialogfenster (,Speichern unter*).
Die Laufdatei kann an einem beliebigen Speicherort
gespeichert werden. Der Lauf erhalt einen Dateinamen, der
aus dem der verwendeten Vorlage und dem Datum des
Laufs besteht. Aul3erdem wird an den Dateinamen eine
fortlaufende Nummer in Klammern angefugt (1, 2 etc.),
sodass mehrere Laufe, die mit derselben ®rlage am selben
Tag durchgefiihrt werden, automatisch benannt werden
kénnen.
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savess 20
in: e & @ cF B
File name: [Three Step wih Met 20081204 (1) =l Save |
Save astype: |Run File {*rex) j Cancel
%

6.1.4 Konfigurieren der Proben
Nachdem der Analyselauf gestartet wurde, kdnnen im “Edit
Samples™Dialogfenster (,Proben konfigurieren“) die Proben
benannt und beschrieben werden.
B
Ele Edit Format Security
Standard | Rotar Sty\el
Settings :
lrﬁiven Conc. Format : |123,457 - | More Dptinnsl
~ Samples
I | Edt | FesstDefout | Gredin | B EEE 1
HID |Name |T_l,lpe |Gmups |Given Cone. |Selacled ﬂ
Al |R1000 Standard 1.000 Yes
Wz R | Standard 1,000 Yes
B (R 100 | Standard 100 Yes
-Ad (R100 | Standard 100 Yes
W R0 | Standard 10/ Yes
W R0 | Standard 10 Yes
| EEEE Standard 1/es
M2 R1 | Standard 1/es
(Bl RNTC NTC Yz
(B2 |RNTC INTC Yes
| EERRIRD) | Standard 1.000 Yes
Mle: 1000 Standard 1.0000 Yes ﬂ
Page :
’7Name: IPage‘I ;I;I Mew | [ielete [ Synchionize pages
Undo | oK Cancel Help |
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6.2

Das “Edit Samples*Fenster erscheint nach dem Start des
Laufs, damit der Benutzer die Laufzeit nutzen kann, um die
Probenbenennungen einzugebenWenn die Probennamen
wéhrend des Laufs sehr schnell eingegeben werden (B. mit
einem Barcode Lesegerét), kénnen in den Probennamen
Buchstabendreher auftreten. Deshalb wird empfohlen, kein
Barcode-Lesegerét zu verwenden und gegebenenfalls die
Probennamen einzugeben, nachdem der Lauf beendet ist.
Genauere Informationen, wie Se die Proben im “Edit
Samples™Fenster definieren, finden Sie im Abschnit?.8.4.

Advanced Wizard

Der Advanced Wizard (,Assstent flr erweiterten Modus")
bietet zusatzliche Optionen, die im Quick Start Wizard nicht
zur Verfiigung stehen, wie zum Beispiel die Konfiguration der
Verstarkungsoptimierung.

Um zum Advanced Wizard zu gelangen, wahlen Sie per
Doppelklick eine Vorlage ausder Liste auf der Registerkarte
“Advanced” (,Erweiterter Modus®) im “New RunFenster
(,Neuer Lauf").
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x
Buick Start Advanced |

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

s Empty Run from the last run open
in the software.

rform Last Run

a

.
2 Three Step with Melt

-l

'8 Two Step

A HRM™

J- | Other Runs
@ Instrument Maintenance

Open A Template In Another Folder. ..

Cahcel

I

Help

¥ Show Thiz Screen When Software Dpens

Die in diesem Fenster verfiigbaren Vorlagen sind denen im
Quick Start Wizard ahnlich (siehe Abschnit6.1).

“Perform Last  Bei der Vorlage “Perform Last Run”

Run”: (,Letzten Lauf wiederholen®) werden die
Zyklus und Datenerfassungseinstellungen
sowie die Probenbeeichnungen aus der
zuletzt in der Software geotffneten Laufdate
Uibernommen.

“Empty Run”: Hierbei handelt es sich um eine Vorlage fli
einen ,Leer-Lauf‘ (ohne Proben), der es
dem Anwender ermd@glicht, alle Parameter
des Profils zudefinieren.
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6.2.1

“Three Step with Bei dieser Vorlage wird ein DreiSchritt

Melt”: Temperaturprofil verwendet und eine
Schmelzkurve mit Datenerfassung im
grinen Kanal durchgefihrt.

“Two Step™ Beidieser Vorlage wird ein ZwetSchritt
Temperaturprofil mit Datenerfassung nur
im grinen Kanal verwendet, um den Lauf
Zu beschleunigen.

“HRM™: Dieser Ordner enthalt zwei Temperatur
profile fir hochauflésende Schmelzkurven.

“Other Runs”:  Dieser Ordner enthalt weitere Temperatur
profile.

“Instrument In diesem Ordner befindet sich die Vor

Maintenance”: lage, die bei der optischen Temperatur

Verifizierung (OTV) verwendet wird. Weiter
Informationen dazu finden Sie in Kapitel
10. Diese Vorlage ist schreibgeschiitzt, um
sicherzustellen, dass das Profil immer
korrekt funktioniert.

Hinweis: Vom Anwender definierte Vorlagen kénnen der
Vorlagen-Liste hinzugefligt werden, indem*.ret -Dateien in
das VerzeichnisC:\ Program me\Rotor-Gene Q

Software \Vorlagen \ kopiert oder dorthin gespeichert
werden. Nachdem eine Dateidorthin kopiert worden ist,
erscheint die neue Vorlage als Icon in der Liste.

“New Run Wizard” -Dialogfenster 1

Im nachsten Dialogfenster wahlen Sie den Rotortyp aus der
Liste.

Aktivieren Sie das Kontrollkastchen “Locking Rinéttached”
(-Sicherungsring angebracht”) und klicken Sie auf “Next”
(,Weiter®), um fortzufahren.
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New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

72-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100 - =
2t 44 """"h-.‘."' 1
J n Py

I Locking Ring Attached

] Mewt »» ]

6.2.2 “New Run Wizard” -Dialogfenster 2

Im nachsten Fenster kdnnen der Benutzername und
Anmerkungen zum Lauf eingegeben werden. Auch das
Reaktionsvolumen muss hieeingegeben werden.

Falls im Dialogfenster 1 der 72-Well-Rotor ausgewahlt
wurde, sind im Drop-down-Meni unter “Sample Layout”
(,ProbennummerierungsFormat“) drei Optionen verfiigbar.
“1, 2, 3..."” ist die Voreinstellung, die von den meisten
Benutzern gewaht wird. Die Option “1A, 1B, 1C..."” sollte
gewahlt werden, wenn die Proben mit einer 8Kanal-Pipette
in benachbarte RoéhrchenStreifen (je 0,1 ml pro GefaR)
pipettiert wurden. Falls geeignet, kann auch das Numme
rierungsformat “Al, A2, A3...” gewahlt werden.
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6.2.3

New Run Wizard

Thiz box dizplays
help on elements in
the wizard. For help
ot an item, hover
wour mouse over the
itern for help. You
can algo click on a
combo box to display
help about itz
available settings.

Thiz zcreen dizplays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move to the next page.

Operatar :

Mates :

Reaction j

Wolume [pL):

Sample Layout |1, 223, _Y_J

SkipWizard | <cBack | New»» |

“New Run Wizard” -Dialogfenster 3

In diesem Fenster kdnnen das Temperaturprofil (“Tempera
ture Profile”) und die Konfiguration der Kanéle (“Channel
Setup”) modifiziert werden. Wenn Sie auf die Schaltflache
“Edit Profile ...” (,Profil editieren ...") klicken, 6ffnet sich das
“Edit Profile™-Fenster, in dem die Zykluseinstellungen und die
Auswabhl der Datenerfassungskanéle geandert werden
kénnen (siehe Abschnit6.2.4).

Wenn Sie das Temperatuprofil konfiguriert haben, klicken
Sie auf die “Gain Optimi sation...”-Schaltflache
(»Verstarkungsoptimierung“), um in das “Gain
Optimisation” -Fenster zu wechseln (siehe Sei®-26

).
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6.2.4

New Run Wizard E|

Temperature Profile ; Thiz box displays
help on elements in
the wizard. For help

on anitem, hover
your mouse aver the
itern far help. You

can also click on a
combo bow to display

help about itz
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :
M ame Source | Detector | Gain Create New... |
470mm 510nm 7 ;

YVellow 530nm  555nm 7 Edit..

Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gain...

Red E25nm  BEDnm 7

Crimzon  B80nm F10hp 7 Bemove

HRM 470nm 510nm 7 Reset Detaults

Gain Qptimization...

SkipWizard | <cBack | Newts> |

Temperatorprofil editieren

Im “Edit Profile™Dialogfenster (,Profil editieren*) kbnnen die
Zykluseinstellungen und Datenerfassungskanale festgelegt
werden. Das zuerst angezeigte Temperaturprofil basiert auf
der Vorlage, die beim Konfigurieren des Laufs ausgewahlt
wurde (siehe Seites-1). Das Profil wird grafisch dargestellt.
Darunter erscheint die Liste mit den einzelnen Segmenten
des Profils. Diese Liste kann folgende Elemente enthalten:
“Hold” (,Temperatur halten”; siehe Seite 6-13), “Cycling”
(,Zyklus"; siehe Seite6-15), “Melt” (,Schmelzen; siehe Seite
6-19) oder “HRM” (,Hochaufldsende Schmelzkurven
analyse"), falls das Gerat Giber einen HRMKanal verfugt
(siehe Seite6-20).

Jedes dieser Elemente des Profils kann einzeln bearbeitet
werden, indem Sie entweder auf den betreffenden Bereich in
der grafischen Darstellung oder auf den Namen des Ele
ments in der Liste klicken und anschlieend die Einstellungen
andern.
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“Insert after...”>  Uber diese Schaltflache kénnen Sie einen
neuen Zyklus nach dem markierten Zyklus
einfligen.

“Insert before...”: Uber diese Schaltflaiche konnen Sie einen
neuen Zyklus vor dem markierten Zyklus
einfligen.

“Remove”: Durch Klicken auf dieseSchaltflache
entfernen Sie den markierten Zyklus aus
dem Profil.

Haltephase

Die Funktion “Hold” (,Halten®) weist den Rotor-Gene Q MDx
an, eine bestimmte Temperatur fiir eine festgelegte Zeit
spanne konstant zu halten. Um diese Temperatur z andern,
klicken Sie auf die Schaltflaiche “Hold Temperature” (,Tem
peratur halten“) und tippen die gewtinschte Temperatur ein
oder stellen sie mithilfe des Schiebereglers ein. Klicken Sie
entsprechend auf die Schaltflachen “Hold Time” (,Haltezeit"),
“mins” (,Min.) und “secs” (,Sek.”), um die Zeitspanne, fur die
die Temperatur konstant gehalten wird, zu andern.
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Edit Profile

@
Help

Mew T Open  Save As

The run will take apprasimately 83 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on & cycle below ta modify it :

Insert ater.. |

Cyeling
Insert before. I
Remove I

Hold Temperature % | deg.

Hold Time 3 |mins O Isecs

OK

Wenn Sie optische Denaturierungszyklen durchfiihren, kann
ein Halteschritt als Kalibrierungsschritt eingefiigt werden. In
diesem Fall wird eine Kalbrierungs-Schmelzkurve vor dem
Halten durchgefiihrt. Standardmalflig ist der erste Halteschritt

in einem Lauf so konfiguriert, dies kann aber geandert
werden, falls erforderlich.
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Click an a cycle below ta madify i

[

Cycling
Inze

Hald Temperature ; g5 |u:|eg.
Hold Time : 3 ||-|-|ir|3 ] |secs

Calibration Step: v

Cahbration Settings
Acquinng to  on

tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 minz 0 secs.

Offzet : 0 deq.

E dit |

Weitere Informationen tber optische Denaturierungszyklen
finden Sie auf Seie 6-20.

Zykluseinstellungen

In den Zykluseinstellungen kann der Anwender folgende
Parameter festlegen: die Temperatur und die Zeit eines
einzelnen Schritts in einem Zyklus sowie die Anzahl der
Zyklen, d. h. wie oft ein definierter Zyklus wiederholt wird.
Diese Anzahl der Wiederholungen (die Zyklenzahl) wird
mithilfe der Zahlen-Schaltflache in “This cycle repeats X
time(s).” eingestellt.

Ein einzelner Zyklus wird grafisch dargestellt (siehe folgenden
Screenshot). Jeder Schritt des Zyklus kann geéndert werden.
Sie konnen die Temperatur verandern, indem Sie die Tempe

raturlinie in der Grafik mit gedriickter Maustaste nach oben
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oder unten ziehen Die Dauer eines Schritts kdnnen Sie
andern, indem Sie die Temperaturgrenzlinien in der Grafik
entsprechend nach links oder rechts ziehen. Alternativ
kénnen Sie auch den Schritt anklicken und mithilfe der

Temperatur und Zeit-Schaltflache links der Grafikdiese
Parameter andern.

Oben rechts in der Grafik befinden sich eine ,Minus*“ und
eine ,Plus*“Schaltflache; damit kdbnnen Schritte zum Zyklus
hinzugefiigt (“+”) oder entfernt (* —") werden.

B
g H @

Mew T Open  Save As Help

The run will take appravimately 83 minute(z] to complete. The graph below represents the run ta be perfarmed :

Click on a cyele below to modify it -

Hold Insert after... I
Insert before: I
Remove I

Thiz cycle repeats 45 | time(s)

Click on one of the steps below ta madiy it, or press + o - to add and remave steps for this cycle

Timed Step | -]
95 deg 95 deg for 20 secs
20 seconds

Mot Acquiting
———— 72 deg. for 20 secs
[~ Long Range
[~ Touchdown E0 deq. for 20 secs

OK

“Long Range™  Durch das Aktivieren diesesKontroll-
kastchens wird die Haltezeit des ausge
wabhlten Schritts bei jedem neuen Zyklus ui
eine Sekunde erhoht.

“Touchdown”:  Durch Aktivieren dieses Kontrollkastchens
wird die Temperatur fur eine festgelegte
Anzahl der ersten Zyklen um éne be-
stimmte Temperaturdifferenz erniedrigt.
Dies wird dann im Display angezeigt.
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Datenerfassung

Die Messdaten kdnnen bei jedem ZyklusSchritt auf jedem
beliebigen Detektionskanal erfasst werden. Um einen Kanal
auf die Erfassung von Daten einzustellen, missen Sie auf die
Schaltflache “Not Acquiring” (,Keine Datenerfassung*)

klicken (wurde fir diesen Zklus-Schritt bereits ein Kanal fiir
die Erfassung eingestellt, dann werden hier die erfassenden
Kanale aufgelistet).

lTimeu:I Step "i

95 deq.

10 zeconds

Hat Acquiring

[~ LongRange
[T Touchdowrn

Nach Anklicken der “Not Acquiring”-Schaltflache 6ffnet sich
das “Acquisition”-Dialogfenster (,Datenerfassung").
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Same az Previous : I[New Acquizition] j
—ieguizition Configuration ;
Available Channels ; Acguiing Channels ;

MHame I LI MHame I
Crimzon Green
HFRM ;I
Orange
Red «
“rellow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquiting from a
channel, select it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<

Dye Chart >> | I77OETTY Don'tAcquire Help

Dye Channel Selection Chart

A70nm | 510nm Fi'Y SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4384

Yellow  [530nm | 555nm | JOE, WIC, HEX, TET', CAL Fluor Gold 540, Y akima Yellow
Orange | 585hm [ 610nm RO, CAL Fluar Red B104, Cu3 54, Texas Red ™, Alexa Fluor 563
B28nm  [BEOnm | Cy53, Quasar 670+, Alexa Fluor 6334
£80nm | 710hp Quasarf05, Alewa Fluar 680+
460nm | 510nm SYTO 94 EvaGreen

Um einen Kanal auf Datenerfassung zu setzen, markieren
Sie ihn und verschieben ihn durch Klicken auf die* -
Schaltflache von der “Available Channels*Liste (,Verfigbare
Kanale") in die “Acquiring Channels”-Liste (,Erfassende
Kanale"). Benutzen Sie entsprechend die Schaltflae ﬂ, um
einen markierten Kanal aus der “Acquiring Channels™Liste
wieder zu entfernen. Die “J-Schaltflache entfernt alle Kanéle
aus der “Acquiring Channels”-Liste. Wenn Sie die Schait
flache “Don't Acquire” (,Keine Daten erfassen®) anklicken,
werden ebenfalls alle diesem ZyklusSchritt zugewiesenen
Erfassungskanéle aus der Liste entfernt.

Falls mehr als eine ZyklusSequenz im Profil enthalten ist,
kénnen die erfassten Daten an die Daten, die bei der vorher
gehenden ZyklusSequenz erfasst wurden, angehangt
werden. Wahlen Sie aus dem Dropdown-Meni unter “Same
as Previous” (,Selben wie zuvor*) den Zykluschritt, an den
die Daten angehangt werden sollen.
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Die FarbstoffkanalAuswahltabelle (“Dye Channel Selection
Chart”) dient dem Benutzer als EntscheidungsHi, welcher
Kanal fir den beabsichtigten Farbstoff geeignet ist. Die in

der Tabelle aufgefihrten Farbstoffe sind lediglich diejenigen,
die am haufigsten benutzt werden; diese Liste entspricht nicht
den moglichen Grenzwerten des Thermocyclers.

Die oben besdiriebenen DatenerfassungsOptionen gelten
auch fir die Schritte beim Schmelzvorgang (“Melt”), mit der
Ausnahme, dass es nicht mdglich ist, erfasste Messdaten
mithilfe des “Same as Previous*Menl anzuhéngen.

Schmelzen und Hybridisierung

Ein Schmelzvorgang entspricht einem Anstieg zwischen zwei
Temperaturen, von einer niedrigen zu einer hoheren. Der
zulassige Temperaturbereich ist 3599 °C.

Um einen Schmelzvorgang einzurichten, geben Sie die Start
Temperatur, die End Temperatur und die Temperaturer
hoéhungen, die Haltezeit bei der Temperatur der ersten
Datenerfassung vor Beginn der Temperaturerh6hung und die
Zeit, die eine Erhéhung anhéalt, sowie die Datenerfassungs
kanale ein.

Eine Temperaturerhéhung erfolgt zwischen zwei Tapera-
turen. Ist die StartTemperatur héher als die EndTemperatur,
andert sich die Bezeichnung dieses Schritts zu “Hybridisation”
(,Hybridisierung"). Die Option “Acquire To” (,Erfassen im"),
die im folgenden Screenshot auf “Melt A” (,Schmelzkanal A*)
eingestellt ist, kann durch Klicken auf diese Schaltflache
geandert werden. Es erscheint daraufhin das “Acquisitior¥’
Dialogfenster (,Datenerfassung*), in dem die Kanéle
ausgewahlt werden kénnen.

Famp from |50 ill degrees to [30 ill deqgrees,

Risingby |1 ill deqres(z] each step,

W ait Fior IE‘D— zecondz of pre-melt conditioning on firgt step,
W ait Fior ] ill geconds for each step aftenwards.

Acquire o Melt & | on Green
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Bei einem Standard Schmelzvorgang wird die Temperatur in
Schritten von 1 °C erhéht, wobei vor jeder Datenerfassung
jeweils 5 Sekunden gewartet wird. Der RoteiGene Q MDx
kann so konfiguriert werden, dass bei einem Schmelz
vorgang die Temperatur in Schritten von 0,02°C erhoht
wird. Die Mindest-Haltezeit zwischen d& Temperatur
schritten hangt von der Temperaturdifferenz ab, um die bei
jedem Schritt erhoht wird.

Hochauflésende Schmelzkurvenanalyse (HRM)

Durch die hochauflésende Schmelzkurvenanalyse (“High
Resolution Melt*; HRM) werden Probemloppelstrangiger
DNA auf der Basis ihres Dissoziationsoder Schmelz
verhaltens charakterisiert. Sie ist der herkdmmlichen
Schmelzkurvenanalyse ahnlich, liefert aber bei einem
breiteren Anwendungsspektrum weit mehr Informationen.
Proben kdnnen nach SequenzLange, GC-Gehalt oder
Strangkomplementaritat, hinunter bis zu Ver&nderungen
einzelner Basenpaare, unterschieden werden.

Die HRM-Analyse kann nur auf Thermocyclern durchgefiihrt
werden, auf denen die entsprechende HRMHardware und -
Software installiert i$. Die Messdaten werden unter Verwen
dung spezieller HRMStrahlenquellen und-Detektoren
erfasst. Bei der HRMAnalyse besteht auch die Mdglichkeit,
unmittelbar vor Start des Schmelzvorgangs eine Verstéar
kungsoptimierung durchzufiihren. Nach der HRMAnalyse
kénnen die Daten mit der HRM Analysesoftware ausgewertet
werden (siehe Kapitel11).

Optische zyklische Denaturierung

Die optische zyklische Denaturierung ist eine sehr interes
sante Methode, die mit dem RotorGene Q MDx durchge-
fuhrt werden kann. Dabei wird eine EchtzetSchmelz
kurvenanalyse durchgefiihrt, um den Schmel#eak einer
Referenzprobe zu bestimmen. Dés zeigt eine Denaturierung
des PCRProdukts mit gréf3erer Prazision an, als dies bei
Einstellung einer bestimmten Denaturierungstemperatur far

6-20

RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Bedienungsanweisungen - Software

die Dauer einer Haltezeit der Fall ware. Zur Durchfiihrung
dieser Methode setzen Sie einfach ein R6hrchen mit PER
Produkt als Referenz in Position 1 des Rotors. Das Referenz
Roéhrchen muss auRerdem die erforderlichen Detektions
reagenzien enthalten, die die Detektion der Strang
Dissoziation ermoglichen.

Beim ersten Erhitzen auf die Denaturierungstemperatur wird
als Voreinstellung ein Aufschmelzen der DNA zwischen 80C
und 95 °C mit Detektion im griinen Kanal durchgefuhrt. Die
Parameter dieses ersten Schmelzvorgangs kénnen vom
Benutzer angepasst werden. Aus diesen Daten wird eine
Schmelzkurve erzeugt und automatisch ausgwertet.

T T T T T
ﬂ 74 G0 a5 a0 95 100
“c

Der SchmelzPeak wird auf die Rohdaten rlickreferenziert,
um eine Denaturierungsschwelle zu ermitteln. Dann wird bei
jedem Schritt der optischen zyklischen Denaturierung das
Gerét so schnell wie mdglich aufgeheizt und die Daten
werden kontinuierlich erfasst. Hat im ReferenzR6hrchen die
Fluoreszenz die Denaturierungsschwelle erreicht, wird das
Gerat sofort heruntergekuhlt und das Programm mit dem
nachsten Schritt im Zyklus fortgesetzt. Wahrend der Zyklen
wir kein Peak berechnet. Stattdessen wirder Fluoreszenz
pegel mit dem SchmelzPeak referenziert— dadurch ist die
Denaturierungsschwelle bestimmt.

Im folgenden Diagramm wurden die Kurven der Roh
Fluoreszenzmesswerte und deren erster Ableitung tber
einandergelegt. Diese Darstellung zeigt die Ergprechung
von Denaturierungsschwelle und dem bei der Kalibrierung
erhaltenen SchmelzPeak an.
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15

\\ Schmelz-Peak — s———
1.25 -

b=
%U.?E
Denaturierungsschwelle
0.5 4
02s —r—
1] Y 1
ﬂ 75 80 85 80
“c

Zur Durchfuihrung einer optischen zyklischen Denaturierung

bendtigen Sie:

B Ein voramplifiziertes PCR-Produkt, das in Position 1 des
Rotors gesetzt wird. Diese Probe sollte dasselbe PCR-
Produkt wie die zu analysierenden Proben sowie
Detektionsreagenzien, mit denen die Detektion der PCR-
Produkt-Dissoziation gemessen werden kann, enthalten.

B Ein optisches Denaturierungsprofil. Es kann ein neues
Profil erstellt oder ein existierendes Profil bearbeitet
werden (weitere Einzelheiten sind im Folgenden
beschrieben).

Ein optischer Denaturierungszyklus ist nahezu identisch zu
anderen Zyklen. Die Hauptunterschiede sind der Schmelz-
Schritt, der automatisch am Anfang des Temperaturprofils
eingeflgt wird, und das scharfe Profil des Denaturierungs-
schritts wahrend der Zyklen. Beim optischen Denaturierungs-
zyklus sind keine definierten Haltezeiten erforderlich, da die
Dissoziation des PCR-Produkts bei jedem Zyklus erfasst wird.

Um diese Methode durchzufithren, missen die folgenden

Informationen ber den Lauf eingegeben werden:

B Die Temperatur der ersten Denaturierung. Dabei handelt
es sich um dieselbe Temperatur wie beim Denaturie-
rungsschritt in einem Standard-Zyklusprofil.

B Die Rohrchen-Position der PCR-Probe, fir die eine
Schmelzkurve im grinen Kanal erstellt wird.
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M Ein optisches Denaturierungszyklus-Profil muss definiert
werden.

Einen neuen optischen Denaturierungszyklus erstellen Sie wie
folgt.

1. Offnen Sie das “Edit Profile”-Dialogfenster und klicken
Sie auf “New” (,,Neu®). In dem sich dann 6ffnenden
Fenster klicken Sie auf die Schaltfliche “Insert after”
(,Einfligen nach*) und wéhlen die Option “New Cycling”
(-,Neue Zyklen*) aus dem Meni. Markieren Sie einen der
Temperaturschritte, indem Sie ihn in der Grafik ankli-
cken. Es dffnet sich ein Drop-down-Menti; &ndern Sie
darin die Einstellung von “Timed Step” (,,Zeitbasierter
Schritt*) zu “O ptical Denature” (,,O ptische Denaturie-
rung“). Darauthin erscheint ein Standard-Profil
bestehend aus einem Denaturierungsschritt und einer
Abfolge von optischen Denaturierungszyklen.

Die Plateauphase zu Beginn des Laufs représentiert den
Kalibriervorgang. Die griinen Punkte markieren die
Zeitpunkte der Datenerfassung in der Erhitzungsphase
jedes Zyklus. Die Datenerfassung jeweils am Ende des
Annealing-Schritts bei 60 °C ist durch die blauen Punkte
markiert. Beachten Sie, dass obwohl im Profil fir jeden
Schritt dieselbe Denaturierungstemperatur angezeigt
wird, dies nicht unbedingt der Fall sein muss. Falls die
DNAin der Probe gegen Ende des Laufs etwas langer
braucht, um aufzuschmelzen, dann lauft der optische
Denaturierungsprozess so lange weiter, bis das Auf-
schmelzen, gemessen an den Fluoreszenzdaten, erreicht
ist — die Zeit ist also nicht ausschlaggebend. Daher kann
der Temperaturverlauf fur jeden Zyklus etwas anders
aussehen.

2. Klicken Sie in die erste Halfte des Diagramms mit dem

Symbol fur optische Denaturierung ). Links auf dem
Bildschirm werden die “Calibration Settings”-
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Informationen (,Kalibrierungseinstellungen®)
eingeblendet.

This cycle repeats 45 |time[s]
Click on one of the steps below to modify it, o press + or - to add and remove steps for this cycle.

Optical Denature j B LI

Calibration Settings : E
thequiing to RealTime on
tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 mins O secs.
Offset . 0 deg.
b

Edit I

60 deg. for 40 secs

oK I

3. Die Kalibrierungseinstellungen sind in der Regel korrekt.
Falls sie gedndert werden mussen, klicken Sie auf “Edit”
(,Editieren®) und es offnet sich das “Calibration
Setthgs”-Dialogfenster.

i Calibration Settings x|
— Settings ;

The Optical Denature Calibration settings determine ko
ko perfarm the initial melt up ta the denaturation
temperature, to determine the fluorezcence level at
which the reference sample has denatured.

Tube Position : X

R armp from IEU :II ko |95 j deqg. .
Hald far 3 | minz 1] | seCs
Denature Offset ID j deq. o

k. LCancel

4. Stellen Sie sicher, dass:

B das Reaktionsgefal in der im Feld “Tube Position”
angegebenen Position ein PCR-Produkt enthalt, das
einen im griinen Kanal detektierbaren Schmelz-Peak
ergibt;
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B die End-Temperatur (nach der Erh6hung) nicht zu
hoch ist, sodass die Probe zerstort wird, aber hoch
genug, dass die DNA aufschmilzt;

B die Haltezeit ausreichend lang ist, um die Probe zu
denaturieren;

B ein geeigneter Denaturierungs-O ffset (“Denature
O ffset”) eingestellt ist. Die Voreinstellung von 0 °C ist
fur die meisten Schmelzvorgange geeignet. Schmelz-
kurven mit sehr scharfem Ubergang kénnen einen
vom Anwender zu ermittelnden Denaturierungs-
Offset von —0,5 °C bis =2 °C erfordern, um sicher-
zustellen, dass der Ubergang von Doppel- zu
Einzelstrang beim Schmelzen detektiert wird.

Sie kénnen auch einen Denaturierungsschritt definieren,
indem Sie einen Halteschritt einfugen. Klicken Sie dazu auf
“Insert before” (,Einfigen vor®) und wéhlen Sie die O ption
“New Hold at Temperature” (,,Neuer Halteschritt bei
Temperatur®) aus dem Men(. Die Kalibrierungseinstellungen
werden dann auf dem Bildschirm eingeblendet.

Hold Temperature . gg ||:Ieg.
Haold Tirne:: 3 |min3 1] |se-:s

Calibration Step: W

Calibration Settings
Acquiring to RealTime on
tube 1. Bamp from 80 to 95
and hold for 2 ming 0 zecs.

Offget : 0 deq.

Edit |

Die Kalibrierungseinstellungen werden mit den Dena-
turierungseinstellungen synchronisiert, sodass bei
Veranderung der Haltezeit im Denaturierungsschritt die
Haltezeit bei der Kalibrierung automatisch angepasst wird.
Der Grund dafiir ist, dass bei der optischen zyklischen
Denaturierung der Kalibriervorgang und die Denaturierung
&quivalent sind.
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Existierenden Schritt fiir optische zyklische
Denaturierung &ndern

Um einen in einer Zyklensequenz bereits vorhandenen
Denaturierungsschritt zu &ndern, wahlen Sie den Zyklus in
der Liste im “Edit Profile*Dialogfenster (,,Profil editieren®).
Klicken Sie anschlieRend im Display den Denaturierungs
schritt an, um ihn zu markieren.

Timed Stap =l BEE
5 G ot e
Optical Denature
seconds

Not Acquiing
[ Long Range 60 deg. for 40 secs
[~ Touchdawn

Ok

Klicken Sie dann auf das Dropdown-Menl und wahlen Sie
die Option “Optical Denature” (,Optische Denaturierung®)
aus. Daraufhin verschwinden die Temperatur und Haltezeit
aus der Grafik; stattdessen wird das “Optical Denature™Icon

angezeigt.

Verstarkungsoptimierung

Beim Konfigurieren eines neuen Laufs ist es sinnvoll, die
Funktion “Gain Optimisation” (,Verstarkungsoptimierung®)
zu verwenden. Damit kdnnen Sie die Verstarkung optimieren,
d. h. so einstellen, dass bei einer eingestellten Temperatur
(Ublicherweise die Temperatur, bei der die Datenerfassung
erfolgt) der gewilinschte Bereich der Ausgang$-luoreszenz in
jedem der fir die Erfassung verwendeten Kanéle vorliegt.
Ziel bei der Verstarkungsgtimierung ist es sicherzustellen,
dass alle Daten innerhalb des dynamischen Bereichs des
Detektors erfasst werden. Ist der Verstarkungsfaktor zu
niedrig, geht das Messsignal im Hintergrundrauschen unter.
Ist er zu hoch, liegen alle Signale oberhalb des Mssbereichs
(im Sattigungsbereich).
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Der Wertebereich fur den Verstarkungsfaktor reicht fur jeden
Kanal von —10 bis 10, wobei —10 die unempfindlichste und
10 die empfindlichste Einstellung ist.

Wenn Sie eine Reaktion zum ersten Mal durchfiihren,
empfehlen wir, eine TestProbe mit allen Reaktionskompe
nenten anzusetzen, in den RotoiGene Q MDx einzusetzen
und mithilfe der Verstarkungsoptimierung den besten
Verstarkungsfaktor zu bestimmen. Wenn der von der “Gain
Optimisation” -Funktion bestimmte Faktor ein zu sctvaches
Signal ergibt, sollte der “Target Sample Range” (,Proben
Zielwertebereich®) erhdht werden. Ergibt er dagegen ein
gesattigtes Signal, dann sollte der “Target Sample Range”
vermindert werden.

Um die Verstarkungsoptimierung durchzufihren, klicken Sie
auf die "Gain Optimisation...” -Schaltflache im “New Run
Wizard”-Dialogfenster 3 (siehe Abschniti6.2.3).

New Run Wizard E|

Temperature Profile : This bo displays
help on elements in
the wizard. Far help

ot anitem, hover
pour mouse over the
itern for help. r'ou

can also click on a
combo box to dizplay

help about itz
available settings.

Edit Prafile ...

Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain Create New... |

Green 470nm  510nm I "

Yelow 530nm  555nm 7 Edit..

Orange  585%hm  E10nm 7 Edit Gain...

Red E25nm  BEOnm 7

Crimzon  B80nm  F10hp 7 Bemaove

HR 470nm 510nm 7 Reset Defauls

Gain Optimization....

Skipwizad | ccBack | New»» |

Das Dialogfenster “Auto-Gain Optimisation Setup”
(,Konfigurieren der automatischen Verstarkungsopti
mierung"). In diesem Fenster kann die Optimierung durch
automatische Anpassung der Verstarkungsfaktoren
eingestellt werden, bis die Messwerte bei allen ausgewéahlten
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Kanélen in einen bestimmten Breich oder unter einen
bestimmten Schwellenwert fallen.

Auto-Gain Optimzation Setup

— Ophimization

I\% different gain lewels until it finds one at which the fluorescence levels are

Auto-Gain Dphimization will read the fluoresence on the inzerted sample at

acceptable. The range of fuorescence you are looking for depends on the
chemisty pou are performing.

Set temperature to IBD ill degrees.

Optirnize Al I Optimize Acquiring |

¥ Perform Optimisation Before 13t Acquisiion
™ Perform Optimisation &t 60 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

= add |

Mame I Tube Position I Min Feading | Max Reading I ki Gain | M ax Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -0 10 e |
Remowve Al |

Sitark I R I Cloge I Help |

“Set temperature Vor der Messung wird der RotorGene Q

to.

.. degrees.”. MDx aufgewéarmt oder abgekihlt, sodass
die hier angegebene Temperatur erreicht
wird. Standardmalfig ist sie auf die
Temperatur der Datenerfassung eingestellt

“Optimise All"/  Bei "Optimise All” wird versucht, alle
“Optimise Kanale, die in der Software eingegeben
Acquiring”™: sind, zu optimieren. Bei der Funktion

“Optimise Acquiring” werden nur
diejenigen Kanéle optimiert, die beim
Konfigurieren des Laufs im Temperatur
profil festgelegt worden sind (zur Messung
bei den Temperaturzyklen und Schmelkz
vorgangen).

6-28
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“Perform
Optimisation
Before 1st
Acquisition”:

“Perform
Optimisation At
[X] Degrees At
Beginning of
Run”:

“Channel
Settings”:

Aktivieren Sie dieses Kontrollkastchen,
wenn die Verstarkungsoptimierung beim
ersten Zyklus durchgefiihrt werden soll, in
dem eine Datenerfassung erfolgt. Dies wirc
fur die automatische Verstarkungsopti
mierung (“Auto-Gain Optimisation”)
empfohlen.

Aktivieren Sie diese Funktion, um die
Verstarkungsoptimierung unmittelbar vor
Beginn des Laufs durchzufiihren. Der Rote
Gene Q MDx wird auf die festgelegte
Temperatur erwarmt, die Verstarkungs
optimierung durchgefuihrt und danach
beginnt das Temperaturprogramm mit dem
ersten Schritt, Ublicherweise ein Denatu
rierungsschritt. Diese Option kann zum
Beispiel sinnvoll sein, wenn eine Verstar
kungsoptimierung wahrend eines Laufs zu
viel Zeit wéhrend des ersten Schritts in
Anspruch nehmen wiirde. In der Regel wirc
die Option “Perform Optimisation Before
1st Acquisition” vorgezogen, weil dabei die
Verstarkungsoptimierung méglichst nah an
den Laufbedingungen durchgefiihrt wird.

Dieses Drop-down-Menu erméglicht es
Ihnen, weitere Kanale hinzuzufligen.
Markieren Sie den gewinschten Kanal unc
klicken Sie auf “Add” (,Hinzufligen*).
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“Edit...™

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

Channel Settings ;

Channel : Green

T arget Sample Fange |5 jl Flup ta I-“:I jl Fl

Acceptable Gain Range: |-10 ﬁ to I'IEI ﬁ

Beim Klicken auf diese Schaltflache offnet
sich ein Dialogfenster, in dem der “Target
Sample Range” (,ProbenZielwertebereich*
eingestellt werden kann. Der “Target
Sample Range” ist der Wertebereich der
anfanglichen Fluoreszenz, der fur die Prob:
im betreffenden Reaktionsgefafd eingestellt
sein sollte. Bei der automatischen Verstar
kungsoptimierung (“Auto-Gain Optimi -
sation”) wird in jedem Kanal das Mess
signal unter Verwerdung eines Verstar
kungsfaktors erfasst, der in den bei
“Acceptable Gain Range” (,Akzeptabler
Verstarkungsbereich”) festgelegten Bereict
fallt. Diese Funktion verwendet den ersten
Verstarkungsfaktor, der zu einem Fluores
zenzmesswert fuhrt, welcher innerhb des
Proben-Zielwertebereichs liegt. Im abgebit
deten Beispiel (siehe folgenden Screen
shot), sucht die “AuteGain Optimisation” -
Funktion nach einem Verstarkungsfaktor
zwischen-10 und 10, der einen Messwert
zwischen 5 und 10 FI in Reaktionsgefald 1
ergibt. Bei interkalierenden Farbstoffen ist
grundsatzlich ein “Target Sample Range”
von 1-3 Fl angemessen, wahrend bei
Verwendung von Fluoreszenzsonden ein
Wertebereich von 5-10 FI besser geeignet
ist.

Tube Position : |1 ill

(] I Cancel | Help

6-30
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“Remove” / Durch einen Klick auf“Remove” wird der

“Remove All" zuvor markierte Kanal entfernt; wenn Sie
auf “Remove All” klicken, werden alle
Kanale entfernt.

“Start”™ Mit einem Klick auf die “Start™Schaltflache
starten Sie die Verstarkungsoptimierung. E
wird ein Verstarkungsfaktor eingestellt, de
zu einer Hohe des Fluoreszenzsignals im
festgelegten Wertebereich fuhrt. Sollte die
Fluoreszenz aul3erhalb dieses Bereichs
liegen, wird die Verstarkung auf einen
mdglichst passenden Faktor eingestellt.

“Manual Bei Anklicken dieser Schaltflache 6ffnetish
das “Manual Gain Adjustment”-Dialog-
fenster (,Manuelle Verstarkungsan
passung“; siehe Seite6-32).

“Changing Gain Wenn der Verstarkungsfaktorzu Beginn

During a Run™  des Laufs zu hoch oder zu niedrig war,
kann er wahrend der ersten zehn Zyklen
geandert werden. Es wird dann eine
senkrechte Linie eingeblendet, wo die
Verstarkung geandert wurde. Die Zyklen
vor der Anderung werden bei der
Auswertung nicht berlickghtigt.

Hinweis: Die Verstarkungsoptimierung wahlt eventuell eine
Einstellung, die nicht in dem festgelegten Wertebereich liegt.
Dies kann an Veranderungen des Fluoreszenzsignals nach
dem ersten Halteschritt liegen. Das Ergebnis der Verstar
kungsoptimierung liefert allerdings einen guten Hinweis auf
die Fluoreszenzintensitat zu Beginn des Laufs.
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Manuelle Verstdrkungsanpassung

Um eine manuelle Anpassung der Verstarkung durchzu
fuhren, klicken Sie auf die “Manual...”-Schaltflache im
Dialogfenster “Auto-Gain Optimisation Setup” (,Konfigu-
rieren der automatischen Verstarkungsoptnierung®).
Daraufhin 6ffnet sich das “Manual Gain Adjustment”-
Dialogfenster. In diesem Fenster werden die Fluoreszenz
messwerte bei einer gegbenen Temperatur in Echtzeit
angezeigt. Es wird verwendet, wenn das Hintergrundsignal
einer Probe unbekannt ist und der Verstarkungsfaktor
bestimmt werden muss, um sicherzustellen, dass das
Fluoreszenzsignal der Probe stark genug fur die Detektion ist.

B Manual Gain Adjustment B x|

File Help

/7 Cyeling A.Green

Tz

Page: Page 1

4 Sample 4
5 Sample §
L Sampkes |

Fluorescence

E
7
a
Fl

BankOn | Bank Of
Mamed On_ | AllOn | &l0Of

o u " u T 3 4 3 3 i 3 y g T Y
1 2 3 4 5 & 7 ] 5 40 1 12 13 14 15 Edit Samples..
Time:

120 Temperature: |60 j

100 Edit Gains.
Start
&0
Stap
o

40/7 e

Time:

Standardmalfiig werden die Werte fur alle Proben auf dem
Bildschirm dargestellt. Einzelne Proben kénnen unter
Verwendung der SchaltflachenLeiste rechts aus der Anzeige
entfernt oder hinzugefiigt werden. Die Leiste besteht aus
gefarbten Zellen (= Schaltflachen), von denen jede einer
Probe in der abgebildeten Grafik zugeordnet ist. Es werden
allerdings nur Proben angezeigt, deren Zelle stark angefarbt
ist, wahrend Proben, deren Zelle nur schwach gefarbt ist,
nicht dargestellt werden. Die Proben kdnnen ein oder
ausgeblendet werden, indem Sie die zugehdrigen Zellen
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anklicken oder den Mauszeiger (bei gedriickter Maustaste)
Uiber mehrere Zellen gleichzeitig bewegen.

Wir empfehlen, bei der manuellen Verstarkungsanpassung
wie folgt vorzugehen.

1.

Stellen Sie im “Manual Gain Adjustment”-Dialogfenster
die Temperatur auf die Temperatur ein, die fur die
Datenerfassung beim Lauf erforderlich ist.

Hinweis: Die Temperatur wird nicht angepasst, solange
der RotorGene Q MDx in Betrieb ist. Starten Sie den
RotorGene Q MDx neu, damit die geanderten
Temperatureinstellungen tibernommen werden.

Klicken Sie auf “Start”, um den Lauf zu starten. Die
Temperatur im RotorGene Q MDx wird auf die im
Dialogfenster angegebene Temperatur eingestellt. Im
Diagramm innerhalb des Fensters wird mit de
Darstellung der Daten begonnen.

Warten Sie, bis sich die Temperatur stabilisiert hat.

Wenn der TemperaturEndpunkt erreicht ist, notieren Sie
den FluoreszenzintensitatgFF)Messwert.

Liegt der FIMesswert nicht im erforderlichen Bereich,
klicken Sie au “Edit Gains...” (,Verstarkung editieren...”)
und andern Sie die Einstellungen entsprechend. Dieser
Prozess lauft mit einer gewissen Verzégerung ab, weil
der RotorGene Q MDx ungefahr vier Sekunden braucht,
um in jedem Kanal an jedem Punkt das Messsignaku
erfassen, und wahrend dieser Zeit ist die Benutzer
oberflache deaktiviert.

Wiederholen Sie den Vorgang, bis der HWert die
gewilnschte Hohe hat.

Klicken Sie auf “Stop”. Wird die “Stop™-Schaltflache
angeklickt, wahrend beim Lauf noch Daten erfasst
werden, beendet der RotorGene Q MDx zuerst die
Datenerfassung und stoppt dann. Dieser Vorgang kann
bis zu finf Sekunden fir jeden Messkanal dauern.
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6.2.5 “New Run Wizard” -Dialogfenster 4
In diesem Dialogfenster werden die Laufdaten zusammen
gefasst. Uberpriifen Sie die Parameter. Wenn die Einstel
lungen korrekt sind, klicken Sie auf “Start Run”, um den Lauf
zu starten. Sie werden aufgefordert, einen Dateinamen
einzugeben. Sie kdnnen die Laufeinstellungen auch als
Vorlage fiir zukiinftige LAufespeichern, indem Sie die “Save
Template™Schaltflache anklicken.
New Run Wizard rz|
Surnmary :
S etting | Walue |
Green Gain 5
Rotaor 364wl Rotor
Sample Lapout 1.2, 3, ..
Reaction Yolume [in microliters] 25
o f firned that i t. click Start Run b
e oo Dlah Savs Tl b omvmmm e b o e EERIEER
Skip Wizard <4 Back
6-34 RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Bedienungsanweisungen - Software

6.2.6 “New Run Wizard” -Dialogfenster 5

Geben Sie in diesem Fenster die Probentypen undbenen-
nungen ein, wahrend der Lauf durchgefihrt wird. Die Funk
tionalitat dieses Fensters ist mit der des “Edit Samples”
Dialogfensters (,Proben konfigurieren®) identisch (siehe Seite
7-87). Die ProbenDaten kénnen auch erst nach Enle des
Laufs eingegeben werden.

Nach Klicken auf “Finish and Lock Samples” (,Beenden und
Proben sperren”) wird das Dialogfenster geschlossen und die
Probenbenennungen kdnnen nicht mehr geandert werden.
Weitere Informationen dazu und zu weiteren
Sicherheitsnerkmalen finden Sie unter ,Zugriffsschutz fir
RotorGene Q Software” (Seite7.9).

New Run Wizard rg|

Settings :
Given Cone. Format : | ﬂ Unit : |C0pies ﬂ tore Options
Samples :
B | Eoit | ResstDefaut | Gradient | REEIERER
C [ID |Name |T_l,l|:|e |Groups |Given Conc. |SEA

1/ JOEE-34 Unknown e

2 JOEE-3B Unknown E
I :J0EE=C Unknown e
I ¢ J0EE3NTC Unknown e

] Unknown e
B s Uriknown e
- 7 Uriknown e

b Unknown e

g Uk rawan e T
L] 3
Page
Mame; |Page1 Mew [ Synchronize pages

SkipWizard | <<Back |  Finish | Finish and Lock Samples
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Frei bleibende Seite
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7 Analyse -Benutzeroberflache

In diesem Kapitel wird die Benutzeroberflache der Rotor
Gene Q Software beschrieben.

7.1 Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich entspricht dem Hintergrund des Haupt
fensters. In diesem Bereich kénnen Diagramme der
Rohdaten und Analyseergebnisse getffnet werden. Sind
mehrere Fenster gleichzeig getffnet, kbnnen Sie sie durch
Anklicken der “Arrange”-Schaltflache (,Anordnen”) in der
Werkzeugleiste unterschiedlich anordnen. Mehrere Optionen
fur die FensterAnordnung stehen zur Verfiigung, die durch
Anklicken der Nach-unten-Pfeilspitze neben der Arrange”-
Schaltflache eingeblendet und ausgewahlt werden kénnen.

:

Reports  Arrange

Smart Tiling

Tile Horizonkally
Tile Wertically
Cascade

7.2 Werkzeugleiste

Die Schaltflachen dieser Leiste sind Verknipfungen zu haufig
benutzten Funktionen. Auf diese Funktionen kann auch in
den Drop-down-Mens zugegriffen weden.

T EHPIIE| O Ju‘? g W W iy =5 B .

Mew Open Save | Stert Pause Stop | Help Settings Progress Profile  Temp.  Samples Analysis Reports Arrange

JChannels . Cycing A.Green . Cycling A.vellow . Cycling A.Orange . Cydling A.Red ‘

7.3 Rohdaten -Kanale anzeigen

Klicken Sie diese Schaltflichen an, wenn Sie die (nicht
ausgewerteten) Rohdaten einzelner Kanale eines Laufs
betrachten mdéchten.
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Hchannels o Cycing Aareen 0 Cyeling acvellow 0 Cwding AOrange 0 Cyeling A Red

Zur Anzeige dieser Daten sind mehrere Optionen verflgbar,
um die Darstellung der Daten zu &ndern. Die Rohdaten
koénnen auch transformiert werden, um verschiedene
Auswertungsmethoden zu ermdglichen.

“Adjust Scale”

“Autoscale”

“Default Scale™

Um die Skalierung einzustellen, klicken Sie
mit der rechten Maustaste das betréfende
Fenster an. Es erscheint ein “Adjust Scale”
Fenster, in dem die Skalierung festgelegt
werden kann.

Adjust Scale | x|
EEM |1 10 j
Minirnurm ; ID j

a ok |

Die Autoskalierungsfunktion versucht, die
MesswertSkala an den maximalen und
minimalen Messwert anzupassen.

Bei der Standard Skalierung wird die
MesswertSkala auf die Anzeige von 0 bi¢
100 Fluoreszenzeinheiten riickgesetzt.

SchraubenschlisseWeitere Informationen dazu, siehe

Icon: Abschnitt8.5.
ﬂ' § n 15 a B 30 ® w0 4
AdunSeale | AuoScsle| Defak Scake| Opioris| [Fage1 7| 4

Normalise to Cycling A, Yellow
Narmalise to Cycing 4.Crange
Narmalise to Cyclng A, Red
Crop start cycles
Crop end eydles
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“Options”:

“Normalise to

”.

“Crop start
cycles™

“Crop end
cycles™

“Page 1"

Bei Klick auf diese Schaltflache 6ffnet sich
das oben gezeigte Drop-down-Men, das
verschiedene Optionen zur Transformation
der Rohdaten enthélt.

Diese Funktion ermdglicht die Normalk
sierung der Amplifikationsdaten auf die
Daten eines passiven Referenzfarbstoffs w
ROX, die in einem anderen Kanal erfasst
werden.

Durch diese Funktion wird ein neuer
MesskanatDatensatz erzeugt, bei dem
einige der Anfangszyklen entfernt wurden.
Dies ist sinnvoll, wenn grof3e Spriinge in
den ersten Zyklen beobachtet werden; dies
kann bei Verwendung bestimmter
Detektionsreagenzien auftreten.

Durch diese Funktion wird ein neuer
MesskanatDatensatz erzeugt, bei dem
einige der Endzyklen entfernt wurden.

Hier wird die gerade ausgewahlte Seite bei
der Darstellung der RohdatenDiagramme
angezeigt. Das “Edit Sample*Dialogfenster
(,Proben konfigurieren®) ermdglicht es,
mehrere Probenbenennungen zu vergeber
Beispielsweise konnen Daten unter Verwel
dung unterschiedlicher Lhienstarken,
Probenbenennungen und weiterer Anzeige
Optionen betrachtet werden. Dies ist be
sonders nutzlich, wenn in einem einzigen
Kanal eine relative Quantifizierung durch
gefuhrt wird, weil der Anwender einfach
zwischen den Ansichten fur das zu analy
sierende Gen und den Proben mit House
keeping-Genen hin- und herschalten kann,
indem er zwei ProbenSeiten definiert.
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7.4

Angezeigte Proben wechseln

Am rechten Rand des Hauptfensters befindet sich eine
ProbenwechslerLeiste (“Toggler”), z1 dem auch eine

Legende der Proben gehdrt. Die Leiste besteht aus gefarbten
Zellen (= Schaltflachen), von denen jede einer Probe in der
abgebildeten Grafik entspricht. Uber den Probenwechsler
wird gesteuert, welche Proben auf dem Bildschirm dargestellt
werden. Es werden allerdings nur Proben angezeigt, deren
Zelle stark angefarbt ist, wahrend Proben, deren Zelle nur
schwach gefarbt ist, nicht dargestellt werden. Die Proben
koénnen ein- oder ausgeblendet werden, indem Sie die
zugehdrigen Zellen anklicken oderden Mauszeiger (bei
gedrickter Maustaste) Uber mehrere Zellen gleichzeitig
bewegen. Mithilfe der “Bank On” - und “Bank Off” -Schalt
flachen (,Alle auf Liste ein“ bzw. ,Alle auf Liste aus*) kdnnen
alle aktuell in der Liste befindlichen Proben ein oder
ausgeblendet werden. Mit dem Scrollbalken kann die

nachste Gruppe der Proben angezeigt werden.

Hinweis: Die Anzahl der angezeigten Proben ist dynamisch
und hangt von dem im Fenster verfligbaren Platz ab.

Bei Klicken auf “Named On” (,Benannte ein®*) werden nur
die Proben angezeigt, denen ein Name zugewiesen wurde.
Auf diese Weise kdnnen schnell die relevanten Proben
angezeigt werden. Klicken auf “All On” (,Alle ein“) oder “All
Off” (,Alle aus") werden alle bzw. keine der Proben im Rotor
angezeigt. Bei Klicken der Edit Samples...*Schaltflache
offnet sich das “Edit Samples‘Dialogfenster (,Proben
konfigurieren®), in dem die Benennung und der Typ der
Proben sowie Standardkonzentrationen bearbeitet werden
koénnen (siehe Abschnit(7.8.4).

Im folgenden Screenshot ist die Probenwechslédreiste
abgebildet. Die zusatzlichen Optionen (im Kontextmen)
erscheinen, wenn Sie im Bereich Uber dem Probenwechsler
mit der rechten Maustaste klicken.

7-4
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Page: Page 1
A1
A2
A3
Ad
AR
AR
AT
AR

Edit Samples...
Seleck Mon-Empty Samples
Toggle Sample ID Display

Select Groups

BS
BE
B7
85 Fam
« | b
Bank On |  Bark OF
Mamed On | A0 | Al OF
Edit Samples...

“Page” In dieser Kopfzeile des Probenwechslers
wird angezeigt, welche Seite der Proben
gerade angezeigt wird. Mehrere Seiten
ermoglichen es, unabhangig voneinander
verschiedene Auswertungen der Datensétz
einesKanals durchzufuhren. Sie kdnnen
um Beispiel zwei Standardkurven im
griinen Kanal erfassen und fiir jede einen
separaten Bericht generieren. Weitere
Informationen dartber, wie Sie Proben
Seiten konfigurieren, finden Sie in
Abschnitt7.8.4.
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7.5

7.5.1

“Toggle Sample
ID Display™:

“Select Non
Empty Samples”
(,Nicht leere
Proben
auswahlen®):

“Select Groups™:

Menu “File”

Wenn ein 72-Well-Rotor benutzt wird,
werden die Proben im Benennungsformat
Al bis A8, B1 bis B8 usw. angezeigt. Die
Option “Toggle Sample ID Display”
(,Anzeige der ProbenID wechseln®)
ermoglicht es dem Anwender zur numeri
schen ProbenReihenfolge (1 bis 72) zu
wechseln.

Bei dieser Option werden alle Proben
deaktiviert, bei denen als Typ “None”
(,Kein") im “Edit Samples™Fenster
eingegeben wurde. Dadurch ist
gewabhrleistet, dass nur die Proben
angezeigt werden, die fiir die Analyse
relevant sind.

Falls Sie Gruppen definiert haben, kénnen
Sie mit dieser Funktion zwischen den
Anzeigen dereinzelnen ProberGruppen
wechseln bzw. sie ein oder ausblenden.
Gruppen sind beliebige Zusammen
stellungen von Proben, die eine schnellere
Berichterstellung der statistischen Ergeb
nisse ermoglichen. Beispielsweise konnen
Gruppen von Proben behandelter Paienten
und Gruppen von Proben unbehandelter
Patienten definiert werden. Gruppen
kénnen im “Edit Samples™Dialogfenster
konfiguriert werden.

“New” (,Neuer Lauf®)

Nach Auswahlen des Menipunkts “New” (,Neu*) im “File"-
Menu (,Datei*) 6ffnet sich das “New Run“Dialogfenster
(,Neuer Lauf“). In diesem Fenster finden auf haufig benutzte
Vorlagen, die auf den beiden Registerkarten “Quick Start”
(.Schnellstart”) und “Advanced” (,Erweiterter Modus*)
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zusammengestellt sind. Nachdem Sie me Vorlage ausge
wahlt haben, fuhrt Sie der SoftwareAssistent durch die
Konfiguration des Laufs und erméglicht Innen die Anpassung
der Einstellungen und Profile.

x

Luick Start | Advanced |

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

% Three Step with Melt from the last run open
in the software.

Perform Last Run

(1]

‘% Two Step

(1]

% Quenched FRET

L 1]
'8 Nudleic Add Concentration Measurement

Lj HRM™

'\L;| Other Runs

f_J Open A Template In Another Folder...

Cahcel

i

Help

v Show This Screen When Software Opens

Weitere Informationen Uber die verfligbaren Vorlagen finden
Sie in den Abschnitten6.1 und 6.2.

Dialogfenster “New Run”  (,Neuer Lauf")

“New...”: Mit Klick auf diese Schaltflache starten Sie
die Konfiguration eines neuen Laufs unter
Verwendung der ausgewahlten Vorlage.

“Cancel”: Durch Klick auf diese Schaltflache dieses
Fenster geschlossen.
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“Help™ Durch Anklicken dieser Schaltflache kdnne
Sie die Online-Hilfe 6ffnen.

“Show This ScreeWenn dieses Kontrollkastchen aktiviert ist,

When Software wird das “New Run”-Fenster auf dem

Opens™: Bildschirm angezeigt, wenn die Software
gestartet wird.

7.5.2 “Open” und “Save” (,Offnen“ und ,Speichern®)

“Open...” Durch Anklicken dieses Meniipunkts
kénnen Sie eine zuvor gespeicherte
Laufdatei (*.rex) oder eine LaufLog-
Archivdatei des RotorGene Q (*.rea)
offnen.

“Open Recent...”: Bei Wahl dieses MenUpunkts werden die
letzten vier gedffneten oder gespeicherten
Dateien angezeigt.

“Save” Mit dieser Funktion speichern Sie alle
Anderungen, die Sie an einer Laufdatei
vorgenommen haben.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

MNew... . ‘L:?
Open... WView -
Open Recent... » Stop Settine
Save |
Run File. ..
Impork BataFrom Preyious Bun, Template...
Repaorts. .. Run Archive. ..
Preferences... Excel Analysiz Sheet. ..
Excel Data Sheet...
i LIMS Export...
Exit LinReg Export Format...
Matlab Expaort...
L e

7-8 RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Analyse -Benutzeroberflache

“Save As...”: Mithilfe dieser Funktion konnen Sie die
Laufdatei oder Daten in verschiedenen
Formaten speichern. Diese Format
Optionen sind im Folgenden aufgelistet.

“Run File...”: Hierdurch wird eine Kopie der Datei
gespeichert. Der Anwender kann den
Dateinamen und den Speicherort andern.
DiesesFormat ist als Standard
voreingestellt.

“Template...” Bei dieser Option werden die ProfitKonfi-
guration und zugehdérige Einstellungen
gespeichert, aber nicht die Laufdaten. Die
gespeicherte Vorlage kann spater beim
Anlegen neuer Laufe verwendet werden.

“Run Archive...”: Bei dieser Option wird die Datei in einem
komprimierten Format gespeichert.
Speichern Sie Dateien in diesem Format,
wenn Sie sie per EMail verschicken
mdchten. Dies spart Zeit beim Versenden
und stellt sicher, dass die Dateien durch E
Mail-Programme nicht korrumpiert werden.

“LIMS Export...”: Bei dieser Option wird der Analyselauf
gemal Anforderungen des Anwenders in
einem LIMSkompatiblen Format gespet
chert. Setzen Sie sich bitte mit dem
Technischen Service von QIAGEN in
Verbindung, wenn Sie weitere Informa
tionen bendtigen.

“Excel Data Hierbei werden die Rohdaten aller Kanéle

Sheet...™ in eine Excel® Tabelle exportiert. Nur die
Daten der ausgewdhlten Proben werden
exportiert.

“Excel Analysis  Bei dieser Option wird die gesamte Analyse
Sheet...”: des aktuellen Laufs in eine einzige Excel-
Tabelle exportiert.
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“LinReg Export Bei dieser Option werden die Rohdaten

Format...”: aller Kanale in ein Format exportiert, das
von LinReg (ein effizientes Auswertungs
programm) geotffnet bzw. verarbeitet
werden kann (weitere Einzelheiten im
Folgenden unter “Nach LinReg

exportieren”.
“Matlab Hierbei werden die Daten in ein Format
Export...”: exportiert, dass von dem wissenschaftliche

Programmpaket Matlab (oder Octave, dem
Open-Source Aquivalent von Matlab)
geoffnet bzw. verarbeitet werden kann.
Dies kann fiir die Methodenentwicklung
hilfreich sein.

“RDML Export..”: Diese Option ermdglicht einen zu RDML
v1.1 konformen Datei-Export. Bei der
erzeugten RDMLEEXxportdatei handelt es
sich um eine ZIRkomprimierte Datei im
XML:-Format mit der Dateierweiterung
*.rdml ; sie ist konform zum RDME
Schemadokument (http://www.rdml.org/
RDML vl 1 PRxsd), das aufder Website
http://www.rdml.org/files.php verfiigbar
ist.

Nach LinReg exportieren

LinReg ist ein Programm, das von C. Ramakers und
Mitarbeitern entwickelt wurde.* Das LinReg-Tool ist im
Internet verfiighar unter: http://LinRegPCRI.

Die Rotor-Gene Q Software ermdglicht es dem Anwender,
die Rohdaten in einem Format zu exportieren, das
anschliefend zur Auswertung in das LinReg-Tool importiert
werden kann.

* Ruijter, J.M., Ramakers, C., Hoogaars, W.M., Karlen, Y., Bakker, O., van den
Hoff, M.J., and Moorman, AF. (2009) Amplification efficiency: linking baseline
and bias in the analysis of quantitative PCRdata. Nucleic Acids Res. 37, e45.
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1. Offnen Sie die RotorGene Q Laufdatei mit den
Rohdaten.

2. Exportieren Sie die Daten im LinRedexport Format,
indem Sie den “Save As...:Menipunkt (,Speichern
unter”) und dann die Option “LinReg Export Format...”
auswahlen.

3. Die exportierten Rohdaten werden automatischri
Microsoft Excel angezeigt.

4. Offnen Sie das LinRegProgramm.
Das Programm fordert Sie auf, den Zellbereich zu
markieren, in dem sich die Rohdaten befinden. Das Tool
kann immer nur die Rohdaten eines Kanals auswerten,

daher muss der entsprechende Bereich deExcetTabelle
markiert werden.

7.5.3 “Reports” (,Berichte®)

Nach Auswahl des Meniipunkts “Reports” (,Berichte”) 6ffnet
sich das “Report Browser*Dialogfenster (,BerichtBrowser*).
Falls die Daten berets ausgewertet wurden, kann der Bericht
dieser Analyse mithilfe des BerichBrowsers angezeigt
werden. Verschiedene BerichiTypen mit unterschiedlichem
Detaillierungsgrad stehen zur Verfligung.

_lglx

— Report Categones =

i Melt & Gresn [page 1] ;I

EI Liartitation

. i Cycling A.Green [page 1]

- Dika Delta CT Relative Quantitation

- delta delta

- Relative Quant. Analysis

- Comparative Quantitation

. Cycling 4. Green [page 1]

&-2 Standard Curves Relative Quantitation
i 2 standrard curve
- Relative Quart. Analysis

uantitation (Full Report)

e
*S Quantitation {Standard Report)

Show I Cancel
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7.5.4

“Setup” (,Konfiguration®)

Die Erstkonfiguration des RototGene Q MDx sollte bei der
Gerateinstallation durchgefiihrt werden. Dieser Menipunkt
bietet allerdings die Moglichkeit, die Anschlusskonfiguration
des RotorGene Q MDx zu andern, sofern Sie dies nach der
Installation mdchten.

General |

P
I c
P

~

— Mizcellaneous Options ;

The zoftware can zimulate basic operation of the
machine for testing and training purpozes. Ticking
thiz box will enable & "irtual b achine simulation.

[ “itual Mode

[Intick, this box to presvent furthier access ta this
zetup screen.

¥ Allow access to this setup screen

Fuort I COkd1 - I Auto-Detect |

x|

Cancel | Help

“Virtual Mode”:

Aktivieren Sie diese Option, wenn die
Software allein, ohne Verbindung zu einem
RotorGene Q MDx, benutzt werden soll.
Die Software behalt dabei samtliche
Funktionen. Dieser Modus ist zum Beispiel
fir Demonstrationszwecke, Datenauswer
tungen und das Einrichten von Vorlagen
nutzlich.
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7.6

7.6.1

“Allow access to Wird dieses Kontrollkdstchen bei der Konfi
this setup screen’guration nicht aktiviert, kann anschlie3end

“Port™

“Auto-Detect”.

nicht mehr auf dieses Fenster zugegriffen
werden. Durch diese Sicherheitsmaflinahm
kénnen Benutzer daran gehindert werden,
die Einstellungen zu andern. Um den
Zugriff wieder zu erméglichen, kontaktierer
Sie Ihren Handler bzw. setzen Sie sich mit
dem Technischen Service von QIAGEN in
Verbindung.

Wabhlen Sie die richtige Kommunikations
schnittstelle, um die Kommunikation
zwischen dem Computer und dem Rotor
Gene Q MDx zu ermdglichen.

Falls Sie nicht sicher sind, welchen
Anschluss Sie nehmersollen, klicken Sie
auf “Auto-Detect” (,Automatisch fest
stellen®), um die verfiigbaren Anschlisse
anzeigen zu lassen.

Menu “Analysis”

“Analysis” (,Analyse")

Nach Anklicken des Menlpunkts “Analysis” 6ffnet sich das
“Analysis”-Dialogfenster (,Analyse"). In diesem Fenster
kénnen neue Analysen angelegt und vorhandene Analysen
angezeigt werden. Die Auswahl einer Analysemethode
erfolgt anhand der jeweiligen Registerkarte. Eine Liste der
Fluoreszenzkandle, die bei der gewéahlten Methode verwe
det werden kdnnen, wird angezeigt. Mehrere Assays, die in
einem Lauf im selben Kanal durchgefihrt wurden, kénnen
unabhangig voneinander ausgewertet werden, vorausgesetzt
sie wurden als separate Seiten im “Edit SamplesDialog-
fenster konfiguriert. Bereis ausgewertete Seiten sind mit
einem grinen Hakchen versehen. Das bedeutet, dass die
Schwellenwert und Normalisierungseinstellungen fir diese
Analyse gespeichert wurden. Doppelklicken Sie auf einen
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Kanal, um ihn anzuzeigen oder auszuwerten; daraufhin
offnet sich das spezifische Analysenfenster.

s

2 5td Curves [Rel]

I Other... |
Delka Delta CT Relative Quantitation

Allelic Discrimination

Cycling & Green
Cycling &.Orange
Cycling A.Red
Cuclifg &, ellow

Show |

Compatative Quantitation
Scatter Graph Analysis
EndPaint Analysis
Concentration Analysis

High Resolution Melk Analysis
Show All Analysis Options. ..

Hide |

[~ Auta-shrink window

“Auto-shrink
window™:

Bei Aktivierung der Option “Auto-shrink
window” (,Fenster automatisch verklei
nern*) wird das Fenster verkleinert, wenn e
nicht benutzt wird. Wenn Sie den Cursor
dariiber bewegen, wird das Fenster wieder
vergroR3ert.

Organisieren des Arbeitsbereichs

Jedes Mal, wenn
ihre zugehdrigen

eine neue Analyse gestartet wird, werden
Fenster so angeordnet, dass sie zusammen

mit den anderen bereits gedffneten auf den Bildschirm
passen. Sind zu viele Faster geotffnet, kann dies uniiber

sichtlich werden.

Schlie3en Sie nicht bendtigte Fenster und

klicken Sie dann auf “Arrange” (,Anordnen®) in der Werk-
zeugleiste. Die Fenster werden automatisch nach der “Smart
Tiling”-Methode (,Intelligente Uberlappung”) angeordnet.

Alternativ stehen

Ihnen weitere Anordnungsmethoden zur

7-14
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7.6.2

Auswahl, wenn Sie auf den Pfeil neben der “Arrange“Schalt
flache klicken. Wenn Sie mit der rechten Maustaste auf den
Namen einer Analyse klicken, werden folgende zusatzliche
Optionen eingeblendet.

[luantitatian | : b elt |
Cycling & Green [Page 1]
Cycling &.Orange Show

Cycling &.Red Hide

Cycling & vellow Remove Analpsis...

“Show”: Zeigt die ausgewahlte Analyse an.
“Hide”: Blendet die ausgewahlte Analyse aus.
“Remove Anklicken dieser Option entfernt die
Analysis...": markierte Analyse vollstandig. Das

bedeutet, dass alle Normalisierungs
einstellungen oder Schmelzkurven
Peakbereiche (sogenannte “Bins”), die bei
der Konfiguration der Analyse definiert
wurden, verloren gehen.

“Quantitation” (,Quantifizierung®)

Wechseln Sie zur “Quantitation™-Registerkarte (,Quantift
zierung“) im Analysenfenster und doppelklicken Sie auf den
Kanalnamen, oder markieren Sie den Kanal und klicken Sie
anschlieRend auf die “Show™Schaltflache, um den Kanal,
den Sie anzeigen méchten, zu 6ffnen. Drei Fenster 6ffnen
sich daraufhin: das Haupt- (“Main”), das Standardkurven-
(“Standard curve”) und das ErgebnisFenster (“Results”).
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“Reports” (,Berichte")

“Reports”™ Bei Auswahl von “Reports” offnet sich das
“Report Browser*Fenster, in dem ein
Bericht der aktuellen Analyse erzeugt
werden kann. Drei Optionen stehen zur
Auswahl: Standardbericht, vollstandiger
Bericht und Kurzbericht. Doppelklicken Sie
auf die gewlinschte Option, um den Berich
im “Preview"-Fenster (,Vorschau")
anzuzeigen.

Nachdem der Bericht erstellt worden ist,
kénnen Sie mithilfe der Schaltflachen am
oberen Rand des “Preview Fensters den
Bericht ausdrucken, speichern, per EMail
verschicken oder ins WordProgramm
exportieren.

Breven ~loi|
& | & =1 :

Frint | SaveAz| Email | To'word |

“Standard Curve” (,Standardkurve®)

“Std. Curve™: Nach Anklicken dieser Schaltflache 6ffnet
sich das “Standard Curve™Dialogfenster
(,Standardkurve"). Dieses Fenster wird
standardméaRig getffnet, wenn eine
Analyse gedffnet wird. Wenn Sie das
Fenster geschlossen haben, kénnen Sie es
mit diesem Befehl wieder 6ffnen.
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EA standard Curve - Cycling A.G o m]

40 Cyoling & Green (Paoe 17
! ! ! ! R=0.89359
st T eeemteoo oo do o RA2=0.00930
; ; ; h=-3.282
and oo U R, = S FI—— B=_33-949
i i i Efficiency=1.01
— . . . - . .
w ; : . .
254 Expotk Graph.,, 0 f-iTeegoo- e R EE R - ---
Standard Error Mean . |
204 Overlay L e S e
v Show Skats ; E
15';_' Zoam Cuk i inkelateletulet setaletaletel fnllellnieln -
T T T

T
10 Return ba Default Pasition 0/34 1005 10°06 10407
Concentration

Die Werte auf der Standardkurve werden
dynamisch neu berechnet, wenn Sie die
Hohe des Schwellenwerts durch Anklicken
und Ziehen der SchwellenwerLinie im
Hauptfenster variieren.

Blaue Punkte auf der Kurve reprasentieren
die Proben, die als Standards fegielegt
wurden, und rote Punkte reprasentieren die
Datenpunkte der unbekannten
Konzentrationen in den zu untersuchenden
Proben.
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Hinweis: Wenn Sie die Standards neu
definieren, um die Standardkurve neu zu
berechnen, kénnen Sie die Sichtbarkeit del
Standard-Proben mithilfe des Proben
wechslers (Toggler) am rechten Bildschirm
rand auf “off” stellen — sie werden daraut
hin aus der berechneten Standardkurve
entfernt. Die Entfernung von Standards aus
dem Diagramm, um den R-Wert zu
erh6hen, ist wissenschaftlich nicht valide.
Eine fehlgeschlagene Analyse bei einer
Standard-Probe ist ein Hinweis darauf,
dass auch die Analyse der Proben
fehlgeschlagen sein kdnnte, und sollte
daher in die Ergebnisse mit aufgenommen
werden.

“Efficiency”: Hiermit ist die Reaktionseffizienz des
Analyselaufs gemeint. Auf diesen Wert wird
auf Seite 7-34 detaillierter eingegangen.
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“R"2 value Der R* 2-Wert (oder R-Wert) gibt den
(correlation Prozentsatz der Daten wieder, die der
coefficient)”: Hypothese entsprechen, dass die Stan-

dardkurve von den Standards gebildet
wird. Ist der R-Wert niedrig, dann lasst sich
nicht ohne Weiteres eine Ausgleichsgerade
durch die Punkte der Standards legen. Das
bedeutet, dass die Ergebnisse (d. h. die
berechneten Konzentrationswerte) nicht
zuverlassig sind. Ein guter RR-Wert ist ab
etwa 0,999 gegeben.

Hinweis: Es ist moglich, mit einer
unzureichenden Zahl an Standards einen
hohen R-Wert zu erreichen, obwohl die
Standardkurve schlecht ist. Der RR-Wert
verbessert sich mit zunehmender Anzahl an
Standards. Verwenden Sie als Richtschnur
die Konfidenzintervalle zu den berechneten
Konzentrationen, um einen genaueren
Hinweis auf die Zuverlassigkeit der
Ergebnisse zu erhalten.

“Rvalue (square Der R-Wert ist die Quadratwurzel aus dem

root of R-Wert. Zur Bestimmung der Korrelation
correlation ist der RR-Wert generell besser geeignet.
coefficient)”:

M und B: Die Steigung (M) und der Achsenabschnitt

(B) der Standardkurve werden automatisch
anhand der Formely= Mx+ Bberechnet
und im “Standard Curve”-Fenster (,,Stan-
dardkurve®) angezeigt.

“Export Wenn Sie im Bereich tGber der Standkurve

Graph...” mit der rechten Maustaste klicken, wird die
Option eingeblendet, das Diagramm zu
exportieren (siehe Abschnitt 8.4).
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“Overlay™: Wenn mehrere Quantifizierungslaufe im
selben Lauf durchgefihrt wurden, ist es
mdglich, die Standardkurven im selben
Fenster Uberlagert anzuzeigen. Diese
Funktion ist nttzlich, um den Unterschied
zwischen verschiedenen Schwellenwerten
grafisch anzuzeigen (siehe nachfolgenden
Screenshot).

¥ standard Curve - Cycling A Green (Page 1} _ O] x|

Cycling &.Green (Page 1)
R=00.99959

R*2=0.95939

h=-3.292

B=35.949

Efficiency=1.01

Export Graph...
22+ Standard Error Mean

204

v Show Stats Cyeling A.Orange (Page 3)
181 Zoom out Cyeling A.Red (Page 43 |
164 RefurnfoDefault Position JF-F--------- e FEE R

T T T T T T T T
10°00 10401 10702 1003 1004 1005 1006 10407
Concentration

Berechnung der Standardkurve

Die Optionen “conc = ...*Ct+ ...” und “C+= ...” sind zwei
Versionen der Gleichung, die zur Berechnung der Relation
zwischen C+-Werten und Konzentrationen verwendet wird. In
Veroffentlichungen wird Gberwiegend die “Ct= ...”-Formel
benutzt. Die Standardkurve kann entweder “Floating”
(,,Gleitend*) oder “Fixed” (,,Fest”) sein. Bei der O ption
“Floating” wird jedes Mal, wenn der Schwellenwert im
Hauptfenster bewegt wird, eine optimale Gleichung fir die
Standardkurve berechnet. Bei der Einstellung “Fixed” andert
sich die Gleichung nicht, weil sie aus einem anderen Lauf
importiert wurde.
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Standard Curve
conc=107-0.304*CT + 11.832)
CT =-3.292%og[conc] + 38.949
Type : Floating

Impaork Curve.. .. | Rezet I

Standardkurve importieren

Durch das Importieren einer Standardkurve ist es moglich,
Konzentrationen abzuschétzen, obwohl in einem bestimmten
Lauf keine Proben fir die Erstellung einer Standardkurve
vorhanden waren; die Reaktionseffizienzwischen beiden
Laufen darf sich allerdings nicht verdndert haben. Durch
Klicken auf “Import Curve” (,Kurve importieren“) kdnnen
Kurven aus einem anderen Kanal oder aus einem anderen
Lauf importiert werden.

Falls erforderlich, kdnnen Sie dabei auch die Sindardkurve
anpassen. Die Standardkurve anzupassen hat allerdings zur
Folge, dass lediglich die Effizienz der QueHlStandardkurve in
den aktuellen Lauf importiert wird. Ob es ratsam ist, die
Standardkurve anzupassen, hédngt von den verwendeten
Detektionsreagenzien ab.

Um die Standardkurve anzupassen, fihren Sie in dem neuen
Lauf eine Referenzprobe mit bekannter Konzentration mit.
Eine Referenzprobe definieren Sie, indem Sie den Probentyp
auf “Standard” setzen und im “Edit Samples*Fenster einen
Konzentratiorswert eingeben. Um die Genauigkeit zu
erhéhen, kann dieselbe Referenz mehrfach eingegeben
werden. Beachten Sie, dass es nicht mdglich ist, mehr als
eine Referenzkonzentration oder einen Standard zu defi
nieren. So ist es zum Beispiel mdglich, drei Wieddrolungen
einer Referenzprobe mit 1000 Kopien im selben Lauf zu
haben, nicht dagegen eine Referenz mit 1000 Kopien und
eine weitere mit 100 Kopien im selben Lauf.

Nachdem die Standardkurve importiert ist, andert sich der
Typ der Standardkurve zu “Fixed” (,Fet*). Klicken Sie auf
“Reset” (,Rucksetzen®), um den Typ der Standardkurve
wieder zurtick auf “Floating” (,Gleitend"”) zu setzen.
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Im Folgenden ist ein Screenshot des “Import Standard

Curve”-Fensters wiedergegeben.

Import Standard Curve

— Import Standard Curve :
& Current Fun
™ From Other Fun...

Lhannels :

Cycling Aellow conc=10"[-0.301°CT +12525) CT =-3.322%0glconc] + 41,608
Cycling & Orange cone= 107(-0.309°CT + 11.1858) CT = -3.235"og(conc) + 36.187
Cycling &.Fed conc=10"-0.316*CT +11.817) CT = -3.1650g(conc) + 37.404

™ From Esternal Source [Post-E.0 Standard Curve Fomat] -

CT =| *log[Conc) + I

Efficiency = N/A
" Fram External Source [Pre-5.0 Standard Curve Farmat] :
Conc=10"[| =CT + I ]
Cancel I
Efficiency = MNA4 Help I

Uber dieses Dialogfenster kann eine Stadardkurve entweder
aus einem anderen Kanal, der im aktuellen Lauf analysiert
wurde, oder aus einem anderen Lauf importiert werden.

“Current Run™:

“From Other
Run...”

“Channels”:

Bei Aktivierung dieser Option werden die
Quantifizierungsanalysen in anderen
Kanalen dieses Laufs mit derentspre-
chenden Standardkurven aufgelistet.

Wenn Sie diese Option wahlen, 6ffnet sich
ein Dialogfenster, in dem eine zu 6ffnende
Laufdatei ausgewahlt werden kann. Falls
fur diesen Lauf eine Quantifizierungs
analyse durchgefiihrt wurde,werden die
Standardkurven fir jeden analysierten
Kanal aufgefihrt.

Hinweis: Die Einstellungen der Quanti
fizierungsanalyse mussen in der Laufdatei
gespeichert worden sein.

In diesem Feld werden die analysierten
Kanale und die zugehdrigen Formeln fiir
die Standardkurve aufgelistet.
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“From External In diesem Bereich des Fensters kbénnen Si

Source”: die Werte fir die Steigung M und den
Achsenabschnitt B direkt eingeben. Dies is
nitzlich, wenn die Werte aus einer externe
Quelle stammen, beispelweise aus einem
ExcelTabellenblatt.

“C 1 Calculation” (,C +Berechnung®)

“Invert raw data”: Bei einigen Detektionsreagenzien entsteht
im Reaktionsverlauf ein Fluoreszenzsignal,
dessen Intensitat exponentiell ab und nicht
zunimmt. Diese Daten kdnnen mithilfe der
Funktion “Quantitation” (,Quantifizierung®)
ausgewertet werden, allerdings sollte dann
das Kontrollkastchen “Invert Raw Data”
(,Rohdaten invertieren®) aktiviert sein. Bei
allen anderen Quantifizierungsanalysen
sollte diese Option deaktiviert bleiben.

[T lnwert Baw Data

“Cy Calculation” Der Ct-Wert entspricht der Nummer des
Zyklus, bei dem die Amplifikationskurve
den Schwellenwert der Detektion ber-
schreitet. Durch Einstellen einer Schwellen-
wert-Linie und Berechnung ihres Schnitt-
punkts mit jeder der Kurven, wird der C+-
Wert fur jede Probe ermittelt.
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“Threshold™:

Zum Einstellen des Schwellenwerts klicken
Sie auf das entsprechende Icon (ein Gitter
mit einem roten Pfeil); anschlieRend klicker
Sie im Diagramm auf die Linie und ziehen
sie (bei gedrickter Maustaste) auf den
gewilnschten Wert. Alternativ kbnnen Sie
entweder einen logarithmischen Wert
eingeben oder mithilfe der “Auto-Find
Threshold™Funktion den Schwellenwert
automatisch ermitteln. Wenn Sie einen
Schwellenwet manuell einstellen, sollte er
in der exponentiellen Phase des Laufs
liegen — deutlich Gber dem Hintergrund-
signal, um zu starkes Rauschen zu vermei
den, und unterhalb des Ubergangs in die
Plateauphase in spateren Zyklen.

CT Calculation

[~ Flip =ign of normalised dats

Threshald : W ﬂ
Eliminate Cycles |1—ﬂ

befare :

“Eliminate CyclesUm diesen Parameter einzustellen, klicken

before” (,Zyklen
davor
herausnehmen®):

Sie auf das entsprechende Icon (ein Gitter
mit einem roten Pfeil); anschlieRend klicker
Sie im Diagramm auf die Linie und ziehen

sie (bei gedriickter Maustaste) nach rechts
Dadurch wird der Schwellenwert bei niedri
gen ZyklusNummern aufgehoben.

Hinweis: Dies ist sinnvoll, wenn zum
Beispiel das Rauschsignal in den ersten
Zyklen aufgrund von Mischeffekten in der
Probe relativ hoch ist.
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“Auto-Find
Threshold”:

Bei dieser Funktion wird der markierte
Bereich des Diagramms gescannt, um eine

SchwellenweriEinstellung zu finden, die
optimale Schatzungen fir gegebene Kon
zentrationen ergibt. Der markierte Bereich
kann durch Eingabe der Ober- und Unter-
grenze (in den erscheinenden Textfeldern)
geandert werden.

Die voreingestellten Werte fur Ober und
Untergrenze eignen sich fir die meisten
Analysen. Der Bereich der Schwellenwerte
wird gescannt, bis die beste Ausgleichs
kurve durch die Punkte derStandardkurve,
welche auf den als Standards definierten
Proben basiert, erhalten wird, d. h. bis der
R-Wert moglichst nahe am Wert 1,0 ist).

.h.aniTludmidl

“Results” (,Ergebnisse®)

Bei Wahl dieser Option 6ffnet sich das “Quantitation
ResultszFenster (,Quantifizierungsergebnisse®). Dieses
Fenster wird standardmafig geoffnet, wenn eine Analyse
gedffnet wird. Wenn das Fenster geschlossen wurde, kénnen
Sie es mit diesem Befehl wieder 6ffnen.

i Quant. fesults - Cycling AGreen (Page 1)

Fen 01 [Hen 01 54 Hep. 05T | Fep. Cac
EE) 000 (373, 374 TATE A7 [117ECF 4 o

3 5
‘ 5 006 5162 1407 1250406 , 6.730-07)
CpcingGieen Page 1) 5 [N 10 Sincwd | 0%
Cyeing A reen [Fage 1] & el Glangud | 4
Cypeting & Giteon Page 1) 7 10wt Stenied | 10.&3 083 1015 1060) BO0E o5 [2AIF 406 2 48E 05}
Cycting & Giwn Page 1) # 10e6i Starcied 1037
g A Gt [P 1) 0 Meh  Standsed | 1043
Cyclng A Grean Page 1) 10 e [ Standed | 1343 013 (1330 1330 TR0 [26004 . 250005
Cpcing A fiieen Page 1) 11 I 10e5 s | 1175
Gt AGiesn Page 1) 12 10eh Slendad 1383
Y i )13 ek Stendard 1585 025 (1484 1608 ZSEE DA [T AZE W0 5 36E «04)
G 1] 10wt Stanciwd | 1554
1] Med  Gladed | 1510
el Standerd | 3% 024 [204 .21 85 SHSL-02 [1130-01 . 350000
10ed Stended LA
Ted Slendad 102 1 5 o
10ed Starcard NEG Muli C1f 100 00
)| 20 10m3 Steied | JR9E 1O0E«00 755 «00 mix
Cpeling A Giesn Fage 1) 11 10e2 Shandd MEG [MusiCy) 1006400
Cychng AGreen Page 1) | 22 HIC  WIE NG IRTC)
Cpeing A Green [Page 1) 23 NiC WIC NEG [NIC)
Cpelrng A Gireen Page 1] 4 KiC HiE MEG [KIT]
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Im “Quantitation Results™Fenster werde die Ergebnisse des
Laufs tabellarisch zusammengefasst. Durch Klick mit der
rechten Maustaste und Wahl der Funktion “Export to Excel”
kénnen Sie die Tabelle nach Excel exportieren. Excel 6ffnet
sich automatisch. Um die Daten stattdessen in eine
vorhandene Tabelle zu kopieren, wéahlen Sie die “Copy*
Option (,Kopieren®), 6ffnen die Tabelle und dann die
Funktion “Paste” (,Einfugen®).

Die Tabelle im “Quantitation Results*Fenster enthalt die
folgenden Spalten.

“Analysis” Enthalt den aktuellen Datensatz (Daten
erfassungsKanal und Proben Seite).

“No.” Enthalt die Probennummer.

“Colour” Enthalt die Farbe, die der einzelnen Probe

im Diagramm zugewiesen wurde.
“Type” Enthalt den festgelegten Probentyp.

“Ct" Enthalt den ermittelten C+-Wert.
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“Ct Comment” Eine automatisch erzeugte Annotation zur
CrWert-Bestimmung, falls Ct-Werte
ausgeschlossen werden. Die folgenden
Annotations-Reiter (,,Flags*) sind moéglich:

“NEG (Multi C+)”: Der Schwellenwert
uberschreitet die Fluoreszenzkurve
mindestens zweimal (doppelter Schnitt-
punkt). Ein eindeutiger Cr-Wert kann nicht
bestimmt werden.

“NEG (NTC)”: Die Gesamtzunahme der
Fluoreszenz erfullt nicht die Bedingungen,
die in der “NTC threshold”-Funktion
(,NTC-Schwellenwert*) des “O utlier
Removal’-Mendis (,,Entfernung von
Ausreilern®) definiert wurden (siehe unten).
Beispiel: Eine Fluoreszenzkurve schneidet
den gegebenen Schwellenwert, aber der
geringe Anstieg lasst auf eine “Non-
Template Control” (,Kontrolle ohne
Template-DNA®) schlieBen und ein Ct-Wert
liegt nicht vor.

“NEG (REff)”: Die Gesamtzunahme der
Fluoreszenz erfullt nicht die Bedingungen,
die in der “Reaction efficiency threshold”-
Funktion (,,Reaktionseffizienz-Schwellen-
wert*) des “Outlier Removal’-Menis
(,,Entfernung von Ausreiern®) definiert
wurden (siehe unten). Proben, bei denen
eine bestimnmte Reaktionseffizienz nicht
gegeben ist, werden nicht bertcksichtigt
und ein Cr-Wert wird nicht ermittelt. Dieses
Flag wird nur angezeigt, wenn die
entsprechende Funktion aktiviert ist.

“O\var”: Die prozentuale Abweichung zwischen der
berechneten und der bekannten Konzentra-
tion. %Var = Abs (Berechnet/Bekannt — 1)
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“Rep. Ct™

“Rep. Ct Std.
Dev.”:

“Rep. Ct 95%
C.I.™

“Rep. Calc.
Conc™:

Der durchschnittliche Cr-Wert aller Proben
mit derselben Benennung wie diese Probe.

Die Standardabweichung des Cr-Werts
aller Proben mit derselben Benennung wie
diese Probe.

Ein Ct-Wert-Bereich, der — statistisch —

95 % der Varianz des C+-Werts abdeckt. Es
handelt sich dabei um eine konservative
statistische MaRzahl, die als Qualitaitsmal
verwendet werden kann. Dieser Bereich
kann weiter eingeengt werden, indem mehr
Wiederholproben analysiert oder indem die
Variation bei den Wiederholproben
maoglichst gering gehalten wird.

Die berechnete Konzentration in allen
Proben mit derselben Benennung.

Hinweis: Dies ist nicht der einfache
Durchschnitt der berechneten Konzen-
trationen; vielmehr handelt es sich um den
geometrischen Mittelwert — ein mathe-
matisch besser geeigneter Durchschnitts-
wert aufgrund des exponentiellen Verlaufs
der Real-Time-Amplifikation.
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“Rep. Calc. Conc.Ein Konzentrationsbereich, der 95 % der

95% C.1.™: Varianz in einer einzelnen Probe abdeckt,
sowie des linearen Regressionsmodells, at
dem die Berechnung basert. Eine Interpre
tation dieser MafRzahl ist, dass es sich
dabei um den Wertebereich der Konzentra
tionen handelt, der fir 95 % der Falle zu
erwarten ist, wenn der Lauf mit derselben
Varianz wiederholt durchgefihrt wiirde.
Dies ist ein konservatives Schaimalf3, und
der Wertebereich kann aufgrund der
Varianz, die jeder RealTime-Analyse
innewohnt, relativ grof3 sein. Dieser Bereicl
kann grol3 sein, wenn Standards im Lauf
mitgefuhrt werden, deren Konzentrationen
sich deutlich von denen der unbekannten
Proben unerscheiden, wenn die Anzahl de
Wiederholproben gering ist oder wenn die
Varianz erheblich ist.

WICHTIG: Die Varianzen, die durch diese
Mafzahl angegeben werden, sind
immanent fir den exponentiellen Real
Time-Amplifikationsprozess und sind nicht
auf den Raor-Gene Q MDx zurtickzu
fuhren. Vergleichbare Tests, die unter
Verwendung von blockbasierten Therme
cyclern durchgefiihrt werden, wiirden
aufgrund der geringeren Temperatur
gleichformigkeit dieser Systeme zu einer
grolReren Varianz fuhren. Falls ein
Vergleichvon Thermocyclern vorgenom
men werden soll, empfehlen wir, die
Standardabweichung des CrWerts zu
vergleichen.
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Hinweis: Ausfuhrlichere Informationen zu Konfidenz
intervallen finden Sie in Anhang B.

Hinweis: Mit Ausnahme der Spalten “Colour”, “Name”,

“Ct” und “Ct Comment” kann jede der Spalten ein - oder
ausgeblendet werden, indem mit der rechten Maustaste auf
das Fenster geklickt und dann die Bezeichnung der jewei
ligen Spalte ausgewahlt (,Hakchen") oder deakiviert wird.

i Quant. Results - Cycling AFAM/SYBR (Page 1)

Mo MName

2 s
3 B aote
4 08
I i
I
A i
g 307
g W xi0s
1 B I0e
N e
12 [ 308
13 I05
14 W05
15 }10°5
18 }10°5
il iy
N iy
19l 310
o0 [ a0t
21 }10°3

1 3078

Ct Ct Commert
Analysis
w Mo,
w Color
w Mame
Type
w Ct
v CtComment
« Given Conc (Copies)
w Calc Conc (Copies)
v %o Var
« Rep. Ct
w Rep. Ct5td. Dev.
v Rep. Ct (95% CI)
Rep. Calc., Conc.
Rep. Calc. Conc, (35% CI)

19.47
19,59
1953
1852
22493

=10l x|

Given Cone [Cop| Cale Cone [Copie| % Var [=]

300000000,  324.345.068, 81% |
300,000,000,  301.264.230, 0.4%
300.000.000,  308.453.920, 2.8%
300.000.000,  298.576.301, 05%
30.000.000, 27.524.578, 8.3%
30.000.000, 26.405.444, 12.0%
30.000.000, 28.701.2396, 4.3%
30.000.000, 23847 613, 205%
3.000.000, 3392142, 13.1%
3.000.000, 3.170.880, 5.7%
3.000.000, 3130.752, 44%
3.000.000, 3.166.396, 5.6%
300.000, 321.913, 7.3%
300.000, 306.744, 1.9%
300.000, 312.045, 40%
300.000, 324.696. 8.2%
30.000, 32.420, 2.1%
30.000, 29.872, 0.4%
30,000, .10z, 37%
30,000, 330, 4.3%
3.000, 2.880, 5.0%
3.000, 2733 6.9%
3.000, 2.825 5.8%
3.000. 2.888 37%
300, 322 75%
300, 305, 16%
300, 275 8.5%

300, 291 S,EILI

d

Zur Erhéhung der ZwecknaRigkeit berechnet die “AutoStat*
Funktion automatisch den Durchschnitt, die
Standardabweichung sowie Minimal und Maximalwert der
zu analysierenden Proben. Markieren Sie mit gedriickter
linker Maustaste die Ergebnisse, die Sie interessieren, und
die Werte werden in einer Tabelle rechts auf dem Bildschirm

angezeigt.
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Im folgenden Screenshot ist die statistische Auswertung der
Konzentrationen mehrerer Proben dargestellt.

@ Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) [_[Olx]| Statistics

Ct Given Conc [Cop| Calc Cone: [Copie| 2 War fa m:::ul:_;n ;gﬁgggg
14.42 T Bz | ot 5
1459 30000000 16.2% :
14.40 30000000 42% Mean : 27328521
17.44 3000000 2422624 14.1% Std. Dev : 1.07537
17.58 3000000 310333 34% (Orders of Mag.]
17.42 3000000 HE71T 15.6%
2099 300000 265353 49%
2092 300000 298095 0.4%
21.04 300000 275802 B81% Copy |
24 N elnlnl ANIOE 1 ne

<] M >

WICHTIG: Die “AutoStat™Funktion ist kontextabhangig. Das
bedeutet, dass sie, wenn mdglich, nur sinnvolle Daten
berechnet.

Beispiel:

B Esist nicht mdglich, ein 95-%-Konfidenzintervall fiir
einen ausgewdhlten Set an berechneten Konzentrationen
zu erhalten, weil dabei auch das Regressionsmodell in
die Berechnung mit eingeht.

B Fir berechnete Konzentrationen wird eher die Standard-
abweichung der ,,GréRBenordnungen® und nicht der
absolute Wert angezeigt. Es handelt sich um eine
prozentuale Varianz. Beispiel: Ein Wert von 1,07537
entspricht einer Varianz von 7,54 % (278.974 —
322.611)= (300.000/1,07537 —300.000 x1,07537).
Die Ausgabe eines absoluten Werts fur eine Standard-
kurve ist nicht sinnvoll. Der Wert kdnnte bei der niedrigs-
ten Konzentration angegeben werden, um einen gerin-
gen wahrgenommenen Fehler ( 3 Kopien) zu erhalten,
oder bei der hohen Konzentration (= 3.000.000
Kopien). Aus diesem Grund wird die Standard-
abweichung der ,,GréRenordnungen* angezeigt.

B Beiden berechneten Konzentrationen wird der
geometrische anstelle des arithmetischen Mittelwerts
verwendet. Dadurch wird der exponentielle Verlauf der
Real-Time-PCR beriicksichtigt. Zum Beispiel sollte bei
zweifachen Verdiinnungen mit 1, 2, 8 und 16 Kopien der
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Durchschnitt bei 4 Kopien sein, weil dies in der Mitte
dieser Verdunnungsreihe liegt. Der arithmetische
Mittelwert ist allerdings bei 6,75. Der geometrische
Mittelwert ergibt sich zu: (1 x 2 x 8 x 16)™(1/4) = 4
Kopien.

“Dynamic tube normalization” (,Dynamische
réhrchenbezogene Normalisierung®)

Die “Dynamic Tube”-Option ist voreingestellt und dient dazu,
das durchschnittliche Hintergrundsignal jeder Probe unmittel
bar vor Beginn der Amplifikation zu bestimmen.

Bei der Standard-Normalisierung werden einfach die Werte
der ersten funf Zyklen genommen und als Mal3 fur die
Hintergrundfluoreszenz fir jede Probe verwendet. Alle
Datenpunkte einer Probe werden dann durch diesen Wert
dividiert, um die Daten zu normalisieren. Dies kam recht
ungenau sein, weil bei einigen Proben die Hintergrund
fluoreszenz wahrend der ersten funf Zyklen eventuell nicht
auf die Hintergrundfluoreszenz unmittelbar vor der Ampli
fikation schlieen lasst. Im Unterschied dazu wird bei der
dynamischen rohrchenbezogenen Normalisierung die zweite
Ableitung jeder Probenspur verwendet, um fur jede Probe
den Ubergangspunkt in die exponentielle Phase, an dem die
Fluoreszenz signifikant Uber das Hintergrundniveau hinaus
geht, zu ermitteln. Die Hintergrundfluoreszenzwird dann fir
jede Probe von Zyklus 1 bis zu dem Zyklus des Ubergangs
punkts gemittelt. Auf diese Weise erhalt man die genauesten
Quantifizierungsergebnisse.

Beachten Sie, dass bei einigen Datenséatzen die Hintergrund
fluoreszenz in den Zyklen vor Beginn dr Amplifikation nicht
konstant ist. In diesen Féllen kann es erforderlich sein, die
dynamische réhrchenbezogene Normalisierung durch
Klicken auf die “Dynamic Tube™Option zu deaktivieren, weil
dies zu einer ungenaueren Quantifizierung fihren konnte.
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“Nois e slope correction” (,Korrektur des
Rauschsignalanstiegs®)

Die Hintergrundfluoreszenz (als FWert) einer Probe sollte
idealerweise vor Beginn der Amplifikation konstant bleiben.
Manchmal zeigt der FFWert allerdings aufgrund des
zugrunde liegenden Chemismus der Reaktion eine allmah
liche Zunahme oder Abnahme. Dadurch ergibt sich ein
verzerrtes Level des Rauschsignals. Bei der Korrektur des
Rauschsignalanstiegs wird zur Bestimmung der Rausch
signalhdhe anstelle eines Duchschnittswerts eine Ausgleichs
gerade berechnet und als Bezugspunkt bei der Normak
sierung verwendet. Wenn die BaselinéNerte der Proben eine
deutliche Steigung aufweisen, dann kann die Aktivierung
dieser Funktion— durch Anklicken der Schaltflache “Slog
Correct” (,Steigung korrigieren®) — zu einer Verbesserung der
Daten von Wiederholproben fiihren. Die Korrektur des
Rauschsignalanstiegs ergibt bessere Daten, wenn die
RohdatenHintergrundwerte vor dem Ubergangspunkt in die
exponentielle Phase (C+) ansteigen oder abfallen.

Falls die Steigung nicht stetig verlauft oder die ersten Zyklen
der Basislinie einen deutlichen Anstieg oder eine Abnahme
des Signals im Vergleich zum Rest der Kurve aufweisen, kann
die Funktion “Noise Slope Correction” zu einigen uner-
winschten Effekten fithren, zum Beispiel dass die Kurven der
Negativkontrolle den Schwellenwert unterschreiten, da die
Basislinie als eine Ausgleichsgerade approximiert wird und
die Rohdaten dementsprechend normalisiert werden. Folglich
verbessert diese Funktion nicht immer die Qualitdt der Daten
und sollte nur dann angewendet werden, wenn die Kurven
der Rohdaten eine stetige Steigung aufweisen.
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Anpassung des Ubergangspunkts (Takeoff — -Punkt)

Der Algorithmus zur Anpassungdes Ubergangs oder
Takeoff-Punkts kann dazu verwendet werden, um eine
Mindestlange der Basislinie zu definieren, die bei der
Normalisierung genutzt wird. Um die Takeoff Punkt
Anpassung anwenden zu kdnnen, missen zwei Parameter
definiert werden. Wird ein Takeoff-Punkt mit einem
“Dynamic Tube“-normalisierten Wert berechnet, der
niedriger ist als der erste Parameter, dann wird der zweite
Parameter als der TakeoffPunkt verwendet. Die Anpassung
des TakeoffPunkts kann nur in Verbindung mit der
dynamischen, réhrchenbezogenen Normalisierung
(“Dynamic Tube”) verwendet werden.

“Ignore First” (,Erste Zyklen nicht berlcksichtigen®)

Das Fluoreszenzsignal in den ersten Zyklen eines Analyse
laufs kann gelegentlich nicht repréasenativ fir den Rest des
Laufs sein. Daher lassen sich in diesen Fallen bessere
Ergebnisse erhalten, wenn die ersten Zyklen nicht beriiek
sichtigt werden. Bis zu zehn Zyklen kénnen ausgelassen
werden. Wenn die ersten allerdings ahnlich aussehen wie die
nachfolgenden Zyklen, erhalt man bessere Ergebnisse, wenn
die Funktion “Ignore First” (,Erste nicht beriicksichtigen®)
deaktiviert wird, weil der Normalisierungsalgorithmus bei der
Berechnung dann eine gréf3ere Datenbasis verwendet.

“Outlier Removal” (,Entfernung von Ausreil3ern®)

Um zwischen geringen Veranderungen der Fluoreszenz und
echten Reaktionen in den Negativkontrollen ohne Template
DNA (NTCs = No Template Controls) unterscheiden zu
koénnen, stehen zwei Mdglichkeiten zur Verfigng: “NTC
Threshold” (,NTC-Schwellenwert*) und “Reaction Efficiency
Threshold” (,ReaktionseffizienzSchwellenwert"). Fir die
meisten Applikationen wird der NTG-Schwellenwert
empfohlen. Der verwendete Ansatz sollte in jedem Fall
validiert werden.
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El outlier Removal ] x|

—MNTC Threshold ;
Percentage of largest Fl change :

—

!

0% 15% 0%
Arw zample with a total change in fluorezcence

I 2 % |eas than thiz percent [relative to the largest
change in any tube] will not be dizplayed.

— Reaction Efficiency Threshold :

[T Enabled Only zamples which have an individual
reaction effiency at least equal to this
Thieshold - [ 100 = % value will be displaped after
; = narmalization.

] I Cancel I Help

“NTC Threshold”:Mithilfe dieser Option kénnen Proben oder
Negativkontrollen (NTCs), deren Fluores
zenz eine leichte Abweichung nach oben
aufweist, von der Analyse ausgeschlossen
werden. Alle Proben, deren Fluoreszenz
anderung unter dem NTC-Schwellenwert
liegt, werden nicht angezeigt und erhalten
den Eintrag “NEG (NTC)” in der Spalte “C+
Comment” (,Annotation zum C+-Wert®).

Die Angabe des Prozentsatzes erfolgt
relativ zur grofRten Fluoreszenzdnderung in
einem der ReaktionsgefaBe. Beispiel: Wenn
der Hintergrundwert einer Probe zu Beginn
bei 2 Fllag und auf47 Fl angestiegen ist,
dann entsprechen 45 Fl dem Prozentsatz
100 %. Ein NTC-Schwellenwert von 10 %
wirde dann alle Proben unter 4,5 Fl als
Hintergrundrauschen ansehen und nicht
berlicksichtigen.
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“Reaction Der ReaktionseffizienzSchwellenwert ist
Effidency eine alternative Methode, um Hintergrund
Threshold™: rauschen von der Analyse auszuschliel3en.

Bei diesem Normalisierungsalgorithmus
werden die Schatzmethoden zur Bestim
mung der Reaktionseffizienz verwendet, i&
auch bei der vergleichenden Quantifi
zierung angewandt werden (siehe Abschnii
7.6.6). Alle Proben, bei denen die Reak
tionseffizienz nicht mindestens dieses
Niveau erreicht, werden nicht beriicksichtig
und erhalten den Eintrag “NEG (R.Eff)” in
der Spalte “Ct+ Comment” (,,Annotation
zum Cr-Wert").

Ein Schwellenwert-Prozentsatz von 0 % zeigt
an, dass wahrend der exponentiellen Phase
keine Reaktion stattgefunden hat. Ein Wert
von 100 % dagegen, dass wahrend der
exponentiellen Phase eine absolut effiziente
Reaktion stattgefunden hat. Negative
Prozentangaben zeigen an, dass das
Fluoreszenzsignal in der exponentiellen
Phase abgenommen hat.

Derzeit liegen in der Literatur keine
schlissigen Angaben uber die genaue
Hbéhe der Effizienz vor, die erforderlich ist,
um tatsachlich abgelaufene Reaktionen von
Kontaminationen und anderen Effekten
unterscheiden zu kdnnen. Aus diesem
Grund empfehlen wir, diese Funktion
vorsichtig einzusetzen — unter der Annah-
me, dass jede Probe, in der tatséchlich eine
Reaktion stattfindet, eine detektierbare
exponentielle Phase mit einer gewissen
Zunahme der Fluoreszenz aufweisen wird.
Wenn Sie einen Wert von tber 0 %
einstellen, so werden dadurch einige
Proben mit ineffizienter Reaktion, aber
erkennbarer Zunahme der Fluoreszenz,
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ausgeschlossen. Wohingegen eine
Einstellung auf unter 0 % zur Anzeige von
Proben fiihren wird, deren Fluoreszenz
wéhrend der exponentiellen Phase
abgenommen hat und die selbstver
standlich ausgeschlossen werden sollten.

Hinweis: Falls ein Wert aufgrund der Aktivierung einer
dieser beiden Methoden ausgeschlossen wurde, wird im
“Quantitation Results™Fenster (,Quantifizierungsergebnisse*)
kein entsprechender Cr-Wert angezeigt. Gleichzeitig wird

eine Annotation uber den Ausschluss in der “C+ Comment”-
Spalte angezeigt. Daher ist es wichtig sicherzustellen, dass

die “Ct Comment”-Spalte immer angezeigt wird.

Im Beispiel des folgenden Screenshots wurden die Proben 7,
8 und 9 aufgrund des Reaktionseffizienz-Schwellenwerts
ausgeschlossen.

_ioix]
Mo, [Mame  |Type | o | Ct Comment | Given Conc [copies/reaction] |
7 10ek Standard MEG [R.Eff] 1.00E+08
a8 10ek Standard MEG [R.Eff] 1,00E+06
a9 10ek Standard MEG [R.Ef] 1,00E+06
10 105 Standard | 15,04 1.00E+05
11 105 Standard | 15,03 1.00E+05
1 2I I1 I=23] Standard | 15,05 1 ,EIEIE+EIEI
4 13

Stelgung, Amplifikation, Reaktionseffizienz

Die Steigung (M) einer Reaktion (im “Standard Curve”
Fenster angezeigt) kann mithilfe der folgenden Berech
nungen dazu verwendet werden, um die exponentielle
Amplifikation und Effizienz einer Reaktion zu lbstimmen:

Exponentielle Amplifikation = 102™)
Reaktionseffizienz = [10°YM] — 1

Die optimalen Werte fur M, die exponentielle Amplifikation
und die Reaktionseffizienz sind=3,322, 2 bzw. 1. Die
Reaktionseffizienz wird im Bericht (in vollstdndigen und in
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Standardberichten, siehe Seit&-16) und im “Standard
Curve-Fenster wiedergegeben.

Die Steigung wird berechnet als Verdnderung des Ct-Werts
dividiert durch die Verdnderung der logarithmischen
Startkonzentration (d. h. der Kopienzahl). Eine 100 %
effiziente Amplifikation entspricht einer Verdopplung des
Amplifikationsprodukts in jedem Zyklus, woraus sich ein M-
Wert von -3,322, ein Amplifikationsfaktor von 2 und eine
Reaktionseffizienz von 1 ergibt.

Bei einem gegebenen M-Wert von —-3,322 sehen die
Berechnungen folgendermafien aus:

Exponentielle Amplifikation: 10¢Y/-3322) = 2
Reaktionseffizienz: [106Y/3322)] -1 = 1

Alternatives Beispiel: Ein M-Wert von 3,8 bedeutet, dass die
Reaktion eine exponentielle Amplifikation von ca. 1,83 und
eine Reaktionseffizienz von 0,83 (oder 83 %) hat.

Verschiebung

In einer Geradengleichung zur mathematischen Beschrei
bung der Beziehung zwischen zwei Variablen wird die Ver
schiebung (“Offset”) durch den Buchstaben B angegeben
(y=Mx + B). Die Verschiebung wird auch als Achseab-
schnitt bezeichnet. Bentspricht dem Cr-Wert bei einer gege-
benen Konzentration von einer Einheit. Durch Einsetzen von
1 in die Formel zur Berechnung der Konzentration ergibt
sich:

Cr=log(l)xM+B
Cr=0xM+B
Das Ergebnis ist also: G =B

Der Achsenabschnitt kann von Lauf zu Lauf unterschiedlich
sein und ist ein weniger zuverlassiges Mal} als die Steigung.
Aus diesem Grund wird haufiger die Steigung ausgewertet
als der Achsenabschnitt.
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“Main window”  (,Hauptfenster*)

Im Hauptfenster werden die Amplifikationsdiagramme in
einer logarithmischen Skala angezeigt.

Durch einen Klick auf “Linear Scale” (,Lineare Skala®) am
unteren Rand des Fensters &ndert sich die logarithmische
Skala zur linearen Skala undumgekehrt. Beim Wechsel
zwischen diesen beiden Skalen @ndert sich lediglich das
angezeigte Diagramm, nicht die Berechnung. Sie kdnnen
dies verifizieren, indem Sie das “Pinpointer*Tool benutzen,
auf das Sie durch Klick mit der rechten Maustaste im Dia
gramm und Wahl der Funktion “Show Pinpointer”
(-,Pinpointer anzeigen") zugreifen kdnnen. Bei der logarith
mischen Skala sind kleinere Werte im Diagramm besser zu
erkennen, wahrend eine lineare Skala das Verfolgen der
gesamten Reaktion erleichtert.

Hinweis: Die Amplifikationsdiagramme werden in Echtzeit
aktualisiert, wahrend der RotorGene Q MDx bei einem
Analyselauf die Daten erfasst. Durch diese EchtzeBeob-
achtung der Daten kann der Anwender Ergebnisse sofort
sehen, sobald die Kurven einen exponentiellen Artgeg zer
gen. So konnen vorlaufige Ruckschliisse gezogen werden
und bereits Entscheidungen fur den néchsten Lauf getroffen
werden.

“Quantitation analysis templates” (,Vorlagen fur die
Quantifizierungsanalyse®)

Vorlagen fir die Quantifizierungsanalyse ermdglichen es
dem Anwender, die Normalisierungs und Schwellenwert
einstellungen in eine einzige*.qut -Datei zu exportieren. Eine
solche Datei kann in andere Experimente importiert und die
Einstellungen kénnen dann erneut angewand werden.
Weitere Informationen dazu, siehe Abschnit8.1.

Imported Settings
<hones

Irnpart... Expart...
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7.6.3

“Two standard curve” (,Zwei Standardkurven®)

Relative Genexpressionsanalysen unter Verwendung eines
Referenzgens (zur Normalisierung) konnen mithilfe der Zwei
StandardkurvenMethode durchgefiihrt werden.

Diese Methode erfadert eine Standardkurve fir jedes Gen.
Die Konzentration jedes Gens wird anhand der zugehérigen
Standardkurve berechnet. Die Expression des zu untersu
chenden Gens wird dann auf die des Referenzgens (haufig
werden daflr sog. HousekeepingGene verwendet)
normalisiert.

Es ist sehr wichtig, dass die Standards und die Wieder
holproben bei der Probenbenennung korrekt bezeichnet
werden (siehe Abschnit6.1.4). Insbesondere missen die
zueinander gehérenden Proben in jeder Analyse denselben
Namen haben. Bei einer Multiplexreaktion, bei der die
RoéhrchenPositionen des zu untersuchenden Gens und die
des Referenzgens dieselben sind, ist ein Satz an Proben
benennungen ausreichend. Wenn Sie eine relative (Quanti
fizierungs-)Analyse mit Referenzgen in einem einzigen Kanal
durchfihren (d. h. die Reaktionen werden in verschiedenen
Roéhrchen unter Verwendung desselben Fluorophors dureh
geflihrt), dann sollten Sie zweiProbenSeiten anlegen. Auf
der ersten sollten die RohrcherAPositionen mit den Proben fir
das zu untersuchende Gen benannt werden, wahrend die
anderen Positionen unbenannt bleiben. Auf der zweiten Seite
sollten die Positionen mit den Proben des Referenzgens
benannt werden. Die Software wird dann die Proben der
beiden Analysen auf der Grundlage ihrer Namen einander
zuordnen.

Expressionsanalyse bei Anwendung der Zwei -
Standardkurven -Methode

Die Daten kdnnen zuerst fur jedes Gen einzeln mithilfe der
Quantifizierungsanalyse ausgewertet werden. Andernfalls
werden die Ergebnisse fir jedes Gen automatisch mit dem
“Auto-Find Threshold™Tool (,Schwellenwert automatisch
ermitteln”) bestimmt.
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1. Gehen Sie im “Analysis*Dialogfenster auf die “2 Std
Curve (Rel.)* Registerkate (,Zwei Standardkurven
(rel.)"). Klicken Sie dann auf “New Analysis...” (,Neue
Analyse®).

[uantitation | kel
2 Std Curves [Fel) | Other

Show | Hide |
W Auto-shiink window

2. Geben Sie einen Namen fir die Analyse ein.

Rotor-Gene @ Series Software ) x|
Enter a name for the relative quantitation analysis:

Cancel

Relative Guart. Anahysis

3. Ordnen Sie die Seiten zu, die fur die Referenzgen
Analyse und Analyse des zu untersuchenden Gens
verwendet werden sollen. Beispiel: Nach Klick auf “Gene
of Interest Standard Curve” (,Standardkurve fiir das zu
untersuchende Gen*) 6ffnet sich das “Selection bGene
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of Interest Standard...-Dialogfenster. Wahlen Sie die
Seite, auf der das zu untersuchende Gen quantifiziert
wurde. Wiederholen Sie diesen Vorgang fur das
Referenzgen. Optional kann auch ein Kalibrator definiert
werden. Wenn Sie diese Option aktivieen, wird dem
Kalibrator der Wert 1 zugewiesen und die Konzentra
tionen aller anderen Proben werden relativ zu dieser
Probe berechnet.

Relative Quantitation E |

EE] Heports Ewpart |

2 Standard Curves Relative Quantitation |

[ Gene of Interest Standard Curee

[ Hommaliser Standard Curve

[ Calibrator Defined

{6 Selection of Gene of Interest Standar. .. |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an exizting analysiz to uze, or to create a
new analysiz, select a channel from the list, then click
Select. This window will cloze and vau will be taken to
the main window of this analyzis.

Select

El Cyiling &% ellow

| Other Bur... | Cancel
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Nach Abschluss der Zuordnungen werden die Optionen
mit einem Hakchen versehen (siehe folgenden

Screenshot).
Relative Quantitation x| |

5 Reports @ Export |

2 Standard Curves Relative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Mormalizer Standard Curve
[ Calibratar Defined

W Auto-shiink window

4. Klicken Sie auf die “Reports*Schaltflache (,Berichte"),
um den “Report Browser” anzuzeigen. Wéhlen Sie die
Analyse mit dem richtigen Namen aus der Liste aus.
Klicken Sie die “Show*Schaltflache, um den Bericht der
relativen Quantifizierung anzuzeigen. Mitilfe der
“Export”-Funktion kénnen Sie die Ergebnisse in eine
neue ExcelTabelle exportieren. Bei Mitfiihren eines
Kalibrators werden die Ergebnisse relativ zur Kalibra
torprobe, der der Wert 1 zugewiesen wird, berechnet.

_iojx|

— Report Categories — Templates :

- [General)

E! el Curve Analysis

Bi Comparative Quantitation

EI Delta Delka CT Relative Quantitation

i - Relative Quant. Analysis

&-2 Standard Curves Relative Quantitation
. Relative Quant. Analysis

standard Curves Condse)

o8
S MIQE Report {2 Standard Curves Full Report)

o
'% Relative Quant{Standard Curve)

Show I Cancel |

5. Die Konzentrationen, so wie sieaus den Standardkurven
fur das zu untersuchende Gen (“GOI Conc.”[GOI =
gene of interes}) und das Referenzgen (“Norm. Conc.”)
abgelesen werden sowie die relative Konzentration
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(“Relative Conc.”) werden angezeigt. Die Ergebnisse
kénnen als Word-Datei abgespeichert werden.

EEREcREREcEERERR

RERE

Esrrason Rate (Log0h

ol RER.BEREREE

Bhbb, bk

fiiegy

T Ul
1001 2008 15 37 30

1001 2008 16 5303

Gene Expression Graph (Raw Values)

Gene Expression Graph (Logarithmic)

g o
®

lise .

6. Die “Rel Min"- und “Rel Max"™-Werte werden durch
Berechnung der Standardabweichung des Quotienten
der Standardabweichungen des GOI und des
Normalisators nach folgender Formel generiert:

2 2
Cvrelconc = \/CVGOI + CVNorm
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Darin ist:
S stddev
V=—=————
X meanvalue
7.6.4 “Delta delta Crrelative quantitation” (,,Relative
Quantifizierung nach der Delta-Delta-CT-
Methode*)

Die Delta-Delta-Ct-Methode ermdglicht die relative Gen-
expressionsanalyse. Sie wurde von Livak und Schmittgen
(2001)* beschrieben.

Bei dieser Methode mussen nicht fur jeden Lauf Standard-
kurven erstellt werden. Jede Probe wird zuerst durch \Ver-
gleich mit dem Referenzgen auf die Menge an zugegebener
Template-DNA normalisiert. Diese normalisierten Werte
werden dann relativ zu einem Kalibratoransatz normalisiert.
Der Kalibrator kdnnte zum Beispiel eine unbehandelte
Wildtyp-Kontrolle oder eine Probe zum Zeitpunkt null sein.

Zwingende Voraussetzung ist, dass die Amplifikations-
effizienzen fur das zu untersuchende Gen und das Referenz-
gen identisch sind und dies geméaR den Richtlinien von Livak
und Schmittgen validiert ist.

Es ist auBerdem essenziell wichtig, dass die Proben im “Edit
Samples”-Fenster korrekt benannt werden, und dieselben
Proben in jeder Analyse einer zusammengesetzten Quanti-
fizierung identisch benannt sind.

1. Werten Sie die Daten mithilfe der “Q uantitation”-
Registerkarte aus. Nachdem eine Validierung durchge-
fihrt wurde, ist die Erstellung einer Standardkurve im
selben Lauf nicht mehr erforderlich.

2. Wahlen Sie von der “Other”-Registerkarte (,,Andere*) des

“Analysis”-Fensters die Methode “Delta Delta C+ Relative
Quantitation” (,,Relative Quantifizierung nach der Delta-

* Livak, KJ. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCRand the 2~ [-delta delta C(T)] method.
Methods 25, 402.
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Delta-C+Quantifizierung“). Wéahlen Sie dann “New
Analysis” (,Neue Analyse®).

2 5td Curves (Rel) | or— U
e M Allelic Dizcrimination

. Clearing Point Analysis
v EPC'!”Q AGreenPage  Copnarative Quantitation
& Cycling & Orange (P30 Cangentration Analysiz

Delta Delta CT Relative Quantitation

EndPoint Analysiz

High Resolution Melt Analysis
Scatter Graph Analyziz

Show All &nalyziz Options. ..

Show | Hide |
™ Auto-shrink window

3. Geben Sie einen Namen fir die Analyse ein.

Rotor-Gene () Series Software ) x|
Enter a namme for the relative quantitation analysis:

Cancel

Relative Quant. Analysis

4. Um mit der Auswertung fortfahren zu kénnen, muss die
Option “Validation Run Performed” (,,Validierungslauf
durchgefuhrt*) aktiviert sein. Definieren Sie die Seiten,
aufdenen das zu untersuchende Gen und das Referenz-
gen analysiert wurden.
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Relative Quantitation x| |
EE] Heparts Ewpart |

Delta Delta CT Relative Quantitation I

[ alidation Fiun Perfarmed
[ Gene of Interest Buantitation
[ Homaliser Buantitation

[ Calibrator Defined

{6 Selection of Hormaliser Standard Curve |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an exizting analysiz to uze, or to create a
new analyziz, select a channel from the list, then click
Select. This window will cloze and vou will be taken to
the main window of this analysis.

SR . Cling A Green
E ong® Momalizer
=~  Cycling & Orange

Select Other Bur.... | Cancel |

5. Kilicken Sie auf die “Reports®Schaltflache (,Berichte),
um den “Report Browser” anzuzeigen. Wahlen Sie die
Analyse mit dem richtigen Namen aus der Liste aus.
Klicken Sie die ‘Show™Schaltflache, um den Bericht der
relativen Quantifizierung anzuzeigen. Mithilfe der
“Export”-Funktion kénnen Sie die Ergebnisse in eine
neue ExcelTabelle exportieren. Bei Mitfiihren eines
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Kalibrators werden die Ergebnisse relativ zur
Kalibratorprobe, die den Wert 1 hat, berechnet.

=lox]

— Feport Categaories :

+ [General)

Ba telt Curve Analysis

Bi Comparative Quantitation

&-Dela Delta CT Relative Quantitation

- Relative Quat. Analysis

&2 Standard Curves Pelative Quartitation

— Templates

QF Report (Delta Delta Ct Con

3 MIGE Report {Delta Delta Ct Full Report)

.
3 Relative Quant{Delta Delta)

- Relative Quant. Analyziz

Shaow I

Cancel |

Ein Beispiel fur eine Ergebnistabelle dieser Analyse istim
folgenden Screenshot dargestellt. Die Cy-Werte fiir das
zu untersuchende Gen (“GOI1C+”) und das Referenzgen
(“*Norm. C+”), der Delta-C+- und der Delta-Delta-C+-
Wert sowie die relative Konzentration (“Relative Conc.”)
werden angezeigt. Die Angabe der Expression erfolgt
relativ zur Kalibratorprobe, der eine relative Expression
von 1 zugewiesen wird.

Weitere Informationen Gber die Ableitung der “Rel Min”-
und “Rel Max’-Berechnungen, siehe die Arbeit von Litvak
und Schmittgen (2001).*

C|Replicate Name [GOICT  [Nomn CT  [DetaCT | DeltaDeta CT[Relative Conc. [Relbin [RelMas [ Calibrater
Dilulion 8 837 |
Dilion 7 3761 28.39 9.22 440 004728 0.04128) 005414
Dilion 6 w72 2828 7.44 262 076228 014304 017863
Dilution 3504 2824 £.80 1.98 025292 011715 054805
Dilion 4 3294 2812 482 0.00 100000, 0E9432)  1.44025 Yes
Dilion 3 31.66 2823 343 -1.38 260825 216257 314579
Diltion 2 3005 2802 203 279 EO2153  B43040  7.3M130
Dilution 1 2861 Az g3 412 1741836 1647833 1841322
05 0.1 1UAu 2811
0,316 1L/l 3762 2810 9,51 470 003857 003633 004094
1101 36,84 2815 863 388 00BS05 004415 010488
ERCII 3445 28.05 6.40 1.59 033305 028205 039325
054 3267 28.29 438 043 134925 1.098200  1.65770
053 3007 27.98( 209 273 EE1982  B13888  7.08076
0s2 2688 27.64] 078 557 4761474 4502202 5035677
051 24.07 2710 -2.02 785 23060440, 208.45384] 255.10870

* Livak, KJ. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCRand the 2~ [-delta delta C(T)] method.

Methods 25, 402.
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7.6.5

“Melt curve analysis” (,Schmelzkurvenanalyse®)

Bei der Schmelzkurvenanalyse wird die Ableitung der Reh
daten nach Glattung ausgewertet.Diese Analyse wird haufig
bei Genotypisierungen und zur Alleldiskriminierung einge
setzt. Peaks in der Kurve werden zu Peakgruppen oder
bereichen, sogenannten “Bins”, zusammengefasst und alle
Peak unterhalb des Schwellenwerts werden verworfen. Bins
kénnen anschlieRend mithilfe des “Genotypes*Befehls
bestimmten Genotypen zugeordnet werden.

Im Anschluss an einen Lauf kann bei einigen Detektions
reagenzien ein Schmelzschritt durchgefiihrt werden, um die
Dissoziationskinetik der amplifizierten Produkte zu visli-
sieren. Die Temperatur wird mit linearer Rate erh6ht und die
Fluoreszenz in jeder Probe wird gemessen. Eine typische
Schmelzkurvenanalyse ist im folgenden Screenshot
dargestellt.

s E5[0nD)
w  WIEnD)
MN2MnC)
MNIMnC)
W ilin €
5 i )
10310 &1

Hhsent| | A @ & [ notortene 0 Serea s [WE2WEF wm
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Peak Calling
[+ Flip sign of dFADT

Thieshald:  [0.30821 1|
Temperature

Threshold : I55 1'
Peak Binz

Mame | Value | width | =
Binda 8042 4 r—
BinE 8355 4 |
M e | E dit | Femove |

Imported Settings
<Nones

[rpart.... | Export... |

“Flip sign of Stellen Sie sicher, dass die RelatiodF/dT

drF/dT™: das richtige Vorzeichen fir den Datensatz
hat, sodass sich positive Peaks ergeben,
bevor Sie die Peaks genau bestimmen.
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“Defining peaks™: Bei der Schmelzkurvenanalyse konnen die
Peaks nach verschiedenen Methoden
bestimmt und angezeigt werden. Eine
besteht darin, alle Peaks fir jede Probe
automatisch zuordnen zu lassen. Die
andere ist, die Peaks den Bins zuzuordnen
was bei Genotypisierungen nutzlich ist.

Bins definieren den Bereich, in dem Peaks
erwartet werden. Die Software der
Schmelzkurvenanalyse fasst auf der
Grundlage der tatsédchlichen Peakwerte in
der Kurve die Peakgruppen zu Bins
zusammen. Falls erforderlich, kbnnen die
Bins bearbeitet werden.

Jeder Peak, der im festgelegten Bereich de
Bins auftritt, wird diesem Bin zugeordnet.
Falls zwei Bins eng beieinander liegen, wir
der Peak dem nachstgelegenen Bin
zugewiesen.

Hinweis: Die Bins sollten nicht visuell
positioniert werden, um PeakPositionen
abzuschétzen. Legen Sie die Bins ungeféah
in den interessierenda Bereich und
verwenden Sie dann die tatsachlich ange
zeigten Werte in der Ergebnistabelle, um
ein genaueres Ergebnis zu erhalten.

“Peak Bins™ Um einen Bin zu definieren, klicken Sie aut
die “New Bin”-Schaltflache. AnschkRend
klicken Sie in das Diagramm und halten
die Maustaste gedriickt, um die Mitte des
Bins festzulegen. Wiederholen Sie den
Vorgang, um einen weiteren Bin hinzu
zuftigen. Durch Klicken auf die “Remove*
Schaltflache kdnnen Sie Bins Idschen.
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“Threshold”: Zum Einstellen des Schwellenwerts (auf de
y-Achse) klicken Sie auf das entsprechend

Icon (ll); anschliel3end klicken Sie im
Diagramm auf die SchwellenwertLinie und
ziehen sie (bei gedriickter Maustaste) auf
den gewiinschten Wert.

“Temperature  Zum Einstellen eines TemperatwSchwel
Threshold™: lenwerts (auf der xAchse) klicken Sie auf

das entsprechende Icon \ll); anschliel3end
klicken Sie im Diagramm auf die Schwel
lenwert-Linie und ziehen sie (bei gedriickte
Maustaste) nach rechts auf den gewlinsch
ten Wert. Dadurch verschwindet die
SchwellenweriLinie fur niedrigere
Temperaturen.

Hinweis: Dies ist sinnvoll, wenn das
Messsignal bei niedrigen Temperaturen
durch zu starkes Rauschen gestort ist.

“Reports” (,Berichte”)

Durch Klicken auf diese Schaltflache 6ffnet sich der Bericht
Browser (“Report Browser”), in dem fiir die Voransicht ein
Bericht ausgewéahlt werden kann. Ein Bericht kann auf der
Grundlage des aktuell aktivierten Kanals erzeugt werden,
oder es kann ein Multikanal-Genotypisierungsbericht erstellt
werden.

“Results” (,Ergebnisse*)

Bei Klick auf diese Schaltflache wird das “Melt Curve
Results*Dialogfenster (,Ergebnisse der Schmelzkurven
analyse") angezeigt, in dem die ProbenPeaks dargestellt
sind.

“Genotypes” (,Genotypen®)

Klicken Sie auf “Genotypes...” und wahlen Sie die
Genotypen aus, wie im folgenden Screenshot gezeigt.
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%é Edit Genotypes for Melt A Green |

Genotype : Abbrew. : Bind BinB

IH:::mu:uz_l,lg-:uus IMM I_ _I
IHeteruz_l,lgu:-us IMW I_ I_

|wud Tvpe |ww

ok

E;'n::el |
] Hep |

Dieses Fenster ermogliches, Genotypen dem Auftreten
bestimmter Peaks in Bins zuzuordnen. Im Screenshot ist die
voreingestellte GenotypKonfiguration gezeigt: Heterozygote
Proben haben zwei Peaks, homozygote Proben einen Peak
im ersten Bin und WildtypProben einen Peak im zweita Bin.
Im Textfeld neben der Bezeichnung des Genotyps kann eine
Abklirzung eingetippt werden. Diese wird beim Ausdrucken
von Multikanal-Genotypisierungsberichten verwendet, sodass
die Ergebnisse bei mehreren Kandlen leichter gelesen
werden koénnen.

S
N

Bei einer Multiplexanalyse missen die Genotypen in jedem
Kanal eingerichtet werden. Wenn zum Beispiel eine
gequenchte ZweikanatFRETAnalyse durchgefihrt wird, bei
der in jedem Kanal ein Wildtyp und ein heterozygoter
Genotyp erwartet werden, missen die BifParamete fur

jeden Kanal entsprechend eingestellt werden. Die Ergebnisse
werden dann in Form eines MultiplexBerichts ausgegeben.

“Melt analysis templates” (,Vorlagen fur die
Schmelzkurvenanalyse*)

Vorlagen fir die Schmelzkurvaanalyse erméglichen es dem
Anwender, die Normalisierungs-, Schwellenwert, Genotyp-
und Bin-Einstellungen in eine einzige*.met -Datei zu expor
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7.6.6

tieren. Eine solche Datei kann in andere Experimente impor
tiert und die Einstellungen kdnnen dann erneut angewadt
werden. Weitere Informationen dazu, siehe Abschnit8.1.

Imported Settings
<hone:

Irnport... | Export... I

“Comparative quantitation” (,Vergleichende
Quantifizierung*)

Bei der vergleichenden Quantifizierung wird in einem Lauf,
in dem eine Standardkurve nicht verflgbar ist, die relative
Genexpression in den Proben mit einer Kontrollprobe
verglichen. Diese Methode wird haufig bei Microarray
Analysen angewandt. Warton und Mitarbeiter (2004)* haben
ein Beispiel flir diese Methode beschrieben.

1. Um die Analyse durchzufithren, wahlen Sie im
“Analysis”-Dialogfenster die O ption “Other” und dann
“Comparative quantitation” (,,Vergleichende Quantifi-
zierung*). Doppelklicken Sie dann auf den auszuwer-
tenden Kanal.

2. Wadhlen Sie eine Kontrollprobe aus dem Drop-down-
Meni am rechten Bildschirmrand unterhalb der
Probenwechsler-Leiste (“Toggler”).

3. Die Ergebnisse werden automatisch berechnet und im
“Comparative Quantitation Results”-Fenster (,,Ergebnisse
der vergleichenden Quantifizierung®) unter dem
Diagramm angezeigt.

Die ersten Spalten im “Comparative Q uantitation Results”-
Fenster enthalten die Nummer und die Benennung der
Proben. In der “Takeoff’-Spalte wird der sogenannte
Ubergangs- oder Takeoff-Punkt angezeigt. Die zweite
Ableitung der Amplifikationskurve ergibt Peaks, die der
maximalen Rate der Fluoreszenzzunahme im Reaktions-
ansatz entsprechen. Der Takeoff-Punkt ist definiert als der

*Warton, K, Foster, N.C., Gold, W.A., and Stanley, KK (2004) Anovel gene
family induced by acute inflammation in endothelial cells. Gene 342, 85.
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Zyklus, bei dem die aveite Ableitung 20 % des Maximalwerts
erreicht; er zeigt das Ende des Hintergrundrauschens bzw.
den Ubergang in die exponentielle Phase an.

Das folgende Diagramm zeigt die zweite Ableitung einer
Amplifikationskurve mit der relativen Position des Maximums
der zweiten Ableitung und des TakeoffPunkts.

120%

Zweites Ableitungsmaximum
100%

0% //‘\\
6 EO.-O / \
ADG
Takeoff-Punki \

20% \

0% i T T - T A

1 2 3 4 l\i ),/‘7

—2 E?o V

—40%

In der “Amplification” -Spalte finden Sie Angaben zur Reak
tionseffizienz in der Probe. Eine 100%ige Effizienz wirde
einen Amplifikationswert von 2 fiir jede Probeergeben, was
wiederum bedeuten wirde, dass die Menge an Amplikon in
jedem Zyklus verdoppelt wird. In der exponentiellen Phase
sollte sich das RohdaterSignal verdoppeln. Beispiel: Wenn
bei Zyklus Nr. 12 das Signal 50 Fluoreszenzeinheiten betragt
und 51 in Zyklus 13, dann sollte es bei Zyklus 14 auf 53
Fluoreszenzeinheiten ansteigen. Von allen Amplifikations
werten jeder Probe wird der Durchschnitt gebildet; der
dadurch erhaltene Amplifikationswert wird unterhalb der
Toggler-Leiste am rechten Bildschirmrandangezeigt. Je
grol3er die Abweichung zwischen den berechneten Ampli
fikationswerten jeder Probe, desto grol3er wird das Konfi
denzintervall (angezeigt durch den Wert nach dem +
Zeichen). Das Konfidenzintervall gibt bei einer grof3eren
Probenanzahl N mit einer Wahrscheinlichkeit von 68,3 % an,
dass der wahre Amplifikationswert der Proben innerhalb
dieses Wertebereichs liegt (einfache Standardabweichung).
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Durch Verdopplung des +-Intervalls wird ein 95,4-%
Konfidenzintervall fiir ein gréReres N erreicht.

“Calibra tor Replicate” (,Kalibrator -
Wiederholproben®)

Wie bei der Delta-Delta-C+-Methode wird eine Kalibrator-
probe bendtigt und die Messungen erfolgen relativ zu diesem
Kalibrator. Wiederholproben des Kalibrators kénnen ausge-
wertet werden, da der Durchschnitt der Takeoff-Punkte
verwendet wird, vorausgesetzt mehrere Probenpositionen
haben dieselbe Benennung. Zur korrekten Anwendung dieser
Funktion muss daher sichergestellt sein, dass die Wiederhol-
proben identisch benannt sind.

Calibrator Heplicate

k2

R esults
Average Amplification 1.78+-0.04

Der durchschnittliche Amplifikationswert dient dazu, die
Expression zu berechnen. So dauert es beispielsweise bei
einer Probe mit niedrigem Amplifikationswert l&nger, eine
bestimmte absolute Kopienzahl zu erreichen, als bei einer
Probe mit hdherem Amplifikationswert. Die “Rep. Conc.”-
Spalte (,,Konzentration in Wiederholproben®) im “Compa-
rative Quantitation Results”-Fenster enthalt die relativen
Konzentrationsangaben. Die relative Konzentration jeder
Probe im Vergleich zur Kalibratorprobe wird auf der Grund-
lage des Takeoff-Punkts und der Reaktionseffizienz
berechnet. Die Angabe erfolgt in wissenschaftlicher
Exponential-Schreibweise.

Hinweis: Der rechts neben dem % -Zeichen, in der “Average
Amplification”-Spalte (,,Durchschnittliche Amplifikation*),
angezeigte Wert entspricht der Standardabweichung des
durchschnittlichen Amplifikationswerts nach Entfernung von
Ausreilern bei den Amplifikationswerten. Ist dieser Wert
groR, dann ist der Fehler bei der Gesamtberechnung der
Konzentrationswerte eventuell ebenfalls groR.
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7.6.7

Die Software berechnet die relativen Konzentrationen
folgendermalRen:

1. Der TakeoftPunkt jeder Probe wird anhand der Peaks
der zweiten Ableitung berechnet.

2. Die durchschnittliche Zunahme in den Rohdaten wird vier
Zyklen nach dem TakeoffPunkt berechret. Dies ergibt
den Amplifikationswert der Probe.

3. AusreifRer bei den Amplifikationswerten werden entfernt,
um das Rauschen in der Hintergrundfluoreszenz zu
berucksichtigen.

4. Von den verbleibenden Amplifikationswerten wird der
Durchschnittswert gebildet. Diesrgibt dann die
durchschnittliche Amplifikation.

5. Der durchschnittliche TakeoffPunkt wird fur jede
Kalibrator-Wiederholprobe berechnet.

6. Die relative Konzentration einer Probe wird wie folgt
berechnet: Amplification”(Kalibrator -Takeoff — Proben
Takeoff).

7. Das Ergebnis wird in ExponentialSchreibweise in der
“Rep. Conc.”-Spalte des “Comparative Quantitation
Results*Fensters angezeigt.

“Allelic discrimination” (,Alleldiskriminierung®)

Bei der Alleldiskriminierung werden in Echtzeit erfasste
kinetische Daten aus zwei oder mehr Kanéalen zur Gene
typisierung von Proben verwendet. Um diese Analyse
durchzufuihren, wahlen Sie im “Analysis®Dialogfenster die
Option “Other” und dann “Allelic Discriminati on”
(-Alleldiskriminierung®). Bei der Alleldiskriminierung reicht es
nicht, einen Kanal per Doppelklick auszuwéahlen, weil diese
Analyse unter Verwendung mehrerer Kanale gleichzeitig
durchgefihrt wird. Halten Sie die CTRiTaste (,Strg“Taste)
gedrickt und klicken Sie auf jeden auszuwertenden Kanal,
um ihn zu markieren oder ziehen Sie den Mauszeiger (bei
gedriickter Maustaste) Uber diese Kanale. Sobald die
gewilnschten Kanale markiert sind, klicken Sie auf “Show”.
Die Liste wird aktualisiert und zeigt alle Kand (mit einem
Hakchen daneben) in einer Reihe an. Damit wird angezeigt,
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dass sie alle in einer Analyse verwendet werden. Um einen
oder mehrere dieser Kanale wieder zu entfernen, klicken Sie
mit der rechten Maustaste auf die Analyse und wahlen
“Remove Analsis...” (,Analyse ... entfernen”). Diese Kanale
kénnen dann bei einer anderen Alleldiskriminierungsanalyse
verwendet werden. Ein Kanal kann zu einem Zeitpunkt
immer nur in einer Analyse verwendet werden.

“Reports”:

“Results™

“Normalization
options™:

Bei Auswahl dieser Option 6ffnet sichder
“Allelic Discrimination Analysis™Bericht in
einer Voransicht.

Bei Auswahl dieser Option werden die
Ergebnisse der Alleldiskriminierung im
“Allelic Discrimination Results*Fenster
angezeigt. Dieses Fenster wird standard
mafiig geodffnet, wenn die Analyse zum
ersten Mal angezeigt wird.

Mehrere Optionen stehen zur Verfligung,
um die Normalisierung der Rohdaten zu
optimieren:

B “Dynamic Tube” (dynamische
réhrchenbezogene Normalisierung)

B “Slope Correct” (Korrektur des
Rauschsignalanstiegs)

B “Ignore First x cycles” (Korrektur des
Hintergrundrauschens in ersten x
Zyklen)

B “Takeoff point adjustment” (Anpassung
des Ubergangspunkts (Takeoff-Punkts))

Weitere Einzelheiten finden Sie auf
Seite 7-32.
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“Discrimination  Geben Sie in diesen Textfeldern Werte ein

Threshold™: um die SchwellenweriLinie fir die Diskrk
minierung zu positionieren. Alle Kurven, die
diese SchwellenwerLinie tberschreiten,
werden als Proben bei der Genotypisierun¢
bertcksichtigt. Klicken Sie jeweils auf das
Icon rechts neben dem Textfeld, ziehen Sie
dann (mit gedriickter Maustaste) die
SchwellenweriLinie im Diagramm, um
diese Werte visuell einzustellen.

Discrimination Threshold

Theshold:  [005302 | ™% |
Eimaﬂydnl—J

“Genotypes”: Bei Auswahl dieser Option offnet sich das
“Genotyping” -Dialogfenster (,Genotypk
sierung®), in dem Sie festlegen, welcher
Genotyp in einem Kanal detektiert wird.
Dieses Fenster ermoglicht es lhnen, fur die
Alleldiskriminierungsanalyse verschiedene
Genotypen bestimmten Kanalen
zuzuordnen.

Im nachfolgend gezeigten Beispiel ist eine
Probe heterozygot, wenn die Messwerte in
den Kanélen “Cycling A.Green” und
“Cycling A.Yellow” die SchwellenweriLinie
Uberschreiten.
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#i Genotyping

LIl x|

Genotype |F|eac:ting Channels |

“wild Type Cycling A.Green

Heterozpgous Cycling & Green Cycling A ellow
Mutant Cycling A ellow

]

Cancel | Help |

“Allelic analysis Vorlagen fir die Allelanalyse ermdglichen

templates”: den Export der Einstellungen fir die Nor
malisierung, den Schwellenwert und die
Genotypen in einer einzigen*.alt -Datei.
Eine solche Date kann in andere Expert
mente importiert und die Einstellungen
kénnen dann erneut angewandt werden.
Weitere Informationen dazu, siehe
Abschnitt8.1.

Imported Settings

<Hanes:
Irnport... | Export... I
7.6.8 “Scatter graph analysis” (,Scattergramm -

Analyse*)

Die Scattergramm-Analyse ermdglicht eine Genotypisierung
auf der Grundlage der relativen Expression in Amplifikations
diagrammen Uber zwei Kanéle. Im Unterschied zurAlleldis-
kriminierung erfolgt die Bestimmung des Genotyps nicht
anhand eines einzigen Schwellenwerts, sondern anhand der
Bereiche, die im Scattergramm festgelegt sind. Um diese
Analyse durchzufuhren, wahlen Sie im “Analysis’Dialog-
fenster die Option “Other” und dann “Scatter Graph
Analysis”.
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Bei der ScattergrammAnalyse reicht es nicht, einen Kanal
per Doppelklick auszuwahlen, weil diese Analyse unter
Verwendung von zwei Kanélen gleichzeitig durchgefiihrt
wird. Halten Sie die SHIFTTaste (,Umschalt“Taste)gedriickt
und klicken Sie auf die auszuwertenden Kanéle, um sie zu
markieren, oder ziehen Sie den Mauszeiger (bei gedriickter
Maustaste) Uiber die Kanale. Sobald die gewilinschten Kanale
markiert sind, klicken Sie auf “Show”.

Die Liste wird aktualisiert und zegt alle Kanale (mit einem
Hakchen daneben) in einer Reihe an. Damit wird angezeigt,
dass sie alle in einer Analyse verwendet werden. Um einen
oder mehrere dieser Kanale wieder zu entfernen, klicken Sie
mit der rechten Maustaste auf die Analyse und wahlen
“Remove Analysis...” (,Analyse ... entfernen®). Diese Kanéle
kénnen dann bei einer anderen ScattergrammAnalyse
verwendet werden. Ein Kanal kann zu einem Zeitpunkt
immer nur in einer Analyse verwendet werden.

“Reports™ Bei Auswahl dieser Option 6ffnet sity der
“Scatter Analysis:Bericht in einer
Voransicht.

“Results”: Bei Auswahl dieser Option werden die

Ergebnisse der ScattergrammAnalyse im
“Scatter Analysis ResultsFenster ange
zeigt. Der Genotyp jeder Probe wird
anhand der vom Anwender festgelegten
Bereiche im Scattergramm bestimmt.
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“Normalization
options”:

“Genotypes...™

Mehrere Optionen stehen zur Verfligung,
um die Normalisierung der Rohdaten zu
optimieren:

B “Dynamic Tube” (dynamische
réhrchenbezogene Normalisierung)

B “Slope Correct” (Korrektur des
Rauschsignalanstiegs)

B “Ignore First x cycles” (Korrektur des
Hintergrundrauschens in ersten x
Zyklen)

B “Takeoff point adjustment” (Anpassung
des Ubergangspunkts (Takeoff-Punkts))

Weitere Einzelheiten finden Sie auf
Seite 7-32.

Bei Auswahl dieser O ption 6ffnet sich das
“Genotyping”-Dialogfenster (,,Genotypi-
sierung®), in dem Sie festlegen, welcher
Genotyp in einem Kanal detektiert wird. In
diesem Fenster kdnnen Genotypen auf der
Grundlage der Kandle, mit der die
Fluoreszenz einer Reaktion erfasst wird,
zugeordnet werden. Die ausgewahlten
Kandle dienen dazu, die Eckpunkte des
Scattergramms zu markieren und fithren
den Anwender in den Abschnitt des
Scattergramms, in dem die Bereiche
definiert werden sollten.

¥ Genolyping B

Genotype

wild Type
Heterozygous
Mutant

| Reacting Channels | ﬂ

Cycling &.Green
Cycling &.Green Cycling A Yellow
Cycling A.Yellow

Cancel Help |
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“Scatter Graph”: Das Scattergramm zeigt die relative
Expression in den beiden ausgewahlten
Kanalen an. Dabei erfolgt die Anzeige
normalisiert, um die in jedem Kanal
unterschiedlichen Anstiege zu bertick
sichtigen, und auf logarithmischen
Malistab umgerechnet, um die Unter
schiede in der Expression zwischen den
Proben deutlicher hervorzuheben.

Zur Durchfuhrung der Genotypisierung
definiert der Anwender die Bereiche durch
Anklicken und Ziehen einer Markierung
(bei gedriickter Maustaste) im Diagramm.
Die Markierung kann dann mit einer
Benennung versehen werden, die auf den
Genotypen beruht, die im “Genotyping”-
Fenster konfiguriert wurden.

o Scalter Analysis Graph - Cycling A Green, Cycling A Yellow (Page 1) I Scatter Analysis Results - €

d Type.

al  Mutant

- T00p
c-100pg
1 bllpg

“wild Type

“Scatter Graph Vorlagen fur die ScattergrammAnalyse

Analysis ermoglichen es, Einstellungen fur die

Templates”: Genotypen und die Bereiche in eine einzigt
*,sct-Datei zu exportieren. Eine solche
Datei kann in andere Experimente impor
tiert und die Einstellungen kdnnen dann
erneut angewandt werden. Weitere
Informationen dazu, siehe Abschnitt8.1.
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7.6.9

Imported Settings
<hones

Irnpart.. | Expart... I

“EndPoint analysis” (,Endpunkt -Analyse®)

Die EndpunktAnalyseermoglicht es am Ende eines Laufs,
zwischen amplifizierten und nicht amplifizierten Proben zu
unterscheiden. Die Ergebnisse sind qualitativer Natur
(positiv/negativ), nicht quantitativ.

Ein Beispiel einer EndpunktAnalyse ist im nachfolgenden
Screenshotwiedergegeben.

BE Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo.
File Anelysis Run Gain View Searity Window Help

o 3 2 7 :

7 €| D lvew & @ & @ W W
New Open Save Help

Channels

B .

Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
7 Cycling A(from 40).FAM/SYBR

27| Cyding A.FAM/SYBR 7 Cyding A.JOE 7 Cyding A(from 40).JOE

B EndPoint Analysis - Cycling Affrom 40).FAM/SYBR, Cycling A(from 40).JOE (Page 1) [ ][B)]

= &
Reparts Results  Genotypes...
1o/ SNl Level (%) Cycing A(from 40). FAWSYBR - Circes.
. Cyciing A(from 40).JOF - Diamonds

140

120
*

100 o

g Threshold 4 Bark On Bark Off

Named On | AIOn | AIOK
Ecit Samples..

4o

&0

Contils | Thresholds |

Pasitive Controls

W 1) Heterazvgans

Negative Controls

Heterozygous
2 Heteiozygous  Unknown Het Fieaction Fieaction
3 widpe Unknauin wid Feactian Na Reaction
4 Heterozygous  Unknown Het Fieaction Fieaction
5
3

Fosiive Control Fieaction Fieaction 8] Mutation
[91wild tpe

To set the defined controls.
click Edit Samples

Hetsrozygous  Unknown Het Fieaction Fieaction
wid type Unkrown wid Fieaction No Fieaction

Fotor-Gene [ Series Software 4.7 (Build 1) VIRTUAL MODE  Cunent User: CORBETT Ainsongy [Administiators]

Die EndpunktAnalyse ist der Alleldiskriminierunginsofern
ahnlich, als dass die Ergebnisse qualitativ sind und
Probenbezeichnungen bestimmten Permutationen der
Reaktionen Uber verschiedene Kandle zugeordnet werden
kénnen. Bei der EndpunktAnalyse wird allerdings nur einmal
gemessen, im Unterschied zur Meldiskriminierung, bei der
fur jede Probe in jedem Zyklus eine Messung erfolgt. Das
bedeutet, dass der Anwender Positivund Negativkontrollen
festlegen muss, um die Analyse zu ermdglichen. Bei den
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Rohdaten werden die Fluoreszenzsignale relativ zu den
bekannten Positiv und Negativkontrollen fur jeden Kanal
normalisiert. Der Anwender wahlt dann eine prozentuale
Signalstarke als Schwellenwert.

Bei der Endpunkt -Analyse verwendete Begriffe

Einige der bei der EndpunktAnalyse verwendeten Begriffe
werden im Fdgenden erklart.

“Positive control”:Eine DNA-Probe, von der bekannt ist, dass

“Negative
control™:

“Threshold™:

“Signal level”:

sie amplifiziert wird (,Positivkontrolle*).

Eine DNA-Probe, von der bekannt ist, dass
sie nicht amplifiziert wird. Sie ergibt
typischerweise eine Fluoreszae in Hohe
des Hintergrundsignals
(,Negativkontrolle®).

Der Schwellenwert entspricht einer
Signalstérke, oberhalb der eine Probe als
positiv angesehen wird (d. h. sie wird
amplifiziert). Diese Einstellung muss vom
Anwender fir jeden Lauf anggasst
werden.

Die Signalstarke ist eine prozentuale
Angabe des Fluoreszenzsignals, das so
normalisiert wird, dass das hochste Signal
der Positivkontrollen gleich 100 % und das
niedrigste Signal der Negativkontrollen
gleich 0 % ist.
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“Genotype”: Eine Interpretation verschiedener Permu
tationen der Reaktionen in verschiedenen
Kanalen. Zum Beispiel kdnnte der Genotyg
.heterozygot* Proben zugeordnet werden,
bei denen sowohl eine im grinen als auch
im gelben Kanal messbare Reaktion
erfolgt. Der Genotyp kann auch dazu
verwendet werden, die Ergebnisse von
Reaktionen mit internen Kontrollen
anzugeben. Beispielsweise kénnten die
Ergebnisse als “inhibited” (,gehemmt®),
“positive” (,positiv’) oder “negative”
(,negativ*) angegeben werden, je
nachdem, ob eine Reaktion in bestimmten
Kanélen erfasst wurde oder nicht.

Konfiguration des Temperaturprofils

x|
1. Fiotor Selestion 2 Confim Profie |

A . 8 H ]

Mew Open  Save As Help

The run will take approximately & minutel(s) ta complete. The graph below reprezents the run to be performed

Click an a cycle belav ta madify it -

Hold Insert after
Insest before...
Remave

Thiz cycle repeats. 5 | time(z)
Click on one of the steps below to madify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step j J LI
50 deg
10 seconds

Acquiring ta Cycling &

an Green

I~ Long Rangs
™ Touchdawn 50 deg. for 10 secs

< Back Save Template Start Run Cancel
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Bei einer EndpunktAnalyse wird ein Temperaturprofil
abgearbeitet, das aus einem Halteschritt bei 50°C fir
mehrere Minuten und einem ZyklusSchritt mit einer Stufe
(50 °C fur 10 Sekunden) mit Erfassung im erforderlichen
Kanal besteht. Stellen Sie die Anzahl der ZyklugVieder-
holungen (“repeats”) auf den Wert ,5" ein (wie im oben
abgebildeten Screenshot zu seén). Diese Zeiten dienen
lediglich als Richtschnur und kdnnen fur Ihre Applikation
unterschiedlich sein. Je mehr ZykludViederholungen das
Profil enthalt, desto mehr Informationen werden bei der
Auswertung erhalten. Bei der Auswertung wird aus allen
Messweten automatisch der Durchschnittswert ermittelt,
sodass ein Einzelwert fiir jede Probe erhalten wird. Eine
spezifische Angabe der erforderlichen Anzahl an Wieder
holungen gibt es nicht. Sofern ein sehr hohes Mal an
Genauigkeit gefordert ist, sind finf Wiederholungen in der
Regel ausreichend.

“Analysis” (,Analyse*)

Eine EndpunktAnalyse kann mit mehreren Kanélen
gleichzeitig durchgefuhrt werden. Um eine neue Analyse
anzulegen, klicken Sie auf die “EndPoint*Registerkarte und
wahlen die Kanéle aus, indem Sieden Mauszeiger (bei
gedrickter Maustaste) darlber bewegen. AnschlieBend
klicken Sie auf “Show” (,Anzeigen*).
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Cluantitation I Scatter
EndPoint | Other. .

Cycling & vellow

Show | Hide |
[ Auto-shrink windaw

“Define controls” (,Kontrollen definieren®)

Wenn eine EndpunktAnalyse zum ersten Mal getffnet wird,
wird folgende Meldung angezeigt, falls Positiv und Negativ-
kontrollen nicht definiert wurden.

Rotor-Gene  Series Software x|

i) To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these controls dick
QK.

Klicken Sie auf “OK”. Das “Edit Samples*Fenster 6ffnet sich,
in dem Sie die Positiv und Negativkontrollen definieren
kénnen. Um eine Probe als positive odemegative Kontrolle
festzulegen, klicken Sie auf die entsprechende Zelle in der
“Sample Type“Spalte (,Probentyp*) und wahlen den zutref
fenden Typ der Kontrolle aus dem Dropdown-MenU aus.

Hinweis: Die Kontrollen missen mit dem Probenwechsler
(“Toggler”) am rechten Rand Hauptfensters eingeblendet
sein, um die Analyse durchfiihren zu kénnen.
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‘v Select Positive and Negative Controls N x|
Flease select at least one positive and negative control, then click O, These
controls will be used as references faor the flucrescence required for a reaction.
“f'ou should select positive and negative controls far each channel.
Settings :
’VGiven Conc. Farmat : |123,45?. LI T3R8 Copie:s ore Options |
~ Samples ;
M | ot | ResetDefaut | Gradient | DEdBREET
C |ID | Name ‘ Type | Groups |Given Conc: | Selected :I
Al | Optical Denaturation Ref. Unknawn | No
A2 sample 1 untreated Unknawn | No
A3 sample 1 untreated Unknown | No
A4 sample 1 untreated Unknawn | No
Bl :5  Sample 1 teated Unknown | No
s Ganple 1 teated Unknown | No
- AT Sample 1 treated Unknown | No
- A8 Sample 2 untreated Unknown | No
- B1 | Sample 2 untreated Unknown | No
- B2 | Sample 2 untreated Unknown | No
- B3 | sample 2 treated Unknown | No
- B4 | sample 2 treated Unknown | No
Bl B5  sample 2 treated Unknown | No
U BE | Sample 3 untreated Unknown No LI
B - - [N K Zd . e
Page :
’7Name lF'age 1 < | B | MHew | Delete [ Synchronize pages
Ok | Cancel |

Dieses BildschirmDialogfenster weist die gleiche Funk
tionalitat auf wie das “Edit Samples™Fenster (siehe Abschnitt
6.1.4).

“Normalization” (,Normalisierung*)

Bei der Normalisierung der EndpunktAnalysedaten werden
alle Signalstarken auf den Wertebereich 0 bis 100 %skaliert.
Mindestens eine Positivund eine Negativkontrolle missen
ausgewahlt werden— oder mehrere, wenn mehrere Kanéle
ausgewertet werden und die Standards nicht im Multiplex
verfahren gemessen werden. Mehr als eine Positivund eine
Negativkontrolle sallten mitgefiihrt werden, wenn eine
Positivkontrolle mit gewisser Wahrscheinlichkeit nicht
amplifiziert wird.

1. Fuir jeden Kanal werden alle Positivkontrollen analysiert
und die mit der héchsten Fluoreszenz wird auf 100%
gesetzt. Das bedeutet, dass bei doppelangesetzten
Kontrollen in einem Lauf eine Positivkontrolle ausfallen
kann, ohne dass der Lauf beeintréachtigt ist.
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2. Alle Negativkontrollen werden analysiert und die mit der
niedrigsten Fluoreszenz wird auf 0 % gesetzt.

3. Die FluoreszenzRohdaten der tbrigenProben werden
relativ zur héchsten Positivkontrolle und zur niedrigsten

Negativkontrolle skaliert.

Beispiel:

Probe Typ Fluoreszenz
1 Positivkontrolle 56,3

2 Positivkontrolle 53,0

3 Negativkontrolle 4,5

4 Negativkontrolle 4,3

5 Probe 48,1

6 Probe 6,4

In diesem Beispiel war der Lauf erfolgreich, da die Werte der
beiden positiven und der beiden negativen Kontrollen eng
beieinander und aufRerhalb des FluoreszenaWertebereichs
der Proben liegen.

Die normalisierten Werte sinddann:

Probe Typ Expression (%)
1 Positivkontrolle 100,0

2 Positivkontrolle 93,7

3 Negativkontrolle 0,4

4 Negativkontrolle 0,0

5 Probe 84,2

6 Probe 4,0

Probe 1 war die Positivkontrolle mit der hochsten Fluoreszenz
und wurde auf 100 % gesetzt. Dieandere Positivkontrolle
hatte einen etwas niedrigeren Wert. Probe 4, die
Negativkontrolle mit der niedrigsten Fluoreszenz, wurde auf

0 % gesetzt. Damit wird klar, dass es bei Probe 5 wahr
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scheinlich zu einer Amplifikation gekommen ist, wahrend die
DNA in Probe 6 wahrscheinlich nicht amplifiziert wurde.

Hinweis: Je nach gewahlten Positivund Negativkontrollen
ist es moglich, dass ein Expressionsniveau von Uber 10&
oder unter 0 % ermittelt wird. Ein Ergebnis von tber 100%
kann so interpretiert werden, dass die DNA in der Probe
starker exprimiert wird als die Positivkontrollen. Ein Ergebnis
von unter 0 % kann dementsprechend so interpretiert
werden, dass die DNA in der Probe mit geringerer Wah¢
scheinlichkeit amplifiziert wird als die Negativkontrollen. Da
es sich hier um eine qualitative Analyse handelt, stellen
solche Ergebnisse kein Problem dar.

Falls bei den Negativkontrollen eine hdhere Fluoreszenz
gemessen wird als bei den Positivkontrollen, wurden die
Proben falsch konfiguriert und die folgende Meldung wird
angezeigt.

EndPoint Analyzis - Cycling A Green [Page 1]

| 0 &

Feports Fesultz  Genotppes...

Graph cannat be displaved as the negative contrals are either at the same level, or higher than the positive contrals.

Normalisierung in mehreren Kanalen

Es ist mdglich,Fluoreszenzsignaldaten in mehreren Kanalen
auszuwerten; die Konfiguration der Proben ist dabei aller
dings komplexer. Der EndpunktAnalyse liegt die Annahme
zugrunde, dass eine MultiplexMessung durchgefuhrt wird
und daher kann jedes Reaktionsgefal3 nur eie einzige
RoéhrchenPosition haben. Derzeit ist es nicht méglich, eine
Analyse mit einer Konfiguration durchzufiihren, bei der einer
Probenposition eine Positivkontrolle fir einen Kanal und eine
Negativkontrolle fir einen anderen Kanal zugeordnet ist.
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Obwohl nur eine Probe pro RéhrchenPosition im “Edit
Samples™Fenster definiert ist, erfolgt die Normalisierung
unabhangig davon fir jeden Kanal.

Falls in einer R6hrcherPosition eine Positivkontrolle fir
mindestens einen Kanal enthalten ist, sollte sie als Pitiv-
kontrolle in der “Type”-Spalte des “Edit Samples‘Fensters
eingetragen werden. Andernfalls sollte als Typ der Eintrag
“Sample” (,Probe") gewéhlt werden. Dies gilt auch fur
Negativkontrollen.

Wenn es sich bei einer Probe beispielsweise um eine Poskiv
kontrolle fiir den griinen Kanal handelt, nicht aber fir den
gelben Kanal, dann sollte die Probe dennoch als eine Positiv
kontrolle definiert werden. Ist mindestens eine Positivkontrolle
fur den gelben Kanal vorhanden, die amplifiziert wird, dann
wird die Zuordnung dieser Probe als Kontrolle fir den

grinen Kanal ignoriert, da in jedem Kanal die Positiv
kontrolle mit der hdchsten Fluoreszenz verwendet wird.

Schwellenwert

Der Schwellenwert dient dazu, die prozentuale Expression zu
bestimmen, die in jedem Kanalfiir eine Reaktion erforderlich
ist. Nachdem Positiv und Negativkontrollen definiert

wurden, werden alle Kanéle auf dieselbe Skala von 6100 %
normalisiert. Aus diesem Grund wird nur ein Schwellenwert
bendtigt, auch wenn in mehreren Kanalen analysiert wid.

Klicken Sie die Schwellenwertinie an und ziehen Sie sie (bei
gedrickt gehaltener Maustaste) auf einen Wert zwischen 0
und 100. Der Schwellenwert sollte auf beiden Seiten der
Linie nicht zu nah an den Proben liegen, weil dies darauf
hindeutet, dass derLauf nicht zu eindeutigen Ergebnissn
gefuhrt hat. Falls der Unterschied zwischen einer als ampli
fiziert und einer als nicht amplifiziert definierten Probe nur
wenige Prozent betragt, bedeutet dies, dass wenn die
Reaktion wiederholt wirde, die Probe aufder anderen Seite
der SchwellenweriLinie erscheinen kdnnte.
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“Genotypes” (,Genotypen®)

Bei Auswahl dieser Option 6ffnet sich das “Genotyping*
Dialogfenster (,Genotypisierung®), in dem Sie festlegen,
welcher Genotyp in einemKanal detektiert wird.

Genatype | Reacting Channels | ﬂ
Wwild Type Cycling A.Graen
Heterozygous Cycling A.Green Cycling A elow
b utant Cycling A elow
, .............. u K\ Cancel | ﬂelp |

Dieses Dialogfenster ermdglicht es, Genotypen bestimmten
Kanalen zuzuordnen. Im oben gezeigten Beispiel ist eine
Probe heterozygot, wenn die Messwerte in den Kanélen
“Cycling A.Green” und “Cycling A.Yellow” die Schwellen
wert-Linie Uberschreiten.

“EndPoint Analysis Templates” (,Vorlagen fur die
Endpunkt -Analyse®)

Vorlagen fir die EndpunktAnalyse ermdglichen es dem
Anwender, die Genotypisierungs und Schwellenwert
einstellungen in eine einzige*.e nt-Datei zu exportieren. Eine
solche Datei kann in andere Experimente importiert und die
Einstellungen kénnen dann erneut angewandt werden.
Weitere Informationen dazu, siehe Abschnit8.1.

Imported Settings
<hones:

Irnpart... Expart...
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7.6.10

“Concentration analysis”
(,Konzentrationsanalyse")

Bei der Konzentrationsanalyse wird der Rotefcene Q MDx
Thermocycler dazu benutzt, um DNAKonzentrationen zu
messen oder um fluorometrische Messungen durchzufiihren.

Der folgende Screenshot zeigt ein Beispiel dieser
Analysemethode.

I Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration [](=E3]
Fle Analysis Run Gan View Security Window Help
7 € W @ e & @ & H W B E B.
New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Amange
Channels 7 Cyding A.Green

Page: Page 1

!! Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1)

Reports  Std. Curve  Results

e év.oFm;rﬁoenwe Cycling A.Green - Circles

20.00

2l @ m o

15.00

»
° Bank On Bank Off
10.00 NamedOn | AIOn | AIOK
Edit Samples.

Analysis Method
290 £ Linear Regression
U172 3 9 10111312 1517 18 1921 22 23 25 26 27 29 30 31 33 34 35 37 38 39 41 42 43 45 48 47 Sample

00

& Spline Curve Fit

Lambda Standard | Standaid
2 Lambda Standard | Standard 1.000.0
3 Lambda Standard | Standard 1.000.0
4 Lambda Standard | Standard 500.0

10 Lambda Standard | Standard 500.0 AIL‘
4 »

WIRTUAL MODE | Cunent User: CORBETT linsonay [Administrators]

200

400
Concel

I Ruotor-Gene Q Series Software 4.7 (Build 1)

Vorbereitung eines L aufs

Um eine Konzentrationsbestimmung durchfiihren zu kénnen,
mussen Sie zuerst die Fluoreszenzstandards und die Proben
ansetzen (idealerweise als Dreifachbestimmung).

Ansetzen der Standards

Eine Standardkurve dient damn, die DNA-Konzentration in
jeder gemessenen Probe zu bestimmen.

Die fir die Standardkurve verwendete DNA sollte der DNA in
den zu messenden Proben vergleichbar sein. Die Konzen
tration von mindestens einer DNAProbe sollte durch UV
Spektralfotometrie besimmt und diese Probe als der Stan
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dard benutzt werden. Mindestens drei Standardlésungen (mit
Wiederholproben) sollten angesetzt werden. Wichtig ist, dass
DNA-Standards bei Fluoreszenzmessungen nur im Konzen
trationsbereich von 1-100 ng/pl linear sind. In d iesem
Bereich ist der FluoreszenMesswert halb so hoch, wenn nur
die Halfte der DNA-Konzentration eingesetzt wird. Die
Konfidenzintervalle fir Konzentrationen auf3erhalb dieses
Wertebereichs sind aufgrund des Chemismus der Reaktion
sehr breit.

Typ der geme ssenen DNA

Bei der Messung verschiedener DNATypen (z.B. genomi-
sche DNA im Vergleich zu PlasmieDNA) wurden Unter
schiede festgestellt. Deshalb sollten nur vergleichbare DNA
Typen zusammen gemessen werden, und Plasmi@®NA sollte
nicht als Standard benutz werden, um die Konzentration
genomischer DNA zu bestimmen.

Konfiguration des Laufs

Um den Lauf zu konfigurieren, wahlen Sie die Option
“Nucleic Acid Concentration Measurement” (,Nukleinsaure
Konzentrationsbestimmung*) im Quick Start Wizard.
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x

Buick Start | Advanced I

s A default template for
= Perform Last Run measuring the

b concentration of

"2 Three Step with Melt nudleic add using

intercalating dyes.
a8

'S Two Step

(1)

2 Quenched FRET

udeic Add Concentration Measurement

’JHRM“

ﬂr

__J Other Runs

ﬂ,,
f__J Open A Template In Another Folder...

Cahcel

I

Help

¥ Show Thiz Screen When Software Dpens

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass sich beim Lauf eine
Positivkontrolle, z. B. ein DNAStandard hoher Konzen
tration, in RéhrchenPosition 1 befindet. Ohne eine
Positivkontrolle kann die Software nicht den Verstarkungs
faktor optimieren, um maximale Sensitivitdt zugewé&hrleisten.
Vor jedem Lauf werden Sie mit einer Meldung dazu
aufgefordert.

Auswertung

Bei der Konzentrationsbestimmung wird die gemessene
Fluoreszenz zu einem Konzentrationswert in Beziehung
gesetzt. Zwei Auswertungsmodelle sind verfugbar. Die
optimale Auswertungsmethode hangt vom Chemismus der
Reaktion und der Applikation ab.
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7.6.11

Der linearen Regression (“Linear Regression”) liegt die
Annahme zugrunde, dass eine lineare Beziehung besteht und
unbekannte Konzentrationen auf der Basis eines generierten
linearen Modells berechnet werden kdnnen. Es bestimmt den
Messfehler, indem die Abweichung der Messwerte von der
Gleichung des linearen Modells tberprtft wird. Wenn die
Konzentrationsmessungen einer linearen Beziehung folgen,
ist dies die am besten geeignete Ausertung, weil der
Anwender gleich auch eine statistische Analyse der Varianz
(ANOVA) erhélt.

Bei der “Spline Curve Fit:Methode wird lediglich angenom-
men, dass die Konzentrationswerte mit der Fluoreszenz
ansteigen. Dieser Ansatz fuhrt zwar zu genaueren Dahn,
wenn keine lineare Beziehung besteht, kann aber keine
ANOVA-Daten liefern, weil ihm kein lineares Modell
zugrunde liegt.

“High Resolution Melt analysis”
(,Hochauflosende Schmelzkurvenanalyse®)

Bei der hochauflésendenSchmelzkurvenanalyse (HRM
Analyse) werden die Proben auf der Grundlage ihrer
Sequenzlange, ihres GGGehalts und der Komplementaritat
charakterisiert. Die HRMAnalyse wird bei Genotypisieungs-
anwendungen eingesetzt, beispielweise bei der Analyse von
Genmutationen oder Einzelnukleotid Polymorphismen (SNPs)
und bei Epigenetik Applikationen zur Analyse des DNA
Methylierungsstatus. Die HRMAnalyse liefert genaue
Ergebnisse und ist im Vergleich zu anderen Methoden
glnstiger, da Kosten fiir Sonden und Markierunga
eingespart werden.

Um die Analyse durchzufiihren, wéhlen Sie im “Analysis’
Dialogfenster die Option “Other” und dann “High Resolution
Melt Analysis” (,Hochauflésende Schmelzkurvenanalyse®).
Doppelklicken Sie dann auf den auszuwertenden Kanal. Die
Schmelzlurven des RohdatenKanals werden normalisiert,
indem von allen Fluoreszenzwerten zu Beginn und am Ende
der Durchschnitt gebildet wird und dann der Endpunkt einer
Probe jeweils so angepasst wird, dass er gleich diesem
Durchschnittswert ist.
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B Rotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - high resolution melt demo ] S
File Analysis Run Gain Yiew ‘Window Help

AEEHPNIE O | & & & & & I |
Mew Open Sawe | Stat Pause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

Jchanne\s . Melt AFarRed _ Melt A{from 82).FarRed

Y HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Page 1)

Wormaised Graph | Diference Graph |

Page: Page 1

P [=1

L}

o
a8

Mormalised Fluorescence

L&

625 B30 635 B840 B45 650 655 60 665 670 675
deg.

830 885 890 895

<
Bank On Bank O
Mamed On | AllOn | AN O
Edit Samples.

i HRM Results - Melt A{from 82).FarRed (Page 1) _1ol x|
- - Normalisation Regions
Genolype: Confidence % s
mulation 100.00 N
2 197 heterozpgate | 100.00 Start: [824 =
+ W mutation 95,72 Erd- [828 j
5 195 heterozpgote | 97.58
i B heterozygote | 37.50 Trailing Riange
2 | om wild type 100.00 Stat: [533 j
3 200 wild type 9986 =
10 W heterozvgate | 9891 End: [B97 =
12 09 heterazpgate | 96.23
13 | 167 wild type 9923 Confidence Percentage
15 | 1pa il e o758

[

|

=l
Thieshold |90 =%

Rotor-Gene O Series Software 1.7 (Build 94)

[MIRTUAL MODE 4

Zur automatischen Zuordnung der Proben klicken Sie auf
“Genotypes” (,Genotypen*). Geben Sie die Bezeichnung des
Genotyps und die Probennummer ein, die als Positivkontrolle
verwendet wird, um unbekannte Proben automatisch

zuzuordnen.

7& HRM Genotypes

=10 ]

LClear |

Genotype Control -
mutation 198
wild type: 2m
heterozpgate 197

Cancel

Weitere Einzelheiten zur HRMnalyse finden Sie in Kapitel 1.
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7.7

7.7.1

7.7.2

Menl “Run” (,Lauf®)

“Start Run” (,Lauf starten®)

Mit einem Klick auf diese Sbaltflache wird das definierte
Temperaturprofil mit dem aktuell eingestellten Verstarkungs
faktor gestartet. Bevor der Lauf startet, wird das “Profile Run
Confirmation” -Dialogfenster (,Profil fir Lauf bestatigen®)
gedffnet. Darin wird das Temperaturprofil grafisch dargestellt
und die Verstarkungseinstellungen fur jeden Kanal werden
angezeigt.

“Pause Run” (,Lauf unterbrechen®)

Diese Option erméglicht es lhnen, einen Lauf zu unterbre
chen und ihn anschlielend fortzusetzen. Durch die Rase
und das Fortsetzen kénnen die Ergebnisse eines Laufs
allerdings deutlich beeintrachtigt werden. Aus diesem Grund
wird ein Marker in den Daten gesetzt, der die Unterbrechung
des Laufs mitsamt der Lange der Unterbrechung anzeigt.
Aulerdem wird eine Meldung auf der “Messages’™
Registerkarte des “Run SettingsFensters (,Laufein
stellungen*) eingefiigt (siehe Abschnit?7.8.1).

'’ Pause Run

Y'ou can pauze the run an thiz zcreen. &
marker will be recorded in the channel
data ta zhaw the duration of the pause.

WARNUNG

VAN

HeilRe Oberflachen [wis]
Wenn ein Lauf unterbrochen wird, kiihlt sich der Rotor
Gene Q MDx nicht vollstdndig auf Raumtemperatur ab.
Seien Sie entsprechend vorsichtig, wenn Siden Rotor oder
eines der ReaktionsgefalRe im Geréteinneren berihren.
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7.7.3

7.8

7.8.1

“Stop Run” (,Lauf abbrechen®)

Bei Wahl dieser Option erscheint eine Aufforderung zur
Bestatigung, dass der Lauf tats&chlich abgebrochen werden
soll.

Menl “View” (, Ansicht®)
“Run Settings” (,Laufeinstellungen®)

“General” (,Allgemein®)

Dieses Fenster ermdglicht die Eingabe der Laufinforma
tionen, des Namens der Laufdatei, des Analysedatums, des
Benutzers sowie beliebigezugehdriger Anmerkungen.

Das Fenster enthalt alle erforderlichen Informationen, bis auf
das Temperaturprofil, um einen Lauf zu konfigurieren. Nach
dem ein Lauf beendet ist, werden folgende Informationen in
diesem Fenster angezeigt: verwendeter Thermocycler
Verstarkungsfaktor, Anzahl der Kanale und die Uhrzeit von
Laufstart und-ende.
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che

General | b achite Optiots I Messages I Chatirelz I Tube Layout I Security I

Filename :
Operator :

Mates :

Reaction Yolume :

Other Fun
Infarmation :

P:\Departments\QACAE gpermentall ata-AG 3KARGEOODVR 12062740 ark,

R

Cycling 4. Green
Cycling B.vellow
Cycling C.0ranae
Cycling D .Red
Created with template
‘C:ADocuments and Settingslabpc. CORBET ThDesktoph Temp RGEO00
Run has finizhed.
Started at 16/12/2005 9:38:58 AM
Finished at 16/12/2005 3:53:40 A
Offzet Coefficient : 0
Frogram %ersion : Rotor-Gene 6000 Senies Software 1.7 [Build 3]
Machine Serial Na: 000627

-
Igg = L This refers to the total volume of the misture
=] in the tube.
Channels saved for this run: ;I

-

Cancel | Al

“Machine Options” (,Geratekonfiguration®)

Auf dieser Registerkarte werden die Einstellungen der
Konfiguration des RotorGene Q MDx angezeigt.
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RunGettings £l

| Meszages I Channels | Tube Layout I Securty I

General | M

— Rator Type

36-well Raokar

Raokar-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

oK | Cancel | Apply |

Als Rotortyp sollte der eingestellt sein, der aktuell im
RotorGene Q MDx installiert ist. Wenn Sie eine vorhandene
Laufdatei 6ffnen, gibt Ihnen diese Einstellung an, welcher
Rotor zum Zeitpunkt des Laufs im Thermocycler installiert
war.

“Messages” (,Meld ungen®)

Auf dieser Registerkarte finden Sie Meldungen, die ggf.
darauf hinweisen, dass der Benutzer Anderungen oder
Eingriffe wahrend eines Laufs vorgenommen hat, wie zB.
eine Unterbrechung des Laufs oder Auslassen von Zyklen.
Hier werden auch Warnhinweise angezeigt, die wahrend des
Laufs vom System ausgegeben wurden. Prifen Sie die Mel
dungen auf dieser Registerkarte, falls die Ergebnisse nicht so
sind wie erwartet.

“Channels” (,Kanale")

Wenn Sie einen neuen Lauf konfigurieren, zeigt die
“Channels”-Registerkarte die aktuelle Konfiguration der
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verfugbaren Kanéle an. Wenn Sie eine bereits vorhandene
Laufdatei betrachten, geben die angezeigten Informationen
die Konfiguration der Kanale wieder, als der Lauf durchge-
fuhrt wurde. Wenn bei einem Lauf die Kanaleinstellungen
korrumpiert werden, kdnnen Sie die voreingestellten Kanéle
wiederherstellen, indem Sie auf die Schaltflache “Reset
Defaults” (,Voreinstellungen wiederherstellen*) klicken.

Genelall b achite Dptionsl Messages  Channels | Tube La_l,JDutI Securit_l,ll

Mame | Source | Detector | Gain | Create New. . |

Green 470nm 510nm 10 .

Yelow 530nm  S5Erm 8 _ Fa |

Orange  58%nm  610nm 10 Edit Gair...

Fed B25hm  BEOnm 9

Crimzon §80nm  710hp 7 Remave |

HFRM 460nm  510nm 7 Freset Defaults |
ok | Cancel | Spply

“Name”: Die Bezeichnung des Kanals.

“Source”: In dieser Spalte wird die Anregungs
wellenlange der LichtquellerLED
angegeben.

“Detector™: Hier werden die Wellenldnge, bei der die
Detektion erfolgt, und der Filtertyp (nm =
Bandpass, hp = Hochpass)angegeben.

“Gain”: In dieser Spalte wird der Verstarkungsfaktc

des jeweiligen Kanals angezeigt.
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“Create New...”. Diese Funktion erméglicht es, neue Kanéle
anzulegen. Nach Klick auf “Create New...”
offnet sich ein Dialogfenster, in dem Sie
aufgefordert werden, die Bezeichnung,
Lichtquelle und den Detektionsfilter einzu
geben. Die Filter kbnnen aus einer Drop
down-Liste neben jedem Fenster ausge
wahlt werden.

“Channels”: Die Kanale Grun, Gelb, Orange und Rot
bilden die Standard-Konfiguration fur eine
4-Kanal-Multiplexdetektion.

“Tube Layout” (,R6hrchen -Anordnung*)

Wenn Sie einen 72Well-Rotor verwenden, kdnnen die
Proben so angeordnet werden, dass sie nahezu der Mar
kierung auf einem 9-x-8-Block entsprechen. StandardmaRig
ist auf der “Tube Layout™Registerkarte eine sequenzielle
Nummerierung der Reaktionsgeféale vorgesehen, d. h. 1, 2,
3 usw. Das bedeutet, dass die Proben konsekutiv markiert
werden, also in der Reihenfolge, in der sie in den Rotor
Gene Q MDx gestellt werden. Alterrativ kbnnen die Proben
mit 1A, 1B, 1C usw. markiert werden. Diese Option kann
ndtzlich sein, wenn Sie die Proben mit einer Mehrkanal
Pipette ansetzen.

“Security” (,Sicherheit®)

Die “Security™Registerkarte zeigt Informationen zur Signatur
des Laufs an. Die Laufsignatur ist ein einmaliger, unveran
derlicher Schlussel, der jedes Mal, wenn die Laufdatei
geandert wird, neu generiert wird. Falls irgendein Abschnitt
der *.rex -Datei aufRerhalb der Software modifiziert wird,
passen die Signatur unddie Datei nicht mehr zueinander.
Eine Uberprufung der Signatur ermdglicht die Bestatigung,
dass die Rohdaten auf3erhalb der SoftwareApplikation nicht
verandert wurden, das Profil nicht manipuliert wurde und das
Temperaturdiagramm gultig ist. Die Signatur £hitzt
aulRerdem vor Datenkorruption, beispielweise bei
Dateisystemfehlern.
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Hinweis: Beim Verschicken vorf.rex -Dateien per EMall

kann es durch das Verschliisselungsverfahren dazu kommen,
dass die Signatur ungultig wird. Um dies zu vermeiden,
verpacken Siedie Datei als ,zip“-Datei, bevor Sie sie per E
Mail verschicken.

e — £

Genelall I achine: Dptionsl Messagesl Channels I Tube Layout

r General Infarmation
Run Signatures are stored within all newly saved runz. These sighatures, like a was

zeal on a document, guarantes that no changes have been made outzide the
zoftware, If a file is tampered with, the signature becomes invalid.

— Run Signature :

The signature is valid.

3 The signature for thiz ran file iz valid. The file contents has not been modified
outzide of the software.

ok | Cancel | Apply |

7.8.2 “Temperature Graph” (,Temperaturdiagramm?®)

Wabhlen Sie die Option “Temperature Graph” im “View”-
Menu oder klicken Sie auf die “Temp.™Schaltflache, um das
“Temperature”-Fenster zu 6ffnen. Im Diagramm wird der
Verlauf der SollTemperaturen wahrend des Temperatur
programms dargestellt; es gibt keine EchtzeifTemperatur
messung wieder. Wahrend der Abarbeitung des Laufs
werden unten folgende Zeiten fir jeden Schitt des
Programms angezeigt: “Set” (,SolDauer”), “Actual’
(,Aktuelle Zeit*) und “Hold” (,Haltezeit*). Bei einer bereits
vorhandenen Laufdatei zeigt das “Temperature*Fenster den
Temperaturverlauf wahrend des zugehérigen Laufs an. Auf
der y-Achse (Senkrehte) ist die Temperatur und auf der x
Achse (Waagerechte) die Zeit dargestellt. Mithilfe der
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Bildlaufleiste unter dem Diagramm konnen Sie vorwarts und
rickwarts durch das “Temperature*Fenster scrollen.

=1k
100
80
50
20
00:00 0o 0002 0003 00:04
A L
Set: Actual: 27.8 Hold For: Close I
7.8.3 “Profile Progress” (,Profil  -Ablauf)

Waéhlen Sie die Option “Profile Progress” im “View>Menl
oder klicken Sie auf die “Progress=Schaltflache, um das
“Profile Progress*Fenster zu 6ffnen. Dieses Fenster enthalt
eine grafische Darstellung des Temperaturprofils, das zu
dem betreffenden Lauf gehoért. Wahrend ein Lauf durchge
fuhrt wird, zeigt der schattierte Anteil des Fensters an, wie
viele Zyklen des Temperaturprogramms bereits abgearbeitet
sind. AuBerdem finden Sie eine Abschatzung der verbleiben
den Zeit (in Minuten) bis zum Ende ded aufs.

Profile Progiess

71 mintels] remaining.

Skip | Add 5 Cycle: |Mm:mﬁu@ﬂm1
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“Skip”: Durch Klicken auf die “Skip™Schaltflache
kdnnen einzelne Schritte des Profils

Ubersprungen bzw. ausgelassen werden.

“Add 5 Cycles™: Bei Klicken auf “Add 5 Cycles” werden funf
Wiederholungen an den aktuellen Zyklus

Schritt angehangt.

“Edit Samples” (,Proben konfigurieren®)

fhemsamles ol x
File Edit Format Security
Standard | Rotar Slylel
Settings :
lrﬁiven Conc. Format : |123,45? b ;| IEEEeey, « | More Options |
i~ Samples :
W | Edt | ResstDefout | Gradent | EEEIEEE
C |ID |Name \Type |Gr0ups |Given Conc. |Selected ﬂ
A1 R 1000 Standard 1,000 Yes
Wz R0 Standard 1,000 ‘es
W:: ri0 Standard 100 ez
M rimn Standard 100 *es
W= ri0 Standard 10 ves
W R0 Standard 10 Ves
| EREE Standard 1'es
| EREE Standard 1/'es
Bl RNTC NTC Ve
B2 RNTC NTC Yes
ez o Standard 1,000 es
MlEs 1000 Standard 1.000 ‘res Ad|
Page:
’7Name: IPage1 < ¥ | Mew | [Delete I~ Synchionize pages
Undo I Ok I Cancel I Help |

Klicken Sie auf die “Samples:Schaltflache, um das “Edit
Samples™Fenster (,Proben konfigurieren®) zu 6ffnen. Sie
kénnen auch auf das “Edit Samples*Fenster zugreifen,
indem Sie mit der rechten Maustaste klicken, wahrend sich
der Mauszeiger Uber der ProbenListe am rechten Bildschirm
rand befindet. Dieses Fenster verfiigt tiber dieselbe Funktio
nalitdt wie das “Edit Samples*Fenster in den Software
Assistenten (Quick Start Wizardind Advanced Wizard), mit
der Ausnahme, dass die Funktionen der Werkzeugleiste auch
in den MenUs “File” (,Datei*) und “Edit” (,Bearbeiten)
verflgbar sind.
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Am oberen Rand des Fensters befinden sich vier Mends:
“File” (,Datei*), “Edit” (,Bearbeiten®), “For mat” (,Format")
und “Security” (,Sicherheit*). Das “File~Ment dient dazu, um
ein neues (leeres) “Edit SamplesFenster anzulegen, eine
vorhandene ProbenVorlage zu 6ffnen oder Probennamen
als Vorlage fir zukinftigen Gebrauch zu speichern. Die
Erweiterungdes Namens dieser VorlagenDateien ist*.smp .
Mithilfe des “Edit”-Menus kénnen Sie Reihen kopieren und
einfiigen. Im “Security™Meni haben Sie die Mdglichkeit
Proben-Definitionen zu sperren.

Hinweis: Wenn die Probennamen wéahrend des Laufs sehr
schnell eingegeben werden (z. B. mit einem Barcode
Lesegerat), kbnnen in den Probennamen Buchstabendreher
auftreten. Deshalb wird empfohlen, kein BarcodelLesegerat
zu verwenden und gegebenenfalls die Probennamen
einzugeben, nachdem der Lauf beendet ist.

—Settings:—————  Aus diesemDrop-down-Menu kann ein

Given Conc. Format: | 9eeignetes Format fur die Anzeige der
Konzentration gewahlt werden.
Konzentrationen werden automatisch
gemal der aktuell gewahlten Position
formatiert.

Aus dieser Drop-down-Liste kénnen Sie
die Messeinheit fir den Assay
auswahlen.

WS Eopies/ reachionig

7-88 RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Analyse -Benutzeroberflache

Samplez :
’VI_j Edit | HesetDefauItl Gradientl

Schaltflache Bedeutung

“Line style”: Um die Lesbarkeit von Diagrammen bei
Ausdruck mit SchwarzWeil3-Druckern zu
verbessern, kann die Art der Linie geander
werden. Bestimmte Linien kdnnen durch
Anderung der Linienart hervorgehoben
werden. Um auf diese Funktion zugreifen
zu konnen, klicken Sie auf die Schaltflache
mit dem Rechtspfeil neben der “Edit*
Schaltflache.

Edit Durch Klicken auf “Edit” 6ffnet sich die
Farbauswahl. Sie kbnnen auch mehrere
Reihen markieren, um den Reaktions
gefal3en eine Farbe zuzuweisen.

Fleset Default Klicken Sie auf “Reset Default”, um alle
markierten Farbzellen wieder auf ihre
voreingestellten Farbwerte rlickzusetzen.

Nach Klicken auf “Gradient” haben Sie die
Moglichkeit, einen Farbverlauf zu wahlen—
von der ersten bis zur letten markierten
Farbe. Bei einer ProbenrKonfiguration
konnen mehrere Verlaufe definiert werden.

Gradient

i E

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8 7-89



Analyse -Benutzeroberflache

IEENERET

Schaltflache Bedeutung

10l

Ein Klick auf das “New-Icon (,Neu*) I6scht die
Eintrage im “Edit Samples-Fenster als Vorberei
tung fur die Dateneingabe.

Wenn Sie auf das “Open’-Icon (,Offnen®)
klicken, 6ffnet sich ein Dialogfeld, aus dem eine
RotorGene Q MDx Datei fir den Import ausge-
wahlt werden kann.

Hinweis: Die Anzahl der Proben im “Open”-
Fenster muss mit der in der zu importierenden
Datei Ubereinstimmen.

Bei Klick auf das “Save*lcon 6ffnet sich ein
Dialogfeld, in dem der Dateiname und der
Ordner, in den eine Kopie der aktuellen Proben
Definitionen gespeichert wrd, eingegeben
werden kénnen.

Durch Klicken auf das “Copy”-lcon werden die
markierten Zellen kopiert.

Mithilfe des “Paste*Icons werden Zellen, die
zuvor mit dem “Copy”-Befehl markiert wurden,
in die aktuell ausgewahlte Position der Taklle
eingefugt.

Ein Klick auf das “Excel*lcon 6ffnet ein Dialog-
feld, in dem Sie zur Eingabe eines Dateinamen:
und eines Ordners, in dem die ProbenIinforma-
tionen gespeichert werden, aufgefordert
werden. Nach Klicken auf “Save” 6ffnet sich die
ExcelDatei automatisch.
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Schaltflache Bedeutung

{_I' Mit dem “Append/Overwrite” -lcon wird der
Modus beim Bearbeiten der Zellinhalte im “Edit

Samples™Fenster geéndert. Wenn Sie “Over
write” wahlen, werden die vorhandenen Daten
durch die Bearbeitung tberschrieben. Bei der
Option “Append” w erden bei der Bearbeitung
neue Daten an das Ende der vorhandenen
Daten angehéangt.

“Sample Eine Probe kann als einer von mehreren Typen
Types” die in der folgenden Tabelle aufgefuhrt sind,
definiert werden.

Probentyp Beschreibung

“None” Keine Probe in dieser Position

“NTC” Kontrolle ohne Template DNA (“No
Template Control”)

“Negative Control”  Negativkontrolle

“Positive Control” Positivkontrolle

“Unknown” Unbekannte zu analysierende Prob

“Standard” Aus den Werten flrStandard-

Proben wird eine Standardkurve
erstellt, um die unbekannten
Konzentrationen in den zu
analysierenden Proben zu
berechnen.

“Calibrator (RQ)” Einer Kalibratorprobe wird der Wert
1 zugeordnet und die
Konzentrationen aller anderen
Proben werden relatv zu dieser
Probe berechnet.

“Page” Diese Funktion ermdglicht es dem
Benutzer, unterschiedliche Proben
Definitionen anzulegen und mehrere
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Experimente im selben Lauf durchzufiihren
Dies ist fur die Analyse unterschiedlicher
Produkte in verschiedenen Kanalen
sinnvoll. Verwenden Sie die PfeiBchalt
flachen, um zwischen den ProberSeiten zu
wechseln. Zum Anlegen neuer bzw. zum
Ldschen vorhandener Seiten dienen die
Schaltflachen “New” bzw. “Delete”. Man
kann mehrere ProbenDefinitionen flr
denselben Kanal vornehmen, um mehrere
Standardkurven ohne Multiplexing zu
erstellen. Definieren Sie einfach die zu
analysierenden Proben und die zugehor
gen Standardkurven auf separaten Proben
Seiten. Jeder einzelne Kanal kann dann mi
jedem Satz Definitionen unabh&ngig analy-
siert werden. ProbenSeiten kdnnen mit
LSeite 1, ,Seite 2" usw. oder mit beliebi-
gen anderen Namen (z. B. ,Housekeeping
Gen") benannt werden. Die Bezeichnung
wird in den Berichten Gbernommen.

Beim Betrachten derRohdaten kdnnen die
fur die Anzeige der Daten verwendeten
Proben-Definitionen aus der Drop-down-
Liste neben der “Options™Schaltflache
ausgewahlt werden:

0

15 20

At Scale | Ophions IF'ag.31 j

Die bei der Durchflihrung einer Analyse zu
verwendende ProbenSeite kann im
“Analysis”-Fensterausgewéhlt werden
(siehe Abschnitt7.6.1).
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E

2 Std Curves [Rel] | Other..
[uantitation I b lt

=i Cycling A Fabd

Show | Hide |
[T Auta-shiink window

“Given Conc.”.  In dieser Spalte wird die Konzentration fur
jeden der Standards angezeigt. Die
Einheiten kdnnen im Dezimalzaht oder
logarithmischen Zahlenformat dargestellt
werden. Wenn es sich bei den Standard
Proben um eine Verdinnungsreihe handeli
mussen nur die ersten beiden Standards
eingetippt werden. Durch Dricken der
Eingabetaste fligt dasProgramm automa-
tisch die nachste logische Verdinnung in
der Reihe ein.
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“Line style™ Um die Lesbarkeit von Diagrammen bei
Ausdruck mit SchwarzWeil3-Druckern zu
verbessern, kann die Art der Linie geander
werden. Bestimmte Linien kdnnen durch
Anderung der Linienart hervorgehoben
werden. Um auf diese Funktion zugreifen
zu konnen, klicken Sie auf die Schaltflache
mit dem Rechtspfeil neben der “Edit*
Schaltflache.

.j Eu:litl HesetDefauItl Gradientl

In der Werkzeugleiste wird als Standard
Linienart “Solid” (,Durchgezogen”)
angezeigt. Se kann zu “Dashed”
(“Gestrichelt”), “Dotted” (,Gepunktet®),
“Hairline” (,Sehr dinn®), “Thin” (,Dinn®)
oder “Thick” (,Dick") geandert werden.
Nach Abschluss dieser Einstellung klicken
Sie auf die Linkspfe#tSchaltflache, um zur
“Edit"-, “Reset Default- und “Gradient” -
Ansicht zurtickzukehren.

=]

“Multiple row Falls dieselben Informationen in mehreren

entry”: Reihen gleichzeitig einzugeben sind,
markieren Sie alle Reihen und beginnen Si
mit dem Eintippen der Daten. Diese Daten
werden in jede der Reihentibernommen.
Dies gilt auch fur die Zuweisung von
Probentypen und Farben oder beim
Eingeben von Konzentrationen.
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“Sample type Um einen Probentyp schnell zuzuweisen,

hotkey”: geben Sie einfach den ersten Buchstaben
seines Namens ein. Zum Beispiel: Um flinf
Proben als Kontrollen ohne Template DNA
zu definieren, markieren Sie sie in der Pre
bentyp-Spalte und driicken auf der Tastatu
den Buchstaben N (fur “NTC”). Die mar-
kierten Proben erhalten den Eintrag “NTC”.

“Save it, reuse it":Eine ProbenBeschreibung kan vollstandig
als ProbenDatei (*.smp) abgespeichert
werden und bei zuklnftigen Laufen mit
derselben ProbenKonfiguration geladen
werden.

“Rotor Style” (,Darstellung im Rotor  -Format*)

Diese Registerkarte des “Edit SamplesFensters (,Proben
konfigurieren®) bietet eine alternative Art der Eingabe von
Probennamen. Markieren Sie Wiederholproben durch
Anklicken einer WellPosition und Ziehen des Mauszeigers
(mit gedriickter Maustaste) Uber die Ratr-Darstellung. Die
Liste am rechten Fensterrand wird daraufhin aktualisiert. Sie
kénnen den Probennamen eintippen und dieser wird fir alle
aktuell markierten Wells Gbernehmen. Die Software sieht
diese Wells als Wiederholproben an.
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o]
File Edk Format  Security
Standard Fotor Sty |
+ i 1
Ha 1 samplel  Standad
e e 2
57 - -
. .
7 Srple 3
9 sample 3
10 e
43 13
17
"
25
¥ Labelwel: 21,23,
Page :
Mame : IPagel _I_I Mew | Delete I™ Spnchionize pages
Undo | ok | cenes | Hee |

Die “Rotor Style™-Registerkarte bietet eine gekirzte Version
der “Standard”-Registerkarte und ist fur Benutzer vorgese
hen, die die Benennungen und Farben der Proben schnell
konfigurieren mochten. Auf dieser Registerkarte kénnen
einige Einstellungen nicht vorgenommerwerden, beispiels
weise ob es sich bei einer Probe um einen Standard handelt;
auch die bekannte Konzentration jedes Standards kann nicht
eingegeben werden. Falls diese Parameter festgelegt werden
missen, verwenden Sie die “Standard*Registerkarte.

“Sample Page Suitability” (,Eignung der Proben -
Seite®)

Um das “Sample Page Suitability*Dialogfenster (,Eignung
der Proben-Seite*) zu 6ffnen, klicken Sie im “Edit Samples”
Fenster auf “More Options” und dann auf “Define
Suitabilities” (,Eignungen festlegen®). Das “Sample Page
Suitability™Fenster ermdglicht esdem Benutzer, Proben
Seiten mit Kanalen abzugleichen. Zum Beispiel konnte die
Proben-Seite fur das zu analysierende Gen fir den griinen
Kanal vorgesehen sein und die ProberSeite fir das
HousekeepingGen fir den gelben Kanal. In diesem Beispiel
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fuhrt die Konfiguration der Eignung der Proben Seite dazu,
dass die Anzahl der verfiighbaren AnalyseOptionen auf
diejenigen eingeschrankt wird, die fir den gegebenen Assay
relevant sind.

Das “Sample Page Suitability*Window ist im folgenden
Screenshot dargestellt.

¥ Sample Page Suitability x|

Sample Fage Suitabilities enable you to hide sample pages
when they are not relevant in the current contest. For example,

by defining a Sample Page to apply anly to the Yellow channel,
wau will not be prompted ta zelect it during an analyziz of a
Green channel. This feature iz of particular uge for users of
multiplexed azzays,

Page: |Page 1 |

— Suitabilities for Selected Page

™ Alwaps dizplay thiz sample page.

S Only dizplay thiz zample page when analyzing
data acquired on the following channels ;

O Green -

O vellow

E Orange Save & Cloze |
Red -

— —I Help |

Hinweis: Legen Sie beim Konfigurieren eines Assays alle
Proben-Seiten und die Eignungen fur die ProberSeiten an
und speichern Sie sie dann als Vorlage ab. Dadurch lasst
sich der Aufwand flr die Konfiguration eines Laufs
reduzieren.

“Groups” (,Gruppen®)

Proben-Gruppen ermdglichen die Berechnung von Statistiken
fur eine beliebige Auswahl von Proben. Im Unterschied zu
Wiederholproben, die identische Namen haben missen,
kénnen Proben beliebige Bezeichnungen haben, kénnen in
beliebigen Wells des Rotors positioniert werden und zu
mehreren Gruppen gehdren.

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8 7-97



Analyse -Benutzeroberflache

1. Um eine Gruppe zu definieren, tippen Sie den vollstan
digen Namen der Gruppe in die entsprechende Zelle der
“Groups”-Spalte neben einer Probe und driicken dann
die Eingabetaste.

ol
File Edit Format Security
Standard | Fiotor Style |
— Settings :
Given Conc. Format : I j Uit : ICDpies d More Options |
—Samples :
ITreated
C|ID |Name | Type | Groups | Given Cone. | Selected |«
Al Tissue Unknown Yes
A2 Tissue Unknown I es
A3 Tissue Unknown ] es
A4 Tissue Unknown _ Yes
M5 Lua Unknown ] es
s Lua Unknown ] es
- A7 Lung Unknown _ Yes
e Lunag Unknown ] es
B1 Mone Mo
B2 MHaone Mo
B3 Mone Mo
B4 Mone Mo
BE MHaone Mo LI
Page :
’7Name : |Page1 < | > | Mew | Delete [ Synchronize pages
Undo | il | Cancel | Help |

2. Darauthin 6ffnet sich das “Edit Group”-Fenster.

Group Properties ;

x|
Code: ITFEE.-‘-‘-.T| ok |

Mame: ITreated LCancel

Help |

3. Legen Sie eine geeignete Abkiirzung fest und klicken Sie
auf “OK”. Diese Abkiirzung kann jetzt dazu benutzt
werden, um Gruppen zusammenzustellen. Aggregierte
Ergebnisse, wie z. B. Durchschnittswerte und 95-%-
Konfidenzintervalle werden bei jeder Analyse
automatisch fir die Gruppen berechnet.
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7.8.5

ol
No Hame Typs Lt Given Conc [Cop| Calc Conc (Copie] 2 Yar Rep Ct_ |Rep CtStc|Rsp. Ct (352 C1) | Fep
&1 Tissue Urknown 1882 1875 0.17/[18.48,19.02]

A2 Tissue Unknown 1875
A3 Tissue Unkriown 18.92
Ad Tissue Unkriown 18.52
45 Lung Urknown 1873 18.70 0.09/[18.55 , 18.85]
B Lung Unknown 1862
a7 Lung Unknown 1881
43 Lung Unknown 1863
41443 Treated Group 1872 013 [18.62,18.:83]

“Display Options” (,Anzeigeoptionen®)

Der folgende Screenshot zeigt das Menl deAnzeige
optionen (“Display Options”).

w Window  Help
Run Settings e b= 6 ) m bji‘
Iemperature Graph Settings Frogress  Profile  Temp.  Samples
Profile Editar
Frofile Frogress
Samples. ..

Gain Calibration. ..

Display Options Show at Most 2 Analysis Windows
Show at Mosk & Windows
Reset All "Don't Show This Message Again” Dialogs

“Show at Most 2 Wenn diese Option aktiviert ist, werden

Analysis maximal zwei Analysefenster gleichzeitig

Windows” angezeigt. Sind mehrere Fenster gedffnet,

(,HOchstens zweikann dies die Lesbarkeit beeintrachtigen.

Analyse-Fenster Wenn diese Option aktiviert ist, wird das

anzeigen"): erste Analysefenster geschlossen und durc
das zuletzt gedffnete ersetzt. Ist die Option
deaktiviert, kbnnen mehr als zwei Analyse
fenster auf dem Bildschirm angezeigt
werden.
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7.9

“Show at Most 6 Zur Verbesserung der Lesbarkeit schlief3t

Analysis die Software unbenutzte Fenster, wenn

Windows” neue Fenster getffnet werden. Diese

(,HOchstens sebisOption ist standardmaRig aktiviert, sodass

Analyse Fenster der Bildschirm der RotorGene Q Software

anzeigen®): leer bleibt. Sollte es nowendig sein, mehr
als sechs Fenster gleichzeitig zu betrachte!
deaktivieren Sie diese Option.

“Reset All ‘Don't Wenn diese Option aktiviert ist, wirddie
Show This Software alle Dialogfelder, in denen das
Message Again’ Kontrollkastchen “Do not display this
Dialogs” (,Alle  message again” (,Diese Meldung nicht
,Diese Meldung mehr anzeigen®) aktiviert wurde, erneut

nicht mehr anzeigen. Dazu gehort z. B. die Meldung,
anzeigen'- auffallige Einstellungen, die zuvor vorge
Dialogfenster nommen wurden, nicht mehr anzuzeigen.
ricksetzen®): Diese Funktion kann insbesondere fir

Benutzer, die mit der Bedienung des Roter
Gene Q MDx oder der RotorGene Q Soft-
ware noch nicht vertraut sind, nitzlich sein

Zugriffsschutz fur die Rotor -Gene Q
Software

Hinweis : In diesem Kapitel wird der Zugriffsschutz fiir die
RotorGene Q Software erlautert. Siehe das
Benutzerhandbuch zur RotoiGene AssayManager Version
1.0 Kernanwendung (RotorGene AssayManager v1.0 Core
Application User Manual) oder das Handbuch zur Rotor
Gene AssayManager Version 2.1 KernanwendungRotor
Gene AssayManager v2.1 Core Application User Manualfir
Informationen Uber die relevante RotorGene AssayManager
Software.

Die RotorGene Q Software zeichnet sich durch mehrere
Merkmale aus, die einen sicheren Betrieb sicherstellen. Bei
korrekter Konfiguration kann die RotorGene Q Software
Folgendes gewahrleisten:
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B Zugriff auf den Rotor-Gene Q MDx Thermocycler oder
die Analysesoftware ist auf bestimmte Benutzergruppen
beschrankt

B Protokollierung der an Laufdateien vorgenommenen
Anderungen

B Feststellung unbefugter Anderungen (Signaturen)

B Protokollierung der bei der Durchfihrung von Laufen
verwendeten Vorlagen

M Probenbenennungen sind geschiitzt

Integration mit Windows Security

Um ein hohes Maf3 an Verantwortlichkeit zu gewéhrleisten,
werden die Sicherheitsfunktionen nicht intern von der Rotor-
Gene Q Software bereitgestellt. Benutzerkonten, -gruppen
und Passworter werden unter Verwendung des Windows-
internen Sicherheitsmodells verwaltet (Windows Security).
Durch diese Integration kann mit demselben Passwort auf
Netzwerkdateien zugegriffen und Steuerungsprogramme fiir
den Zugriff auf die Rotor-Gene Q Software gedffnet werden,
was weniger administrativen Aufwand bedeutet. In gréReren
Unternehmen oder Organisationen kdnnen Netzwerk-Admi-
nistratoren aufgrund des zentralisierten Sicherheitsmodells
die Zugriffsmoglichkeit durch ehemalige Benutzer auf
einfache Weise entfernen.

Aus diesem Grund umfasst die sichere Konfiguration der
Rotor-Gene Q Software vor allem auch die Konfiguration der
Windows-Sicherheitsrollen gemé&R bewahrter Praktiken.

Voraussetzungen

Um das Sicherheitsmodell verwenden zu kénnen, muss auf
Ihrem Rechner Windows 10 oder Windows 7, jeweils in der
Professional-\ersion, installiert sein. Die Sicherheitsfunk-
tionen kdnnen nicht zusammen mit der Home-Version von
Windows 10 oder Windows 7 verwendet werden, da diese
Version des Betriebssystems nicht tber das von der Software
verwendete feingranulare Zugriffsmodell verfiigt. Die Soft-
ware muss mit der aktivierten O ption “Force authentication
through Windows domain” (,,Authentifizierung tiber Windows
Domaéne erzwingen®) installiert werden.
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7.9.1

Hinweis: Das “Security=Meni wird nicht erscheinen, wenn
Sie sich in einer LinuxSamba-Domane anmelden. Sie
missen sich entweder Uber ein lokaled.og-on oder bei
einem Windows-Server anmelden, um die Sicherheits
funktionen nutzen zu kénnen.

Konfiguration fur Windows 7

In diesem Abschnitt wird beschrieben, wie das Sysin fir
einen sicheren Betrieb der RotoiGene Q Software
eingerichtet wird.

Um die Sicherheitgunktionen nutzen zu kdnnen, muss die
Software mit der Option “Force authentication through
Windows domain” (,Authentifizierung tber Windows
Domaéne erzwingen*) indalliert werden. Dadurch wird die
Windows-Domane nach lhrer Zugangsebene und lhren
Anmeldedaten abgefragt; dies ist entscheidend fur die
Bereitstellung der Verantwortlichkeitsund Sicherheits
funktionen.

Programmestart als Administrator

Viele Anwender benuzen ihren Computer als Administrator,
ohne ein Passwort einzugeben. Dies ist zwar praktisch, macht
es aber unmdoglich zu bestimmen, wer den Computer

benutzt. Dadurch kann keine Verantwortlichkeit zugeordnet
werden, und die Aktivierung vieler Sicherheitsfuktionen der
RotorGene Q Software wird verhindert. Beim Betrieb im
Administrator-Modus sind alle Softwarefunktionen aktiviert.
Daher ist im Administrator-Modus sichergestellt, dass
Anwender, fur die keine Sicherheitsmerkmale erforderlich
sind, auf alle diese Softwarefunktionen zugreifen kénnen.

Anlegen eines neuen Benutzerkontos

Legen Sie fir jeden Benutzer ein Benutzerkonto an. Wieder
holen Sie fiir jeden Benutzer die im Folgenden beschriebe
nen Schritte, bisalle Konten angelegt sind.
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1. Wabhlen Sie zum Erstellen eines neuen Benutzers
LStart/Control Panel/Administrative Tools/Computer
Management*
(Start/Systemsteuerung/Verwaltung/Computerverwaltung)
aus und navigieren Sie zu ,Local Users and Groups*
(Lokale Benuzer und Gruppen) auf der linken Seite.

2. Wabhlen Sie im sich 6ffnenden Dialogfenster den Ordner
“Users” (,Benutzer®). Klicken Sie im rechten Fester auf
die rechte Maustaste und wahlen Sie die Option “New
User” (,Neuer Benutzer*) aus dem Kontextmendi.

alglx

[Ty eper——
Bl accont for quest aciess 3 L.

3. Geben Sie einen Benutzernamen und ein Passwort ein.
Standardmafiig wird der Benutzer mit normalen
Zugriffsrechten angelegt. Das bedeutet, er kann die
Software starten, aber keine neuen Programme
installieren und kann keine Systemeinstellungen andern.
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New User lilé]
User name: newuser
Full name: Mew User
Description:
Fassword: Ll
Confirm password: seen

[¥] User must change password at next logon
User cannot change password
Pazsword never expires

7] Accourt is disabled

Help [ Create JI Close ]

h 4

4. Kilicken Sie auf “Create” (,Anlegen®). Jetzt kbnnen Sie
sich als dieser Benutzer anmelden.

Rollen fur jeden Benutzer festlegen

Als N&chstes sollten Sie jedem Benutzer eine Rolle zuweisen.

Die Zugriffsmdglichkeiten sind in folgende Rollen unterteilt:

B “Rotor-Gene Q Operator” (Rotor-Gene Q-Bediener) —
kann Laufe durchfuhren, aber keine Berichte erzeugen
oder Auswertungen durchfiihren

B “Rotor-Gene Q Analyst” (Rotor-Gene Q-Analyst) — kann
Laufdaten auswerten und Berichte erzeugen, aber keine
neuen Laufe durchfiihren

B “Rotor-Gene Q Operator and Analyst” (Rotor-Gene Q-
Bediener und -Analyst) — kann die Aufgaben beider
Rollen wahrnehmen

B “Administrator” — kann Probennamen entsperren und
alle Aufgaben eines “Analyst” und “Operator” (Bediener)
durchfihren.
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B “None” (Keiner) — Zugriff auf die Software wird
verweigert

Gehen Sie wie folgt vor, um Rollen zuzuweisen:

1. Loggen Sie sich in Windows als Administrator ein, oder
klicken Sie auf das Icon “Rotor-Gene Q Software Login”,
um die Software zu 6ffnen und sich anzumelden.

ﬁa Run Rotor-Gene As Other User

it

Domain ; |HILZIMMERE-L2
Usernarne : |Iinsongy Cancel
Pazsword : J

L%

Hinweis: Um in der Rotor-Gene Q Software RG-Gruppen
(“RG Groups”) anlegen zu kénnen, missen Sie die Software
mit Administratorrechten nutzen. Klicken Sie dazu mit der
rechten Maustaste auf das Desktop-Symbol und wahlen Sie
in dem sich 6ffnenden Kontextmen( die O ption “Run as
administrator” (,,Als Administrator ausfihren®).

2. Wenn die Software getffnet ist, klicken Sie auf das
“Security”-Men(. Wird zum ersten Mal auf das
“Security”-Men( zugegriffen, konfiguriert die Rotor-Gene
Q Software einige System-Gruppen, Uber die der Zugriff
auf die Software gesteuert wird.

-
Rotor-Gene Q Series Software

I,-'r“* RG Groups do not exist on the domain. Would you like them to be
W created?

A

\

3. Klicken Sie auf “Yes”; das “User Admin”-Dialogfenster
Offnet sich. Im oberen Anzeigefeld werden alle Benutzer
des Computers angezeigt. Einige Konten werden nur
vom System verwendet und werden lhnen nicht vertraut
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vorkommen. Im unteren Anzeigefeld werden die
Gruppen aufgelistet, denen der Benutzer zugewiesen ist.

Current User:  ZimmerB
Users:
';_h:ll::.ternplate g_rdeHlL-HobertHorvit Q_HDEHILGaith
o RDESTOBE 5_HDEHIL2SWTeamHoom E_HDEHILGerm
=3 RDE-STOBG E_HDEHILBSWTeamHoom E_HDEHILHomt
2 _RDE-STOGK ) RDEHILCrawleyRoom # FDEHILlacq
=2 _RDE-STOKR % RDEHILED1ERaom ¥ RDEHILJacy
(=3 RDE-STOKT E_HDEHILFrancoisJHoom E_HDEHIL.John'
’
—Groups
Diomain Groups : Selected Uszer's Groups :
Administrators
RG Analpst > I
RG Operator
kS I
LCloze I

4. Um eine Gruppe einem Benutzer zuzuweisen, wahlen Sie
den Namen des Benutzers aus der Liste. Das untere
Anzeigefeld wird aktualisiert. Ist der Benutzer keiner
Gruppe zugewiesen, dann kann er die Software nicht
starten.

Im Beispiel des folgenden Screenshots wird der Benutzer
“linsongy” der Gruppe “RG Analyst” zugewiesen, indem
im Feld unten links die Gruppe markiert wird und dann
die Pfeil Schaltflache “>" angeklickt wird. Entfernt wird
eine Gruppe, indem sie im Feld unten rechts markiert
wird und dann die Pfeil-Schaltflache “<” angeklickt wird.
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|
Current Llger: ZimmerB
—Users:

] rdeHIL-FobertHorvit
o RDE-STORBE ROEHIL25W T eamF oom

/B [
. - L4
= RDE-STORG 8 RDEHIL3SWT eamRoom L4
- /)
C<N L4
= L4

ROEHILG aith
RDEHILGemn
ROEHILH omt
ROEHIL acq
ROEHIL)acq
_RDEHILIghn’

._HDE-STDGK ROEHILCrawleyR aanm
| ™ _RDE-STOKR RDEHILE M15Room
|8 RDE-STOKT _RDEHILFrancoiz/Fioom

e ¢

—Groups :

Domain Groups Selected Usger's Groups

Adrministrators
B4 ARG Analyst > |
B4 RG Operator
< |

LCloze I

5. Melden Siesich jetzt als dieser Benutzer an. Als “RG
Analyst” sind das “Run™-Meni und die “Profile”-
Schaltflache nicht verflgbar. Allerdings kdnnen
vorhandene Laufdateien gedffnet und ausgewertet
werden, wie im folgenden Screenshot dargestellt. In der
Statuszeile wid angezeigt, dass der Benutzer “linsongy”
die Rolle eines “RG Analyst” hat.
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Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Analyst)

Soman 231 VETUAL MODE | Gaerd U

6. Durch erneutes Anmelden als ein Administrator, kdnnen
Jlinsongy" die Zugangsrechte RG Operator zugeordnet
werden, und die Zugangsrechte RG Analyst kénnen
wieder entfernt werden. Dann muss die Software erneut
gestartet werden. In der Statuszeile wird angezeigt, dass
der Benutzer “linsongy” zur “RG Operator™-Gruppe

gehort.
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| Current User: HILZIMMERB-L2/linsongy [RG Operator)

‘JLIUUUUUUUUUULILIUUULIUUUUUUUUUUULIULIHh\

VIRTUA MODE | Gurerd s
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7.9.2

7. Wenn Sie sich als Administrator einloggen und alle dem
Benutzer “linsongy” zugewiesenen Gruppen entferan,
wird folgende Meldung eingeblendet, wenn “linsongy”
die Software startet.

Rotor-Gene Q Series Software &J

You have insufficent rights to use the software, Please contact the domain
administrator to set up groups.

A 4

Konfiguration fur Windows 10

In diesem Abschnitt wird beschrieben, wie das System fir
einen sicheren Betrieb der RotorGene Q Software
eingerichtet wird.

Um die Sicherheitsfunktionen nutzen zu kdnnen, muss die
Software mit der Option “Force authentication through
Windows domain” (Authentifizierung Gber Windows Domane
erzwingen) installiert werden. Dadurch wird die Windows
Doméne nach lhrer Zugangsebene undlhren Anmeldedaten
abgefragt; dies ist entscheidend fur die Bereitstellung der
Verantwortlichkeits und Sicherheitsfunktionen.

Programmestart als Administrator

Viele Anwender benutzen ihren Computer als Administrator,
ohne ein Passwort einzugeben. Dies istwar praktisch, macht
es aber unmdoglich zu bestimmen, wer den Computer
benutzt. Dadurch kann keine Verantwortlichkeit zugeordnet
werden, und die Aktivierung vieler Sicherheitsfunktionen der
RotorGene Q Software wird verhindert.

Beim Betrieb im Administraor-Modus sind alle
Softwarefunktionen aktiviert. Daher ist im Administratof
Modus sichergestellt, dass Anwender, fur die keine
Sicherheitsmerkmale erforderlich sind, auf alle diese
Softwarefunktionen zugreifen kdnnen.
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Anlegen eines neuen Benutzerkontos

Legen Sie fur jeden Benutzer ein Benutzerkonto an.
Wiederholen Sie fir jeden Benutzer die im Folgenden
beschriebenen Schritte, bis alle Konten angelegt sind.

1. Wahlen Sie zum Erstellen eines neues Benutzers ,Start
geben Sie ,Computer Management* (Computer-
Management) ein, driicken Sie auf ,Enter* (Eingabe) und
navigieren Sie zu ,Local Users and Groups* (Lokale
Benutzer und Gruppen) auf der linken Seite.

2. Wahlen Sie im sich 6ffnenden Dialogfenster den Ordner
~uUsers” (Benutzer). Klicken Sie im rechten Fester auf die
rechte Maustaste und wéhlen Sie die Option ,New
User..." (Neuer Benutzer ...) aus dem Kontextmend.

& Computer Management I o ER

3. Geben Sie einen Benutzernamen und ein Passwort ein.
Standardmafiig werden Benutzer mit normalen
Zugriffsrechten angelegt. Das bedeutet, er kann die
Software starten, aber keine neuen Programme
installieren und kann keine Systemeinstellungen andern.
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New User ? had

User name: |l"'9"'a"15l?-‘r

Full name: |New User

Description: |

Password: senee

Corfirm password:

[¥] User must change password at next logon
User cannot change password
PaS:‘-ﬁi-ﬁj never expires

[] Account is disabled

Help Create Close

4. Klicken Sie auf “Create” (Anlegen).Jetzt kénnen Sie sich
als dieser Benutzer anmelden.

Rollen fiir jeden Benutzer festlegen

Als N&chstes sollten Sie jedem Benutzer eine Rolle zuweisen.
Die Zugriffsmdglichkeiten sind in folgende Rollen unterteilt:
B “Rotor-Gene Q Operator” (Rotor-Gene Q-Bediener)
—kann Laufe durchfiihren, aber keine Berichte
erzeugen oder Auswertungen durchfiihren
B “Rotor-Gene Q Analyst”(Rotor-Gene Q-Analyst) —
kann Laufdaten auswerten und Berichte erzeugen,
aber keine neuen Laufe durchfiihren
B “Rotor-Gene Q Operator and Analyst” (Rotor-Gene
Q-Bediener und -Analyst) — kann die Aufgaben
beider Rollen wahrnehmen
B “Administrator” — kann Probennamen entsperren und
alle Aufgaben eines “Analyst” und “Operator”
(Bediener) durchfiihren.
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7.9.3

B “None” (Keiner) — Zugriff auf die Software wird
verweigert

Hinweis: In Microsoft Windows 10 lassen sich keine
Benutzergruppen mit der Rotor-Gene Q Software erstellen.
Gruppen mussen in diesem Fall in der Domé&ne von einem
Domanenadministrator erstellt werden, der auch die
Zuweisung der Benutzer zu einer spezifischen Gruppe
erstellen muss. Das Meni ,Run” (Lauf) wird angezeigt. In der
Statuszeile wird angezeigt, dass der Benutzer ,insongy"“ zur
Gruppe ,RG Operator* (RG-Bediener) gehoért.

Betrieb mit mehreren Benutzern am selben
Computer

Um die Rotor-Gene Q Software mit mehreren Benutzern
verwenden zu kdnnen, legen Sie ein Benutzerkonto an, flr
das kein Zugriff auf die Rotor-Gene Q Software besteht.
Melden Sie sich mit diesem Konto in Windows an, sodass
Benutzer nicht anonym auf den Rotor-Gene Q MDx zugreifen
kénnen.

1. Nach Klicken auf das Icon “Rotor-Gene Q Software
Login” kdnnen Benutzer ihr Benutzerkonto in der Rotor-
Gene Q Software 6ffnen.

2. Geben Sie den Benutzernamen und das Passwort
(verpflichtend) in das angezeigte Dialogfeld ein.

% Run Rotor-Gene As Other User

X
Domain: [QIAGENPC

Usemame : [!i\drnin Cancel

Password : |

7-112

RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Analyse -Benutzeroberflache

3. Die Domain ist entweder der Computer, an dem Sie sich
anmelden, oder der Name Ihres lokalen Netzwerks
zusammen mit dem HostNamen. Fragen Sie lhren
Netzwerk-Administrator, wenn Sie unsicher sind, welche
Domane in diesem Textfeldeinzugeben ist.

Hinweis: Nach dem Login stehen diesem Benutzer alle
seine Benutzerdateien zur Verfigung. Jeder Benutzer
kann Dateien in seinem eigenen Bereich speichern.
Dadurch ist ein hohes Mal3 an Sicherheit gewahrleistet.
Hinweis: Nach Beendigung seinesLaufs sollte sich der
Benutzer ausloggen, um zu verhindern, dass ein anderer
Benutzer einen Lauf unter seinem Namen durchfiihrt.

79.4 Sicherheitsprifungs -Protokolle

Jedes Mal, wenn ein Benutzer eine Datei speichert, werden
die Benutzerdaten in den Laufeinstellungen (“Run Settings”)
auf der “Messages™Registerkarte protokolliert, und zwar in
Form einer “Security Audit Trail Summary” (,Zusammen
fassung des Sicherheitsprufung#rotokolls”) und des
“Security Audit Trail Detail” (Details des Sicherheitsprifungs
Protokolls®).

Wekur v 1) Series Sollmare VAL MEIE - Three Step with Mok 2006-11-26 (1) =ld] =

HeH PR G . &
Ditings

J ¢ i % 5
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P ovwgmeabire =gl x
100 - - - 4
’ : \
ki fiam Settings | 1
Giomera| Mache Optioen Messages | Channst | 100 Lo | Secunmy |
B

P Wiswd Advarsnd
Socusty durke Tid Sy
Lo Sirend 0 2611
Frome 0
Savad AL 1172000 336:00 P Ty COIRSTO0L T
ko Saveed A1 261172000 33513 P Ry CORITOON G
& Secusty At Tiel Dl
o0 Saved A 261172000 24745 PH Dy COMTO0 /RGQ User
[ Eigerment Slated A1 2511,/ 24748 PH By CLINIT 007
Tt Sirved AL 257117210080 + %500 P by O 067G Lses 51
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Dadurch kann kontrolliert werden, wer Anderungen am

Inhalt einer Datei vorgenommen hat. Das “Security Audit
Trail Detail” enthélt weitere Einzelheiten, wie zB. das einzig
artige ldentifizierungszeichen [D) des Benutzers. Dieses
Identifizierungszeichen ist wichtig, um zu verhindern, dass ein
Benutzer unter demselben Namen ein Konto auf einem
anderen Computer erzeugt und dadurch die Identitét eines
anderen Benutzers annehmen kann. In diesem Fall waren
die Benutzernamen dieselben, aber die KontelDs wirden

sich unterscheiden.

In den “Details” ist die Identifizierung (“S1-5-21-
1177238915 -195") fur das Konto “CORIT001/RGQ User 2"
angezeigt.

BEIET]

=101x}

1

i

HWWW'A | M

Potor(ene 0 Senes Software 1.7 [Hukd 4] WIRTUAL MODE | Coment User: C0FT 0N PIG0 User 2 10 Diperstoe]

= Wamng
Olpenstar shipped end ol cycle for Cycing @ Alepest 25

T

il

7.9.5 “Run Signatures” (,Laufsignaturen®)

Das SicherheitsprufungsProtokoll wird in der RotorGene Q
Laufdatei gespeichert. Um eine unabsichtliche Anderung
dieser Dateien zu verhindern, sollten sie an einem sicheren
Speicherort hinterlegt werden, auf den nur mit bestimmten
Windows-Konten zugegriffen werden kann. Werden aller-
dings die Dateien in einem Bereich gespeichert, auf den
mehrere Benutzer Zugriff haben, bieten die Laufsignaturen
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zusatzliche Sicherheit. Der folgende Screenshot zeigt die
“Security™-Registerkarte in den “Run Settings” (,Laufein
stellungen®) fur eine Datei mit Laufsignatur.

Run Settings @

General Information :
Run Signatures are stored within all newly zaved runs. These signatures, like a wax

General] M achine Options l Meszages l Chatinelz l

zeal on a document, guarantee that no changes have been made outzide the
software. If a file is tampered with, the signature becomes invalid.

Run Signature :

The signature is valid.

= The signature for this run file iz valid. The file contents has not been modified
[ outside of the software.

(]9 | Cancel |

Die “Run Signature” (,Laufsignatur”) besteht aus einer
langen Zeichenkette, die jedes Mal, wenn die Datei
gespeichert wird, generiert wird und mit dem Inhalt der Datei
verknlpft ist. Zum Beispiel lautet dieSignatur fur diese Datei:
“517587770f3e2172ef9cc9bd0c36¢c081”. Wird diese Datei
mit dem Notepad-Editorprogramm gedffnet und eine
Anderung vorgenommen (z. B. das Laufdatum auf drei Tage
friiher geéndert), erscheint folgende Meldung, wenn die
Datei beim nachsen Mal getffnet wird.
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7.9.6

Bad Run File Signature

The loaded run file contains a signature which does not match the file contents.
Thiz means the file has either been corupted, or tampered with since it was
written by the Rotor-Gene 0 Series Software.

Fiun file zsigning ensures the integrity of your run resultz. Information about a run's
signature can be found in the Fun Info window.

‘ Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
File Analysis Run Gain View Security Window Help

Z € | Q| F @ W H W B :
New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

Channels 7 Cyding A.Green 7 HRM A.HRM

Page: Page 1
Run Settings 7 =
General| Machine Options | Messages | Channels Secuity

General Information
Flun Signatures are stored within all newly saved runs. Thess signatures, lice 2 wax
seal on @ document, guarantee thal o changes have been made ouside the
soltware. If 2 fle is tampered with, the signature becomes invald.

Run Signature

There is no signature.

; There is na signature available for this run. Runs saved in previous wersians map
not be: signed. This means the il contents can not be guaranteed os free from
unauthorised modiication

Bank On Bank Off
NamedOn | AIOn | Al O
Edit Samples..

Rator-Gene Q Series Software 4.7 (Build 1) WIRTUAL MODE | Cunent User: CORBETT linsongy [Administrators]

Hinweis: Beim Verschicken von Dateien per BMail kann es
durch das Verschlisselungsverfahren dazu kommen, dass
die Signatur ungultig wird. Um dies zu vermeiden, verpacken
Sie die Datei als ,zip*“-Datei, bevor Sie sie per EMail
verschicken.

Sperren von Proben

Nachdem ein Benutzer einen Lauf gestartet hat, ist es wichtig
sicherzustellen, dass Probennamen nicht versehentlich, oder
auch absichtlich, geandert werden. Aus diesem Grund bietet
die RotorGene Q Software die Moglichkeit, Probennamen zu
sperren. Probennamen kénnen von jedem Benutzer gesperrt
werden, kénnen allerdings nur von einem Admhistrator

entsperrt werden. Fir Benutzer, die ihren Computer im
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Administrator-Modus betreiben, ist diese Option von
begrenztem Wert. Um diese Option nutzen zu kbnnen, muss
der Computer sicher konfiguriert sein, so wie in den
vorherigen Abschnitten beschrieben.

Hinweis: Wenn Sie Proben sperren méchten, starten Sie die
Software nicht im AdministratorModus. Legen Sie ein
Benutzerkonto mit den Gruppen “RG Operator” und “RG
Analyst” an und halten Sie das AdministratorPasswort
geheim. Benutzer brauchen dann die Berechtigung vom
Administrator, um Dateien zu entsperren.

Proben kdnnen bei Verwendung des Advanced Wizard vor
dem Strt eines Laufs gesperrt werden, in dem die
Schaltflache “Finish and Lock Samples” (,Beenden und
Proben sperren”) angeklickt wird.

New Run Wizard g|

Settings :
Given Cone. Format : | ﬂ Unit : |C0pies ﬂ tore Options
Samples :
B | Eoit | ResstDefaut | Gradient | REEIERER
C [ID |Name |T_l,l|:|e |Groups |Given Conc. |SEA

1 250bp Urkrown e

2 250bp Unknawan e
| EE Unknown e
B 500 Unknown e

5 B00bp Unknaowar e
B 5 s00bp Unknown e
- 7 Uriknown e

b Unknown e

g Uk rawan e T
L] 3
Page
Mame; |Page1 Mew [ Synchronize pages

SkipWizard | <<Back |  Finish | Finish and Lock Samples |

Die folgende Warnmeldung wird angezeigt. Klicken Sie zur
Bestatigung auf “Yes”.
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Rotor-Gene Q Series Software

L) r Lock the samples? Only administrators will be able to unlodk them once this has been done,
-

fes Mo |

Nachdem die Proben so gesperrtwurden, kdnnen die
Proben im “Edit Samples=Fenster nicht mehr bearbeitet

werden.
=loix
File Edit Format Security
Standard | Fotar Sty\el
Settings -
lrﬁiven Conc. Format : I j Uit : ICopies j More Options |
~ Samples
IREIEEEE
C |ID |Name |Tppe |Gmups |Given Conc. |Selected :I
1| 260bp Unknown ‘Yes
2 250bp Unknawin Yes
| Unknown Yes
| Unknown Yes
5 500bp Unknaown e
- B S00bp Unknown es
- 7 Unknown res
¥ g Unknawn Yes
- 4 Unknown es
B Unknown Yes
B Unknown Yes
N 2 Unknown Yes ﬂ
Page:
’7Name' IF'age'I < ¥ | Iew | [elete I™ Sprichionize pages
Unds I ak I Cancel I Help |

Proben kdénnen auch im “Edit SamplesZFenster ge und
entsperrt werden. Allerdings kann nur ein Administrator die
Proben entsperren, nachdem sie gesperrt wurden.

nat | Secury

[ v -

S amples

Jedeunbefugte Anderung an der Datei macht die
Laufsignatur ungultig.

7-118 RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Analyse -Benutzeroberflache

7.9.7

7.10

Gesperrte Vorlagen

Derzeit ist es fur den Benutzer nicht méglich, in der Roter
Gene Q Software schreibgeschiitzte VorlagetDateien zu
erstellen. Es kann allerdings als Aforderung festgelegt
werden, dass alle Laufe unter Verwendung einer spezifischen
Vorlagen-Datei durchgefiihrt werden miissen. Um den
schreibgeschutzten Zugriff auf diese Vorlage sicherzustellen,
sollte sie auf einem NetzwerkLaufwerk gespeichert werden,
wo Benutzer die Daten nicht &ndern kénnen. Die Benutzer
kénnen zwar nach wie vor ihre eigenen Profile bei Analyse
laufen verwenden und sie verandern, wohingegen die
Vorlage auf einem NetzwerkLaufwerk wie diesem geschiitzt
ist. Um ruckverfolgen zu konnen, welte Vorlage bei einem
Lauf verwendet wurde, speichert die RoteGene Q Software
den Namen dieser Vorlagen-Datei. Diese Information
kénnen Sie einsehen, indem Sie auf die “Settings'Schalt
flache klicken, wodurch das “Run Settings’Fenster angezeigt
wird. Die Angabe der verwendeten Vorlage ist unter “Other
Run Information” (,Sonstige Laufinformationen®)
abgespeichert.

Other Aun Fun file has & valid signature

Imfgemmation ; Template was signed.

Using 72-well carousel

Channels saved for this mn:

Created with lemplate
‘T:hDual Labeled Probes. ret’

Run iz curmenily m progress.

Starbed at TE/02/2008 11:16:36 AM

Meni “Gain” (,Verstarkung®)

Klicken Sie auf das “Gain™Men, um die “Gain Settings”
(,Verstarkungseinstellungen®) fur den aktuellen Lauf anzu
zeigen. Dadurch wird die Verstarkung des angegebenen
Kanals vor einem Lauf eingestellt. Die Verstarkungsfaktoren
werden vom vorangegangenen Lauf iUbernommen. Diese
Faktoren kdnnen noch geéndert werden, solange der Lauf
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noch nicht gestartet wurde. Verwenden Sie die Nactoben-
/Nach -unten-Pfeile neben jedem Textfeld, um die Werte in
den Feldern zu &ndern. Klicken Sie dann auf “OK”.

Die Verstarkung kann auch noch wahrend der ersten Zyklen
geandert werden. Im betreffenden Kanal wird an der Stelle
eine rote Linie eingeflgt, an der der Verstarkungsfaktor
geandert wurde. Die Zyklen vor der Anderung des Verstar
kungsfaktors werden bei der Auswertung nicht berticksichtigt.

Gain Settings ____F3|
Green [ =
Yellow =
Oange [5 =
Red =
Cimsen [T =
HFiM =

9| o |

7.11 MenU “Window” (,Fenster®)

Mit diesem Menu koénnen Sie die Anzeigefenster neben
einander oder untereinander oder kaskadenférmig
Uberlappend anordnen. Weitere Optionen stehen zur
Verfugung, wenn Sie auf den Pfeil rechts neben der
“Arrange” -Schaltflache (,Anordnen®) klicken.

7.12 Hilfe - Funktion (“Help®)

Nach Anklicken des “Help™-Buttons oder des “Help™-Menus
offnet sich das folgende Drop-down-Mend.
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Help |
Table of Contents

Virtual Demo
Software Version History...

‘Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

“Table of Contents” Inhaltsverzeichnis; mit dieser Option
gelangen Sie zur Hilfe Funktion.

“Virtual Demo” Mit dieser Option gelangen Sie Uber
einen Hyperlink zur entsprechenden
Seite der QIAGEN Website, wo Sie
eine interaktive Demonstration der
Software abrufen kénnen.

“Software Version Diese Option gibt Innen einen

History...” kurzen Uberblick tiber neue Soft
ware-Funktionen, die seit dem
zuletzt installierten Release der
Software hinzugefugt wurden.

“Web Resources” Mit der Option kdnnen Sie eine
QIAGEN Webseite in einem neuen
BrowserFenster offnen, wo Sie
wertvolle neueste Informationen
Uber die RotorGene Q MDx Gerate
und die zugehorigen Kits und
Reagenzien finden.

“About This Software...”Im Menipunkt “About This
Software” kénnen Sie Informationen
Uber den angeschlossenen Therme
cycler, die Seriennummer des Roter
Gene Q MDx und die Software-
Versionsnr. abufen.
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7.12.1

“Send Support E -Mail” (,Support -E-Malil
schicken®)

Die Option “Send Support EMail” im “Help” -Men
ermoglicht es Ihnen, eine SupportE-Mail an QIAGEN,
inklusive aller relevanten Informationen eines Laufs, zu
schicken. Die “Save As*Option speichert alle Informationen
in einer Datei ab, die Sie auf eine CD kopieren oder in einen
anderen Ordner im Netzwerk speichern kénnen, falls Sie auf
dem Computer, mit dem der Rotor-Gene Q MDx gesteuert
wird, keinen Zugang zu einem EMail-Programm haben.

Wenn Sie zum ersten Mal die SupporE-Mail-Funktion auf
dem Laptop-Computer, der optional (landerabh&ngig)
zusammen mit dem RotorGene Q MDx geliefert wird,
nutzen mochten, dann missen Sie erst lhre #ail-
Einstellungen konfigurieren.

Hinweis: Sie kdnren die Eintrage des IFVerantwortlichen
Ihres Unternehmens vornehmen.
Konfigurieren der E -Mail - Einstellungen

1. Klicken Sie auf die Option “Send Support Email...”
(,Support-E-Mail schicken®). Das folgende
Dialogfenster 6ffnet sich.
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Internet Connection Wizard ﬂ

Your Name

‘when you send e-mail, your name will appear in the From field of the outgoing message.
Type your name as you would like it to appear.

Display name: ||

For example: John Smith

< Back I [ I Cancel |

2. Tippen Sie Ihren Namenein und klicken Sie auf “Next”

(.Weiter”). Als Nachstes 6ffnet sich das Dialogfenster
“Internet E-mail Address”.

Internet Connection Wizard ﬂ

Internet E-mail Address

“r'our e-mail address iz the address other people uze to send e-mail meszages to you.

E-mail address: ||

For example: someoned@microsoft. com

< Back I et > I Cancel |

3. Geben Sie darin Ihre EMail-Adresse ein und driicken Sie

dann auf “Next”. Dann 6ffnet sich das Dialogfenster
“E-mail Server Names”.
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Internet Connection Wizard

E-mail Server Names

My incoming mail zerver is a IPDF'3 'l FEIVEL

Incoming mail [POP3, IMAP ar HT TP server:

An SMTF zerver iz the server that iz used for your outgoing e-mail.

Dutgoing mail [SMTF] server:

< Back I Tewt > I

Cancel |

4. Wahlen Sie den entsprechenden Typ des-Mail-Servers
fur eingehende EMails und geben Sie die ServeiNamen
fur eingehende und ausgehende EMails an. Klicken Sie

anschlieRend auf “Next”. Das Dialogfenster “I
Mail Logon” wird angezeigt.

Internet Connection Wizard

Internet Mail Logon

nternet

x|

Type the account name and password your Internet service provider has given you.

Account name: I

Password: I
¥ Remember password
If your Interet service provider requires you to use Secure Pazsword Authentication

[5P&)] ko access vour mail account, select the 'Log On Using Secure Password
Authentication [SPA]' check box.

™ Log on using Secure Password Authentication (SP4)

< Back I et I Cancel
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5. Geben Sie denNamen lhres EMail-Kontos und das
Passwort ein, falls bei lnrem Server eine sichere
PasswortAuthentifizierung verwendet wird. Klicken Sie
dann auf “Next”. Das abschlieende “Congratulations”-
Dialogfenster 6ffnet sich.

Internet Connection Wizard 5[

Congratulations

r'ou have successfully entered all of the information required to zet up your account,

To zave these settings, click Finizh.

< Back Cancel |

6. Bestatigen Sie durch Anklicken en “Finish”, um das
Einrichten des EMail-Kontos abzuschliel3en.

Konfigurieren in Outlook

1. Offnen Sie im Startmenii das Programm “Outlook
Express” (auf “Start”, dann “All programs” (,Alle
Programme*) und dann auf “Outlook Express” klicken).

2. Wabhlen Sie das “Tools*Menu und darin “Options”. Das
folgende Dialogfenster erscheint.
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¥4 Dptions 2 x|
Signatures I Security I Connection I Ik aintenance

General | Fiead I Feceipts I Send I Compose

General

[ “when starting, go directly to my Inbox’ folder
v Maotify me if there are any new newsgroups
¥ Automatically display folders with unread messages

v Automatically log an to Windows Messenger

Send / Receive Meszages

= 7 ¥ Play sound when new messages arive

[ Send and receive messages at startup

[ Check for new messages evern |3EI E minute(z]

|F iy computer is not connected at this time:
IDD naot connect j

Default Mezzaging Programs

Thiz application iz the default Mail handler I ake Default |
Y
Thiz application iz the default Mews handler I ake Default |

ok I Carcel | Apply |

Wichtig: Um ein Abrufen von EMails wahrend der PCR
Laufe zu verhindern, deaktivieren Sie die voreingestellten
Eintr&ge im Dialogfenster “Send/Receive Messages”
(,Nachrichten senden/empfangen®).

3. Deaktivieren Sie die Option “Send and receive messages
at startup” (,Nachrichten beim Hochfahren senden und
empfangen®).

4. Deaktivieren Sie die Option “Check for new messages
every 30 minutes” (,Alle 30 Minuten nach neuen
Nachrichten abfragen®).

5. Bestatigen Sie die Anderungen per Klick auf “OK”.
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8.1

8.2

Zusatzliche Funktionen

Analyse -Vorlagen

Bei einigen Analysen muss der Benutzer Schwellenwerte,
Normalisierungs- und Genotyp-Einstellungen festlegen.
Diese Einstellungen werden haufig in mehreren
Experimenten wiederverwendet.

Analyse-Vorlagen erméglichen es, diese Einstellungen zu
speichern und spater erneut zu verwenden. Dies reduziert
den Aufwand bei der Eingabe der Einstellungen und auch
das Fehlerrisiko.

Die Quantifizierung, Alleldiskriminierung, Schmelzkurven,
Scattergramm und EndpunktAnalyse unterstiitzerden
Einsatz von AnalyseVorlagen. Bei diesen AnalyseArten kann
der Benutzer eine Vorlage exportieren, die spezifisch fir
diese AnalyseArt ist (z. B. kénnen bei einer Quantifizierungs
analyse *.qut -Dateien, die Quantifizierungseinstellungen
enthalten, exportiert und importiert werden).

Nachdem eine AnalyseVorlage importiert oder exportiert
wurde, wird deren Dateiname fur zukiinftige Anwendungen
angezeigt.

Imported Settings « |
#hTemplates\BC. qut

Impart. . | Expart... |

Offnen eines zweiten Laufs

Wahrend ein Analyselauf durchgefuhrt wird, kénnen friihere
Laufe geoffret und analysiert werden. Verschiedene Funktio
nen, wie zum Beispiel die “New™ oder “Start Run-Schalt
flache stehen in dem Fenster dieses zweiten Laufs nicht zur
Verfligung. Ein neuer Lauf kann nur im ersten Fenster
gestartet werden und auch erst dann, wan der erste Lauf
beendet ist.
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8.3

8.4

Skalierungsoptionen

Um die Skalierung einzustellen, klicken Sie auf “Adjust
Scale...” (,Skalierung anpassen...”) am unteren Rand des
Hauptfensters oder mit der rechten Maustaste in das Dia
gramm und wéhlen “ Adjust Scale...” aus dem eingeblen
deten Kontextmend. In dem sich 6ffnenden Fenster kann die
Skala manuell eingegeben werden.

Adjust Scale E1
EEMOE |1 10 ill
Minirnum : IU ill

o] |

Wenn Sie die automatische Skalierung nutzen mochten,
klicken Sie auf “Autoscale...” (,Automatische Skalierung...”)
am unteren Rand des Hauptfensters oder mit der rechten
Maustaste in das Diagramm und wéahlen “Autoscale...” aus
dem eingeblendeten Kontextmeni. Die Autoskalierungs
funktion versucht, die MesswerSkala an den maximalen
und minimalen Messwert anzupassen.

Um die Standard-Skalierung einzustellen, klicken Sie auf
“Revert to Default Scale” (,Auf StandardSkalierung
ricksetzen“) am unteren Rand des Hauptfensters oder mit
der rechten Maustaste in das Diagramm und wéahlen “Revert
to Default Scale” aus dem eingeblendeten Kontettnen(. Bei
der Standard-Skalierung wird die MesswerSkala auf die
Anzeige von 0 bis 100 Fluoreszenzeinheiten riickgesetzt.

Diagramme exportieren

Export als Bilddatei

In den folgenden Schritten wird beschrieben, wie Sie eine
Bilddatei speichern.

1. Kilicken Sie mit der rechten Maustaste auf das Bild und
wéhlen Sie “Export” aus dem eingeblendeten Kontext
men.
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2. Das “Export Dialog’-Fenster 6ffnet sich; wéhlen Sie darin
das gewulnschte Bildformat aus der “Format-Liste aus.

Export Dialog X]
Picture | Nativel D ata I

Eormat Options | Size I
Hibmap

as Metafile |
as PostS cript Colors:  Default =

az PDF
g [~ Monochrome

az GIF
az PMG
az JPEG

Copy Save... Send... Cloze

3. Gehen Sie anschlieRend auf die “Size*Registerkarte und
legen Sie dort die gewiinschte Bildgrol3e fest.

Export Dialog =
: | Nativel [rata I

Fomat Options ~ Size |
az Metafile o —
as PostS cript tdidth: 1833 =
az PDF
as PCX Height: [540 :Il
az GIF
:2 F IEIEGG ¥ Eeep aspect ratio
Copy | Save... | Send... | Close

4. Aktivieren Sie das Kontrollkéastchen der Funktion “Keep
aspect ratio” (,Seitenverhéltnis beibehalten”), um die
korrekten Proportionen des Bilds beizubehalten, wen
Sie dessen Grol3e verandern.
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5. Klicken Sie auf “Save” (,Speichern®) und legen Sie in
dem sich 6ffnenden Dialogfenster einen Dateinamen
und einen Speicherort fur die Bilddatei fest.

Falls ein Bild mit hoherer Auflésung erforderlichist,
empfehlen wir, entweder die Bildgré3e so weit zu erhéhen,
bis das Bild den Anforderungen geniigt oder das Diagramm
als Metadatei (-.emf, *.wmf ) abzuspeichern. Dabei handelt
es sich jeweils um vektorbasierte Dateiformate, die in einer
Bildbearbeitungs-Software wie Adobe® lllustrator® gedffnet
werden kann; darin kann ein Bild beliebiger Auflésung
erzeugt werden.

Exportin nativem Format

Fir die Diagrammdarstellung in der Rotor-Gene Q Software
wird die TeeChart® Softwarekomponente verwendet, die vom
Drittanbieter Steema Software entwickelt wurde. Um ein
Diagramm im nativen Dateiformat abzuspeichern, wahlen
Sie die “Native”-Registerkarte im “Export Dialog”-Fenster
(siehe Screenshot oben) und klicken dann auf “Save”. Das
native Format ist das TeeChart Standard-Dateiformat. Eine
Datei in diesem Format kann der Benutzer mit dem Pro-
gramm TeeChart Office von Steema Software bearbeiten.
TeeChart O ffice ist als kostenlose Software erhdltlich und ist
als Bestandteil des Rotor-Gene Q Softwarepakets installiert.
Um die Software zu 6ffnen, klicken Sie einfach auf das
TeeChart Icon auf dem Desktop.

TeeChart Office ermdglicht die Bearbeitung exportierter
Diagramme, u. a. Andern von Kurvenfarben und Schrift-
arten, Hinzufugen von Annotationen, und Anpassen von
Datenpunkten.
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&« TeeChart Dffice - test_tes
Fle Edr Miew Tock Help
D Bgsrc. Qb KE@|[raar]- - ~|
Fl = BRERGNSEEEEEE =y ||@|§g || v|J_-||

GG s elA A
18
ki F— 2-Hetesozygous
17 L.I
bz F o 3-wikdpe
16
iz F — 4 Heterorygous 5 !
b = 5 Helssoaygous = | "
Er— all® )
Property Value
5 e
Back Image |- [rone) L
Hevel Faised |./_-"
Border _]—
Color Whie .
Colrmode  Coloes
e = = (1]
Gradient [=] trorel
iew 30 ™ Na
Auto Sizs W ‘ez 5 w1 W B W B 40 5 Iﬂ‘m
Cyele
Chan|Dalo | P =
[ 1= Modiied | NUM| ~

Daten exportieren

Um Daten in verschiedenen Formaten zu exportieren, gehen
Sie auf die “Data’-Registerkarte im “Export Dialog-Fenster.
Die exportierte Datei erthélt Rohdatenpunkte, die fur das
Diagramm verwendet werden.

Export Dialog B3
F'iu:turel Mative Data |
. Inchude:
sefies:  [all = [ Paint Index
Farmat: v Paint Labels
& Tent I Header
ML [~ Pairt Colars
" HTML Table Delimiter:
" Ewcel Tab =l I—

Copy Save... Send... | Cloze
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Roh und Auswertungsdaten kénnen auch durch Auswahl der
Funktion “Save As” (,Speichern unter”) im “FilezMen
exportiert werden (siehe Abschnit?.5).

8.5 Schraubenschlissel -Icon

Das Schraubenschlisselcon ﬂ befindet sich links am

unteren Rand des Hauptfensters. Wenn Sie auf die

SchraubenschliisseBchaltflache klicken, bieten sich Ihnen

mehrere Optionen. Auf diese Optionen kdnnen Sie auch

durch einen Klick mit der rechten Maustaste in das

Diagramm zugreifen.
adjusk Scale. .

Butoscale

Rewvert to Default Scale

Export...

Copy Chart to Clipboard

Edit Chart in TeeChart Office. ..
Prink...

Cigital Filter...

Select All Mamed Samples

Show Pinpoinker

Grouping g

“Adjust Scale...”, Siehe Abschniti8.3.

“Autoscale”,

“Revert to Defaull

Scale”:

“Export..." Mit dieser Funktion konnen Sie das
Diagramm in unterschiedlichen Formaten
abspeichern (siehe AbschnitB.4).

“Copy Chartto  Mit dieser Funktion wird das Bild des

Clipboard™: Diagramms in den Zwischenspeicher
kopiert.
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“Edit Chart in
TeeChart
Office...”

“Print...":

“Digital Filter...”:

i select digital filter for graph

Bei Wahl dieser Option wird das
Diagramm direkt zur Bearbeitung im
Programm TeeChart Office gedffnet (siehe
Abschnitt8.4).

Bei diesem Befehl wird Diagramm
gedruckt.

Mit dieser Funktion wird der aktuell
gewahlte Digitalfilter fir die Diagramm-
erstellung geandert. Der Digitalfilter glattet
die Daten durch Verwendung eines
flexiblen Fensters von Datenpunkten.

“Show
Pinpointer”:

“Grouping”:

Durch Wahl dieser Option wird ein Fenster
eingeblendet, in dem die exakten Koordt
naten der MauszeigerPosition angezeigt
werden.

Mithilfe dieser Funktion kbnnen Proben mit
identischer Bezeichnung visuell gruppiert
werden. Dies kann bei Laufen mit volt
standig belegtem Rotor niitzlich sein. Die
Wabhl dieser Option hat keine Auswirkun
gen auf die berechneten Werte.
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8.6 Optionen fur ausgewahite

Diagrammbereiche

Ein Teilbereich eines Diagramms kann durch Anklicken mit

der linken Maustaste und Ziehen des Mauszeigers (bei

gedrickt gehaltener Maustaste) ausgewahlt werden. Die
folgenden Optionen werden in einem Kontextmenu
eingeblendet.

Select Only These Samples

Deselect These Samples

Zoarm

Cancel

“Select Only Proben, die aul3erhalb des ausgewahlten

These Samples”: Bereichs liegen, werden nicht beriick
sichtigt.

“Deselect These Alle Proben im ausgewéahlten Bereich

Samples™: werden nicht bertcksichtigt.

Zoom: Mit dieser Zoom-Funktion wird der
ausgewahlte Bereich des Diagramms
vergroRert dargestellt. Durch Klicken auf
die “Default Scale™-Schaltflache wird der
urspringliche DarstellungsMaf3stab
wiederhergestellt.
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9 Wartungsarbeiten

Die Leistungsfahigkeit des RoteGene Q MDx aufrechtzu
erhalten, ist einfach und erfordert keinen grof3en Aufwand.
Hinsichtlich der optischen Leistung ist lediglich sicherzu
stellen, dass die Linsen, die sich an der Emissiorsind
DetektionsLichtquelle befinden, sauber sind. Wischen Sie
dazu vorsichtig mit einem BaumwoltWattestabchen, das Sie
zuvor mit Ethanol oder Isopropanol*angefeuchtet haben,
Uber die Linsen.

Hinweis: Reinigen Sie die Linsen mindestens einmal im
Monat bzw. in Abhdngigkeit von der Geratebenutzung
haufiger. Wischen Sie dabei auch die Rotorkammer aus.

Halten Sie den Arbeitsbereich auf dem Labortisch sauber
sowie frei von Staub und Papier. Die Lufteinlassoffnung des
Rotor-Gene Q MDx befindet sich auf der Unterseite des
Geréts, und Staub oder loses Material wie Papier kdnnen die
Leistungsfahigkeit beeintrachtigen.

p

Ce
/

/

Halten Sie den Deckel des Rotor-Gene Q MDx geschlossen,
wenn das Gerdt nicht in Betrieb ist, um Staubansammlung zu
vermeiden.

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-
Handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden SicherheitsDatenblattern (Safety Data SheetsSDSs)
entnehmen, die Sie vomjeweiligen Hersteller beziehen kénnen.
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Falls die Rotorkammer verunreinigt oder kontaminiert wurde,
reinigen Sie sie, indem Sie die Oberflachen mit einem fussel
freien Tuch abwischen, das mit einer 0,1%igen (v/v) Bleich
I6sung angefeuchtet ist (es sollte keine Eksigkeit aus dem
Tuch herabtropfen).* Wischen Sie die Kammer anschliel3end
mit einem fusselfreien Tuch, das mit Reinwasser fur PER
Zwecke angefeuchtet ist, um Spuren des Bleichmittels zu
entfernen.
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10

10.1

Optische Temperatur -Verifizierung

Bei der optischen TemperatuVerifizierung (OTV; “Optical
Temperature Verification”) handelt es sich um eine Methode,
bei der die Temperatur in einem Reaktionsgefal’ im Rotor
Gene Q MDx Thermocycler Uberprift wird. Die Validierung
dieser Temperatur kann vor allem in zertifizierten Labora
torien ein wichtiges Verfahren sein. Die OTV wird mit dem
Rotor-Disc OTV Kit (siehe Anhang C) durchgefiihrt. Im
Folgenden wird nur eine kurze Einfiihrung in das Prinzip der
OTV gegeben. Das Leistungsvermdgen des OTWerfahrens
wird in der Rotor-Gene Q MDx Software erklart. Eine
ausfiihrlichere Beschreibung des OTWerfahrens, inklusive
einer Hilfe zur Fehlerbehebung, finden Sie im Handbuch zum
RotorDisc OTV Kit

Prinzip der OTV

Die OTV macht sich die optischen Eigenschaften von drei
thermochromatischen Flussigkristallen (TLCs*) als absolute
Temperaturreferenz zunutze. Bei Erwdarmung gehen die TLCs
bei sehr genauen Ubergangstemperaturen (50 °C, 75 °C
und 90 °C) vom opaken in den transparenten Zustand Uber.
Die TLCs fluoreszieren selber nicht. Daher ist es notwendig,
die Anregungs-Lichtquelle mit einem fluoreszierenden Einsatz
abzudecken, sodass die TLC-Ubergangspunkte vom opti-
schen System des Rotor-Gene Q MDx detektiert werden
kénnen. TLCs sind unterhalb ihrer Ubergangstemperatur
opak und reflektieren das Licht. Ein Anteil des reflektierten
Lichts wird in Richtung auf den Detektor gestreut, wodurch
sich die gemessene Fluoreszenz erhdht. Erreicht die Tempe-
ratur in den ReaktionsgefaRen die TLC-Ubergangstempe-
ratur, dann wird der TLC transparent, das Licht passiert die
Probe und wird nicht in Richtung auf den Detektor reflektiert,
sodass sich eine Abnahme der gemessenen Fluoreszenz
ergibt. Anhand der Anderung der Fluoreszenz kann die

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-
Handschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheits-Datenblattern (Safety Data SheetsSDSS)
entnehmen, die Sie vom jeweiligen Hersteller beziehen kénnen.
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10.2

10.3

Ubergangstemperatur jedes TLC prazise bestimmt werden.
Die Ubergangstemperatur wird mit der Temperatur vergh

chen, die in der im Werk erstellten Kalibrierungsdatei fur de
OTV RotorDisc angegeben ist, um zu bestatigen, dass der
RotorGene Q MDx die spezifizierten Temperaturen einhélt.

Komponenten des Rotor -Disc OTV Kit

Um einen OTV-Lauf durchzufiihren, sind die folgenden
Komponenten erforderlich:
B Rotor-Disc O TV Kit mit folgendem Inhalt:

B OTV-Rotor mit dicht verschlossener 72-Well-
Rotorscheibe (enthélt die TLCs)

m fluoreszierender Streuscheiben-Einsatz (Rotor-Gene
3000 bzw. Rotor-Gene Q/6000 Thermocycler)

m CD mit folgenden Dateien: Datei mit Seriennummer
und Haltbarkeitsdatum des O TV-Rotors (*.txt);
Vorlagen-Datei fir O TV-Test (*.ret); Produkt-
Informationsblatt (*.pdf); im Herstellerwerk erstellte
Kalibrierungsdatei (*.rex)

B Produktinformationsblatt

B Rotor-Gene Software, \Version 1.7 oder hoher, mit
einfach zu bedienendem Software-Assistenten (O TV

Rotor Wizard)

B Rotor-Disc-72-Rotor
B Sicherungsring fur 72-Well-Rotor

Durchfihrung eines OTV-Laufs

1. Setzen Sie den fluoreszierenden Einsatz tiber der Linse
der Emissions-Lichtquelle am Boden der Rotorkammer
des Rotor-Gene Q MDx ein.

2. Setzen Sie die O TV-Rotorscheibe in einen Rotor-Disc-72-

Rotor ein. Fixieren Sie die Scheibe mit einem Rotor-Disc-
72-Sicherungsring. Setzen Sie den bestiickten Rotor so in
den Rotor-Gene Q MDx, dass er einrastet. Schliellen Sie
den Deckel des Rotor-Gene Q MDx.
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3. Offnen Sie den Advanced Wizard, indem Sie im “New
Run™Dialogfenster die “Advanced™Registerkarte aus
wabhlen. Klicken Sie im Advanced Wizard auf “Instrument
Maintenance” (,Geratewartung”), anschlieRend auf
“OTV". Der Wizard fordert Sie auf, die Seriennummer
des OT\fRotors einzugeben. Diese Nummer kdnnen Sie
vom Etikett der OT\/Rotorscheibe ablesen oder von der
CD importieren, indem Sie auf “Browse” (,Durchsu
chen®) klicken und die .otv-Datei auf der CD auswahlen.
Nach Eingabe der Nummer klicken Sie auf “Start”.
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4

Quick Start  Advanced |
-+ Contains templates
= Perform Last Run that perform
. instrument
'S Empty Run maintenance.

B

L ]
2 Three Step with Melt

r.E wo Step
l_:] HRM™

i

P
J Other Runs

strument Maintenance

ﬁl___l Open A Template In Another Folder. ..

¥ Show This Screen When Software Dpens

ptical Temperature Verification Rotor

#® This template allaws vou to perforni in-tube temperature verification with the DIAGEN
.‘ OTY Ratar. For more infarmation, see our website available from the Help menu.

Ratar Details :
[~ Flugrescent insert

placed corectly Fleaze enter the serial number of the rotor wou are uging :

0TY-C172-31F4-2D0-384-306-3830

Temperatures . B0-72-90
Expiry Date : bdar 2006
Walidity Check :  “alid

Start | Exit |

4. Als Nachstes erwartet die Software die Eingabe eines

Dateinamens fiir den Lauf. Danach wird der Lauf
gestartet.
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5. Wahrend des Laufs werden mehrere Schmelzvorgange
durchgefihrt, um die thermischen Kenndaten des Rotor
Gene Q MDx zu bestimmen.

I§ O1¥ Temperature Yerification Results |

— Summary :

Werification Result:  Adjustment Recommended

— Details :

Lower Paoint: Mo Adjustment Required
tiddle Point : Mo Adjustment Bequired

dpper Point:  Adjustment Required

Apply Adjustment. . |

Close |

6. Nachdem der Lauf beendet ist, zeigt die Software an, ob
der RotorGene Q MDx die Temperaturspezifikation
erfullt.

7. Falls eine Justierung erforderlich ist, sollten Sie auf
“Apply Adjustment” (,Justierung vornehmen®) klicken. Es
erscheint die Aufforderung, einen VerifizierungsLauf
durchzufiihren. Nach Abschluss des Verifizierungsaufs
sollte keine Justierung mehr erforeérlich sind. Falls eine
weitere Justierung erforderlich sein sollte, kontaktieren
Sie bitte den Technischen Service von QIAGEN.

8. Wenn der RotorGene Q MDx die Spezifikation erfllt,
kdénnen Sie einen Bericht zu dem Lauf einsehen und
ausdrucken.
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Frei bleibende Seite
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11

Hochaufldsende
Schmelzkurvenanalyse

Die hochauflésende Schmelzkurvenanalyse (HRM; “High
ResolutionMelt”) ist eine innovative Methode, die auf der
Analyse der Dissoziation des DNADoppelstrangs— dem
Aufschmelzen der DNA- basiert. Bei der HRMAnalyse
werden DNA-Proben nach ihrem Dissoziationsverhalten beim
Ubergang von der doppelstrangigen DNA (dsDNA)zur
einzelstrangigen DNA (ssDNA) charakterisiert, der bei
ansteigender Temperatur erfolgt (siehe nachfolgende
Abbildung). Ein HRMThermocycler erfasst Fluoreszenz
signale mit extrem hoher optischer und thermischer Prazision
und ermoglicht so zahlreiche Anvendungsmaglichkeiten.

]

7

Schmelzkurve

P T,
= Schmelzphase

I

[

&

Vorschmelzphase Nachschmelzphase

Hoimals ed Foresence
£

B8

]

I

A e a0 a8 e T8 7RO e e e LT} B Bg K]

A

Typisches Diagramm einer HRM -Analyse. Die Schmelzkurve bildet
den Ubergang von der hohen Fluoreszenz in der anfanglichen Vor
schmelzphase Uber dieFluoreszenzabnahme in der Schmelzphase bis
zum niedrigen Fluoreszenzwert in der Nachschmelzphase ab. Die
Fluoreszenz nimmt ab, weil der in der DNA interkalierende Farbstoff
aus der dsDNA freigesetzt wird, wenn sie in Einzelstrénge dissoziiert
(,aufschmilzt’). Der Mittelpunkt der Schmelzphase, bei dem die Rate
der Fluoreszenzanderung am grof3ten ist, definiert die Schmelz
temperatur (7m) der zu analysierenden DNA
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Vor Durchfihrung einer HRMAnalyse muss die ZieDNA-
Sequenz auf eine geniigend hohe Kopienzahbmplifiziert
werden. Dies erfolgt Ublicherweise durch eine PCR in Anwe
senheit eines in dsDNA interkalierenden Fluorezenz
farbstoffs. Der Farbstoff interagiert nicht mit sSDNA, sondern
interkaliert in die dsDNA und fluoresziert hell, wenn diese
Einlagerung (Interkalation) erfolgt ist. Die Fluoreszenz
anderung kann dazu verwendet werden, um den Anstieg der
DNA-Konzentration im Verlauf der PCR und direkt anschlie
Rend die thermisch induzierte DNAAufschmelzung bei der
HRMAnalyse zu messen. Zu Begn der HRMAnalyse ist das
Fluoreszenzsignal hoch, weil die DNA in der Probe als
dsDNA vorliegt. Die Fluoreszenz nimmt mit ansteigender
Temperatur ab, da die DNA in Einzelstrange dissoziiert. Das
beobachtete Schmelzverhalten ist charakteristisch fur eine
bestimmte DNA:-Probe.

Mithilfe der HRM-Analyse kann der RotorGene Q MDx
Proben auf der Grundlage von Sequenzlange, GCGGehalt
und DNA-Sequenzkomplementaritat charakterisieren. Die
HRMAnalyse kann bei Genotypisierungsanwendungen, wie
z. B. Insertions/Deletionsanalysen oder Einzelnukleotid
Polymorphismen (SNPs), eingesetzt werden, oder um auf
unbekannte genetische Mutationen zu screenen. Sie kann
auch bei epigenetischen Applikationen zur Detektion und
Analyse des DNAMethylierungsstatus verwendet werden. Sie
kann auch dazu dienen, um einen kleinen Anteil variabler
DNA vor einem Hintergrund einer Wildtyp-Sequenz mit einer
Sensitivitdt von ca. 5 % quantitativ nachzuweisen. Dies kann
beispielsweise dazu benutzt werden, um erworbene soma
tische Mutationen oder Ancerungen im Methylierungszustand
von CpG-Inseln zu untersuchen.

Die mit dem RotorGene Q MDx durchgeflihrte HRMAnalyse

unterstitzt zahlreiche Applikationen, u. a.:

B Identifizierung von Kandidatengenen fur eine
Pradisposition

B Assoziationsstudien (z. B. Vergleich von Féllen vs.
Kontrollen, Genotyp vs. Phdnotyp)

B Bestimmung der Allelprdvalenz innerhalb einer
Population oder Teilpopulation

11-2
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11.1

11.2

SNP-Screening und -Validierung

Screening auf Verlust der Heterozygotie
DNA-Fingerprinting

Charakterisierung von Haplotyp-Bldcken
DNA-Methylierungsanalyse

DNA-Kartierung

Spezies-ldentifizierung

Entdeckung von Mutationen

Bestimmung des Verhaltnisses von erworbenen
somatischen Mutationen

B HLA-Typisierung

Die HRM-Analyse ist im Vergleich zu sondenbasierten
Genotypisierungs-Assays einfacher durchzufiihren und
kostenglinstiger. AuBerdem ist sie — im Unterschied zu
herkdmmlichen Methoden — ein System mit geschlossenen
ReaktionsgefdaRen, sodass eine Kontamination mit PCR-
Produkten vermieden wird. Die Ergebnisse sind denen
konventioneller Methoden wie SSCP, DHPLC, RFLP und DNA-
Sequenzierung vergleichbar.

Anforderungen an den Thermocycler

Der Rotor-Gene Q MDx erfullt die folgenden hohen Anforde-
rungen an die Echtzeit- und thermisch-optischen Fahigkeiten
des Geréts, die fur die HRM-Analyse erforderlich sind:
hochintensive Beleuchtung

hochempfindliche optische Detektion

schnelle Datenerfassung

fein steuerbare Probentemperatur

minimale thermische und optische Abweichung zwischen
einzelnen Proben

Chemismus

QIAGEN bietet den Type-it® HRM PCR Kit fiir die Analyse von
SNPs und Mutationen mithilfe der HRM-Methode sowie den
EpiTect® HRM PCRKit fiir die Methylierungsanalyse an. Beide
Kits enthalten EvaGreen, den interkalierenden Fluoreszenz-
farbstoff der dritten Generation. Die Kits kombinieren
optimierte HRM-Puffer mit der HotStarTa§ P/usDNA-
Polymerase, um unspezifische Amplifikationsprodukte zu
vermeiden, und liefern zuverlassige Ergebnisse.
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11.3

Hinweis: Alle QIAGEN HRMK:its und -Reagenzien sollen nur
zusammen mit RotorGene Q Thermocyclernund nur fur die
Applikationen, die in den betreffenden QIAGEN KitHand-
bichern beschrieben sind, verwendet werden.

Beispiel SNP-Genotypisierung

Im unten gezeigten Beispiel wurde der Typet HRM PCR Kit
bei der HRMAnalyse vervendet, um zwischen homozygotem
Wildtyp, homozygoter Mutante und heterozygoten Formen
des Human-SNP rs60031276 differenzieren zu kdnnen.
Technische Einzelheiten finden Sie im Handbuch zunfypeit
HRM PCR Kit

a g 8 8 5 &

Heterozygot

Homozygoter
Mutant

Wildtyp

@ HooH MM 4 & " B 8 2 4 i
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Homozygoter
y Mutant

Heterozygot .

Wildtyp

i HRM Results - HEM A.HRM {Page 1)

Mo | C|Marne | Genatype | Confidence %
e A8 Humnan SHP 60031276 | homo &4 100,00

23 . uhknowh homo A, 93,49

24 [ unknown hiormo A, 93,76

28 . AG Human SMP rsB0031276 | hetero AG 100,00

29 [ unknown hetero AG 93,49

an . bk hetero AG 98,47

34 [ GG Human SNP 60031276 homa GG 100,00

35 [l unknown homo GG 52,480

36 Lnknown hormo GG 33,53

SNP-Genotypisierung durch HRM -Analyse. Das Human-SNP
rs60031276 (Austausch von A durch G) im Gen PPP1R14B (Protein
Phosphatase 1, regulatorische (inhibitorische) Untereinheit 14B) wurde
unter Verwendung des Typeit HRM PCR Kit im RoteGene Q analy-
siert. Eingesetzte DNAProbe: jeweils 10 ng genomische DNA der
verschiedenen Genotypen. Homozygoter Wildtyp (AA), homozygote
Mutante (GG) und heterozygote (AG)Proben sind in Abb. als auf
Standard normalisierte Schmelzkurven und in Abb. als auf Wildtyp-
Proben normalisiertes DifferenzDiagramm dar gestellt. Genotypen
der unbekannten Proben wurden von der RotorGene Q Software
zugewiesen.
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11.4

Beispiel Methylierungsanalyse

Im folgenden Beispiel wurde der EpiTect HRM PCR Kit bei der
HRMAnalyse verwendet, um zwischen versabdenen
Verhaltnissen von methylierter zu unmethylierter DNA zu
unterscheiden. Technische Einzelheiten finden Sie im
Handbuch zum EpiTect HRM PCR KiEp/Tect HRM PCR
Handbook).

100% methyliert

@ M 8 H B A £ ¥ g 8 B a4 a
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100% methyliert

e s T2 ma s mms me

Quantitative HRM -Methylierungsanalyse. Verschiedene
Verhaltnisse von methylierter zu unmethylierter DNA bei APC
(adenomat6ser Polyposis coli) wurden unter Verwendung des EpiTect
HRM PCR Kit analysiert und mittels HRNethylierungsanalyse mit dem
RotorGene Q diskriminiert.  Auf Standard normalisierte
Schmelzkurven und auf 50 % methylierte Probe normalisiertes
Differenz-Diagramm.

11.5 Richtlinien fur erfolgreiche HRM -Analysen

Der Erfolg einer HRMAnalyse hangt stark von der jeweiligen
Sequenz ab, die gerade untersucht wird. Bstimmte Sequenz
motive, wie z. B. Haarnadelschleifen oder andere Sekundéar
strukturen, ortlich begrenzte Abschnitte mit ungewéhnlich
hohem oder niedrigem GC-Gehalt oder Wiederholungs-
Sequenzen, kdnnen das Ergebnis beeinflussen. Dariiber
hinaus koénnen durch Verwendung der standardisierten Kits
und optimierten Protokolle von QIAGEN viele der genannten
potenziellen Probleme vermieden werden. Im Folgenden sind
einige einfache Richtlinien erlautert, die dazu beitragen
sollen, eine erfolgreiche Analyse sicherzustken.
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Kleine DNA -Fragmente analysieren

Analysieren Sie keine Fragmente, die groRer als ca. 250 bp
sind. GroRere PCRProdukte kdnnen auch erfolgreich analy
siert werden, in der Regel allerdings nur mit geringerer
Aufldsung. Dies ist darauf zurtickzufiihren, @ss zum Beispiel
eine einzelne BasenVariation einen grol3eren Effekt auf das
Schmelzverhalten bei einem 100bp-Amplikon hat als bei
einem 500-bp-Amplikon.

PCR mit ausschlieBlich spezifischem Produkt
sicherstellen

Proben, die mit PostPCRArtefakten, beispelsweise Primer
Dimeren oder unspezifischen Produkten, kontaminiert sind,
koénnen die Interpretation von HRMErgebnissen erschweren.
QIAGEN Kits fur die HRMAnalyse gewéhrleisten maximale
Spezifitét, ohne dass eine PCROptimierung durchgefihrt
werden muss.

Ausreichende Menge Template -DNA vor der
Amplifikation einsetzen

Die Auswertung der RealTime-PCRDaten kann bei der
Suche und Beseitigung von Fehlern bei HRMnalysen sehr
hilfreich sein. Amplifikationsdiagramme sollten einen C-
Wert (Schwellenwert-Zyklus) von hdchstens 30 Zyklen aufwei-
sen. Produkte, die danach amplifiziert werden (aufgrund von
zu geringer Menge Ausgangs-Template oder Template-
Abbau), fuhren in der Regel zu schwankenden HRVI-
Ergebnissen aufgrund von PCR-Artefakten.

Template-Konzentration normalisieren

Die Menge an Template-DNA, die zur Reaktion gegeben
wird, sollte einheitlich sein. Normalisieren Sie die Ausgangs-
Konzentrationen, sodass alle Amplifikationsdiagramme nicht
mehr als 3 Ct-Werte voneinander abweichen. Dadurch ist
gewdhrleistet, dass die Ausgangs-Konzentrationen innerhalb
eines 10-fachen Wertebereichs liegen.

11-8
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Auf aberrante Amplifikationsdiagramme Uberprifen

Uberprufen Sie vor Durchfiihrung der HRMAnalyse sorg
faltig, ob die Daten der Amplifikationsdiagramme kein
anomales Amplifikationsdiagramm ergeben. Diagramme mit
wenig steiler logarithmischlinearer Phase oder solche, die
Zacken aufweisen oder die ein sehr niedriges Fluoreszenz
signal im Vergleich zu anderen Reaktionen erreichen,
kénnen auf eine schlechte Amplifikation oder darauf
hindeuten, dass das Fluoreszenzsignal zu niedrig ist (ist
beispielsweise moglich, wenn die eingesetzte Primekonzent
tration zu niedrig war). Schwache Reaktionen kénnen durch
Inhibitoren oder Fehler beim Reaktionsansatz verursacht sein.
HRMDaten solche Proben kénnen widersprichlich sein
oder eine zu niedrige Aufldsung zeigen. Um unzuverlassige
Ergebnisse zu vermeiden, empfehlen wir, QIAGEN Kits
sowohl fiir die Probenvorbereitung als auch die HRMAnalyse
zu verwenden.

Mit vergleichbaren Proben -Konzentrat ionen nach
Amplifikation arbeiten

Die Konzentration eines DNAFragments hat Einfluss auf
seine Schmelztemperatur (7). Aus diesem Grund mussen
die DNA-Konzentrationen der Proben mdglichst gleich hoch
sein. Vergewissern Sie sich bei der Analyse von PCR-
Produkten, dass die Amplifikation in jeder Reaktion die
Plateauphase erreicht hat. Im Plateau haben die PCR-
Produkte aller Reaktionen ein &hnliches AmplifikationsmafR
erreicht, unabh&ngig von der eingesetzten Ausgangsmenge.
Beachten Sie aber, dass bei schwachen Reaktionen die
Plateauphase — zum Beispiel wegen inkonsistent angesetzter
Assays — eventuell nicht mit derselben amplifizierten
Produktmenge erreicht wird.

Einheitlichkeit der Proben sicherstellen

Alle Proben missen das gleiche Volumen haben und sollten
dieselbe Konzentration an Farbstoff enthalten. Das DNA-
Schmelzverhalten wird durch Salze im Reaktionsgemisch
beeinflusst. Daher ist es wichtig, dass die Konzentration an
Puffer, Magnesium- und anderen Salzen in allen Proben so
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11.6

11.7

einheitlich wie méglich ist. Ahnliches gilt fiir die Reaktions
gefal3e: Verwenden Sie nur identische Rohrchen vom selben
Hersteller, um Schwankungen aufgrund von Unterschieden
in der Wanddicke oder der Autofluoreszenzeigenschaften der
Kunststoffgefal3e zu vermeiden.

Ausreichende Datenerfa ssung in Vorschmelz - und
Nachschmelzphase

HRM Datenpunkte sollten tber einen Bereich von ca. 10 °C
um den beobachteten 7,-Wert herum erfasst werden (siehe
Abbildung auf Seite 11-1). Dadurch sind geniigend Baseline-
Datenpunkte fur eine effektive Normalisierung der Kurve vor-
handen, was zu reproduzierbareren Ergebnissen bei Wieder-
holproben und einfacher zu interpretierenden Daten fuhrt.

Probenvorbereitung

Stellen Sie sicher, dass es bei Reinigung und Lagerung der
Nukleinséduren nicht zum Abbau der Proben kommt. Vermei-
den Sie auch zu grolRe Mengen an Inhibitoren, beispielsweise
durch Ethanol-Verschleppung. Um bessere Ergebnisse bei
der HRM-Analyse zu erhalten, empfehlen wir, eine einheit-
liche Menge an Template-DNA in den Proben einzusetzen.
Kontrollieren Sie spektrofotometrisch die DNA-Konzentration
und die Reinheit der DNAin den Proben. Die Verwendung
von QIAGEN Kits fur die Probenvorbereitung wird
empfohlen.

Hinweis: Bei einer Wellenldnge von 260 nm entspricht eine
Absorptionseinheit einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml.
Das Verhélinis der Absorption bei 260 nm zu 280 nm
betragt beireiner DNA1,8.

Konfiguration der Software

1. Legen Sie eine neue Laufdatei an, indem Sie im “File”-
Meni die Option “New...” und dann im Advanced
Wizard “HRM” wéhlen.

11-10
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[ x
Buick Start Advanced |
Corbett Life Science
High Resolution Melt

run.

e

» HRM™ with Pre-Amplification

Cahcel

I

Help

¥ Show Thiz Screen When Software Dpens

2. Wabhlen Sie einen Rotortyp aus (im abgebildeten Beispiel
wird ein 72-Well-Rotor verwendet). Vergewissern Sie $i¢
dass der Sicherungsring auf dem Rotor fixiert ist und das
Kontrollkastchen “Locking Ring Attached” (,,Siche
rungsring angebracht®) aktiviert ist, bevor Sie mit dem
nachsten Schritt fortfahren.
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New Run Wizard i : x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

—Fotor Tupe

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

skipwizard | ccBack | Hews |

Geben Sie die Laufinformationen sowie den Benutzer

namen (optional) und Anmerkungen zum Experiment
(optional) ein. Wéhlen Sie das Reaktionsvolumen
(obligatorisch) und das gewiinschte Format der
Probennummerierung (“Sample Layout”) aus.

New Run Wizard x|

This screen displays miscellansous options for the run. Complete the fields,
clicking Nest when vou are ready to move to the next page.

Operator : [FiotorGene O Operator

Notes : Enter any notes for the patticular HRM experiment)

Reaction I =
Volume (uL}: B =l

Sample Layout: [1.2.3.. =

This bos disploys

help an elements in
the wizard, For help
on an item, hover
your mouse aver the
it for help, ‘You
can also click on a
combo bow to display
Felp about its
available settings,

SkipWizad | <<Back | News» |
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4. Klicken Sie auf die “Edit Profile...2Schaltflache (,Profil
editieren”), um die Zeiten und Temperaturen der

Reaktionsschritte einzustellen.

New Run Wizard

Temperature Profile :

Edit Prafile ...

Channel Setup :
Mame | Sowce | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm 2E7 Edit
YVellow 530nm  555nm g
Orange  585nhm  E10nm 5
Red E2Bnm  BEORm ]
Crimzon  B80nm  710hp 7 Remaove
HF M 470nm  510nm 1.33 Resst Defauls
Gain Optimigation....

SkipWizard | <cBack | Me>» |

Thiz box displays

X

help on elements in
the wizard. Far help
on anitem, hover
pour mouse over the
itern for help. ‘r'ou
can also click on a
combo box to dizplay
help about itz
available settings.

5. Stellen Sie eine angemessene Haltezeit zu Beginn der
Reaktion ein. Diese Zeitspanne héngt von dem Typ der
verwendeten DNAPolymerase ab. Beim Typdt HRM
PCR Kit und EpiTect HRM PCR kst eine 5-mintige
Aktivierungszeit erforderlich. Die voreingestellte
Aktivierungszeit betrégt 10 Minuten.
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|
.8 H @
Mew Open  Save As Help
The run will take approzimately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed
Click an & cycle below ta modity it -
Insett after |
veling
HRM Insert before: I
Remove I
Hold Temperature : 95 | geq.
Hold Tire: 2 I mins 0 |secs
oK
6. Andern Sie die Zykluseinstellungen, sodass sie fur das
Amplikon geeignet sind.
E|
@\ . € 2
Mew Open  Save As Help
The run will take apprasimately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click an & cycle below ta modify it -

Hold Insert after I
HRM Insert befare. I
Remove I

Click on e of the: steps belaw to modify it or press + o - to add and remove steps for this cycls:

This cycle repeats 45 | timez]

Timed Step j i
95 deg. for B secs
60 deg. —_——
10 seconds

Acquiring ta Cycling &

on Green

TS £0 deg. for 10 secs
ong Range
[ Touchdown
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7. Stellen Sie sicher, dass die Fluoreszenzdaten erfasst
werden. Am Ende des AnnealingSchritts erfolgt die
Erfassung der Daten im griinen Kanal.

Acquisition

Same a3 Previous : I [Mew Acquisition] j

—equizition Configuration :

Awailable Channels : Acguiing Channels :

Mame I 5 Mame
Crimzon J
HFM ;I
Qrange
Fied «
ellow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >, To stop acquirng from a
channel, select it in the right-hand list and click <. Ta remove all acquisitions, click <<.

Dye Chart »» | ak I Don't Acquine Help

Dye Channel 5election Chart

470nm | B100m |FAM, SpbrGreen', alanad22

JOE, CalGold, Caldrange, TET, *rakima vellow, VIC
HEX, alexahi32

Orange | 585mm |[E10nm | RO, Redmond Redi, alexabEs
E28nm | BBOnm Cy5, Quaszars70+, LCReds40
B30nm | 710hp Quazar?05, LCRed?05Y, alexafS0
460nm | 510nm | LCGreend

ellow 530nm | 555nm

8. Stellen Sie die Bedingungen fur den HRM.auf so ein,
dass sie fur das Amplikon geeignet sind. Fir die ersten
Experimente sollten Sie einen breiten Schmelztemperatur
Bereich vorsehen. Verwenden Sie dabei den theoreti
schen 7,-Wert als Richtwert fiir einen geeigneten
Bereich. Nachdem Sie ermittelt haben, bei welcher
Temperatur das PCR-Produkt aufschmilzt, verengen Sie
den Schmelztemperatur-Bereich auf maximal 10 °C.
Stellen Sie sicher, dass der Schmelzvorgang 5 °C vor
dem ersten Schmelziibergang beginnt. Der
voreingestellte Wert fiir den Temperaturanstieg ist 0,1 °C
bei einer Haltezeit von jeweils 2 Sekunden pro
Temperaturerhéhungsschritt. Der Mindestwert pro
Temperaturerhéhungsschritt betrdgt 0,05 °C bei einer
Haltezeit von jeweils einer Sekunde. Die Daten werden
automatisch im HRM-Kanal erfasst. Standardmé&fig wird
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eine automatische Verstarkungeptimierung

durchgefiuhrt. Die Software sucht nach dem optimalen
Verstarkungséaktor, sodass der héchste gemessene
Fluoreszenzwert 70 Einheiten auf einer Skala bis 100
nicht Gibersteigt. Beachten Sie, dass diese Einstellung bis
auf maximal 100 erhdht werden kann.

|
.8 H | e

Hew Open  Saveds | Help

The run will take apprasimately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed

AR "

Click an & cycle below ta modify it -

Hold Insert after I
Cycliry

Irsert befare. I

Remove I

Ramp from |70 j degrees to |39 j dearees.
Risingby |01~ deqreefs) each step,
gt far IE[I seconds of pre-melt conditioning on first step,

Wit For 2 ﬁ seconds for each step aftenwards,

Acquire to HFE A Iun HRM

Gain Optimisation
’V ¥ Dptimize gain before melt on all tubes.

The gain giving the highest fluoiescence less lhanl?U ::II
will be selected.

OK

9. Optional: Stellen Sie die automatische Verstarkungs
optimierung (“Auto-Gain Optimisation”) ein. Dies bezieht
sich nur auf den ReatTime-Amplifikationsschritt und auf
den griinen Kanal. Klicken Sie auf die “Optimize Acqui
ring” -Schaltflaiche, um die Datenerfassung durch die
Kanéle zu optimieren, die wéhrend eines Laufs verwen
det werden. Die Optimierung wird am besten unmittet
bar vor der ersten Datenerfassung vorgenommen;
aktivieren Sie daher das Kontrollkéstchen “Perform
Optimization Before First Acquisition”. Der empfohlene
Wertebereich fur die Hintergrundfluoreszenz bei iter-
kalierenden Farbstoffen betragt 1 bis 3 Fluoreszenz
einheiten. Um diese Einstellung zu andern, klicken Sie
den Namen des Kanals in der Liste an, um ihn auszu
wahlen, und klicken dann auf “Edit” (,Bearbeiten).
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Auto-Gain Dptimisation Setup 1[

r— Optimigation :
o Auto-Gain Optimization will read the Aucresence on the inzerted sample at
e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fuorescence you are looking for depends on the

chemistry you are performing.

Set temperature to |50 jldegrees.

Optimize Al I Optimize Acquinng |

I¥ Perform Optimisation Before 13t Acquisition
[~ Perform Optimisation &t B0 Degress At Beginning OF Fun

— Chanriel Settings

| =] Add.. |

ame I Tube Position I tin R eading | Max Reading I tdin Gain | bax Gain Edi... |

Green 1 1FI 3F 10 10 e |
Remove Al |

Sttark I Fdanual... I Cloze I Help |

10. Starten Sie den Lauf durch Klicken aufStart Run” und
speichern Sie die Laufdatei auf Ihrem Computer.

New Run Wizard E|
Summary ©
Setting | alue
Green Gain 7
Rator 72-4wfell Raotor
Sample Layout 1.2.3..
Reaction Wolume (in microliters] 25

Start Fun

Once you've confimed that your ruk settings are comect, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save zettings for future runs.

{SkipWizaid )| << Back
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11.8

11. Editieren Sie die Probennamen (optional). Die Proben
namen kénnen wahrend oder nach einem Lauf
bearbeitet werden.

~ioix

File Edit Format Security
Standard | Rator Style |

Settings :
lrﬁiven Conc. Format : I

j Unit : Icop\es.ful j Mare Options |

— Samples
ald type R IEIEEE B
H 1D | Mame | Type |Gmups |Given Conec. |Selacted :I
LT O L1121 Mo
- 2 wild type 1 Unknown Mo
- 3| wild type 1 Unknown Mo
- 4/ mutation 1 Unkmowin Mo
B 5 nutgtiond Unknown Mo
B : ntationd Unknown Mo
7| heterazpgate 1 Unknawin Mo
8 heterozygote 1 Unknown Mo
9/ heterozygote 1 Unknown Mo
10 Unknown Mo
1 Unknown Mo
12 Unknovn Mo LI

Page -
’7Name: Ipage‘l £ » | Mew | [ielete [~ Synchionize pages ‘

Undo I QK. I Cancel I Help |

Auswertung der Real -Time-PCR Daten

Es ist vorteilhaft, die Reallime-PCRDaten vor den HRM
Daten auszuwerten. Die Reallime-PCRDaten kdnnen
Assays mit schwacher Amplifikation aufzeigen. Die Iderti
fizierung derartiger Ausreil3er und ihr Ausfiltern bei der
anschlieRenden HRMAnalyse fihrt zu einer deutlichen
Verbesserung der Gesamteffektivitat der HRM\nalyse, weil
die Analyse eines PCHProdukts minderer Qualitat zu
schlechten HRMErgebnissen fuhrt. Wir empfehlen, die
guantitativen ReatTime-PCRDaten wie folgt auszuwerten.

1.

Werten Sie die RealTime-Daten mithilfe der

“Quantitation” -Funktion im “Analysis™Fenster aus.
Reaktionen mit Cr-Werten von 30 oder hgher gelten als
Reaktion mit zu spater Amplifikation. Diese Proben sind
unter Vorbehalt auszuwerten oder als Ausreiler aus der
Analyse herauszunehmen. Zu spét einsetzende
Amplifikation ist meist auf eine zu geringe Menge an
Ausgangs-Template und/oder zu starken Abbau der
DNAin der Probe zurtickzufiihren.
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2. Schéatzen Sie die Hohe der Fluoreszenz beim Endpunkt
der PCR ab. Wenn dieEndpunktFluoreszenz in einzel
nen Amplifikationsdiagrammen im Vergleich zur Mehr
zahl der Diagramme des Datensatzes sehr niedrig ist,
lassen Sie diese Proben bei der Auswertung unberiiek
sichtigt, auch wenn ihr Ct-Wert kleiner als 30 sein sollte.
Niedrige Endpunkt-Fluoreszenz kann ein Hinweis auf
falsche Farbstoffmenge oder falsche Konzentration
einzelner Reaktionskomponenten (z. B. der Primer) oder
die Anwesenheit von Inhibitoren im Ansatz sein.

3. FErmitteln Sie mithilfe der “Comparative Q uantitation”-
Funktion (,,Vergleichende Q uantifizierung*) im
“Analysis”-Fenster die Reaktionseffizienz fiir jede Probe.
Ist die Effizienz nicht bei allen Reaktionen des Experi-
ments &hnlich hoch, oder ist sie kleiner als ca. 1,4, dann
lassen Sie diese Reaktion(en) als Ausreiter
unbericksichtigt.

Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) 4 P [}

Reparts...  Results

oF 206i2C

ﬂ 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Adjust Scale Auto-Scale Default Scale ‘
i Comp. Quant Results - Cycling A.Green (Page 1) =10l x|
No_[Name Take Off [ Amplification | Comparative Cone. | Rep. Takeafl | Rep. Takeolf (35% CI) [Rep. Amp. | Riep. Amp. [85% CI)_[Rep Conc |Rep.C
T mutation 1 1.2 1.66 1,00E+00 1.2 .66 1.00E+00 Calibra
2 muation 2 114 1.65 9.04-01 11.4 165 S04E-D1
3 mutation 3 11.4 1.64 9.04E-01 11.4 154 904E-01
4 widiype 113 166 7OEDT 118 168 7OEDT
5 widiyps 2 118 1.66 738601 118 1.66 7.38601
6 widipe 3 1.4 166 7OMED 14 1.66 TOIEDI
7 heterozygote 1 1.4 1.67 9.04E-01 11.4 167 904E-01
8 helezygole 2 15 166 8.69E-01 115 166 8.69E-01
9 heterozygole 3 113 167 E] 113 167 951E01
: s

Ergebnisse der vergleichenden Quantifizierung. In der Tabelle
unten ist die Reaktionseffizienz in der “Amplification”-Spalte als
Scorewert bis maximal 2 (2 = 100 % Effizienz) dargestellt.
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11.9

Hinweis: Wenn Sie die Anweseheit von Primer
Dimeren oder unspezifischer PCRPradukte vermuten,
bewerten Sie die Reaktionen, indem Sie mithilfe der
“Melt” -Funktion im “Analysis™Fenster ein Diagramm der
Ableitung erstellen. Vergewissern Sie sicldass darin nur
ein einzelner Peak zu sehen ist; dies zeigt an, dass nur
ein einziges PCRProdukt vorliegt. Wenn maglich,
Uberprufen Sie anhand einer Gelelektrgphorese, dass
nur ein einziges Amplifikationsprodukt in der Probe
vorhanden ist. Sind zwei ode mehr Produkte vothanden,
sollte die Reaktion wiederholt und die PCR ggf. neu
optimiert werden.

Auswertung der HRM -Daten

Bei der HRMAnalyse ist sowohl eine visuelle als auch eine
automatische Zuordnung der Genotypen maglich. Die
Ergebnisse kénnen entweder als normalisierte Schmelzkurve
oder als DifferenzDiagramm dargestellt werden. Normali-
sierte Kurven liefern die Darstellung der verschiedenen
Genotypen auf Basis der Kurvenverschiebung (bei Homo
zygoten) und Anderung der Kurvenform (i Heterozygoten).

Differenz-Diagramme sind eine Hilfe bei der visuellen Inter
pretation. Sie bilden fir jede Temperaturerh6hung die Diffe
renz zwischen der Fluoreszenz einer Probe und der einer
festgelegten Kontrolle ab. DifferenzDiagramme bieten eine
alternative Ansicht der Unterschiede zwischen den Schmelz
kurven-Ubergangen.

Hinweis: Die Analyse der ersten Ableitung der Schmelz
kurven (durch Verwendung der Standard‘Melt”-Option im
“Analysis™-Fenster) ist fir die HRMAnalyse nicht geeignet.
Dies liegt daran, dass bei jeder Ableitung die Daten ein
zusétzliches ,artifizielles Rauschen” erhalten, was ihre
Interpretation erschwert.

In den folgenden Schritten wird die Auswertung der HRM
Ergebnisse mithilfe der RotoiGene Q Software beschrieben.

1. Wabhlen Sie dieOption “HRM” aus dem “Analysis”-
Fenster.
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i
25td Curves (Rel] | Other.. |
Cluantitation kelt

" HRM & HRM [Page 1]

2. Inden angezeigten Fenstern werden die Rohdaten, das
normalisierte Diagramm und eine Tabelle der Ergebnisse
dargestellt. Das RohdatenFenster ermdglicht die Einstel
lung der Regionen flr die Normalisierung. Durch die
Normalisierung werden alle Kurven auf dieselbe Aus
gangs- und End-Fluoreszenzsignalstarke bezogen, um
die Interpretation und Auswertung zu erleichtern. Pro
Region sind zwei Cursors verfiigbar, die als Voreistel
lung an den Endpunkten der Kurvepositioniert sind. Die
Datenpunkte innerhalb der Regionen dienen dazu, die
Fluoreszenzwerte (d. h. nur die yAchse) auf den Anfang
(Region 1) und das Ende (Region 2) der Schmétmrve zu
normalisieren. Daten aufRerhalb der festgdegten Regioc
nen werden nicht berlicksichtigt. Stellen Sie die Regionen
S0 ein, dass sie reprasentative Baselin®aten fur die
Vorschmelz und Nachschmelzphase umfassen. Die
Software ermdglicht es, durch eine Erwéerung der
Regionen (durch Anklicken und Ziehen bei gedriickter
Maustaste) die Steigung der Basislinie anzupassen.
Vermeiden Sie es, die Regionen flr die Normalisierung
bis in die Schmelzphase hinein zu erweitern, um eine
effektive Normalisierung der Kurven zu gewéhrleisten.
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Hinweis: Wir empfehlen, die Cursors nur zu veschie
ben, wenn Sie bestimmte Bereiche der Schmelzkurve
ausklammern wollen. Eine Bewegung der Cursors in
Richtung auf die Ubergénge in der Schmelzphase kann
die Differenz-Diagramme und Prozentsatze des
Konfidenzintervalls beeintrachtigen.

3. Indem “Normalis ed Graph”-Fenster werden die norma
lisierten Schmelzkurven angezeigt. Proben kénnen auch
in Form eines DifferenzDiagramms im Vergleich zu
einer der Kontrollen angezeigt werden.
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4. Klicken Sie auf die “Genotypes...*Schaltflache, um die
Genotypen zudefinieren. Geben Sie fur jede Genotyp
Kategorie den Namen ein und wahlen Sie fiir jede Kate
gorie eine représentative Probe aus der Probefiiste aus.

~ioix]

Genatype Contral -
mutation 198
wild type 20
heterozygate 197

Clear oK Cancel
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Iy Select a Control x|

Pleaze select the control that is representative of this
genatype.

Currently Selected : 198

21197
[3] negl
41196
[6]195

[B] neg2
[71202
[g12m -
1o
bl I:IJ
Select | Select Mone I Cancel |

5. Wechseln Sie zur “Difference Graph*Registerkarte, um
das DifferenzDiagramm anzuzeigen. Wahlen Siedann
aus der Drop-down-Liste am oberen Fensterrand den
Genotyp, mit dem Sie alle anderen Proben vergleichen
wollen. Im gezeigten Beispiel sind alle Proben als Diffe
renz zu einem Diagramm der Durchschnittswerte aller
Proben mit der Bezeichnung “Mutation I dargestellt.

I .0t o1 -Gene © Sexies Software - high resolotion mekt demo - [HRM Mormalised Graph - Felt Aliom 0Z)Faried {Fage 11]
Il deslyze Fun Gan ew Wedse 1ok

A P E] G [

& D . H
Settre Progpewi Peofie  Teng,  Samples Anslvis firports Rerarge I
|Chamets . Mok A FiRad . bk alpaen ) Fonknd |

Mismeakind Gtagh  Diteence Gesch |

e @
1l
1% |
N,
\
A
0 I'\_
A
j
i \
i -
ek 00 Wik OF
i Nirswd O /Al Uy | ANON
§ B X, Edé Sarples
x - =Sy S " = E: P
uh-—ﬂ‘.-_-_-__—-__-__-_—_:i.—-— — o == T — | o
B, St [0 =]
T f End: 25 =
W, / T
. /_; 1| seatef =
> ; |
-y End: [RF =} |
|| - Confidance Pecanagn |
| %0 s
g 0s axn ns Mo L) L) 8ss mo =mE an ars = o1 o m|ms | btz jx
usce e 0 S S 17 o] 4]

11-24

RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Hochauflésende Schmelzkurvenanalyse

6. Im “Results™Fenster sind die Ergebnisse der automa
tischen Zuordnung der Genotypen durch die Software
wiedergegeben. Automatisch zugeordnete Ergebnisse
werden zusammen mit einem Konfidenzwert zur Priifung
der Datenintegritat angegeben Der Schwellenwert,
oberhalb dessen eine automatische Zuordnung erfolgt,
kann geandert werden. Proben, die unter diesem einge
stellten Schwellenwert liegen, werden als Abwehung
markiert, die dann néher untersucht oder erneut getestet
werden sollten.

B HRM Results - Melt A(from 82).FarRed (Page 1) Normalisation Hegions
- Leading Range

Genolype Confidence % 524 =
Ttatiar 700.00 sl | EER

2 157 heterozpgate 100,00 End: 828 =

4 W% mutation 972

5 195 heterozygote | 9756 Tralling Range

7 W heternzygote | 97,80 stat. [353 =

a 201 wild type 100.00 =

Erd: [8.7

ERN ) wild type 9986 -

10 19 heterozpgate  98.91 -

12 1@ heterozygote 96,23 Confidence Pe'cel‘fge

13 197 wild type ] Threshold [30 =

18 189 wild type 37.53

LD l2D o —
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Frei bleibende Seite
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12 Hilfe zur Fehlerbehebung

12.1 Log-Archivdateien

Die Softwarespeichert jeden Lauf in unveranderter Form,
zusammen mit diagnostischen Informationen, im “Log
Archive-Verzeichnis. Uber die Funktion “Send Support
Email” im “Help” -Meni kdnnen Sie eine EMail mit den
bendtigten diagnostischen Informationen an den Techni
schen Service von QIAGEN schicken (siehe Abschnittl2.1).

Um Speicherplatz zu sparen, werden nur LogArchivdateien
der letzten 60 Laufe gespethert. Altere “Log Archive™
Dateien werden Uberschrieben, wenn neue Lauf
Protokolldateien generiert werden.
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12.2 Hilfe zur Fehlerbehebung bei HRM -
Analyse

Kommentare und Vorschlage

HRM-Anal yse kann nicht durchgefiihrt werden

RotorGene Q MDx ist  Kontaktieren Sie den fir Sie zustandigen QIAGEN
fur HRM-Analyse nicht  Auf3endienstler.

entsprechend

ausgestattet

Keine HRM-Daten erfasst

Fehlerhafte Uberprufen Sie dieFiltereinstellungen.
Konfiguration Uberprifen Sie, ob der gewahlte Rotortyp richtig is
Uberprufen Sie, ob die richtigen Reagenzien
verwendet wurden.

Kontrollieren Sie, ob die Reaktion korrekt
angesetzt wurde.

Fuhren Sie ein Experiment mit einer Positiv
kontrolle durch (d. h. einen Assay, der
bekanntermal3en Ergebnisse liefert).
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Kommentare und Vorschlage

Diagramme sehen gezackt aus

Schwache oder gar Uberprifen Sie, ob die richtigen Protokolle und

keine Amplifikation Reagenzien verwendet wurden. Die Verwendung
von QIAGEN Kits fir die HRMAnalysewird
empfohlen.

Kontrollieren Sie, ob die Reaktion korrekt
angesetzt wurde.

Uberpriifen Sie die Zyklusbedingungen.

Uberpriifen Sie die Qualitat und die Menge der
Ausgangs Template-DNA. Die Verwendung von
QIAGEN Kits fur die Probenvorbereitung wird
empfohlen.

Amplifikations - oder Schmelzkurven -Diagramm im
Sattigungsbereich

Verstarkungsfaktor zu  Verwenden Sie die automatische Verstar
hoch eingestellt kungsoptimierung (“Auto-Gain Optimisation”;
siehe Seite6-26).

Prozentsatze der Konfidenzintervalle haben sich geéndert

Regionen der Norma=  Verandern Sie die Regionen fir die Norma
lisierung durch lisierung nur, wenn es erforderlich ist, bestimmte
Anklicken und Ziehen  Bereiche der Schmelzkurve auszuklammern.
der Cursors verandert

Daten enthalten Ausreil3er

Reaktionsansatz Uberprifen Sie, ob die richtigen Reagenzien
uneinheitlich verwendetwurden. Kontrollieren Sie, dass
einheitliche Reaktionsgefal3e benutzt wurden.

Inhibitoren in der Probe Vergewissern Sie sich, dass fur alle Proben
derselbe MasterMix verwendet wurde.

Zu wenig oder abge- Uberprifen Sie die Qualitat und die Menge der
baute Template DNA Ausgangs Template-DNA.
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12.3 Allgemeine Geréatefehler

Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlage

“Can’t open the
serial port
<COMPORT>"

“Chamber lid open

Could not continue
run; the chamber lid
was opened during a
run. Please reset the
machine, and restart
the software.”

“Chamber lid open

The instrument
chamber lid is open.
Please close the lid
and then click
Continue.”

Dieser Fehler tritt beim Starten der Software auf,
wenn die Software nicht Gber die konfigurierte
COM-Schnittstelle nit dem Thermocycler
kommunizieren kann. Ursache ist haufig ein
defektes oder loses Kabel, ein Fehler der seriellen
Schnittstelle oder des USB\nschlusses oder ein
Problem mit dem USBTreiber oder dem Treiber flr
den USBauf-serielFKonverter.

Stecken Sie ds Kabel neu ein oder ersetzen Sie das
Kabel. Installieren Sie die betreffenden Treiber neu.
Starten Sie die Software im virtuellen Modus
(*Virtual Mode”) und klicken Sie im “File”-Menu auf
“Setup/Auto-Detect”, um die konfigurierte COM-
Schnittstelle riickmsetzen.

Diese Fehlermeldung erscheint, wenn die Softare
festgestellt hat, dass der Deckel wahrend eines
Laufs getffnet wurde.

Machen Sie das Gerat wieder betriebsbereit und
starten Sie die Software neu.

Diese Fehlermeldung wird angezeigt, wenn der
Benutzer versuch einen Lauf zu starten, obwohl der
Geratedeckel noch offen ist.

SchlieRen Sie den Deckel der Rotorkammer und
klicken Sie dann auf “Continue” (,Fortfahren®).
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlage

“Communication
corrupted”

“Communication
out of sequence

Instrument has
received data from
the machine that is
out of sequence.”

“Communication
protocol error

A communication
protocol error
occurred with this
run.”

Diese Fehlermeldung erscheint, wenn die vom
Thermocycler GibertragenenDaten nicht den
Erwartungen entsprechen.

Weitere Untersuchungen durch einen Service
spezialisten des QIAGEN AufRendiensts sind

erforderlich, um den Geratefehler zu diagnos
tizieren.

Kontaktieren Sie bitte Ihren Handler oder den
Technischen Service von QIAGN.

Diese Fehlermeldung wird angezeigt, wenn die vom
Thermocycler Gbertragenen Daten nicht in der
richtigen Reihenfolge sind.

Weitere Untersuchungen duch einen Service
spezialisten des QIAGEN AufRendiensts sind
erforderlich, um den Geratefehler zu diagnos
tizieren.

Kontaktieren Sie bitte Ihren Handler oder den
Technischen Service von QIAGEN.

Diese Fehlermeldung erscheint, wenn das in der
Firmware konfigurierte Kommunikationsprotokoll
nicht mit dem erwarteten Protokoll (ibereinstimmt.

Weitere Untersuchungen durch einen Service
spezialisten des QIAGEN Aulendiensts sind
erforderlich, um das Problem mit dem Kommu-
nikationsprotokoll oder den Geratefehler zu
diagnostizieren.
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlage

“Detector motor
jam, stopped
machine”

“Fatal hardware
malfunction

The instrument
detected that there
was a fatal hardware
malfunction. Do not
attempt to re-use the
machine until the
machine has been
serviced by your
distributor.”

“Machine error

This run was stopped
as machine errors
occurred that could
not be recovered
from. Please contact
your distributor if this
occurs again,
attaching a support
archive file.”

Dieser Fehler kann auftreten, wenn der RotoiGene
Q MDx gestartet wird, unmittelbar nachdem er an
einen Standort mt kalter Umgebungstemperatur
ausgeliefert wurde.

Lassen Sie in diesem Fall das Gerat zuerst fur
mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur
stehen, bevor Sie es einschalten.

Falls der Fehler weiterhin besteht, kontaktieren Sie
bitte Thren Handler oder den Technischen Service
von QIAGEN.

Diese Fehlermeldung wirdangezeigt, wenn die

Software einen schwerwiegenden Hardwareg-ehler
festgestellt und die Sicherheitsprozedur ausgeldst
hat, um das Gerét zu schiitzen und abzuschalten.

Schalten Sie das Gerat sofort aus und kontaktieren
Sie lhren Handler oder den TechnischerService von
QIAGEN.

Diese Fehlermeldung erscheint, wenn die Softare
Geratefehler festgestellt hat, die nicht behoben
werden konnten. Die Software hat den Lauf
abgebrochen.

Versuchen Sie, einen weiteren Lauf durchZihren.
Falls das Problem weiterhin besteht, kontaktieren
Sie Ihren Handler oder den Technischen Serviceon
QIAGEN und schicken Sie die zugehdrige
archivierte SupportLogdatei (“Log-Archive™-Datei)
mit.
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlage

“Machine
unplugged

The instrument is not
responding and
failed with the
message <ERROR
MESSAGE >. This is
an unrecoverable
failure, please reset
the instrument and
restart the software.”

“Machine
unplugged

The instrument is not
connected to your
computer on <PORT
NAME>. Reconnect
the serial cable to the
back of the computer
and then click
Continue.”

Dieser Fehler tritt auf, wenn das Gerat nach einem
festgelegten Zeitliberschreitungsintervall nicht mit
der Software kommuniziert. Er wird haufig durch
einen Gerétefehler oder durch exzessive
Inanspruchnahme der Prozessorletsing des
Computers verursacht, sodass ein Datenpaket
verloren geht.

Zu den haufigen softwarebedingten Fehlearsachen
gehoren rechenintensive Aufgaben, wie zum
Beispiel residente AntivirusSchutzprgramme oder
geplante Antiviren-Scans, drahtlos oder tber
Infrarotstrahlung arbeitende Karten.

Deaktivieren oder deinstallieren Sie die betrdende
prozessorintensive Software/Aufgabe.

Machen Sie das Gerat wieder betriebsbereit und
starten Sie die Software neu.

Falls das Problem weiterhin besteht, kontaktieren
Sie bitte lhren Handler oder den Technischen
Service von QIAGEN.

Dieser Fehler tritt auf,wenn Uber die serielle
Schnittstelle oder den USBAnschluss die Kommu
nikation mit dem Thermocycler nicht mehr gegeben
ist.

Stecken Sie das serielle oder USBabel erneut in
die Buchse auf der Riickseite des Computserein
und klicken Sie dann auf “Continue” (,Fortfahren®).
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlage

“Object variable or
with block variable
not set”

“Rotor speed
failure

Time out while setting
the rotor speed.”

“Serial port in use

The serial port is cur
rently being used by
another application.
Close any
applications such as
communications or
synchronization
software and then
retry.”

Diese Fehlermeldung wird beim Starten der
Software angezeigt, wenn die voreingestellte
Vorlagen-Datei fur ein Experiment beschadigt
wurde. Dies kann passieren, wenn die Software
oder Computer heruntergefahren wird, ohne das
Programm ordentlich zu beenden, zum Beispiel bei
einem Stromausfall.

Ldschen Sie DateiC:\ Program Files \ Rotor-Gene
Q Software \ Templates\normal.ret und starten
Sie anschlielend die Software neu.

Diese Fehlermeldung erscheint, wenn die Software
versucht hat, die RotorDrehzahl einzustellen und es
nicht gelungen ist, die SoltDrehzahl innerhalb eines
Zeituberschreitungintervalls einzustellen.

Weitere Untersuchungen durch einen Service
spezialisten des QIAGEN AufRendiensts sind
erforderlich, um den Geratefehler zu diagnos
tizieren.

Kontaktieren Sie bitte Ihren Handler oder den
Technischen Service von QIAGEN.

Dieser Fehler tritt auf, wenn die Software versucht,
die Verbindung zum Thermocycler tber die konfi
gurierte COM-Schnittstde herzustellen, wahrend
dieser Anschluss von einer anderen Software
angesprochen wird.

SchlieRen Sie Applikationen, wie z. B. Kommu
nikations- oder SynchronisierungsSoftware und
versuchen Sie es anschlieRend noch einmal.
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlage

“Shutdown timeout

The instrumenthas
exceeded the
expected time to
shutdown. Please
reset the meachine,
and reset the
software.”

“Temperature
protection activated

The instrument
detected that the
chamber temperature
increased above a
safe level. It has
therefore entered a
self-protection mode.
Please turn off the
instrument and
contact your
distributor if the
problem persists.”

“Thermistor is open

The instrument
detected that the
thermistor is open,
and so to prevent
damage to the
machine, it has been
turned off. Please
contact your
distributor if this
occurs again.”

Dieser Fehler tritt auf, wenn die Software einen
.Herunterfahren“-Befehl an den Thermocycler
gesendet hat und das Gerat nach einer erwateten
Zeitspanne dennach weiterhin Daten an den
Computer Ubertragt.

Machen Sie das Geréat wieder betriebsbereit und
starten Sie die Software neu.

Dieser Fehler tritt auf, wenn die Software festggtellt
hat, dass die Kammertemperatur einen oberen
SicherheitsGrenzwert Gibershritten hat und daher
die Sicherheitsprozedur zum Schutz des Gerats
ausgelost hat.

Schalten Sie das Geréat sofort aus und kontaktieren
Sie lhren Handler oder den Technischen Service vor
QIAGEN.

Diese Fehlermeldung erscheint, wenn die Softare
festgestellt hat, dass der Thermistor offen ist und
deshalb die Temperaturnicht gemessen werden
kann. Die Software hat darauthin die
Sicherheitsprozedur zum Schutz des Gerats
ausgelost, um das Gerat auszuschalten.

Schalten Sie das Geréat sofort aus und kontaktieren
Sie lhren Handler oder den Technischen Service vor
QIAGEN.
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlage

“U nrecoverable
errors occurred

This run was stopped
as machine errors
occurred that could
not be recovered
from. Please contact
your distributor if this
occurs again,
attaching a support
archive file.”

Diese Fehlermeldung wird wahrend eines Laufs
angezeigt, nachdem die Software alle vorgesehenen
Versuche zur Fehlerbehebung unternommen hat,
diese jedoch fehlgeschlagen sind.

Weitere Untersuchungen durch einen Service
spezialisten des QIAGEN AufRendiensts sind

erforderlich, um den Geratefehler zu diagnos
tizieren.

Kontaktieren Sie bitte Ihren Handler oder den
Technischen Service von QIAGEN.
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12.4

Meldungen der Rotor -Gene Q Software

Die folgende Liste enthalt Gebrauchs und Warnhinweise sowie andere
Meldungen, die in der RotorGene Software wéhrend der Bedienung von
Hard- und Software angezeigt werden kdnnen. Variable Teile in einer
Meldung, beispielsweise charakteristische Fehlerbebreibungen, sind in
spitzen Klammern gesetzt (z. B. “<FEHLERBESCHREIBUNG>").

Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

Allgemeine Meldungen

1 “A raw channel already exists
for this page. If you would like
to recreate this page,you must
first delete the raw channel via
the Options button and then
try again.”

2 “A serious problem has
occurred which requires
shutting down the software.
After you click OK, your
current work will be saved,
and the machine will be
turned off, if possible. If this
problem persists, please
contact your distributor.’

3 “Cannot delete this page.
There must always be at least
one sample page.”

Fur diese ProbenSeite besteht
bereits ein RohdatenKanal. Wenn
Sie diese Seite erneut anlegen
wollen, mussen Sie diesen Rohdaten
Kanal zuerst |I6schen (klicken Sie
dazu auf die “Options” -Schalt
flache). Versuchen Sie es
anschlielfend erneut.

Ein schwerwiegendes Problem ist
aufgetreten; die Software muss
geschlossen werden. Klicken Sie auf
“OK”, um lhre aktuelle Arbeit zu
speichern. Das Gerat wird anschlie
Rend heruntergefahren, sofern dies
mdoglich ist. Falls dieses Problem
nach Neustart weiterhin besteht,
kontaktieren Sie bitte Ihren Handler
oder den Technischen Service von
QIAGEN.

Kann diese Seite nicht I6schen. Es
muss immer mindestens eine
Proben-Seite vorhanden sein.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

“Can't connect to instrument
on serial port <COMPORT>.
Check the machine is correctly
plugged into the back of the
computer, then retry”

“Can't open the serial port
<COMPORT> to connect to
the instrument. Check yai do
not have any communications
software open, then retry”

“Could not save to run
because some data on the
form was invalid. Please check
your entries then try again’”

“Couldn't save file. Confirm
the disk has enough space
and that it is free of errors”

“E-mail application could not
be started. Confirm that it has
been correctly installed on
your computer.”

Kann lber die serielle Schnittstelle
<COM -SCHNITTSTELLE> kee
Verbindung zum Gerat herstellen.
Uberprufen Sie, ob das Gerét
korrekt mit dem richtigen Anschluss
auf der Rickseite des Computers
verbunden ist und versuchen Sie es
erneut.

Kann die serielle Schnittstelle
<COM -SCHNITTSTELLE> nicht
offnen, um Verbindung zum Gerat
herzustellen. Uberpriifen Sie, ob Sie
nicht eine Kommunikations Software
gedffnet haben. Versuchen Sie es
erneut, nachdem Sie diese
geschlossen haben.

Konnte den Lauf nicht schlieRen, weil
einige der Daten auf dem Formular
ungiiltig waren. Uberpriifen Sie bitte
Ihre Eintrage und versuchen Sie es
anschliel3end erneut.

Konnte die Datei nicht speichern.
Kontrollieren Sie, dass auf dem
Datentrager gentigend Speicherplatz
vorhanden und dass er fehlerfrei ist.

Die E-Mail-Applikation konnte nicht
gestartet werden. Kontrollieren Sie,
dass sie korrekt auf Inrem Computer
installiert ist.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

10

11

12

13

14

15

“Encountered an error during
run: <ERROR
DESCRIPTION>. The run will
continue, and a message will
be logged in the messages tab
of Run Info.”

“Instrument was not detected.
Please ensure you have
correctly connected the
instrument, and that the
instrument is turned on”

“Logging is currently disabled
due to a previous error.
Archived logs cannot be
viewed until the software has
been restarted”

“Not all samples could be
normalised as the fluorescent
level was too low”

“Only runs performed with the
same rotor as the current run
may be imported.”

“Please note that log files for
the current run will not be
available until it has
completed.”

“Please type valid number of
times to repeat. It should be
more than 0.”

Wahrend des Laufs ist ein Fehler
aufgetreten:
<FEHLERBESCHREIBUNG>. Der
Lauf wird fortgesetztund eine
Meldung wird auf der “Messages™
Registekarte der Laufinformationen
(“Run Info”) protokolliert.

Gerat konnte nicht gefunden

werden. Stellen Sie bitte sicher, dass
das Geréat korrekt mit dem Compu-
ter verbunden ist und dass das Gerat
eingeschaltet ist.

Die Protokollierung ist zurzeit auf
grund eines vorangegangenen
Fehlers deaktiviert. archivierte Log
dateien konnen erst dann wieder
eingesehen werden, nachdem die
Software neu gestartet wurde.

Nicht alle Proben konnten
normalisiert werden, da die
Fluoreszenz zu niedrig war.

Nur Laufe mit demselben Rotor wie
beim aktuellen Lauf kénnen
importiert werden.

Beachten Sie bitte, dass erst auf
Logdateien fir den aktuellen Lauf
zugegriffen werden kann, wenn der
Lauf beendet ist.

Geben Sie bitte eine gliltige Anzahl
an Wiederholungen ein. Sie muss
groBer als 0 sein.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

16

17

18

19

20

21

“Problem encountered while
updating log data. Logging
has been disabled, but will be
re-enabled on the next run.”

“Run file signing ensures the
integrity of your run results.
Information about a run's
signature can be found in the
Run Info window?”

“Sample ID is lacked. Cannot
paste over locked samples:

“TeeChart Office has not been
installed on this computer.
Please reinstall the Rotor
Gene software!”

“The COM port configured for
the instrument is not selected.
You must select a COM port”

“The loaded run file contains a
signature which does not
match the file contents. This
means the file has either been
corrupted, or tampered with
since it was written by the
RotorGene software.”

Beim Aktualisieren der LogDaten ist
ein Problem aufgetreten. Die Prote
kollierung ist zurzeit deaktiviert, wird
beim néachsten Lauf aber wieder
aktiviert sein.

Laufdateien mit einer Signatur zu
versehen, stellt die Integritat lhrer
Laufergebnisse sicher. Informationen
Uber die Signatur eines Laufs finden
Sie im “Run Info™-Fenster.

Die Probenidentifizierung (“Sample
ID") ist gesperrt. Gesperrte Proben
kénnen nicht Gberschrieben werden.

TeeChart Office ist nicht auf diesem
Computer installiert. Installieren Sie
die Rotor-Gene Software bitte neu.

Die fur das Gerat konfigurierte
COM-Schnittstelle ishicht ausge-
wahlt. Sie missen eine COM
Schnittstelle wéhlen.

Die geladene Laufdatei enthalt eine
Signatur, die nicht mit den Datet
inhalten Gbereinstimmt. Das
bedeutet, dass die Datei entweder
beschadigt oder manipuliert worden
ist, nachdem sie mit der RotorGene
Software erstellt wurde.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

22

23

24

25

26

“The loaded run file has no
signature. The contents of this
file cannot be guaranteed.”

“The Machine serial number is
not valid. Serial numbers must
be at least 6 digits long.”

“The machine will now be
cooled to <TEMPERATURE>
degrees. The chamber and
surfaces will still be very hot
when opening the machine.
Please execise due caution
and wear protective gloves if
touching any of the surfaces or
tubes”

“The regional settings for your
computer are conflicting.
Ensure your currency and
numeric decimal placeholders
are matching.”

“The serial number entered in
the welcome screen <SERIAL
NUMBER1> does not match
the serial number stored in the
attached machine <SERIAL
NUMBER2>. The computer's
serial number has now been
updated to match the
connected machine’

Die geladene Laufdatei hat keine
Signatur. Fur die Inhalte dieser Datei
kann nicht garantiert werden.

Die Gerate-Seriennummer ist nicht
gultig. Seriennummern miissen
mindestens sechs Ziffern lang sein.

Das Gerat wird jetzt auf
<TEMPERATUR> Grad abgekiihlt.
Die Kammer und Oberflachen sind
noch sehr hei3, wenn das Geréat
gedffnet wird. Seien Sie bitte vorsich
tig und ziehen Sie Schutzhandschuhe
an, bevor Sie eine der Oberflachen
oder Reaktionsgefalie anfassen.

Die landerspezifischenEinstellungen
Ihres Computers sind widespriich
lich. Stellen Sie sicher, dass Wé&h
rungsformat und das Format
numerischer dezimaler Platzhalter
Ubereinstimmen.

Die im BegrufRRungsBildschirm
eingegebene Seriennummer
<SERIENNUMMER1> stimmt nicht
mit der Seriennummer
<SERIENNUMMER> Uberein, die
in dem angeschlossenen Gerat
gespeichert ist. Die Seriennummer
des Computers wurde jetzt aktuah
siert und stimmt mit der des ange
schlossenen Gerats Uberein.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

27

28

29

30

31

32

“There was a problem
communicating with the
communication board. You
should reboot the computer
and then retry.”

“There was a timeout
attempting to talk to the
instrument. Check it is
correctly plugged in.”

“This feature cannot be used
in virtual mode.”

“This profile file was created in
a more recent version of the
Rotor-Gene software. Certain
aspects may not load
correctly”

“This run file was created in a
more recent version of the
Rotor-Gene software. Certain
aspects of the run may not
load correctly.”

“This sample file was created
in a more recent version of the
RotorGene software. Certain
aspects may not load
correctly”

Es bestand ein Problem bei der
Kommunikation mit der Kommu-
nikations-Baugruppe. Starten Sie
den Computer neu und versuchen
Sie es erneut.

Es kam zu einer Zeitliberschreitung
beim Versuch, das Gerat anzuspre
chen. Uberprifen Sie, ob es korrekt
angeschlossen ist.

Diese Funktion steht im virtuellen
Modus nicht zurVerfiigung.

Diese ProfitDatei wurde mit einer
neueren Version der RotoitGene
Software erzeugt. Bestimmte Kompo
nenten werden madglicherweise nicht
korrekt geladen.

Diese Laufdatei wurde mit einer
neueren Version der RotorGene
Software erzeugt. Bstimmte Kompo
nenten werden moglicherweise nicht
korrekt geladen.

Diese ProbenDatei wurde mit einer
neueren Version der RotorGene
Software erzeugt. Bestimmte Kompo
nenten werden moglicherweise nicht
korrekt geladen.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

33

34

35

36

37

“This software will perform
basic simulation of a machine
for training and demonstration
purposes. You can disable this
setting via the Setup screen,
accessible fom the File

menu.”

“This template was created in
a more recent version of the
RotorGene software. Certain
aspects of the template may
not load correctly.”

“Unable to load this sample
file as tube layouts do not
match. Load these samples
before starting the run.”

“Unable to open
communications with the
machine because another
application is already using
<COMPORT>. Check you do
not have any applications
running that use the same
serial port, then retry.”

“Unrecoverable errors were
encountered while attempting
to load the file. The file was
not loaded.”

Diese Software ist in der Lage, fir
Schulungs und Demonstrations-
zwecke die grundlegende Bedienung
des Gerats zu simulieren. Diese Ein
stellung kénnen Sie im “Setup*
Dialogfenster deaktivieren, auf das
Uber das “File”-Menu zugegriffen
werden kann.

Diese Vorlage Datei wurde mit einer
neueren Version der RotorGene
Software erzeugt. Bestimmte Kompo
nenten der Vorlage werden magli
cherweise nicht korrekt geladen.

Kann diese ProbenDatei nicht

laden, da die R6hrchenAnordnun-
gen nicht Gbereinstimmen. Laden Sie
diese Proben, bevor Sie den Lauf
starten.

Kann keine Kommunikation zum
Gerat herstellen, weil <COM -
SCHNITTSTELLE> von einer andere
Applikation verwendet wird. Uber
prifen Sie, ob Sie nicht eine andere
Applikations-Software getffnet
haben, die dieselbe serielle Schnitt
stelle verwendet. Versuleen Sie es
erneut, nachdem Sie diese
geschlossen haben.

Beim Versuch, die Datei zu laden,
traten nicht zu behebende Fehler
auf. Die Datei wurde nicht geladen.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

38

39

40

41

42

43

44

45

“You cannot stop the program
while the run is in progress’

“You have insufficient rights to
use the software. Please
contact the domain
administrator to set up
groups.”

“You must have performed a
guantitation analysis to export
samples.”

“You must select a COM port
before continuing.”

“Your run could not be saved
to its default location. On the
following window, select an
alternative location to save
your run.”

“Your settings have been
saved. Click OK to close the
software.”

“You must select a rotor
before continuing.”

“You cannot start the run until
you tick the checkbox to
confirm that the locking ring
has been attached”

Sie kdnnen das Programm nicht
abbrechen, wéhrend der Lauf
abgearbeitet wird.

Sie haben nicht die erforderlichen
Rechte, um die Software benutzen zL
kdnnen. Setzen Sie sich bitte mit
dem (Domé&nen-)Administrator in
Verbindung, um Benutzergruppen
einzurichten.

Sie missen eine Quantifizierungs
analyse durchgefuhrt haben, um
Proben zu exportieren.

Sie missen eine COMSchnittstelle
auswahlen, um fortfahren zu
kénnen.

Ihre Laufdatei konnte nicht am
voreingestellten Ort gespeichert
werden. Legen Sie im folgenden
Dialogfenster einen anderen
Speicherort fest, wo lhre Laufdatei
gespeichert werden soll.

Ilhre Einstellungen wurden
gespeichert. Klicken Sie auf “OK”,
um die Software zu schlieRen.

Sie mussen einen Rotoauswahlen,
um fortfahren zu kénnen.

Sie kdnnen den Lauf erst starten,
wenn Sie das Kontrollkdstchen zur
Bestétigung, dass der Sicherungsring
angebracht ist, aktiviert haben.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

46

47

48

49

50

Meldungen bei automatischer Verstarkungsoptimierung

(“Auto -Gain Optimisation”)

“Manual gain adjustment uses
the channels you have defined
in your profile. As you have
not defined any acquisition
points in your profile, you
cannot perform manual gain
adjustment.”

“The temperature you entered
was not saved because it was
outside the range of the
machine. Enter a valid
temperature.”

Meldungen des Editors

“Please enter a valid group
code. Group codes must be a
maximum of 5 characters, and
contain no spaces or
commas.”

“Please enter a valid group
name. Group names cannot
contain commas or be empty’”

Bei der manuellen Verstarkungs
einstellung werden die Kanale
verwendet, die Sie im Profil definiert
haben. Da Sie im Profil keine Punkte
fur die Datenerfassung festgelegt
haben, kénnen Sie keine manuelle
Verstarkungseinstellung vornehmen.

Die von lhnen eingegebene Tempe
ratur wurde nicht gespeichert, weil
sie auBerhalb des Wertebereichs des
Geréts liegt. Geben Sie eine giiltige
Temperatur ein.

Geben Sie bitte einen gtiltigen
Gruppen-Code ein. Gruppen-Codes
durfen maximal finf Zeichen haben
(Leerschritt oder Komma sind nicht
zulassig).

Geben Sie bitte einen gtiltigen
Gruppen-Namen ein. Der Eintrag
beim Gruppen-Namen darf nicht
leer sein und darf kein Komma
enthalten.

Meldungen bei der Kalibrierung der optischen Denaturierung

“Unable to set as optical
denature point due to
calibration failure. Please
enter a valid number of
seconds to hold. It shoud be a
positive value”

Kann aufgrund eines Kalibrie
rungsfehlers nicht als optischer
Denaturierungspunkt eingestellt
werden. Geben Sie bitte eine gultige
Sekundenzabhl fur die Haltezeit ein.
Der Wert muss positiv sein.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

51

52

53

54

55

56

“A melt peak could not be
detected during Optical
Denature Calibration. This
may be because the incorrect
tube was selected for
calibration, or that an
inappropriate chemistry was
used for this sample. A timed
step profile was run instead:

Meldungen bei der OTV

“You must enter a valid OTV
serial number to perform the
run.”

“Thistemperature verification
file has been corrupted. Please
uninstall and re-install the
RotorGene software to correct
this error.”

“This run file is not correctly
signed. Results cannot be
displayed.”

“You cannot start until you tick
the checkbox toconfirm that
the fluorescent insert has been
placed correctly”

“This rotor has expired. Please
contact your distributor to
obtain a replacement.”

Wahrend der Kalibrierung der
optischen Denaturierung konnte kein
SchmelzPeak detektiert werden.
Dies kann daran liegen, dass das
falsche Reaktionsgefald fur die Kali
brierung gewahlt wurde oder dass
flr diese Probe ein ungeeigeter
Chemismus verwendet wurde.
Stattdessenwurde ein Lauf mit
zeitbasiertem SchrittProfil
durchgefihrt.

Sie missen eine glltige OTVY
Seriennummer eingeben, um den
Lauf durchfiihren zu kbénnen.

Diese TemperaturVerifizierungs
Datei ist beschadigt. Deinstallieren
Sie die RotorGene Software und
installieren Sie sie ernait, um diesen
Fehler zu beheben.

Diese Laufdatei hat keine korrekte
Signatur. Die Ergebnisse kdnnen
nicht angezeigt werden.

Sie kdnnen erst starten, wenn Sie
das Kontrollkéastchen zur Bestati
gung, dass der fluoreszierende
Einsatz korrekt positioniert ist,
aktiviert haben.

Der Rotor ist abgelaufen. Kontak
tieren Sie bitte Ihren Handler oder
den Technischen Service von
QIAGEN, um einen Ersatz zu
bekommen.
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

57

58

59

60

61

62

Meldungen im Men “Security” (,Sicherheit®)

“Could not open the Windows Windows Benutzerkonten

user/group manager.”

“Could not create groups.”

“Cannot modify access of
inbuilt accounts”

steuerung/Gruppen-Manager
konnte nicht gedffnet werden.

Gruppen konnten nicht angelegt
werden.

Zugriff auf Systemkonten kann nicht
geandert werden.

Meldungen im Menl “Analysis” (,Analyse*)

“You have only selected one

Sie haben nur einenKanal fur die

channel for analysis. To select Analyse ausgewahlt. Um mehrere

multiple channels, drag a

Kanale auszuwahlen, ziehen Sie (mit

rectangle around the channels Mauszeiger bei gedriickter Maus

you wish to display in the
analysis selection window’

“You have selected multiple
channels for analysis. This

taste) ein Rechteck Gber den Kanaler
auf, die im Analyse-Auswahlfenster
angezeigt werden sollen.

Sie haben mehrere Kanéle fir die
Analyse ausgewahlt. Bei dieser

analysis technique only allows Analysemethode kénnen nur die

single channels to be
analysed.”

Signale einzelner Kanéale ausge
wertet werden.

Meldungen bei der Konzentrationsbestimmung

“Concentration Measurement
performs auto-gain
optimisation on the first rotor
position. Ensure you have
your highest concentration
standard in the first rotor
position.”

Bei der Konzentrationsbestimmung
wird eine automatischeVerstar
kungsoptimierung in der ersten
Rotor-Position durchgefihrt.
Vergewissern Sie sich, dass sich der
Standard mit der héchsten Konzen
tration in der ersten RotorPosition
befindet.
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Meldungstext Meldungstext
(Englisch) (Deutsche Ubersetzung)

Meldungen bei der Endpunkt -Analyse

63  “To use endpoint analysis you Um die EndpunktAnalyse durchfih
must have positive and ren zu kénnen, missen Sie fiir jeden
negative controls in each Kanal Positiv und Negativkontrollen
channel. To define these haben. Klicken Sie auf “OK’, um
controls click OK” diese Kontrollen zu definieren.

64  “You have not defined any Sie haben keine Positivkontrollen
positive controls. You must definiert. Sie missen fir jeden Kanal
define positive controls for bei der AnalysePositivkontrollen
each channel you are definieren.
analysing.”

65  “You have not defined any Sie haben keine Negativkontrollen
negative controls. You must  definiert. Sie missen fir jeden Kanal
define negative controls for bei der Analyse Negativkontrollen
each channel you are definieren.
analysing.”

66  “You have not defined any Sie haben keine NTGKontrollen
NTC controls. You must define definiert. Sie missen fir jede
NTC controls for each group.” Gruppe NTC-Kontrollen definieren.
Meldungen bei der HRM -Analyse

67 “Genotype <GENOTYPE Fur Genotyp <GENOTYRNAME>
NAME> does not have a ist keine Kontrolle definiert.
control defined.”

68  “Duplicate genotype Doppelte Genotyp-Kombinationen
combinations are not sind zulassig.
allowed.”
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Meldungstext
(Englisch)

Meldungstext
(Deutsche Ubersetzung)

69

70

71

“High resolution melts are not
supported on this instument.
Please contact your distributor
for more information. ”

Die Durchfiihrung hochauflosender
Schmelzkurvenanalysen wird von
diesem Gerét nicht unterstitzt.
Kontaktieren Sie bitte lhren Handler
oder den Technischen Service von
QIAGEN, um weitere Informationen
zu erhalten.

Meldungen bei der Schmelzkurvenanalyse

“The genotypes can not be
defined until bins have been
placed. Please define all bins
and then try again.”

“You must enter an
abbreviation for <GENOTYPE
NAME> genotype.”

Die Genotypen konnen nicht def
niert werden, bevor Bins positioniert
wurden. Definieren Sie alle Bins und
versuchen Sie dann erneut.

Sie missen eine Abklrzung fir den
<GENOTYP-NAME>-Genotyp
eingeben.
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Meldungstext Meldungstext
(Englisch) (Deutsche Ubersetzung)

72

73

Meldungen bei der Scattergramm  -Analyse

“Scatter plotanalysis requires Fur die ScattergrammAnalyse

exactly 2 channels to be missen genau zwei Kanéle ausge
selected. To select multiple wahlt werden. Um mehrere Kanéle
channels, drag a rectangle auszuwahlen, ziehen Sie (mit Maus
around the channels you wish zeiger bei gedrickter Maustaste) ein
to display in the analysis Rechteck tber den Kandlen auf, die
selection window, or click im Analyse-Auswabhlfenster ange
while holding the SHIFT key on zeigt werden sollen. Alternativ
each channel.” kénnen Sie die einzelne Kanale bei
gedriickt gehaltener UmschaltTaste
anklicken.

Meldungen bei der Quantifizierungsanalyse

“The auto-find threshold Die Funktion “Auto-Find Threshold”
feature requires that you have (,Schwellenwert automatisch
defined ermitteln”) erfordert, dass Sie

at least 2 selected standards. mindestens zwei ausgewahlte

To set this up, rightclick on Standards definiert haben. Um diese

the sample list and select “Edit Funktion einzurichten, klicken Sie mit

Samples...” der rechten Maustaste auf die
Proben-Liste und wahlen die Option
“Edit Samples...” (,Proben
konfigurieren...").
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Begriff

Glossar

Beschreibung

Ansatzblock

Bins

CEIVD

Daten-
erfassung

Kanal

Rotor

Ansatzblocke (“Loading Blocks™) sind Blécke augluminium,
die in verschiedenen Formaten erhaltlich sind. Sie dienen al:
Stander fur Reaktionsgefale oder Rotorscheiben beim
Ansetzen der Reaktionen. Die Ansatzblécke flir Rotorscheib
werden auch zusammen mit dem RotoiDisc Heat Sealer
benutzt, um die Robrscheiben heil3zuversiegeln.

Bei einer Schmelzkurvenanalyse werden sogenannte “Bins”
(Peakbereiche) festgelegt, um einen Bereich zu definieren, i
dem das Auftreten eines SchmelPeaks erwartet wird. Gene
typen konnen dann auf der Grundlage des Auftretens von
Peaks in bestimmten Bins oder Kombinationen von Bins
definiert werden.

Konformitat mit der EU-Richtlinie 98/79/EG uber In-vitro-
Diagnostika.

Das Erfassen der Fluoreszenzdaten. Jede Erfassung (ein S¢
der Fluoreszenzdaten) in einem Kanal wird in der Software i
Form der nicht ausgewerteten Daten in einem ,Rohdaten
Kanal“-Fenster (“Raw Channel”) angezeigt. Diese Daten
kénnen unter Verwendung der Optionen im “Analysis>Menl
ausgewertet werden.

Ein Kanal besteht aus einer Leuchtdiode (LED) mit einem
Paar Filter: einem Anregungsfilter und einem Emissionsfilter
Die LED und der Anregungsfilter regen Molekile in der
Probe bei einer bestimmten Wellenlange an. Die daraufhin
von den ProbenMolekilen emittierte Fluoreszenz passiert
den Emissionsfilter, bevor sie von einem Fotomultiplier
detektiert wird.

Der Metallrotor nimmt die ReaktionsgeféalRe oder Rotorschei
ben im Rotor-Gene Q MDx auf. In ihm drehen sich die
Proben in der Rotorkammer des Thermocyelrs. Im Rotor ist
sichergestellt, dass die Proben korrekt im Strahlengang des
optischen Systems ausgerichtet sind. Der Rotor wird mit
einem Sicherungsring gesichert.
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Begriff

Beschreibung

Rotorscheibe

Sicherungs
ring

Verstarkung

Verstarkungs
optimierung

Rotorscheiben (*“RotoiDiscs”) sind runde Platten mit senk
recht angeordneten Bohrungen (Wells) zur Aufnahme der
Reaktionsgefalle (Réhrchen). 72Vell- und 100-Well-Rotor
scheiben sind erhéltlich. Die Rotorscheiben werden unter
Verwendung einer Versiegelungsfolie (Rotebisc Heat
Sealing Film) mit dem RotorDisc Heat Sealer heil3versigelt.

Sicherungsringe sind auf den Rotor passende Metallringe,
die verhindern, dass Reaktionsgefal3e oder deren Deckel
wahrend des Betriebs des RoteGene Q MDx lose werden.
Lose Deckel oder ReaktionsgefalRe konnten Beschadigunge
des Themocyclers verursachen.

Der RotorGene Q MDx ist mit einem Fotomultiplier ausge
stattet, der die Fluoreszen#’hotonen erfasst und in elektre
nische Signale umwandelt. Der Verstarkungsfaktor ist eine
Einstellung, mit der die Empfindlichkeit des~otomultipliers
festgelegt wird. Ist der Verstarkungsfaktor zu hoch eingestel
ist das Signal Ubersattigt. Ist der Verstarkungsfaktor zu
niedrig eingestellt, kann ein Messsignal nicht vom
Hintergrundrauschen unterschieden werden.

Die Verstarkungsoptimierung (“Gain Optimisation”) ist ein
Verfahren, bei dem der Verstarkungsfaktor dynamisch
angepasst wird. Dadurch ist eine geeignete Verstarkung
gewabhrleistet, die zu einer optimalen Signaldetektion fiihrt.

13-2
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Technische Daten

QIAGEN behélt sich das Recht vor, jederzeit technische Anderungen
vorzunehmen, die in Ubereinstimmung mit den Anforderungen der IVD
Richtlinie 98/79/EG sind.

Betriebs- und Umgebungsbedingungen

Betriebsbedingungen

Netzspannung

Sicherung

Warmeableitung /
Warmebelastung

Uberspannungs
Schutzklasse

Lufttemperatur
Luftfeuchtigkeit
Geografische Hohe
Standort
Verschmutzungsgrad

Umweltgefahr-
dungsklasse

100-240 V AC, 50-60 Hz, 520 VA (Spitzenlast)
Stromverbrauch 60 VA (im Standby-Modus)

Die Netzspannungsschwankungen diirfen 10% der
Nennspannung nicht tberschreiten.

F5A 250-V-Sicherung

Durchschnitt: 0,183 kW (632 BTU/Stunde)
Spitze: 0,458 kW (1578 BTU/Stunde)

18-30 °C

10-75 % (nicht kondensierend)
bis max. 2000 m

nur in geschlossenen Raumen
2

3K2 (IEC 60721-3-3)
3M2 (IEC 60721-3-3)
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Transportbedingungen

Lufttemperatur —25 °C bis 60 °C in Verpackung des Herstellers
Luftfeuchtigkeit max. 75 % (nicht kondensierend)
Umweltgefahr- 2K2 (IEC 60721-3-2)

dungsklasse

Lagerungsbedingungen

Lufttemperatur 15-30 °C in Verpackung des Herstellers
Luftfeuchtigkeit max. 75 % (nicht kondensierend)
Umweltgefahr- 1K2 (IEC 60721-3-1)

dungsklasse

Mechanische Daten und Ausstattungsmerkmale

Abmessungen Breite: 370 mm
Hohe: 286 mm
Tiefe (ohne Kabel):420 mm
Tiefe (bei offenem Deckel): 538 mm

Gewicht 12,5 kg (Standard-Konfiguration)

Kapazitat bis zu 100 Proben pro Lauf bei Verwendung einer
100-Well-Rotorscheibe

Software RotorGene Q Software (Version 2.34) oder hoher
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Thermische Spezifikationen

Beschreibung

Spezifikation

Temperaturbereich

Temperiergenauigkeit

Temperaturaufldsung

Temperaturgleichférmigkeit

Optische Spezifikationen
Beschreibung

3599 °C
(50-99 °C bei zyklischen
Temperaturprogrammen)

10,5 °C
(bei Kalibrierung nach dem RotorDisc OTW
Verfahren)

0,02 °C
(kleinste programmierbare
Temperaturerhéhung)

+0,02 °C

Spezifikation

Anregungs-Lichtquellen
Detektor

Datenerfassungszeit

HochleistungsLeuchtdioden
Fotomultiplier

4s
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FCC-Erklarung

Die ,Federal Communications Commission“ der Vereinigten
Staaten (USFCC) hat (in 47 CFR 15.105) erklart, dass die
Benutzer dieses Produktsiber die folgenden Sachverhalte
und Umstande informiert sein missen.

.Das Gerat erflllt die Anforderungen von Teil 15 der FCC:

Der Betrieb unterliegt den folgenden beiden Bedingungen:
(1.) Dieses Geréat darf keine gefahrlichen Stérungen verur
sachen. (2.)Dieses Gerat darf durch von aul3en einwirkende
Interferenzen, inklusive Interferenzen, die unerwiinschte
Betriebszustande verursachen kdnnten, nicht gestort werden.”

.Dieses digitale KlasseB-Gerat erflillt die Anforderungen der
kanadischen Standards gemaRICES0003."

Die folgende Erklarung gilt fur die in diesem Handbuch
beschriebenen Produkte, sofern nichts anderes hierin
angegeben ist. Die entsprechende Erklarung fiir andere
Produkte ist in der dazugehdrigen Dokumentation zu finden.

Hinweis: Dieses Gerat wirde geprift und hat dabei die
Grenzwerte fur digitale Gerate der Klasse B gemaf Teil 15
der FCC-Bestimmungen eingehalten und erfllt alle
Anfor—derungen der kanadischen

Norm ICES 003 fir stérungs-verursachende Gerate
(“Interference-Causing Equipment Standrd”). Diese
Grenzwerte wurden so festgelegt, dass ein angemessener
Schutz gegen Stérungen in einer Wohngegend gewahrleistet
ist. Dieses Gerat erzeugt, verwendet und strahlt eventuell
Funkfrequenzenergie aus, und kann, wenn es nicht den
Angaben in diesem Handbuch entsprechend installiert und
verwendet wird, den Funkverkehr stéren. Es kann jedoch
keine Garantie Ubernommen werden, dass es in einer
bestimmten Installation nicht doch zum Auftreten von
Stérungen kommt. Sollte dieses Gerat den Empfang von
Funk- und Fernsehsendungen stéren, was sich durch Ein
und Ausschalten des Gerats nachprifen lasst, versuchen Sie
die Stérungen durch eine oder mehrere der folgenden
MafRnahmen zu beheben:
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M Richten Sie die Empfangsantenne neu aus oder
installieren Sie sie an einem anderen Ort.

B \ergroBern Sie den Abstand zwischen Gerdt und
Empfanger.

B SchlieBen Sie das Gerat an eine Steckdose an, die von
einem anderen Stromkreis als das Empfangsgerét
versorgt wird.

Lassen Sie sich von einem Fachhandler oder erfahrenen
Radio- und Fernsehtechniker beraten.

Die QIAGEN GmbH Deutschland ist nicht verantwortlich fir
Radio- oder Fernsehstdérungen, die durch unberechtigte
Verédnderungen an diesem Gerdt oder durch den Ersatz oder
den Anschluss von anderen Verbindungskabeln und
Zusatzgerdten als denen, die von der QIAGEN GmbH
Deutschland angegeben werden, verursacht werden. Die
Beseitigung von Stérungen, die durch eine(n) derartige(n)
unberechtigte(n) Verdnderung, Ersatz oder Anschluss
verursacht werden, liegt in der Verantwortung des Benutzers.
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EG-Konformitatserklarung

Name und Anschrift des gesetzlichen Herstellers
QIAGEN GmbH

QIAGEN Stral3e 1

40724 Hilden

Deutschland

Eine aktuellere Konformitatserklarung ist beim QIAGEN
Technischen Service erhdltlich.
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Elektro - und Elektronik -Altgerate ( Waste Electrical
and Electronic Equipment , WEEE)

Dieser Abschnitt dient der Information Uber die Entsorgung von Elektround
Elektronik-Altgeréten durch die Anwender.

Das Symbol mit der durchgekreuzten Milltonne (siehe unten) weist darauf
hin, dass dieses Produknicht mit anderen Abfallen entsorgt werden darf; es
ist— gemanR den lokalen gesetzlichen Bestimmungen und Vorschrifter zur
Entsogung in eine anerkannte Entsorgungseinrichtung oder zu einer
benannten Sammelstelle fiir Wertstoffe zu bringen.

Das getrennte Sammeln und Recycling von Elektround Elektronik-
Altgeraten bei der Entsorgung hilft, nattirliche Ressourcen zu schonen und
stellt sicher, dass das Produkt in einer Art und Weise recycelt wird, die dem
Schutz der menschlichen Gesundheit und dem Umweltémitz dienen.

Auf Anfrage kann das Recycling gegen eine Gebiihr von QIAGEN
Ubernommen werden. In der Europaischen Union Gbernimmt QIAGEN
gemal der WEEERIchtlinie in den Fallen, in denen von ihr ein Ersatzteil
geliefert wird, das fir den Kunden kostenfreée Recycling ihnrer WEEE
gekennzeicheten elektronischen Gerate.

Wenn Sie ein elektronisches Geréat recyceln méchten, kontaileren Sie Ihr
QIAGEN Verkaufsbirro, um das benétigte Riicknahmeformular zu erhalten.
Sobald Sie dieses Formular ausgefullt zuriickgesickt haben, wird sich ein
QIAGEN Mitarbeiter mit Thnen in Verbindung setzen, um einen Abholtermin
fur das elektronische Altgerat zu vereinbaren oder um lhnen ein individuelles
Angebot machen zu kdnnen.
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Frei bleibende Seite
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In diesem Anhang werden die in der Software anwandten mathematischen
Methoden etwas detaillierter beschrieben.

Quantifizierung

Die Konzentrationen werden nach einem einfachen linearen
Regressionsmodell, mit den bekannten Werten fir die logarithmische
Konzentration (X) und den experimentell bestimmten C+-Werten (y),
berechnet.

Die logarithmischen Konzentrationen und C+-Werte der Standards dienen
dazu, eine lineare Gleichung der folgenden Form aufzustellen:

y= Mx+ B

Konfidenzintervalle fir die berechneten Konzentrationen

In der Software wird das folgende Konfidenzintervall 100(1 — a) % fiir die
Schétzung eines neu beobachteten Messwerts X, in der Standardkurve

verwendet.
Yo — /3 S | (g — 212 1
u:I:—[,l F— D..—Jﬁfn 2.0/2
fl fl n B o

Dies ist das Konfidenzintervall fir die Konzentration einer einzigen

unbekannten Probe.

Angenommen, es lagen k weitere experimentelle Beobachtungen bei x= X

vor und wir bezeichnen deren Durchschnittswert mit 1‘"El. Dann gilt
. . 72
11"|:| ~ N (g + Hyxg. ;—]

und die gleiche Argumentation wie oben ergibt:

Yo — S |
i i ko n

(g — &)

) B
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Diese Formel gibt an, wie Konfidenzintervalle fir die Konzentration der
Wiederholungen von unbekannten Proben bestimmt werden.

Fur die Schatzung von Standards kann ein engeres Konfidenzintervall
erhalten werden nach:

Yo — g S (g — 712 1

—+t — (= %, 94/2

i TRL O '

Aus dieser Formel ergibt sich, dass durch die Hinzunahme von
Wiederholproben zu einer einzelnen StandardKonzentration mit steigendem
n die Breite des Intervalls fur alle 8hatzungen abnimmt. Hinzunahme einer
sehr grol3en Anzahl von Wiederholproben zu einer unbekannten Probe
reduziert die Unsicherheit bei der Konzentrationsbestimmung dieser Probe
auf die bei einem einzelnen Standard. Die zusatzlichen Wiederholproben
reduzieren die Unsicherheit bei der unbekannten Probe, weil diese kein
Bestandteil des linearen Modells ist.

Konfidenzintervalle fir C+-Werte

Dabei wird angenommen, dass der Fehler bei den Ct-Werten der
Wiederholproben linear und normal verteilt ist.

Daher kdnnen wir das Einproben-Konfidenzintervall t verwenden. p sei der

Mittelwert der C+-Werte einer Wiederholprobe g .- Tt . Dann ergibt
sich das 100(1 — a)-%-Konfidenzintervall fiir einen C+-Wert W zu:

(J' —lajan1-—= & tlajan 1 _)
\ i T

Wir bedanken uns bei Peter Cook vom Mathematischen Institut der
Universitdt von Neustidwales (NSW) in Sydney (Australien), dessen Hilfe bei
der Prifung der verwendeten mathematischen Modelle von unschétzbarem
Wert war.
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Rotor-Gene Q MDx Produkte, Zubehor und

Verbrauchsartikel

Produkt

Inhalt

Kat.-Nr.

RotorGene Q MDx
2plex

Rotor-Gene Q MDx
2plex HRM

RotorGene Q MDx
Splex

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM

RotorGene Q MDx
6plex

RealTime-PCRThermocycler mit zwei
Kanalen (grun, gelb), Laptop-Computer,
Software, Zubehor, 1 Jahr Garantie auf
alle Teile; Arbeitskosten inklusive

RealTime-PCRThermocycler und
Analyzer fur hochauflésende Schmelz
kurvenanalyse (HRM) mit zwei Fluores
zenzKanalen (griin, gelb) und HRM
Kanal, Laptop-Computer, Software,
Zubehor, 1 Jahr Garantie auf alle Teile;
Arbeitskosten inklusive

RealTime-PCRThermocycler mit finf
Kanalen (griin, gelb, orange, rot,
purpur), Laptop-Computer, Software,
Zubehor, 1 Jahr Garantie auf alle Teile;
Arbeitskosten inklusive

Real Time-PCRCycler mit finf Fluores
zenzKanalen (gruin, gelb, orange, rot,
purpur) sowie ein Kanal fur die hochauf
I6sende Schmelzkurvenanalyse (HRM),
Laptop, Software, Zubehdr, 1 Jahr
Garantie auf alle Teile; Arbeitskosten
inklusive

RealTime-PCRThermocycler mit sechs
Kanalen (blau, griin, gelb, orange, rot,
purpur), Laptop-Computer, Software,
Zubehor, 1 Jahr Garantie auf alle Teile;
Arbeitskosten inklusive

9002002

9002012

9002022

9002032

9002042

RotorGene Q MDx Handbuch 09/201 8

C-1



Anhang C

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
Zubehor
Rotor-Disc 100 Kit enthalt: 2 RotorDisc-100-Pakete, auf

Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100 (300)

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100
Locking Ring

Rotor-Disc 100
Loading Block

Rotor-Disc Pipetting
Aid

Rotor-Disc Heat
Sealer

HeilRversiegler (RotoiDisc Heat Sealer), Anfrage
Versiegelungsfolie (RotoDisc Heat

Sealing Film), Rotor (mit Sicherungsring)

fur 100-Well-Rotorscheiben, Ansatzblock

fir 100 -Well-Rotorscheiben, Pipettierhilfe

fur Rotorscheiben

30 einzeln eingeschweilRte 100Well- 981311
Rotorscheiben; fir insgesamt 3000

Reaktionen

10 x 30 einzeln eingeschweil3te 10G 981313

Well-Rotorscheiben; fur insgesamt
30.000 Reaktionen

Rotor zur Aufnahme von 100-Well- 9018895
Rotorscheiben im RotoitGene Q MDx;
Sicherungsring fiir 100-Well-Rotor

scheibe zusétzlich erforderlich

Sicherungsring zum Arretieren einer 100 9018896
Well-Rotorscheibe auf dem RotoDisc
100-Rotor

Aluminium-Block fir das manuelle oder 9018909
automatisierte Ansetzen der Reaktionen
in 100 -Well-Rotorscheiben

Hilfe zum Markieren der Wells beim 9018897
manuellen Reaktionsansatz in einem
Rotor-Disc-Ansatzblock

Gerat fir die HeilR3versiegelung von 9018898
Rotorscheiben; Ansatzblock fur 72Well-

oder 100-Well-Rotorscheibezusatzlich

erforderlich

C-2

RotorGene Q MDx Handbuch 09/2018



Anhang C

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
Rotor-Disc Heat 60 Folien fur die HeiRversiegelung von 981601
Sealing Film (60) 100-Well- oder 72-Well-Rotorscheiben

RotorDisc Heat 10 x 60 Folien fur die HeilRversiegelung 981604
Sealing Film (600) von 100-Well- oder 72-Well-Rotor

scheiben

Rotor-Disc 72 Starter Kit enthalt: 3 RotorDisc-72-Pakete, auf
Kit HeilRversiegler (RotoiDisc Heat Sealer), Anfrage

Versiegelungsfolie (RotoDisc Heat
Sealing Film), Rotor (mit Sicherungsring)
fur 72 -Well-Rotorscheiben, Ansatzblock
fur 72-Well-Rotorscheiben, Pipettierhilfe
fur Rotorscheiben

Rotor-Disc 72 (24) 24 einzeln eingeschweil3te 72Well- 981301
Rotorscheiben; fir insgesamt 1728
Reaktionen

Rotor-Disc 72 (240) 10 x 24 einzeln eingeschweil3te 72Well- ~ 981303
Rotorscheiben; flrinsgesamt 17.280
Reaktionen

RotorDisc-72-Rotor  Rotor zur Aufnahme von 72Well-Rotor 9018899
scheiben im RotorGene Q MDx;
Sicherungsring fir 72Well-Rotorscheibe
zusatzlich erforderlich

RotorDisc 72 Sicherungsring zum Arretieren eier 72- 9018900
Locking Ring Well-Rotorscheibe auf dem RotoDisc

72-Rotor
RotorDisc 72 Aluminium-Block fur das manuelle oder 9018910
Loading Block automatisierte Ansetzen der Reaktionen

in 72 -Well-Rotorscheiben

Strip Tubes and 250 Streifen mit jeweils vier Gefalzen a 981103
Caps, 0.1 ml (250) 0,1 ml und Deckeln fur insgesamt 1000
Reaktionen
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Produkt

Inhalt Kat.-Nr.

Strip Tubes and
Caps, 0.1 ml (2500)

72-Well Rotor

Locking Ring 72Well
Rotor

Loading Block 72 x
0.1 ml Tubes

Loading Block 72 x
0.1 ml Multi-channel

PCR Tubes, 0.2 ml
(1000)

PCR Tubes, 0.2 ml
(10000)

36-Well Rotor

36-Well Rotor
Locking Ring

Loading Block 96 x

10 x 250 Streifen mit jeweils vier 981106
GefaRen & 0,1 ml und Deckeln fur
insgesamt 10.000 Reaktionen

72-Well-Rotor, zur Auhahme von 9018903
Rohrchen Streifen mit Deckel (je 0,1 ml

pro Gefal); Sicherungsring fir 72-Well-

Rotor zusatzlich erforderlich

Sicherungsring zum Fixieren von 9018904
Rohrchen Streifen mit Deckel (je 0,1ml
pro Gefal) im 72-Well-Rotor

Aluminium-Block fir manuellen Reak 9018901
tionsansatz in 72 x 0,1-ml-Reaktions
gefalRen mit einer 1-Kanal-Pipette

Aluminium-Block fur den Reaktionsansatz 9018902
in 72 x 0,1-ml-ReaktionsgefalRen mit
Mehrkanal-Pipetten

1000 dinnwandige 0,2 -mI-PCR 981005
Reaktionsgefalie fur insgesamt 1000
Reaktionen

10 x 1000 dinnwandige 0,2 -ml-PCR 981008
Reaktionsgefalie fir insgesami0.000
Reaktionen

36-Well-Rotor, zur Aufnahme von PCR 9018907
Reaktionsgefalien (je 0,2 ml);

Sicherungsring fir 36-Well-Rotor

zusatzlich erforderlich

Sicherungsring zum Fixieren von PCR 9018906
Reaktionsgefaflien (je 0,2 ml) im 36Well-
Rotor

Aluminium-Block fir manuellen Reak 9018905

0.2 ml Tubes tionsansatz in 96 x 0,2-ml-Reaktions
gefalRen (im Standard8-x-12-Format)
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Produkt Inhalt Kat.-Nr.

Rotor-Disc OTVKit  Kit fur die optische Temperatur 981400
Verifizierung (OTV) von RotoiGene
Systemen; enthalt: mit
thermochromatischen Flissigkristallen
bestlickte Rotorscheibe,
Fluoreszenzeinsatze, CD mit
Kalibrierungsdateien; RotorDisc-72-
Rotor (mit Sicherungsring) oder Rotoer
Disc 72 Starter Kit zusétzlich erforderlich

Rotor Holder Freistehender Rotorhalter aus Metall fir 9018908
das Beschicken der Rotoren mit
Reaktionsgefalien oder Rotorscheiben

Eine aktuelle Liste der QIAGEN Kits, die fir die Verwendung mit dem Roter
Gene Q MDx Thermocycler vorgesehen sind, finden Sie unter
www.qiagen.com/products/rotor-genegmdx.aspx.
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Haftungsausschlussklausel

QIAGEN wird von allen Verpflichtungen seiner Garantieerklarung freige
stellt, falls Reparaturen oder Anderungen an den Geréten von anderen
Personen als dem QIAGENeigenen Personal vorgenonmen werden, es sei
denn QIAGEN hat zuvor schriftlich zugestimmt, dass solche Reparaturen
oder Anderungen durchgefiihrt werden diirfen.

Fur alle Teile/Materialien, die im Rahmen der Garantie ersetzt werden, gilt
maximal die urspringliche Garantiezeit und keiresfalls eine verlangerte
Garantiefrist, die Uber den Ablauftermin der urspriinglichen Garantie
hinausgeht, es sei denn ein Handlungsbevollméchtigter von QIAGEN hat
dem schriftlich zugestimmt. Die Garantiefrist fir Ablesegerate und Zusatz
geréte inklusive da zugehdrigen Software beschrankt sich auf die
Garantiefrist des Originalherstellers dieser Produkte. Einspriiche und
Garantieerklarungen, die von irgendeiner Person (inklusive QIAGEN Aul3en
dienstmitarbeitern) gemacht werden und die mit den hier genannten
Garantiebedingungen unvereinbar sind oder diesen widersprechen, sind fir
QIAGEN nicht bindend, es sei denn sie wurden von einem Handlungsbevall
machtigten von QIAGEN schriftlich erstellt und per Unterschrift genehmigt.
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Dialogfenster ,Sample Page Suitability’,
—1— 7-96
Well ; ) Dialogfenster ‘Edit Profile’, 6-4, 6-12
100-Well-Rotorscheibe, 5-4 Dialogfenster ‘Edit Samples’, 6-6, 6-35,
7-87

—A— Darstellung im Rotor-Format, 7-95
Advanced Wizard, 6-7 Dlallgg;e_részter Report Browser’, 7-11, 7-

Alleldiskriminierung, 7-57

Annotation zum Cr-Wert, 7-27

Anregungsparameter, 3-4

Ansatzblock, 5-5

Auspacken, 4-6

Automatische Statistik, 7-30 —E—

Autoskalierung, 7-2 Effizienz, 7-18, 7-37

Eignungen, 7-96

—B— Endpunkt-Analyse, 7-64

Kontrollen, 7-68

Dialogfenster ‘Setup’, 7-12
Dynamische réhrchenbezogene
Normalisierung, 7-32, 7-62

Be(lj-;ael?clij\?vgre 5.1 Entfernung von Ausreifern, 7-34
Software ‘6-1 Entsorgen von Abfillen, 1-8
Benutzer ' Erste Zyklen nicht bericksichtigen, 7-34,
. . 7-62
Kont | Wind 7),7- . L
Toozar;_elgle(;l (in Windows 7), BExponentielle Amplifikation, 7-37
mehrere Benutzerkonten, 7-112 Exporth LinRed. 7-10
Rollen festlegen (in Windows 7), 7- nach Lnkeg, /-
104. 7-111 Exportieren
Betrieh ' Daten, 8-5

Diagramme, 8-2

Bedingungen, 1-5, 1 natives Format, 8-4

—C—
Cr-Berechnung, 7-23

—F—

Fehlermeldung, 12-4

D Fluorophore, detektierte, 3-4

Datenerfassung, 6-17 —G—
Delta-Delta-Ct-Methode, relative
Quantifizierung, 7-45
Detektionsparameter, 3-4
Dialogfenster, 7-52

Genotypen
Alleldiskriminierung, 7-59
Endpunkt-Analyse, 7-66, 7-73
Scattergramm-Analyse, 7-62
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Schmelzkurvenanalyse 7-52
Geratekonfiguration 7-81

—H—

Haltephase, 6-13

Hilfe zur Fehlerbehebung, 12-1
HRM, 12-2
Rotor-Gene Q MDx, 12-4

HRM
Advanced Wizard, 6-9
Analyse, 7-77, 11-1, 11-20
Hilfe zur Fehlerbehebung, 12-2
Kits, 11-3
Methylierungsanalyse, 11-6
Probenvorbereitung, 11-10
Quick Start Wizard, 6-3
Real-Time-PCR, 11-18
Richtlinien, 11-7
SNP-Genotypisierung, 11-4
Software, 11-10
ZyKlus, 6-20

Hybridisierung, 6-19

Installation, 4-1
Anforderungen an die Erdung, 4-2
Hardware, 4-8
Netzstromanforderungen, 4-2
PC-Anforderungen, 4-3
Software, 4-9
Standortanforderungen, 4-1

— K—

Kalibrator-Wiederholproben, 7-56
Kandle, 3-4, 7-82
Kommunikationsschnittstelle, 4-12, 7-13
Konfidenzintervalle, 2
Konzentrationsanalyse, 7-74
Standards, 7-74
Korrektur des Rauschsignalanstiegs, 7-
62
Korrelationskoeffizient, 7-19

—l—

Lagerung, 2
Lauf
Abbrechen, 7-80
Einstellungen, 7-80
Neu, 7-7
Offnen, 7-8
Signaturen, 7-114
Speichern, 7-8
Starten, 7-79
Unterbrechen, 7-79
LinReg
Exportieren nach, 7-10
Log-Archivdateien (, 12-1

—M—

Meldungen, 7-82
Menu
‘Run’, 7-79
‘View’, 7-80
Meni
‘Analysis’, 7-13
‘Display Options’, 7-99
‘File’, 7-6
‘Gain’, 7-119
‘Help’, 7-120
‘Security’, 7-100
Menu:, 7-120

—N—

Normalisierung, 7-3
dynamisch, réhrchenbezogen, 7-32,
7-62
Endpunkt-Analyse, 7-69
Nukleinsaure-
Konzentrationsbestimmung, 7-74

—0—

Optische Temperatur-Verifizierung, 10-1
Optische zyklische Denaturierung, 6-20
Optisches System, 3-3

OTV, 10-1

Outlook, 7-125
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—P— Schwellenwert automatisch ermitteln, 7-
25
Primer-Dimere, 11-20 Seriennummer, 4-12
Proben-Gruppen, 7-97 Sicherheit, 7-84, 7-100
Proben-Seite, 7-3, 7-5, 7-91 biologische, 1-6
Probentypen, 7-91 Chemikalien, 1-8
Probenwechsler, 7-4 elektrische, 1-4
Profil-Ablauf, 7-86 Entsorgen von Abféllen, 1-8
Gefahr durch mechanische Teile, 1-9
—Q— giftige Dampfe, 1-8
Konfiguration Windows 7, 7-102
Quantifizierung, 7-15, 1 Proben, 1-6
Quantifizierungsergebnisse, 7-25 Rotor, 1-9
Quick Start Wizard, 6-1 sachgeméRe Handhabung, 1-2
Uberhitzungsgefahr, 1-10
—R— Wartungsarbeiten, 1-10
Sicherheitspriifungs-Protokolle, 7-113
Rauschsignalanstieg, Korrektur, 7-33 Sicherungsring
Reaktionsansatz, 5-5 100-Well-Rotorscheibe, 5-4
Rohdaten-Kandle, 7-1 36-Well-Rotor, 5-2
Rohrchen-Anordnung, 7-84 72-Well-Rotor, 5-2
Rotor 72-Well-Rotorscheibe, 5-3
100-Well-Rotorscheibe, 5-4 Skalierung, 8-2
36-Well-, 5-2 Skalierung einstellen, 7-2
72-Well-, 5-2 Software
Auswahl, 6-4, 6-9 Fehlermeldungen, 12-11
Rotor-Disc-72-, 5-3 Updates, 4-23
Spezifikationen, 5-5 \ersion, 4-13
Typen, 5-1 Sperren
Rotor-Disc Proben, 7-116
Reaktionsansatz, 5-10 Vorlagen, 7-119
Rotor-Disc 72 (72-Well-Rotorscheibe), 5- Spezifikationen
3 Hardware, 2
Rotor-Disc O TV Kit, 10-2 optische, 3
Rotorscheibe Standardkurve, 7-16
Heilversiegelung, 5-10 Berechnung, 7-20
Exportieren, 7-19
—S— Formel, 7-19, 7-38
Importieren, 7-21
Scattergramm-Analyse, 7-60 Uberlagerung, 7-20
Schmelzen, 6-19 Zwei-Standardkurven-Methode, 7-40
Schmelzkurvenanalyse, 7-49 Standard-Skalierung, 7-2
Bins, 7-51 Steigung, 7-37
Peaks, 7-51 Support, 7-122
Schraubenschlissel-Icon, 8-6 Symbole, 1-11

Schwellenwert, 7-24
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—T— Vorlage ‘Quenched FRET’, 6-3
\Vorlage “Three Step with Melt’, 6-2, 6-9
Takeoff-Punkt-Anpassung, 7-34 \Vorlage “Two Step’, 6-3, 6-9
Technischer Service, 2-1 Vorlagen
TeeChart Office, 8-4, 8-7 Alleldiskriminierung, 7-60, 8-1
Temperaturdiagramm, 7-85 Endpunkt-Analyse, 7-73, 8-1
Thermische Leistung, 3-1 Hinzufiigen zu Advanced Wizard, 6-9
Transport, 2 Hinzufiigen zum Quick Start Wizard,
6-3
—U— Quantifizierung, 7-39, 8-1
Scattergramm-Analyse, 7-63, 8-1
Umgebungsbedingungen, 1-5 Schmelzkurvenanalyse, 7-53, 8-1
—V— —W—
\ergleichende Quantifizierung, 7-54 Warnhinweise, 1-1
\ersion, 2-2 Wartung
\erstarkungsfaktor, 7-119 Advanced Wizard, 6-9
\erstarkungsoptimierung, 6-11 Wartungsarbeiten, 9-1
manuell, 6-32 Werkzeugleiste, 7-1
\erstarkungsoptimierung (, 6-26
Virtueller Betriebsmodus, 4-12, 7-12 7
\Vorgesehener Verwendungszweck, 2-2
Vorlage ‘Empty Run’, 6-8 Zwei-Standardkurven-Methode, 7-40
Vorlage ‘Nucleic Acid Concentration Zyklen nicht beriicksichtigen, 7-3
Measurement’, 6-3 Zykluseinstellungen, 6-15

Vorlage ‘Perform Last Run’, 6-2, 6-8
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