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1 Einleitung

Vielen Dank, dass Sie sich fir den Rotor-Gene Q MDx entschieden haben. Wir sind der festen

Uberzeugung, dass er zu einem integralen Bestandteil Ihres Labors werden wird.

Vor der Verwendung des Rotor-Gene Q MDx sollten Sie dieses Handbuch sorgféltig durchlesen —
beachten Sie insbesondere die Sicherheitshinweise. Die Anweisungen und Sicherheitshinweise in
diesem Benutzerhandbuch missen vom Benutzer befolgt werden, um einen sicheren Betrieb des

Gerdts zu gewdhrleisten und den sicheren Gerdtezustand zu erhalten.

Hinweis: Der Rotor-Gene Q MDx ist in mehreren Konfigurationen erhdlilich. Weiterfihrende

Hinweise einschlieBlich der Bestellinformationen finden Sie im Abschnitt 16.
1.1 Uber dieses Benutzerhandbuch

Dieses Benutzerhandbuch mit Informationen zum Rotor-Gene Q MDx ist in folgende Kapitel

gegliedert:

® Einleitung

® Sicherheitshinweise

e Allgemeine Beschreibung
® Installationsverfahren

e Allgemeiner Betriebsablauf
e Wartung

e Fehlerbehebung

e Technische Daten

® Anhénge

Die Anhdnge enthalten Folgendes:

® Anhang A - Rechtliches
® Anhang B — Mathematische Techniken
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1.2 Allgemeine Informationen
1.2.1  Technischer Service

Bei QIAGEN® legen wir besonderen Wert auf eine hohe Qualitét und Verfiigbarkeit unseres
Technischen Service. In unseren Serviceabteilungen arbeiten erfahrene Wissenschaftler mit
umfassendem praktischem und theoretischem Fachwissen in der Molekularbiologie und der
Anwendung von QIAGEN Produkten. Bei Fragen zum Rotor-Gene Q MDx oder zu anderen

QIAGEN Produkten oder bei Schwierigkeiten kénnen Sie sich gerne an uns wenden.

QIAGEN Kunden sind eine wichtige Informationsquelle hinsichtlich weitergehender oder
spezialisierter Anwendungen. Diese Informationen sind sowohl fir andere Wissenschaftler als auch
fir die Forscher von QIAGEN von Nutzen. Melden Sie sich bei uns; lhre Vorschlédge und Ideen zu

unseren Produkten und zu neuen Anwendungen und Techniken interessieren uns.
Wenn Sie technische Unterstitzung bendtigen, kontaktieren Sie den Technischen Service von QIAGEN.

Aktuelle Informationen iber den Rotor-Gene Q MDx finden Sie auf unserer Website unter

https:/ /www.qgiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/ rotor-gene-g-mdx/ .
Webssite: support.giagen.com

Wenn Sie den Technischen Service von QIAGEN wegen eines Fehlers kontaktieren, halten Sie bitte

die folgenden Informationen bereit:

e Seriennummer, Typ und Version des Rotor-Gene Q MDx

e Fehlercode (falls vorhanden)

® Zeitpunkt, an dem der Fehler zum ersten Mal auftrat

e Haufigkeit, mit der der Fehler auftritt (d. h. voribergehend auftretender oder dauerhafter Fehler)

e Kopien von Logdateien
1.2.2  Grundsatzerklarung

Es ist allgemeine Vorgehensweise bei QIAGEN, die Produkte zu verbessern, wenn neue Techniken
und Komponenten verfigbar werden. QIAGEN behdlt sich das Recht vor, jederzeit technische
Anderungen vorzunehmen. Wir unternehmen groBe Anstrengungen, eine hilfreiche und
kundengerechte Dokumentation bereitzustellen und freuen uns daher Uber lhre Kommentare zu
diesem Benutzerhandbuch. Wenden Sie sich bitte an den Technischen Service von QIAGEN.
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1.2.3 Versionsmanagement

Bei dem vorliegenden Dokument handelt es sich um das Rotor-Gene Q MDx Benutzerhandbuch,
Revision R1, fir Rotor-Gene Q MDx Gerdte mit der Rotor-Gene Q Software Version 2.3.x

(wobei x eine Zahl ab 0 ist).

1.3 Verwendungszweck des Rotor-Gene Q MDx

Der Rotor-Gene Q MDx ist ein Thermocycler und dient zum Nachweis und/oder zur Quantifizierung
von Real-Time-Polymerase-Kettenreaktionen (Polymerase Chain Reaction, PCR) im Rahmen klinischer

Anwendungen.

Der Rotor-Gene Q MDx ist ausschlieBlich zur Verwendung in Kombination mit den fir dieses Gerét
geeigneten QIAGEN Kits und im Rahmen der in den zugehdrigen QIAGEN KitHandbichern

beschriebenen Anwendungen vorgesehen.

Wenn der Rotor-Gene Q MDx mit anderen Kits als den QIAGEN Kits verwendet wird, ist der
Benutzer fir die Validierung der Leistung einer solchen Produktkombination fir jede spezifische

Anwendung verantwortlich.
Der Rotor-Gene Q MDx ist fir den in-vitro-diagnostischen Gebrauch vorgesehen.

Der Rotor-Gene Q MDx ist zum Gebrauch durch entsprechend ausgebildete Anwender bestimmt,
wie beispielsweise Arzte und medizinisch- oder biologisch-technische Assistenten, die in

molekularbiologischen Methoden und der Bedienung des Rotor-Gene Q MDx geschult wurden.
1.3.1 Anforderungen des Rotor-Gene Q MDx

In der folgenden Tabelle wird zusammengefasst, iber welche allgemeinen Kompetenzen und
Erfahrungen das fir Transport, Installation, Gebrauch, Wartung und Instandhaltung des Rotor-Gene

Q MDx zustandige Personal verfiigen sollte.
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Aufgabe Personal Schulung und Erfahrung

Transport/Lieferung  keine besonderen Anforderungen keine besonderen Anforderungen

Installation Labortechniker oder vergleichbar angemessen geschultes und erfahrenes Personal, das
im Umgang mit Computern und Geréten der
Laborautomation geiibt ist

Routinebetrieb Labortechniker oder vergleichbar ausgebildete Anwender, z. B. Arzfe und medizinisch-
(Protokolllgufe) oder biologisch-technische Assistenten, die in
molekularbiologischen Methoden geschult sind

RoutineméBige Labortechniker oder vergleichbar ausgebildete Anwender, z. B. Arzfe und medizinisch-
Wartung oder biologisch-technische Assistenten, die in
molekularbiologischen Methoden geschult sind

Instandhaltung und  nur AuBBendienst-Spezialisten von autorisierte QIAGEN Mitarbeiter, die regelméBig
jghrliche Wartung ~ QIAGEN geschult und gepriift werden

1.4  Bendtigtes Material
Hinweis: Verwenden Sie ausschlieflich Zubehdr von QIAGEN.

® Rofor-Gene Q MDx 5Plex (Kat.-Nr. 9002020)

® Rofor-Gene Q MDx 5Plex HRM (Kat.-Nr. 9002030)

® Rotor-Gene Q MDx 6Plex (Kat.-Nr. 9002040)

o Laptop (Kat.Nr. 9026760)

e 72-Well Rotor (Kat.-Nr. 9018903)

® Locking Ring 72-Well Rotor (Kat.-Nr. 9018904

® loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (Kat.-Nr. 9018901)
® Rotor Holder (Kat.-Nr. 9018908)

e Sirip Tubes and Caps, 0.1 ml (250) (Kat-Nr. 981103)
® Rotor Gene Q SW (Kat.-Nr. 9023241)

1.5  Zusatzlich bendtigtes Material

e Schutzbrille
e Schutzhandschuhe
e Labormantel

Zur Verwendung des Rotor-Gene Q MDx ist ein PCRKit erforderlich. Dieses Kit muss separat

erworben werden. Entdecken Sie das Gesamtangebot an Kits auf QIAGEN.com.
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2  Sicherheitshinweise

Vor der Verwendung des Rotor-Gene Q MDx sollten Sie dieses Handbuch sorgféltig durchlesen —
beachten Sie insbesondere die Sicherheitshinweise. Die Anweisungen und Sicherheitshinweise in
diesem Benutzerhandbuch miissen vom Benutzer befolgt werden, um einen sicheren Betrieb des

Gerdts zu gewdhrleisten und den sicheren Gerdtezustand zu erhalten.

Im RotorGene Q MDx Benutzerhandbuch werden die folgenden Kategorien von

Sicherheitshinweisen verwendet:

WARNUNG | Der Begriff WARNUNG wird verwendet, um Sie iber Situationen zu
f informieren, in denen eine Verletzungsgefahr fiir Sie oder andere besteht.

Ndhere Einzelheiten iiber diese Situationen werden in einem Textfeld wie

diesem beschrieben.

Der Begriff VORSICHT weist auf Situationen hin, in denen die Gefahr einer

Beschddigung eines Geréis oder anderer Gegenstéinde besteht.

A Ndhere Einzelheiten iber diese Situationen werden in einem Texifeld wie

diesem beschrieben.

VORSICHT

Die in diesem Benutzerhandbuch enthaltenen Hinweise sollen die im jeweiligen Land des Benutzers

geltenden Sicherheitsbestimmungen nicht ersetzen, sondern lediglich ergénzen.

Bitte beachten Sie, dass Sie ggf. verpflichtet sind, lhre lokalen Vorschriften zur Meldung
schwerwiegender Vorfdlle, die im Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten sind, an den
Hersteller, seinen autorisierte Vertreter und die Regulierungsbehdrde, welcher der Anwender

und/oder der Patient unterliegt, zu konsultieren.
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2.1 SachgemafBe Handhabung

WARNUNG | Gefahr von Personen- und Sachschdden
f Die unsachgemédfe Anwendung des Rotor-Gene Q MDx kann zu Verletzungen

des Benutzers oder zur Beschédigung des Gerdts fihren.

Die Bedienung des Rotor-Gene Q MDx darf nur durch qudlifiziertes,

entsprechend geschultes Personal erfolgen.

Die Instandhaltung des Rotor-Gene Q MDx darf nur von einem AuBendienst-
Spezialisten von QIAGEN durchgefihrt werden.

Fihren Sie die Wartungsarbeiten gemdf3 den Anweisungen in Abschnitt 8 durch. QIAGEN stellt
Reparaturen, die auf nicht fachgerecht durchgefihrte Wartungsmafinahmen zuriickzufishren sind,

in Rechnung.

WARNUNG | Gefahr von Personen- und Sachschéden
Der Rotor-Gene Q MDx ist sehr schwer und kann nicht von einer Einzelperson
& angehoben werden. Heben Sie das Gerdt nicht allein an, um eine Verletzung

und/oder Beschadigung des Gerdts zu vermeiden.

Wenden Sie sich zur Umstellung des Gerdts an den Technischen Service von
QIAGEN.

WARNUNG | Gefahr von Personen- und Sachschéden
f Bewegen Sie den Rotor-Gene Q MDx auf keinen Fall wéhrend des Betriebs.

VORSICHT | Beschddigung des Gerdts
Verschiitten Sie kein Wasser oder Chemikalien auf dem Rotor-Gene Q MDx.
A Durch verschiittetes Wasser oder verschiittete Chemikalien verursachte Schaden

fihren zum Erléschen der Garantie.

Hinweis: Schalten Sie den Rotor-Gene Q MDx im Notfall am Netzschalter auf der Gerdteriickseite

aus und ziehen Sie den Netzstecker aus der Netzsteckdose.
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VORSICHT

A

Gefahr von Personen- und Sachschaden

Versuchen Sie nicht, den Deckel zu 5ffnen, wéahrend ein Experiment lauft oder
der Rotor-Gene Q MDx sich noch dreht. Wenn Sie dennoch die Deckelsperre
aufler Kraft setzen und in das Gerdteinnere fassen, besteht die Gefahr, dass
Sie Gerdteteile beriihren, die heifs oder elektrisch geladen sind oder sich mit
hoher Geschwindigkeit drehen, und Sie kénnten sich selbst verletzen oder das

Gerat beschadigen.

VORSICHT

A

Gefahr von Personen- und Sachschaden

Wenn Sie ein Experiment schnell beenden missen, schalten Sie die
Stromversorgung des Gerdts ab, und &ffnen Sie erst dann den Deckel. Lassen
Sie die Kammer abkiihlen, bevor Sie hinein fassen. Andernfalls besteht die

Gefahr, dass Sie sich beim Beriihren heifBer Teile verletzen.

VORSICHT

A\

Gefahr von Personen- und Sachschéden
Wenn das Gerét anders verwendet wird als vom Hersteller angegeben, kénnen

die Schutzvorrichtungen des Gerdts beeintrachtigt werden.

VORSICHT

A

Gefahr von Personen- und Sachschéden
Loses Papier unter dem Rotor-Gene Q MDx behindert die Kihlung des Gerdts.

Es wird empfohlen, den Bereich unter dem Gerdat frei und ordentlich zu halten.

VORSICHT

A

Beschddigung des Gerdits

Verwenden Sie immer einen SchlieBring am Rotor. Dadurch wird verhindert,
dass sich Deckel wahrend eines Experiments von den Rahrchen 16sen. Wenn
sich Deckel wdhrend eines Experiments |&sen, kénnten sie die Kammer

beschadigen.
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VORSICHT | Gefahr von Materialbeschédigungen
f Vor jedem Lauf missen Sie durch Sichtprifung sicherstellen, dass der Rotor nicht

beschadigt oder verformt ist.

Wenn Sie den Rotor-Gene Q MDx wdhrend eines Experiments berihren, wdhrend Sie
elekirostatisch aufgeladen sind, kann es im duBBersten Fall zu einem Reset des Rotor-Gene Q MDx
kommen. Die Software wird jedoch einen Neustart des Rotor-Gene Q MDx durchfihren und das

Experiment fortsetzen.
2.2  Elekirische Sicherheit

Ziehen Sie den Netzstecker aus der Steckdose, bevor Sie Instandhaltungs-/Wartungsarbeiten an

einem Gerdt vornehmen.

WARNUNG | Stromschlaggefahr
Jede Unterbrechung des Schutzleiters (Erdungs- bzw. Masseleiter) im Gerét oder
& auBerhalb des Gerdts und jede Abtrennung des Schutzleiters am Anschluss der

Netzleitung erhoht die Gefahr eines Stromschlags.
Eine absichtliche Unterbrechung der Schutzleiterverbindung ist verboten.

Gefdhrliche Spannung im Gerdt

Wenn das Gerdt an die Stromversorgung angeschlossen ist, sind die
Anschlussstellen spannungsfihrend. Durch das Offnen der Abdeckungen oder
das Entfernen von Gehguseteilen kénnen spannungsfihrende Komponenten

freigelegt werden.

Um einen zufriedenstellenden und sicheren Betrieb des Rotor-Gene Q MDx zu gewdhrleisten,

befolgen Sie bitte die nachstehenden Hinweise:

® Das Netzkabel muss an eine Netzsteckdose mit Schutzleiter (Erdungs-/Masseleiter)

angeschlossen werden.

e Nehmen Sie im Gerdateinneren keine Einstellungen an Gerdteteilen vor und wechseln Sie keine

Teile aus.

e Nehmen Sie das Gerdt nicht in Betrieb, wenn Abdeckungen oder Teile entfernt worden sind.
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e Falls Flissigkeit auf dem Gerdt verschittet wird und hinein lauft, schalten Sie es sofort aus,
ziehen Sie den Netzstecker und setzen Sie sich mit dem Technischen Service von QIAGEN in

Verbindung.

Falls die elektrische Sicherheit bei der Bedienung des Gerdts nicht mehr gewdhrleistet werden kann,
muss das Gerdt gegen Benutzung durch dariiber nicht informiertes Personal gesichert werden.
Kontaktieren Sie anschlieend den Technischen Service von QIAGEN.

Die elekirische Sicherheit des Gerdts ist nicht mehr gegeben, wenn:

e das Gerdt oder das Netzkabel beschadigt erscheint;
e das Gerdt fir langere Zeit unter ungiinstigen Bedingungen gelagert wurde;

® das Gerdt beim Transport stark beansprucht worden ist.

WARNUNG | Stromschlaggefahr
Auf dem Gerét befindet sich ein Schild mit Angaben zur Einhaltung der
A elektrischen Vorschriften, d. h. Angaben zur Spannung und Frequenz des
Stromversorgung und zu den Sicherungswerten. Das Gerét sollte nur unter

diesen Bedingungen betrieben werden.

2.3 Biologische Sicherheit

Bei Proben und Reagenzien, die Material biologischer Herkunft enthalten, sollte immer von einer
méglichen Infektionsgefahr ausgegangen werden. Wenden Sie nur sichere Laborverfahren an, wie
sie z. B. in Verdffentlichungen wie Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, HHS
(https:/ /www.cdc.gov/labs/BMBL.html) beschrieben werden.

Proben
Proben kénnen Infektionserreger enthalten. Sie sollten sich der Gesundheitsgefahr bewusst sein, die

von diesen Erregern ausgeht, und derartige Proben gemdB den erforderlichen

Sicherheitsbestimmungen handhaben, lagern und entsorgen.
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WARNUNG | Proben mit infektiosen Erregern
f} Manche Proben, die mit diesem Gerat verwendet werden, kdnnen Infektionserreger

enthalten. Gehen Sie beim Umgang mit diesen Proben mit der gréBméglichen

Vorsicht und gemaf3 den erforderlichen Sicherheitsbestimmungen vor.

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

Die verantwortliche Person (z. B. der Laborleiter) muss alle erforderlichen
VorsichtsmaBnahmen ergreifen, um sicherzustellen, dass der Arbeitsbereich
sicher ist und die Bediener des Gerdts ausreichend geschult sind. Auflerdem
dirfen die Grenzwerte in Bezug auf infekticse Erreger, die in den
entsprechenden Sicherheitsdatenbléttern (Safety Data Sheets, SDS) oder den
Vorschriften der OSHA*, ACGIH! oder COSHH# festgelegt sind, nicht

Uberschritten werden.

Beim Betrieb eines Abzugs und bei der Entsorgung von Abfallstoffen missen
alle Bestimmungen und Gesetze auf Bundes-, Landes- und kommunaler Ebene

zu Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz eingehalten werden.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration  (United States of America) (Arbeitssicherheits-  und
Gesundheitsbehdrde (Vereinigte Staaten von Amerikal).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (United States of America) (Amerikanische Konferenz der
Industriehygieniker der Regierung (Vereinigte Staaten von Amerikal).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (United Kingdom) (Kontrolle von gesundheitsgeféhrdenden Stoffen
(Vereinigtes Konigreich)).
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2.4  Chemische Sicherheit

WARNUNG | Geféhrliche Chemikalien
Einige Chemikalien, die mit diesem Gerdt verwendet werden, kénnen
& gefdhrlich sein oder nach Beendigung eines Protokolllaufs geféhrlich werden.
Tragen Sie immer eine Schutzbrille, Laborhandschuhe und einen Laborkittel. Die
verantwortliche Person (z. B. der Laborleiter) muss alle erforderlichen
VorsichtsmaBnahmen ergreifen, um sicherzustellen, dass der Arbeitsbereich
sicher ist. AuBerdem dirfen die Grenzwerte in Bezug auf toxische (chemische
oder biologische) Stoffe, die in den entsprechenden Sicherheitsdatenbldttern
(Safety Data Sheets, SDS) oder den Vorschriften der OSHA*, ACGIH! oder
COSHH# festgelegt sind, nicht Gberschritten werden.

Beim Betrieb eines Abzugs und bei der Entsorgung von Abfallstoffen missen
alle Bestimmungen und Gesetze auf Bundes-, Landes- und kommunaler Ebene

zu Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz eingehalten werden.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration  (United States of America) (Arbeitssicherheits-  und
Gesundheitsbehérde (Vereinigte Staaten von Amerikal)).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (United States of America) (Amerikanische Konferenz der
Industriehygieniker der Regierung (Vereinigte Staaten von Amerikal).

¥ COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (United Kingdom) (Kontrolle von gesundheitsgeféhrdenden Stoffen
(Vereinigtes Konigreich)).

Giftige Démpfe

Arbeiten mit flichtigen Ldsungsmitteln oder toxischen Substanzen missen unter einem
funktionierenden Laborabzugssystem durchgefihrt werden, damit die maglicherweise entstehenden

Déampfe abziehen kénnen.
2.5 Abfallentsorgung

Gebrauchte Laborgerdte kdnnen Gefahrstoffe enthalten. Derartige Abfélle missen gesammelt und

gemdf den geltenden kommunalen Sicherheitsbestimmungen entsorgt werden.

Weitere Informationen zur Entsorgung des Rotor-Gene Q MDx finden Sie in Abschnitt
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Elekiro- und Elekironik-Altgerdte (WEEE) auf Seite 207.

2.6 Gefahr durch mechanische Teile

Der Deckel des Rotor-Gene Q MDx muss wahrend des Betriebs geschlossen sein.

WARNUNG

A

Sich bewegende Gerdteteile
Um einen Kontakt mit sich bewegenden Teilen beim Betrieb des Rotor-Gene Q
MDx zu vermeiden, darf das Gerdt nur mit geschlossenem Deckel betrieben

werden.

WARNUNG

A

Gefahr von Personen- und Sachschéden
Offnen und schlieBen Sie den Deckel des Rotor-Gene Q MDx vorsichtig, um

keine Finger und keine Kleidung einzuklemmen.

WARNUNG

A

Beschédigung des Gerdits

Vergewissern Sie sich, dass der Rotor und der Schliefiring ordnungsgemaf3
installiert sind. Falls der Rotor oder der Schliefiring Anzeichen einer
mechanischen Beschadigung oder von Korrosion aufweisen, verwenden Sie
den Rotor-Gene Q MDx nicht; kontaktieren Sie den Technischen Service von
QIAGEN.

WARNUNG

A

Beschadigung des Gerats
Wenn der Rotor-Gene Q MDx bei kalten Witterungsverhdlinissen transportiert
und danach sofort gestartet wird, kann es zu einer Blockade mechanischer Teile

kommen.

Lassen Sie das Gerdt mindestens eine Stunde lang auf Raumtemperatur

aufwdrmen, bevor Sie es einschalten.

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022



WARNUNG | Beschadigung des Geréits
Bei einem Gerdteausfall aufgrund eines Stromausfalls entfernen Sie das
& Netzkabel und warten Sie 10 Minuten, bevor Sie versuchen, den Deckel per

Hand zu 6ffnen.

WARNUNG | Uberhitzungsgefahr
Vergewissern Sie sich, dass ein Mindestabstand von 10 cm zwischen
& Seitenwanden und Rickseite des Rotor-Gene Q MDx und der Raumwand
eingehalten wird, damit eine ausreichende Be- und Entliffung des Gerdts

gewdbhrleistet ist.

Die Liftungsschlitze und Offnungen, die die Be- und Entliftung des Rotor-Gene

Q MDx gewdhrleisten, diirfen nicht verdeckt werden.

Gefahr durch Hitze

WARNUNG | HeiBe Oberfléchen
f Die Kammer des Rotor-Gene Q MDx kann Temperaturen Uber 120 °C

erreichen. Berihrungen im heiflen Zustand sind zu vermeiden.

WARNUNG | HeiB3e Oberfléichen
Bei Pausierung eines Laufs kihlt der Rotor-Gene Q MDx nicht komplett auf
A Raumtemperatur ab. Gehen Sie vorsichtig vor, wenn Sie den Rotor oder

Réhrchen in dem Gerét berishren.

2.7 Wartungssicherheit

Fihren Sie die Wartungsarbeiten gemé&f3 den Anweisungen in Abschnitt 8 durch. QIAGEN stellt
Reparaturen, die auf nicht fachgerecht durchgefihrte WartungsmafBnahmen zuriickzufihren sind,

in Rechnung.
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WARNUNG/
VORSICHT

A

Gefahr von Personen- und Sachschédden
Es dirfen nur Wartungsarbeiten ausgefihrt werden, die in diesem

Benutzerhandbuch konkret beschrieben sind.

WARNUNG

A

Brandgefahr
Lassen Sie nach dem Reinigen des RotorGene Q MDx mit einem
Desinfektionsmittel auf Alkoholbasis die Tiir des Rotor-Gene Q MDx offen, damit

sich entziindliche Déampfe verflichtigen kénnen.

WARNUNG/
VORSICHT

A

Gefahr durch Stromschlag
Demontieren Sie den Rotor-Gene Q MDx nicht.

VORSICHT

A

Beschddigung des Gerategehduses
Reinigen Sie das Gerdtegehduse keinesfalls mit Alkohol oder alkoholhaltigen
Losungen. Alkohol beschadigt das Gerdtegehduse. Verwenden Sie zur

Reinigung des Gehduses ausschlieBlich destilliertes Wasser.
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2.8  Symbole auf dem Rotor-Gene Q MDx

In der Gebrauchsanweisung oder auf der Verpackung und Etikettierung kénnen die folgenden

Symbole verwendet werden:

Symbol

Ort

Beschreibung

In der Néhe der
Probenkammer, ist bei
gedffnetem Deckel sichtbar

Gefahr durch hohe Temperaturen — Die Temperatur der
Kammer kann auf bis auf 120 °C steigen.

Gerdteriickseite

Gebrauchsanweisung beachten

A=

Typenschild an der
Gerdteriickseite

CE-Markierung der EU-Konformitét

IVD

Typenschild an der
Gerdteriickseite

In-vitro-Diagnostikum

Typenschild an der
Gerdteriickseite

Symbol der CSA-Zertifizierung in Kanada und den USA

Typenschild auf der
Abdeckung auf der rechten
Seite

Hersteller i. S. d. Gesetzes

Typenschild auf der
Abdeckung auf der rechten
Seite

WEEE-Richtlinie zur Entsorgung von Elektro- und Elektronik-
Altgeraten in Europa und in der restlichen Welt.

Typenschild auf der
Abdeckung auf der rechten
Seite

FCC-Markierung der Federal Communications Commission
der Vereinigten Staaten

Typenschild auf der
Abdeckung auf der rechten
Seite

RCM-Zeichen (ehemals C-Tick) fir Australien
(Anbieterkennzeichnung N17965)

N
2J

®P 8 1< kA

Typenschild auf der
Abdeckung auf der rechten
Seite

RoHS-Kennzeichen fir China (Einschrénkungen in Bezug
auf den Gebrauch bestimmter Gefahrstoffe in Elektro- und
Elektronikgerdten)
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3  Allgemeine Beschreibung

Der Rotor-Gene Q MDx ist ein innovatives Gerét fir die hochprézise Durchfihrung von Real-Time
PCR. In Kombination mit den als IVD gekennzeichneten QIAGEN Kits eignet sich das Gerat

hervorragend fir die In-vitro-Diagnostik.

Die leistungsfahige und benutzerfreundliche Software bietet sowohl eine unkomplizierte Bedienung

fir Anfénger als auch eine experimentelle Plattform fir erfahrene Benutzer.
3.1  Funktionsprinzip des Rotor-Gene Q MDx
3.1.1 Thermische Leistungen

Der Rotor-Gene Q MDx nutzt ein modernes Heiz- und Kihlkonzept, um optimale Reaktionsbedingungen
zu erzielen. Der einzigartige Rotationsmechanismus sorgt fir eine optimale Temperatur- und optische

Einheitlichkeit der Proben, die fir prézise und zuverldssige Analysen unerldsslich ist.

Die Proben werden wdhrend des Laufs kontinuierlich mit 400 U/min zentrifugiert. Die
Zentrifugation verhindert eine Kondensation und entfernt Luftblasen. Die DNA setzt sich jedoch nicht
als Pellet ab. Dariber hinaus ist es nicht notwendig, die Proben vor Beginn des Laufs zu

zentrifugieren.

Die Proben werden in einem Luftofen mit niedriger Masse erwdrmt und abgekhlt. Fir die Erwdrmung
ist ein NickelChrom-Heizelement im Deckel verantwortlich. Die Kammer wird gekihlt, indem

Umgebungsluft von unten durch die Kammer geblasen und durch den Kammerdeckel entliftet wird.

Erwdrmung

Der zentrifugale  Heizelemente
Ventilator verteilt die  schalten sich
Luft in der Kammer ein
- -
Loftungsdffnungen P i e
Ar

der Kammer
schlieBen sich, um
die Luft in der

Kammer zu halten

f d& 11‘ b W
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Kihlung

Der zentrifugale ~ Heizelemente
< Venh.lotor verteilt die  schalten sich
Luft in der Kammer aus

Liftungsoffnungen der
Kammer &ffnen sich, um -
die heifBe Luft auszustofien

Ein weiterer
zentrifugaler
Ventilator treibt die
Luft in die Kammer

Einlass der kalten Luft

Darstellung des Heiz- und Kishlsystems

3.1.2 Optisches System

Der Rotor-Gene Q MDx bietet eine Wahl von bis zu 6 Anregungsquellen und é Detektionsfiltern
und einen kurzen, feststehenden optischen Pfad. Er eignet sich so fir Multiplex-Reaktionen und sorgt

for eine minimale Fluoreszenz-Variabilitat zwischen Proben. Eine Kalibrierung bzw. Kompensierung

entfallt.

Die Proben werden von unten durch die Kammer von einer lichtemittierenden Diode (Light-Emitting
Diode, LED) angeregt. Die Energie passiert die dinne Wand des Réhrchenbodens. Die emittierte
Fluoreszenz passiert die Emissionsfilter auf der Kammerseite und wird in einem Photomultiplier
gesammelt. Der feste optische Pfad stellt eine einheitliche Anregung aller Proben sicher. Daher

besteht kein Bedarf nach einem passiven internen Referenzfarbstoff wie beispielsweise ROX™.
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Reaktionskammer

Detektionsfilter

PMT-Detektor-

Baugruppe
Die R&hrchen im LEDB-Llchtquellen-
Rotor drehen avgruppe
sich und
passieren die
Optik
Darstellung des Optiksystems
3.1.3 Verfigbare Kandle
Kanal Anregung (nm)  Detektion (nm)  Beispiel fiir nachweisbare Fluorophore
Blue 365 + 20 460 + 20 Marina Blue®, Edans Bothell Blue, Alexa Fluor® 350,
AMCAX, ATTO 390
Green 470 = 10 510+ 5 FAM®, SYBR® Green |, Fluorescein, EvaGreen®, Alexa
Fluor 488
Yellow 5305 557 +£5 JOE™, VIC®, HEX™, TET™, CAL Fluor® Gold 540,
Yakima Yellow®
Orange 585+5 610+ 5 ROX, CAL Fluor Red 610, Cy®3.5, Texas Red®, Alexa
Fluor 568
Red 625+ 10 660 + 10 Cy5, Quasar® 670, LightCycler® Red640, Alexa Fluor
633
Crimson 680+ 5 712 Hochpass  Quasar 705, LightCycler Red705, Alexa Fluor 680
High Resolution Melt 460 = 20 510+ 5 SYBR Green |, SYTO®9, LC Green®, LC Green Plus+,
(HRM) EvaGreen

Hinweis: QIAGEN Kits, die fir die Verwendung in Rotor-Gene Q MDx Geréten vorgesehen sind,
wurden mit Blick auf bestimmte Farbstoffkombinationen optimiert. Weitere Informationen finden Sie

im entsprechenden Kit-Handbuch.
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3.2 Externe Merkmale des Rotor-Gene Q MDx

1 Liftungssffnungen im Deckel 3 Rotorkammer
2 Deckelgriff 4 Gerdte-Statusleuchten

3.2.1 Liftungséffnungen im Deckel

Der Gerdtedeckel des Rotor-Gene Q ist hinten mit Liftungséffnungen ausgestattet. Diese
Liftungsoffnungen erméglichen die Abgabe von heifer Luft aus der Kammer wéhrend des Betriebs.
Werden diese Liftungsoffnungen blockiert bzw. reicht der Abstand zu anderen Obijekten nicht aus,

kénnen die Gerateleistungen beeintrachtigt sein.
3.2.2 Deckelgriff

Mit dem Deckelgriff wird der Deckel des Gerdts nach hinten geschoben. Der Deckelgriff ist nicht
fir das Gewicht des Gerdts ausgelegt. Daher darf das Gerdt nicht an diesem Griff angehoben

werden.
3.2.3 Rotorkammer

Die Rotoren werden in die Rotorkammer geladen, wo sie programmierten Temperaturzyklen

ausgesetzt werden.
3.2.4 Gerdate-Statusleuchten
Das Rotor-Gene Q besitzt zwei Statusleuchten. Die mit ,Standby” gekennzeichnete Leuchte verweist

darauf, dass das Gerdt gerade nicht lguft. Die mit ,Running” gekennzeichnete Leuchte blinkt, wenn

der Rotor-Gene Q lduft.
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3.3 Interne Merkmale des Rotor-Gene Q MDx

Interne Merkmale der Rotor-Gene Q Kammer

1 Rotornabe 2 Optische Linse
3.3.1 Rotornabe
Der Rotor sitzt fest auf der Rotornabe im Gerdt.

3.3.2  Optische Linse

Die optische Linse fokussiert das Anregungslicht von der Diode auf die Réhrchen.
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4 Installationsverfahren

4.1  Auslieferung und Installation des Systems

Woéhrend der Installation sollte eine Person anwesend sein, die mit den Geréten und Computern

lhres Labors vertraut ist.
Zum Lieferumfang gehéren die folgenden Teile:

® Rotor-Gene Q MDx
® Rotor-Gene Q MDx Benutzerhandbuch
e Arbeitsstation

® Rotor-Gene Q MDx Software (wird von einem AuBendienst-Spezialisten von QIAGEN wéahrend

der anfénglichen Einrichtung installiert)
4.1.1 Entpacken des Rotor-Gene Q MDx

Der Rotor-Gene Q MDx wird mit allen erforderlichen Komponenten fir die Einrichtung und den
Betrieb des Gerdts geliefert. Im Verpackungskarton befindet sich auch eine Liste aller gelieferten

Komponenten.
Hinweis: Prifen Sie anhand dieser Liste, ob alle Komponenten vorhanden sind.

Hinweis: Prifen Sie das Gerét und die gelieferten Zubehérteile vor der Installation auf jegliche

Transportschaden.

Der Karton der Zubehérteile befindet sich oben auf der Schaumstoffverpackung. Der Karton der

Zubehorteile enthalt:

e Installationsanleitung (Englisch; Ubersetzungen befinden sich auf dem mobilen Datentréger fir

Gebrauchsanweisungen)
e Mobiler Datentréger (Software)
® Mobiler Datentrager (Gebrauchsanweisungen)
e loading Block 96 x 0.2 ml Tubes
e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes
® Rotor Holder (fir sicheren Transport demontiert)

e 36-Well Rotor (rof)
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® 36-Well Rotor Locking Ring
Die folgenden Artikel befinden sich auf beiden Seiten der Schaumstoffverpackung:

e USBKabel und Kabel fir serielle RS-232-Schnittstelle
® Internationaler Netzkabelsatz

e PCR Tubes, 0.2 ml {1000)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Nach der Entnahme aller dieser Komponenten aus dem Karton entfernen Sie die
Schaumstoffverpackung Uber dem Rotor-Gene Q MDx. Heben Sie den Rotor-Gene Q MDx
vorsichtig aus dem Karton und entfernen Sie die Kunststoffabdeckung. Offnen Sie den Deckel,

indem Sie ihn nach hinten schieben. So erhalten Sie Zugang zur Reaktionskammer.
Die folgenden Artikel sind bereits im Innern des Rotor-Gene Q MDx installiert:

e 72-Well Rotor (blau)
e 72-Well Rotor Locking Ring

Je nach Bestellung kann sich auch ein Laptop-Computer in der Verpackung befinden.
4.1.2 |Installation der Hardware

Nach dem Entpacken des Rotor-Gene Q MDx fahren Sie mit der Installation wie im Folgenden

beschrieben fort.

VORSICHT | Beschédigung des Geréits
Wenn der Rotor-Gene Q MDx sofort nach dem Transport bei kalten
A Witterungsverhdltnissen gestartet wird, kann es zu einer Blockade
mechanischer Teile kommen. Lassen Sie das Gerat mindestens eine Stunde

lang auf Raumtemperatur aufwdrmen, bevor Sie es einschalten.

Gehen Sie dazu folgendermafen vor:

1. Setzen Sie den Rotor-Gene Q MDx auf eine ebene Flache.
2. Stellen Sie sicher, dass hinter dem Gerét genug Platz ist, um den Deckel vollsténdig zu 6ffnen.

3. Stellen Sie sicher, dass der Netzschalter an der Riickseite des Gerdts leicht erreichbar ist.
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4. Blockieren Sie die Rickseite des Gerdts nicht. Stellen Sie sicher, dass das Netzkabel ggf. einfach
abgezogen werden kann, wenn die Stromversorgung des Geréats abgetrennt werden muss.
5. SchlieBBen Sie das USB-Kabel am USB-Port bzw. das serielle RS-232-Kabel am COM-Port auf

der Computerriickseite an.
6. SchlieBen Sie das USBKabel bzw. das serielle RS-232-Kabel am Rotor-Gene Q MDx an.

7. SchlieBen Sie den Rotor-Gene Q MDx an der Stromversorgung an. SchlieBen Sie ein Ende des
Netzkabels an der Buchse auf der Rickseite des Rotor-Gene Q MDx und das andere Ende an

der Steckdose an.

-ne

o nmn. —

Ein-/Aus-Schalter

-
| | |
Netzanschluss “
! = 1
| R -
i T ik
Typenschild mit / /
Seriennummer Kihlventilator  Serieller USB-

Anschluss  Anschluss

Hinweis: SchlieBen Sie den Rotor-Gene Q MDx nur mit den im Lieferumfang enthaltenen USB-/

seriellen Kabeln an. Verwenden Sie keine anderen Kabel.
4.1.3 Software-Installation

1. Zur Installation der Rotor-Gene Q Software laden Sie die Software von QIAGEN.com herunter.
Ubertragen Sie die Software mithilfe eines virenfreien mobilen Datentrégers bzw. verwenden
Sie den mobilen Datentrager (Software), der im Lieferumfang des Geréts enthalten ist.

2. Wenn die Software-Installation automatisch startet, wéhlen Sie die Option Install Operating
Software (Betriebssoftware installieren) im angezeigten Fenster. Oder aber navigieren Sie zum
RGQ-Software-Ordner auf dem mobilen Datentrdger.

Hinweis: Die im Lieferumfang enthaltene Rotor-Gene Q Installationsanleitung vereinfacht die

Installation und fihrt durch die néchsten Schritte der Software-Installation.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

¥ Install Operating Software

B Exit

3. Nach Installation der Software wird automatisch ein Desktop-Symbol erstellt.

4. Schalten Sie den Rotor-Gene Q MDx ein, indem Sie den Schalter links auf der Riickseite des
Gerats in die Position ,1” schieben. Eine blaue Standby-leuchte vorne am Rotor-Gene Q MDx
zeigt an, dass das Gerdt betriebsbereit ist.

Hinweis: Wenn der Rotor-Gene Q MDx zum ersten Mal mit einem Computer verbunden und
gestartet wird, erkennt das Betriebssystem des Computers das Gerdt und zeigt mehrere
Meldungen an. Weitere Hinweise finden Sie in der im Lieferumfang des Geréts enthaltenen

Rotor-Gene Q Installationsanleitung (mobiler Datentrager und Druckversion).
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5. Doppelklicken Sie auf das Desktop-Symbol Rotor-Gene Q Series Software, um die Software zu

starten.

6. Nur beim ersten Start der Software (und nicht bei folgenden Softwareupgrades) wird das Fenster

Welcome (Willkommen) angezeigt.

& |ntroductory Screen and Initial Setup

Welcome!

Wwielcome, Before you begin, the analysis
zoftware needs to know a couple of things
about the type of system you are using.

M achine Serial Mumnber :

Fort:

COM1 - Auto-Detect

™ Bur in %irtual Mode [For Demanstration)

Begin | Exit Pragram |

Geréteseriennummer: Geben Sie die Seriennummer (7-stellig) ein, die auf der Riickseite des Rotor-Gene
Q MDx angegeben ist.

Anschluss: Wahlen Sie entweder USB- oder serielles Kabel. Wahlen Sie den passenden COM-
Anschluss oder klicken Sie auf die Schalfléche Auto-Defect (Automatisch erkennen).

Automatisch erkennen Bei dieser Option wird der jeweilige USB- oder serielle Anschluss automatisch
ermittelt und in der Dropdown-Liste Port (Anschluss) angezeigt.

Run in Virtual Mode (In Wenn Sie dieses Kontrollkéstchen aktivieren, kann die Rotor-Gene Q Software auf einem
virtuellem Modus ausfiihren) Computer installiert werden, der nicht mit einem Rotor-Gene Q MDx verbunden ist. Alle
(zu Demonstrationszwecken): Funktionen der Software sind aktiv, und Léufe kdnnen simuliert werden.

Hinweis: Wird dieses Kontrollkéstchen aktiviert, obwohl der Computer mit einem
Rotor-Gene Q MDx verbunden ist, dann wird vor dem Start des Laufs die folgende
Meldung angezeigt: You are about to run in Virtual mode (Sie sind dabei, einen
Lauf im virtuellen Modus auszufithren.) Um einen echten Lauf durchzufishren, muss
die Einrichtung im Fenster Setup (Einrichtung) gedndert werden (siehe
Abschnitt 6.5.4).

Begin (Beginnen): Nach Eingabe aller Informationen klicken Sie auf Begin (Beginnen). Warfen Sie
den Abschluss der Initialisierung ab, was einige Sekunden dauern kann. Wurde
der virtuelle Modus gewéhlt, wird die folgende Meldung angezeigt:

Rotor-Gene [) Series Software LI

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

Wurde das Kontrollkdstchen Run in Virtual Mode (In virtuellem Modus ausfihren) nicht
aktiviert, initialisiert sich die Software und 6ffnet sich automatisch.

Exit Program (Programm beenden):  Durch Klicken auf diese Schaltfléche wird das Programm beendet.
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4.1.4 Softwareversion

Zur Ermittlung der Versionsnummer klicken Sie auf Help (Hilfe) und dann auf About This Software...
(Software-Info).

Rotor-Gene Q — Pure Detection

Software Version : 2.3.4
Machine Serial No : 123456
Model : 5-Plex HRM

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

‘Warning: This computer program is
protected by copyright law and international
treaties. Unauthorized reproduction of this
program, or any portion of it, may result 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 Pty Ltd

In diesem Fenster werden allgemeine Angaben zur Software angezeigt, einschlieBlich der Software-

Version sowie der Gerdteseriennummer und des Gerdtemodells.

Die Software darf fiir den Einsatz in einer Organisation, die ein Rotor-Gene Q MDx besitzt,
uneingeschrankt kopiert werden. Die Software darf nicht kopiert und an Dritte auBerhalb der

Organisation weitergegeben werden.

4.1.5 Weitere Software auf Computern, die mit Rotor-Gene Q MDx Gerdten
verbunden sind

Die Software Rotor-Gene Q verwaltet zeitkritische Prozesse wédhrend des PCR-Laufs und den
Datenerfassungsprozess. Aus diesem Grund ist es wichtig, sicherzustellen, dass keine anderen
Prozesse wesentliche Systemressourcen verwenden und die Software Rotor-Gene Q dadurch

verlangsamen. Vor allem sind die nachstehend gelisteten Punkte zu beachten.

Systemadministratoren wird angeraten, alle méglichen Einflisse einer Modifikation des Systems auf

die Ressourcen abzuwdgen, bevor die betreffende Modifikation vorgenommen wird.
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Virenschutzprogramm

QIAGEN ist sich im Klaren Uber die Bedrohung, die von Computerviren fir Computer ausgeht, die
mit anderen Computern Daten austauschen. Der Rotor-Gene AssayManager (Version 1.0 oder 2.1)
sollte hauptséchlich in Umgebungen installiert werden, in denen es lokale Richtlinien zur
Minimierung dieser Bedrohung gibt. QIAGEN empfiehlt in allen Féllen jedoch den Einsatz eines
Virenschutzprogramms.

Die Auswahl und Installation eines geeigneten Werkzeugs zum Aufspiren von Viren liegen in der
Verantwortung des Kunden. QIAGEN hat jedoch die Rotor-Gene Q Software mit dem Laptop-
Computer von QIAGEN und den folgenden Virenschutzprogrammen auf Kompatibilitat geproft:

® Microsoft Defender Client-Version 4.18.2005.5

Angaben zu den aktuellsten Virenschutzprogrammen, die in Kombination mit der Rotor-Gene Q
Software und dem Rotor-Gene AssayManager (Version 1.0 oder 2.1) geprift wurden, finden Sie
auf der Produktseite auf QIAGEN.com.

Stellen Sie bei der Auswahl eines Virenschutzprogramms sicher, dass sich dieses so konfigurieren
lGsst, dass der Datenbank-Ordnerpfad vom Scan ausgeschlossen werden kann. Ansonsten besteht
die Gefahr von Datenbankverbindungsfehlern. Da der Rotor-Gene AssayManager (Versionen 1.0
und 2.1) auf dynamische Art neue Datenbankarchive anlegt, muss der gesamte Ordnerpfad zu den
Dateien ausgeschlossen werden. Der Ausschluss bestimmter einzelner Dateien reicht nicht. Wir
raten von der Verwendung eines Virenschutzprogramms ab, bei dem sich nur einzelne Dateien
ausschlieen lassen (beispielsweise McAfee Antivirus Plus V16.0.5). Wenn der Computer in einer
Umgebung ohne Netzwerkzugang verwendet wird, stellen Sie zudem sicher, dass das

Virenschutzprogramm Offline-Updates unterstitzt.

Um nach der Installation eines Virenschutzprogramms ibereinstimmende Ergebnisse zu erhalten,
sollte ein Systemadministrator Folgendes sicherstellen:

® Wie oben erlgutert muss der Datenbank-Ordnerpfad des Rotor-Gene AssayManager (1.0 und
2.1) (C:\Program Files\Microsoft SQL Server\MSSQL10_50.RGAMINSTANCE\MSSQL\DATA)

vom Dateiscan ausgeschlossen werden.

e Aktualisierungen der Virendatenbank werden nicht durchgefihrt, wenn der Rotor-Gene
AssayManager (1.0 oder 2.1) gerade verwendet wird.

e Stellen Sie sicher, dass Voll- oder Teilscans der Festplatte wdhrend der Real-Time-PCR-
Datenerfassung deaktiviert sind. Andernfalls besteht das Risiko einer Beeintrachtigung der
Gerdgteleistung.

Lesen Sie sich die Konfigurationsdetails im Handbuch des gewdhlten Virenschutzprogramms durch.
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Firewall und Netzwerke

Die Rotor-Gene Q Software kann auf Computern mit und ohne Netzwerkanschluss ausgefiihrt
werden. Im vernetzten Betrieb wird méglicherweise ein entfernter Datenbankserver verwendet. Bei
einem vernetzten Betrieb ist die Firewall des von QIAGEN bereitgestellten Laptop-Computers so
konfiguriert, dass eingehender Datenverkehr fir alle Anschlisse blockiert ist, mit Ausnahme jener,

die zum Herstellen einer Netzwerkverbindung erforderlich sind.

Hinweis: Die Blockade der Eingéinge betrifft nicht Reaktionen auf Anfragen, die vom Benutzer ausgeldst

werden. Ausgdnge werden nicht blockiert, da sie unter Umsténden fir Updates gebraucht werden.

Wenn lhre Konfiguration anders ist, empfiehlt QIAGEN die Konfiguration einer Firewall in
derselben Weise, wie oben beschrieben. Dafir muss sich ein Systemadministrator anmelden und

folgende Schritte ausfihren:

1. Offnen Sie Control Panel (Systemsteuerung) und wéhlen Sie Windows Firewalll.
E) ﬁ

GE =[5 > Covolpanel » Al Controlpaeiems » <49 search con-. ]

Adjust your computer's settings Viewby: Smallicons
¥ Action Center Administrative Tools 3 AutoPlay W Backup and Restore
8 Color Management @ Credential Manager D Date and Time @ Default Programs
¥ Desktop Gadgets 8 Device Manager % Devices and Printers B Display
& HomeGroup & Indexing Options Intel(R) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
@) Internet Options & Keyboard Location and Other Sensors 7 Mouse
52 Network and Sharing Center & Notification Arealcons 5 Parental Controls M Performance Information and Tools

[ & personalization (5| Phone and Modem 3B Power Options I Programs and Features
© Recovery  Region and Language 145 RemoteApp and Deskiop Connections & Sound

& Speech Recognition @® Sync Center 1 System [ Taskbar and Start Menu
& Troubleshosting 8 User Accounts & Windows Anytime Upgrade B Windows Cardspace |
1 Windows Defender o Windows Figgwall R Windows Mobility Center & Windows Update (]

Y Wireless Configuration Utility

Q)= > o Part » A1 orttPr s » VindoneFresa

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow a program or festure Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer

through Windows Firewall through the Interet or a network.
) Change notification settings How does a firewall help protect my computer?
® Tum Windows Firewallon or Wt are network locations?
ot
) Restore defauts Update your Firewalsettings
M @ Advanced settings Windows Firewall is not using the recommended

settings to protect your computer.
Troubleshoot my network s
What are the recommended settings?

I 9 Home or vork (private) networks Not Connected (©)
l ) Public networks Connected ()
I
Networks in public places such as airports or coffee shops N
I Windows Firewall state: off m
Incoming connections: lock ll connections o programs thatae not on the
Tt slowed programs I
Active publc networks Nene
Netifcaton stte Notiy me when Windows Firewsl blocks a new
program
I Seealso

Il Action cenmer
Network and Sharing Center
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3. Stellen Sie sicher, dass die folgenden Einstellungen aktiviert sind:

G O)~[@ » Corvairan + 8 contpanitams + VindoweFrmat

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow a program or feature Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer
through Windows Firewall through the Intemet or a netuwork.
) Change notification settings How does a firewall help protect my computer?
@ TomWindows Freucllon or Wt e ek ocatons?
of .
@ : )
P B @ Home or vork private) networks Not Connected (2
) Advanced settings Networks at home or work where you know and trust the people and devices on the network
Troubleshoot my network
Windows Frenal sate on
Incoming connections Block ll connection o programs hatar ot onthe
Jist of allowed programs N
I Actvehome orwork private) neworts: None
Notifcotion st Notiy me when Windows Fiewal blocks a new
N program I
l @ Public networks Connected () f

Networks in public places such as airports or coffee shops

Windows Firewall state: on
Incoming connections: Block all connections to programs that are not on the
lstof allowed programs
Active public networks: None
. Notification state: Notify me when Windows Firewal blocks a new
seesks program

Action Center
Network and Sharing Center

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

den WLAN-Adapter manuell deaktivieren. Dies geschieht folgendermaf3en:

1. Offnen Sie Control Panel (Systemsteverung) und dann Network and Sharing Center

(Netzwerk- und Freigabecenter).

@ )~[F s Corarare + Aot ntme +

Adjust your computer's settings Viewby:  Smallicons v
¥ Action Center Administrative Tools 3 AutoPlay W Backup and Restore
3 Color Management Credential Manager 9 Date and Time @ Defautt Programs
@ Desktop Gadgets evice Manager & Devices and Printers. B Display
W @ Ease of Access Center Folder Options A Fonts & Getting Started
& HomeGroup & Indeing Options Intel(®) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
Intemet Options. & Keyboard Location and Other Sensors & Mouse

5 Network and Sharing renter tiication Area lons & Parentsl Controls B Performance Informstion and Tools

[ & personalization @ Power Options [l Programs and Features
& Recovery ‘ - 145 RemoteApp and Desktop Connections . Sound

& Specch Recognition | forsharing files and printers. 184 system L Taskbar and Start Menu
& Troubleshooting 58 User Accounts &, Windows Anytime Upgrade B Windows Cardspace i
8 Windows Defender WP Windows Firewall R Windows Mobility Center & Windows Update [l

P Wireless Configuration Uity
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2. Wahlen Sie Change adapter settings (Adaptereinstellungen éndern).

= [ ]
@'U‘.\:.: » Control Panel » All Control Panel terns » Network and Sharing Center ~ [ #][ Search Con... £
Control Panel Home . . . . . o
View your basic network information and set up connections
Manage wireless networks Ll! ® “?]; See full map
Change adapter sefings
h .
settings
View your active networks Connectto 2 network
You are currently not connected to any networks.
[
Change your networking settings
I GG Set up @ new connection or network
=" setup a wireless, broadband, dial-up, ad hoc, or VPN connection; or et up a router or access poit.
A Connectto s network
I Connect o reconnect o awirlss, wired, dis-up,or VPN netwrk connection
[ Choose homegroup and sharing options
Access files and printers locsted on other or settings. (i
I [ Troubleshoot problems I
Diagnose and repair network problems, or get troubleshooting information. I
Seealso
HomeGroup
Intemet Options
Windows Firewall

3. Fihren Sie die Maus iber Wireless Network Connection (WLAN-Verbindung). Driicken Sie die

rechte Maustaste und wdhlen Sie die Option Disable (Deaktivieren) aus dem Kontextmeni.
S g

@)=/ » CortrtPonl » Neworkndinimet» Newr Comnecions » o | searnner. 2]
Organize v ConnectTo  Disable thi kdevice DI hi R hi Change settings of th - A @
=1 Local Ares Comnection = e
y N
8 Ntk coble unplugged K Notcon Dbl
S Intel(R) Ethemet Connection 217-V | il Broadcor
X © 1" Brosdeon = L pbcomect I
Status
P
I ®  5ridge Connections
I CresteShorteut
Delete
@ Rename
I ® Properies

4. Stellen Sie sicher, dass die WLAN-Verbindung deaktiviert ist.

=T
&3\ w[E + Conrol anel » Netwark snd Inieines » Netmork Cannsctions » < To2 |[ Search et @
Grganize = s- 0 e
| Wiirciess Network Connecion
7 [
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Systemprogramme

Viele Systemprogramme belegen selbst ohne Benutzerinteraktion erhebliche Systemressourcen.

Typische Beispiele solcher Programme sind:

e Dateiindizierung, die von vielen heutigen Office-Anwendungen im Hintergrund durchgefihrt
wird

e Datentragerdefragmentierung, die ebenfalls haufig im Hintergrund arbeitet

® Jede Software, die im Internet nach Aktualisierungen sucht

® Programme zur Ferniberwachung und -verwaltung

Wegen der Dynamik der IT-Entwicklungen ist diese Liste vielleicht nicht vollstandig. Méglicherweise
werden Systemprogramme veréffentlicht, die zum Zeitpunkt der Erstellung dieses Handbuchs noch
nicht bekannt waren. Systemadministratoren missen unbedingt sicherstellen, dass solche

Programme wéhrend PCR-Léufen nicht aktiv sind.
Updates des Betriebssystems

Laptop-Computer von QIAGEN sind so konfiguriert, dass automatische Aktualisierungen des
Betriebssystems deaktiviert sind. Wenn die Konfiguration lhres Computers anders ist, muss ein
Systemadministrator alle automatischen Aktualisierungen des Betriebssystems deaktivieren. Gehen

Sie dazu wie folgt vor:

1. Offnen Sie die Control Panel (Systemsteuerung) und wéhlen Sie Windows Update (Windows-
Update).

)= » construre » M Contopnsoms »

Adjust your computer's settings

W Backup and Restore
@ Default Programs

W Action Center Administrative Tools

Anytime Upgrade

indows Mobilty Center

s Configuration Utilty
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2. Wahlen Sie Change settings (Einstellungen @ndern).

e
)=+ Cort Pane » AllContoi Pans Fems » Vo Upte o) [

0|

Control Panel Home.

Windows Update
Check for updtes

S
v‘ewimﬁmy I @ Check for updates for your computer I

Always instal the latest updates to enhance your computer's security and

Restore hidden updates: performance.

Updates: frequently asked
questions

Check for updates

Most recent check for updates: ~8/8/2017 at1:22 PM
Updates were installed: 8/8/2017 at 2:23 PM. View updlate history
You receive updates: For Windows only.

(et updates for other Microsoft products. Find out more

seealso
Installed Updites
&, Windows Anytime Upgrade

3. Wahlen Sie Never check for updates (Nie nach Updates suchen).

= [ [

3 )=[E » CototPanl » Al ContolPanel ems » Widows Updte > Change etinge < [ Searc con-- ]

Choose how Windows can install updates

When your computer is online, Windows can automatically check for important updates and install them
using these settings. When new updates are available, you can also install them before shutting down the
computer. I

How does automatic updating help me?

Important updates
N [V =)
Install updates automatically (recommended)
I Download updates but let me choose whether to install them
Check for updates but et me choose whether to download and instell them
o PR B BT G

Who can instal updiates
f Allow all users to install updates on this computer

Note: Wind ly checking for other updates. Read our
‘privacy statement online,

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

e

() =[E » oot pant » A ContotPant s » Windows Upate » Changesetngs <[ | seancon- 5]

Choose how Windows can install updates

When your computer is online, Windows can automatically check for important updates and install them
using these settings. When new updates are available, you can also install them before shutting down the
computer. ]
How does automatic updating help me?

Important updates

I @ [ Never check for updates (not =

Install new updates: [Every day at [300AM

Recommended updates

[7]Giveme

Who can instal updates
f (7] Allow al users to instal updiates on this computer

Note: Wind checking for other updates. Read our
privacy statement online,
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Wenn aufgedeckte Sicherheitsrisiken Updates erforderlich machen, bietet QIAGEN Mechanismen

zur Installation eines definierten Satzes validierter Windows-Sicherheitspatches, entweder online

(wenn der Laptop-Computer von QIAGEN iber eine Internetverbindung verfigt) oder als Offline-

Paket, das auf einem separaten Computer mit Internetverbindung erstellt wird.
Weitere Hinweise dazu finden Sie auf der Produktseite auf QIAGEN.com.
4.2  Standortanforderungen

Der Rotor-Gene Q MDx darf nicht in direktem Sonnenlicht oder in unmittelbarer Néhe zu Wérme-
und Vibrationsquellen oder Quellen elekiromagnetischer Stéraussendungen aufgestellt werden. Im
Anhang A finden Sie Angaben zu den Betriebsbedingungen (Temperatur und Lufffeuchtigkeit). Am
Aufstellort  sollten kein Durchzug, keine ibermdflige Luffeuchtigkeit, keine ibermaBige

Staubeinwirkung und nicht zu grofie Temperaturschwankungen herrschen.

Im Anhang A finden Sie Angaben zum Gewicht und den Abmessungen des Rotor-Gene Q MDx.
Stellen Sie sicher, dass der Arbeitstisch trocken, sauber und grof3 genug ist, sodass Zubehér 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 GuBerst wichtig, dass der Rotor-Gene Q MDx auf einer stabilen, ebenen und

vibrationsfreien Fléche aufgestellt wird. Hinweise zu den Betriebsbedingungen — siehe Anhang A.

Der Rotor-Gene Q MDx muss in der Nghe (max. 1,5 m Abstand) von zwei ordnungsgemaf

geerdeten Wechselstrom-Steckdosen aufgestellt werden.

WARNUNG | Explosionsfihige Atmosphare
f Der Rotor-Gene Q MDx ist nicht fir den Gebrauch in explosionsfahiger

Atmosphére vorgesehen.

WARNUNG | Uberhitzungsgefahr
Vergewissern Sie sich, dass auf der Rickseite der Rotor-Gene Q MDx ein
A Mindestabstand von 10 cm eingehalten wird, damit eine ausreichende Be- und

Entliftung des Gerdts gewdhrleistet ist.

Die Liftungsschlitze und Offnungen, die die Be- und Entliftung des Rotor-Gene

Q MDx gewdhrleisten, dirfen nicht verdeckt werden.
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4.3  Netzstromanschluss
4.3.1 Netzstromanforderungen

Der Betrieb des Rotor-Gene Q MDx erfolgt bei:

e 100-240V AC, 50-60 Hz, 520 VA (Spitzenwerte)

Vergewissern Sie sich, dass die Nennspannung des Rotor-Gene Q MDx mit der Wechselspannung
am Aufstellort Gbereinstimmt. Die Spannungsschwankungen der Netzversorgung diirfen 10 % der

Nennspannung nicht Gberschreiten.
4.3.2 Anforderungen an die Erdung

Zum Schutz der Mitarbeiter empfiehlt QIAGEN eine korrekte Erdung des Rotor-Gene Q MDx. Das
Gerdt ist mit einem 3-Phasen-Netzkabel ausgestattet, das bei korrekter Verbindung mit der
Wechselspannungsquelle fir eine ordnungsgemdfe Erdung des Gerdts sorgt. Damit diese
Schutzfunktion erhalten bleibt, darf das Gerdt nicht an Wechselspannungsquellen betrieben

werden, die keine Erdungsleitung (Schutzleiter) besitzen.
4.3.3 Installation des Netzkabels

Schlieflen Sie ein Ende des Netzkabels an der Buchse auf der Riickseite des Rotor-Gene Q MDx

und das andere Ende an der Steckdose an.
4.4  Konfigurationen fur die Sicherheit von Windows

Auf den Laptop-Computern, die von QIAGEN zur Verwendung mit lhrem Rotor-Gene Q MDx zur
Verfigung gestellt werden, ist Microsoft Windows 7 oder 10 bereits vorinstalliert und sie sind
zudem mit einem standardméfigen Windows-Benutzerkonto (kein Administrator-Konto) und einem
Administratorkonto vorkonfiguriert. Bei der Routinenutzung des Systems sollte das Standardkonto
verwendet werden, da die Rotor-Gene Q Software und der Rotor-Gene AssayManager (Version
1.0 und 2.1) fir eine Nutzung ohne Administratorrechte konzipiert sind. Das Administratorkonto —
das Konto mit dem roten Desktophintergrund — darf nur zur Installation der Rotor-Gene Q Software
bzw. des Rotor-Gene AssayManager (Version 1.0 oder 2.1) und Weitere Software auf Computern,
die mit Rotor-Gene Q MDx Gerdten verbunden sind verwendet werden (sieche Abschnitt
.Virenschutzprogramm®). Die Nutzung des Administratorkontos wird durch einen roten
Desktophintergrund angezeigt. Stellen Sie sicher, dass Sie sich fir die Routineanwendung stets als

Standardbenutzer anmelden.
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Qla#g3nlA6 ist das Standardpasswort fir das Administratorkonto. Andern Sie das
Administratorpasswort nach der ersten Anmeldung. Bitte achten Sie darauf, dass das Passwort

gesichert ist und nicht verloren geht. Fir das Bedienerkonto ist kein Passwort vorhanden.

Wenn Sie das Passwort fir das Administratorkonto verlieren, empfehlen wir, Microsoft um

Unterstitzung zu bitten.

Wenn Sie eine andere Konfiguration haben und kein Nicht-Administratorkonto verfigbar ist, sollte
ein Systemadministrator ein zusdtzliches standardméfiges Windows-Benutzerkonto anlegen, um
den Zugriff auf kritische Systembereiche, wie beispielsweise Programmdateien, das Verzeichnis
Windows (z. B. Zugriff auf die Optionen zum Installieren bzw. Deinstallieren, einschlieBlich
Applikationen, Betriebssystemkomponenten, Datum/Uhrzeit-Einstelluingen, Windows-Updates,
Firewall, Benutzerrechte und -rollen, Virusschutzaktivierung) oder leistungsrelevante Einstellungen,

wie den Stromsparmodus, zu verhindern.

Um in Windows 7 ein Standardbenutzerkonto zu erstellen, gehen Sie wie in Abschnitt ,Erstellen

eines neuen Benutzerprofils” beschrieben vor:

Offnen Sie Gber das Meni Start die Windows-Systemsteuerung und wdéhlen Sie User Accounts

(Benutzerkonten) > Manage Accounts (Konten verwalten).

1. Wahlen Sie Create a new account (Neues Konto erstellen).

'_l _-_-:'—wﬂﬂs

@ R T T F— — = | iy . ]
o - —

Choose the acoount you would like to change

i Admin il GCuest
ﬂ Adrrariate Guest sceunt i olf
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2. Benennen Sie das Konto und wdhlen Sie Standard User(Standardbenutzer) als Kontotyp.

- e
S PO s

S e e Y B »
- -

Mame the account and choose an account type

Thii farme wil appar on e Wielcsrne doieen and dn the 5 menu

opesat

Handerd p000unk usens Can une mmast softveane sed change sysiem settings that do nok s ect other users o

b sbcunty of e compube, |
Aedrranstraton

Adminigtrabort hivve complete scoati 1o the compuber and can muke sny disited changes. Baded on

mgtification pettings, sdmnistiaters may be ashoed to provide thew passeord or confumation before

erinng changper that sl et othay users,

I e eecommend that you protect every a2count with & il20ng padswoed

andard seotust recommended?

[Erente Ascoura ] [ Cance

3. Klicken Sie auf Create Account (Konto erstellen).
4.5 Anforderungen an die Arbeitsstation

Der Laptop-Computer, der fir den Rotor-Gene Q MDx optional erhdltlich ist, erfillt die
Anforderungen der Rotor-Gene Q Software, die in der folgenden Tabelle aufgefihrt werden.

Anforderungen an die Arbeitsstation

Beschreibung Mindestanforderungen

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

Prozessor Mindestens Intel® Core™ 2 Duo 1,66 GHz

Betriebssystem

Arbeitsspeicher Mindestens 1 GB RAM

Festplattenspeicher

Mindestens 10 GB HDD

Grafik Adapter und Bildschirm mindestens 1200 x 800 Pixel

Anschlisse Serieller RS-232- oder USB-Anschluss

Zeigegerdt Es wird ein Touchpad oder eine Maus oder eine gleichwertige Vorrichtung
benatigt.

Bluetooth Muss ausgeschaltet sein

PDF-Viewer oder dhnliches Muss installiert sein, da nicht im Softwareinstallationspaket enthalten

Stromversorgungsoptionen Festplatten nie ausschalten, in den Ruhestand- oder Standby-Modus versetzen

Fir die Ausfihrung der Rotor-Gene Q Software mit Sicherheitsfunktionen wird Microsoft Windows 10 Professional oder
Windows 7 Professional benétigt (siehe Abschnitt 6.9). Bei Verwendung von Windows 10 Home oder Windows 7 Home
sind die Sicherheitsfunktionen nicht erhéltlich.

Der Rotor-Gene AssayManager® (Version 1.0 oder 2.1) hat die folgenden abweichenden Mindestanforderungen an den
PC: Intel Core i3-380M Prozessor, Arbeitsspeicher 4 GB RAM, Festplattenspeicher 250 GB, USB-Anschluss ist erforderlich.
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4.6  Entpacken und Installieren des Rotor-Gene Q MDx

Der Rotor-Gene Q MDx wird mit allen erforderlichen Komponenten fir die Einrichtung und den
Betrieb des Gerdts geliefert. Im Verpackungskarton befindet sich auch eine Liste aller gelieferten
Komponenten.

Hinweis: Prifen Sie anhand dieser Liste, ob alle Komponenten vorhanden sind.

Hinweis: Prifen Sie das Gerét und die gelieferten Zubehérteile vor der Installation auf jegliche
Transportschaden.

Der Karton der Zubehérteile befindet sich oben auf der Schaumstoffverpackung. Der Karton der
Zubehérteile enthalt:

e Installationsanleitung (Englisch; Ubersetzungen befinden sich auf dem mobilen Datentrager fiir
Gebrauchsanweisungen)

e Mobiler Datentréger (Software)

® Mobiler Datentrager (Gebrauchsanweisungen)

e loading Block 96 x 0.2 ml Tubes

e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

® Rotor Holder (fir sicheren Transport demontiert)

o 36-Well Rotor (rot)

e 36-Well Rotor Locking Ring

Die folgenden Artikel befinden sich auf beiden Seiten der Schaumstoffverpackung:

e USBKabel und Kabel fiir serielle RS-232-Schnittstelle
® Internationaler Netzkabelsatz

® PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Nach der Entnahme aller dieser Komponenten aus dem Karton entfernen Sie die
Schaumstoffverpackung Uber dem Rotor-Gene Q MDx. Heben Sie den Rotor-Gene Q MDx
vorsichtig aus dem Karton und entfernen Sie die Kunststoffabdeckung. Offnen Sie den Deckel,
indem Sie ihn nach hinten schieben. So erhalten Sie Zugang zur Reaktionskammer.

Die folgenden Artikel sind bereits im Innern des Rotor-Gene Q MDx installiert:

e 72-Well Rotor (blau)
® 72-Well Rotor Locking Ring

Je nach Bestellung kann sich auch ein Laptop-Computer in der Verpackung befinden.
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4.6.1 Softwareupgrade

Software-Updates sind auf der QIAGEN Website unter
https:/ /www.qiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/ rotor-gene-q-mdx/
verfiigbar. Diese Website kann vom Menii Help (Hilfe) in der Software aus aufgerufen werden. Zum

Herunterladen der Software ist eine Online-Registrierung erforderlich.
4.7  Zubehor

Rotor-Discs und Zubehér fir den Rotor-Gene Q MDx sind separat bestellbar. Weitere Informationen
dazu siehe Abschnitt 16.

4.8 Erneutes Verpacken und Versenden des Rotor-Gene Q MDx

Beim Verpacken des RotorGene Q MDx fir den Versand missen die
Originalverpackungsmaterialien verwendet werden. Sollten die Originalverpackungsmaterialien
nicht verfigbar sein, wenden Sie sich an den Technischen Service von QIAGEN. Sorgen Sie vor
dem Verpacken dafir, dass das Gerdt ordnungsgemdf3 vorbereitet wurde (sieche Abschnitt

Wartung) und dass es keine biologische oder chemische Gefahr darstellt.

4.9  Erste Schritte

4.9.1 Einschalten des Rotor-Gene Q MDx und der Arbeitsstation

Stellen Sie sicher, dass Rotor-Gene Q iber USB oder RS-232 mit dem Notebook-Computer

verbunden ist und das sowohl das Notebook als auch Rotor-Gene Q am Netz angeschlossen sind

und mit Strom versorgt werden.
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5 Allgemeiner Betriebsablauf

Wir empfehlen, dass Sie sich zuerst mit den im Abschnitt 3 beschriebenen Gerdtemerkmalen

vertraut machen, bevor Sie fortfahren.

Beschddigung des Gerdits

VORSICHT Verwenden Sie ausschlieBlich Durchflusszellen und Verbrauchsmaterialien von

Arten von Durchflusszellen oder Verbrauchsmaterialien zu Gerdteschaden,

i QIAGEN fir den Rotor-Gene Q MDx. Kommt es bei der Verwendung anderer

erlischt die Garantie.

Gefahr von Materialbeschadigungen
VORSICHT | \Whrend des Betriebs des Rotor-Gene @ MDx sollten Verschiebungen des
ﬁ Arbeitstischs und Vibrationen vermieden werden, um die empfindlichen

optischen Messungen nicht zu stéren.

5.1  Verwenden der Rotor-Gene Q MDx Software

Neue Léufe kénnen mit dem Assistenten Quick Start (Schnellstart) oder dem Assistenten Advanced
(Erweitert) eingerichtet werden. Beide Assistenten werden bei Start der Software angezeigt. Der
Assistent Quick Start (Schnellstart) soll einen méglichst ziigigen Laufstart erméglichen. Der Assistent
Advanced (Erweitert) bietet mehr Optionen, z. B. eine Einstellung der Verstérkungsoptimierung und
der Volumen. Zur Vereinfachung bieten die Assistenten eine Reihe von Vorlagen mit
standardméBigen Zyklusbedingungen und Erfassungskandlen. Um vom einen Assistenten zum
anderen zu wechseln, wéhlen Sie die gewiinschte Registerkarte oben im Fenster New Run (Neuer
Lauf).

5.1.1 Schnellstart-Assistent

Der Assistent Quick Start (Schnellstart) sorgt fir einen maglichst zigigen Laufstart. Die Benutzer
kdnnen eine der héufig verwendeten Vorlagen wahlen und missen nur wenige Parameter eingeben,
um den Lauf zu starten. Der Assistent Quick Start (Schnellstart) geht von einem Reaktionsvolumen
von 25 pl aus. Sollen andere Reaktionsvolumen verwendet werden, nutzen Sie den Assistent

Advanced (Erweitert) (siehe Abschnitt 5.1.2).
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Im ersten Schritt wahlen Sie die gewiinschte Vorlage fir den Lauf aus. Doppelklicken Sie dazu auf

die Vorlage in der Liste im Fenster New Run (Neuer Lauf).

[CrrES— x

Guick Start I Advanced |

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

erform Last Run

a8
"% Three Step with Melt from the last run open
in the software.

(1]

'S Two Step

*% Quenched FRET

(1]

*% Mudleic Add Concentration Measurement

e
T"-.L.’-J HRM™

T"xl__xf

’?_J Open A Template In Another Folder...

Other Runs

Cahcel

Help

I

¥ Show This Screen When Software Opens

Perform Last Run (Letzten Lauf Die Option Perform Last Run (Letzten Lauf durchfihren) verwendet die Zyklus-
durchfishren): und Erfassungsparameter und Probendefinitionen des zuletzt in der Software
gedfineten Laufs.

Three Step with Melt (Drei Schritte  Dies ist ein dreischrittiges Zyklusprofil mit Schmelzkurve. Die Datenerfassung
mit Denaturierung): erfolgt im griinen Kanal.

Two Step (Zwei Schritte): Dies ist ein zweischrittiges Zyklusprofil. Die Datenerfassung erfolgt in dem
griinen, gelben, orangefarbenen und roten Kanal.

Quenched FRET (FRET mit Dies ist ein dreischrittiges Zyklusprofil mit Schmelzkurve. Anders als bei der

Fluoreszenzldschung): Option Three Step with Melt (Drei Schritte mit Denaturierung) erfolgt die
Datenerfassung am Ende des Annealing-Schritts.

Nucleic Acid Concentration Dies ist eine Standardvorlage zur Messung der Nukleinséurekonzentration mit

Measurement (Messung der interkalierenden Farbstoffen.

Nukleinséurekonzentration):

HRM: In diesem Ordner befinden sich Profile fiir die hoch aufgeléste Denaturierung.

Other Runs (Andere Léufe): Dieser Ordner enthélt weitere Profile.

Die Zyklus- und Erfassungprofile aller Vorlagen kénnen im Assistenten angepasst werden.
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Hinweis: Der Vorlagenliste im Assistenten Quick Start (Schnellstart) kénnen benutzerdefinierte
Vorlagen hinzugefigt werden. Dazu kopieren bzw. speichern Sie *.ret-Dateien in den Ordner
C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\Quick Start Templates. Nachdem die Datei an
dem vom Pfad angegebenen Ort kopiert wurde, wird sie als Symbol in der Liste angezeigt. Wenn

*

Sie benutzerspezifische Symbole fir lhre Vorlagen verwenden méchten, erstellen Sie eine *.ico-

Bilddatei mit dem gleichen Dateinamen.

Fir Vorlagengruppen kdnnen Unterordner angelegt werden. Auf diese Weise kdnnen die Vorlagen

bequem organisiert werden, z. B. wenn mehrere Benutzer das gleiche Gerét verwenden.
Rotorauswahl
Im nachsten Fenster wahlen Sie den passenden Rotortyp von der Liste.

Aktivieren Sie das Kontrollkastchen Locking Ring Attached (Schliefiring angebracht) und klicken Sie
dann auf Next (Weiter).

* Quick Start

1. Rotaor Selection ] 2. Confirm Profile

Rotor Type -
36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Laocking Ring Attached

coce_|

Profil bestdtigen

Die Zyklusbedingungen und Erfassungskandle der gewdhlten Vorlage werden importiert. Diese
kénnen im Fenster Edit Profile (Profil bearbeiten) bearbeitet werden (sieche Abschnitt ,Profil

bearbeiten”).

Um einen Lauf zu beginnen, klicken Sie auf die Schaltfléche Start Run (Lauf starten). Vor dem

Laufstart kénnen Sie die Vorlage speichern. Klicken Sie dazu auf Save Template (Vorlage speichern).
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I Quick Start

1. Rotor Selection 2 Canfir Prafie |

no, 8 W @
New Open Saveds | Help

The run wil tske approximately 77 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click an & cpele below to medify it

Insait after,
Cycing
Melt Ingert before..
Ramove

Hold Temperaure: 85 | deg
Hold Tirme: 2 |mins 0 [sece

< Back Save Template Start Run

Cancel

Lauf speichern

Nach Klicken der Schaltfléche Start Run (Lauf starten) wird das Fenster Save As (Speichern als)

angezeigt. Der Lauf kann vom Benutzer an der gewiinschten Stelle gespeichert werden. Der

Dateiname des Laufs besteht aus dem Namen der verwendeten Vorlage und dem Datum des Laufs.

AuBerdem wird eine Folgenummer (1, 2 usw.) angehdngt, um mehrere Laufe auf Grundlage der

gleichen Vorlage am gleichen Tag automatisch benennen zu kénnen.

sovens 2ix
& [ of B3~
File name IThree Step with Melt 2008-12-04 {1} j Save I
Saveastpe:  |Run File ("rex) =l Cancel
A
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Proben einrichten

Nach Start des Laufs kdnnen Proben im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) definiert und

beschrieben werden.

_loix]
Fle Edit Format Security
Standard | Rotor Style I
Setftings :
lrﬁiven Conc. Farmat : |123,45? j Uit : |52 i More Options |
—Samples :
I | Edt | ResetDetat| Gradent | REIEIEEE B
C |ID |Mame | Type | Groups | Given Cone, |Selected | 2|
Al R 1000 Standard 1.000 Yes
W:: riooo Standard 1,000 es
W rio Standard 100 “es
MW R Standard 100 “es
W ruo Standard 0 Vs
W R0 Standard 0 Vs
B r Standard 1 Vs
| EBEGE Standard 1 Vs
Bl RNTC NTC Tes
B2 RNTC NTC Tes
Wc: 1000 Standard 1,000 es
Mlc: 1000 Stardard 1.000 Yes hd|
Page :
’7Name' IPageW % | b | Mew | Deletel [ Synchronize pages ‘
Undo I OK I Cancel I Help I

Nach dem Start des Laufs wird das Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) angezeigt, in das der
Benutzer dieses Mal die Probennamen eingeben kann. Werden Probennamen wéhrend eines Laufs
sehr schnell eingegeben (z. B. mit einem Barcode-Handscanner), kdnnen Buchstaben im
Probennamen vertauscht werden. Daher wird empfohlen, keinen Barcode-Handscanner zu
verwenden bzw. die Probennamen gegebenenfalls nach Abschluss des Laufs einzugeben. Hinweise
zur Einrichtung von Probendefinitionen im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) siehe
Abschnitt 6.8.4.

5.1.2 Erweiterter Assistent

Der Assistent Advanced (Erweitert) bietet Optionen, die im Assistent Quick Start (Schnellstart) nicht

vorhanden sind, wie beispielsweise die Konfiguration der Verstarkungsoptimierung.

Wenn Sie den Assistent Advanced (Erweitert) verwenden, wahlen Sie mit Doppelklick eine Vorlage

von der Liste in der Registerkarte Advanced (Erweitert) im Fenster New Run (Neuer Lauf).
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x
Quick Statt  Advanced I

[imports the cycing |
and acguisition and

. sample definitions

2 Empty Run from the last run open
in the software,

erform Last Run

L

1]

2 Three Step with Melt

a8

'8 Two Step
I_FJ HRM™
7-..]_ — Other Runs

@ Instrument Maintenance

ﬁTJ Cpen & Template In Another Folder. ..

Cancel

Help

i

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Die Vorlagenoptionen in diesem Fenster entsprechen im Wesentlichen den Optionen im Assistent
Quick Start (Schnellstart)(Abschnitt 5.1.1).

Perform Last Run (Letzten Lauf Mit der Option Perform Last Run (Letzten Lauf durchfihren) importieren Sie die
durchfishren): Zyklus- und Erfassungsparameter und Probendefinitionen des zuletzt in der
Software gedffneten Laufs.

Empty Run (Leerer Lauf) Dies ist ein Lauf ohne Vorgaben, in dem Benutzer alle Parameter des Profils
festlegen kénnen.

Three Step with Melt (Drei Schritte  Dies ist ein zweischrittiges Zyklusprofil mit ausschlieBlicher Datenerfassung im

mit Denaturierung): griinen Kanal zur Beschleunigung des Laufs.

HRM: In diesem Ordner befinden sich 2 Profile fir die hochaufgeldste Denaturierung.
Other Runs (Andere Laufe): Dieser Ordner enthdlt weitere Profile.

Instrument Maintenance Hier befindet sich die Vorlage fir die Optische Temperaturverifizierung
(Gergtewartung): (Optical Temperature Verification, OTV). Weitere Informationen dazu siehe

Abschnitt 9. Diese Vorlage kann nicht gedindert werden, damit das Profil immer
ordnungsgemaB funktioniert.

Hinweis: Der Vorlagenliste kdnnen benutzerdefinierte Vorlagen hinzugefiigt werden. Dazu kopieren
bzw. speichern Sie *.retDateien in den Ordner C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\. Nachdem die Datei an dem vom Pfad angegebenen Ort kopiert wurde, wird

sie als Symbol in der Liste angezeigt.
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Assistent fir neue Laufe — Fenster 1
Im ndchsten Fenster wahlen Sie den passenden Rotortyp von der Liste.

Aktivieren Sie das Kontrollk&stchen Locking Ring Attached (Schliefiring angebracht) und klicken Sie
auf Next (Weiter), um fortzufahren.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

-Rator Type

72-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

[ Locking Ring Attached

CSkipWizad ) o0 Back ] Mext »>

Assistent fiirr neve Laufe — Fenster 2

Im néchsten Fenster kdnnen der Benutzername und Hinweise zum Lauf eingegeben werden. Auch

das Reaktionsvolumen muss eingegeben werden.

Wourde im ersten Fenster der 72-Well Rotor gewdhlt, stehen im Dropdown-Meni drei Optionen
unter Sample Layout (Probenanordnung) zur Verfigung. ,1, 2, 3..." ist die Standardoption. Die
meisten Benutzer wahlen diese Option. ,1A, 1B, 1C..." sollte gewahlt werden, wenn die Proben
mit einer 8-kanaligen Mehrkanalpipette in benachbarte 0, 1-ml-Streifenrdhrchen pipettiert wurden.

AuBerdem kann ggf. die Anordnung ,A1, A2, A3..." gewdhlt werden.
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New Run Wizard [z|

Thiz box displays
help on elements in
the wizard. For help

This screen dizplays mizcellansous options for the mwn. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move to the next page.

Operatar ; on an item, hower

’ ] wour maouse aver the
itern for help. ‘r'ou

Motes

can also click on a
combo box to digplay
help about itz
available zettings.

Reaction ] i
Yolume [plL]: =

Sample Lapout : ]'I, 2 _:_J

Skipwizad | c<Back | Mest»> |

Assistent fiir neve Laufe — Fenster 3

In diesem Fenster kénnen die Optionen Temperature Profile (Temperaturprofil) und Channel Setup
(Kanaleinrichtung) gecindert werden. Nach Klicken der Schaltfléiche Edit Profile... (Profil bearbeiten)
wird das Fenster Edit Profile (Profil bearbeiten). Hier kénnen Zyklusbedingungen gedindert und

Erfassungskandle ausgewdhlt werden (AbschnittProfil bearbeiten).

Nach Einrichtung des Profils klicken Sie auf die Schalifldche Gain  Optimisation...
(Verstarkungsoptimierung), um das Fenster Gain Optimisation (Verstarkungsoptimierung)

anzuzeigen (siehe Seite 63).
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New Run Wizard E|

Temperature Profile : Thizs box displays

help on elements in

the wizard. For help
on anitem, hover
wour mouse over the
itern for help. ‘r'ou

can also click on a
combo box to digplay
help about itz

available settings.
Edit Praofile ...

Channel Setup :

ain Create New...

Edit...
Edit Gain...
Bemove

M ame Source | Detector

470nm 510nm
“rellow 530nm  555nm
Orange  585nm  E10nm
Red E28nm  BBOnm
Crimzon  B80nm  710kp

HRM 470nm 510nm Reset Defauits
Gain Optimization...

NSRRI 1 fry)

Skipwizard | << Back Net>> |

Profil bearbeiten

Im Fenster Edit Profile (Profil bearbeiten) kénnen die Zyklusbedingungen und Erfassungskandle
angegeben werden. Das am Anfang angezeigte Profil entspricht der gewdhlten Vorlage bei
Einrichtung des Laufs (siehe Seite 46). Das Profil wird als Diagramm grafisch dargestellt. Die Liste
der Profilsegmente wird unter der grafischen Darstellung angezeigt. Zu den méglichen Elementen
der Liste gehdren Hold (Halten) (Seite 54), Cycling (Zyklen aktiv) (Seite 56), Melt (Denaturieren)
(Seite 56) oder HRM (falls das Gerdt iiber ein HRM-Kanal verfiigt) (Seite 59).

Jede Profilphase kann bearbeitet werden. Dazu klicken Sie auf den gewiinschten Bereich in der
grafischen Darstellung oder auf den passenden Namen in der Liste. Dann &ndern Sie die

angezeigten Einstellungen.

Insert after... (Einfigen nach ...):  Erméglicht das Einfigen eines neuen Zyklus nach dem ausgewdhlten Zyklus.
Insert before... (Einfigen vor ...):  Ermdglicht das Einfigen eines neuen Zyklus vor dem ausgewdhlten Zyklus.

Remove (Entfernen): Entfernt den ausgewdhlten Zyklus aus dem Profil.

Der Befehl Hold (Halten) weist den Rotor-Gene Q MDx an, die eingestellte Temperatur eine
bestimmte Zeit lang zu halten. Um die Temperatur zu dndern, klicken Sie auf die Schaltfléche Hold
Temperature (Haltetemperatur) geben Sie die gewiinschte Temperatur ein oder wahlen Sie diese
mit dem Schieberegler. Um die Dauer der Halteperiode zu éndern, klicken Sie auf die Schaltfléchen

Hold Time (Haltedauer), mins (Minuten) und secs (Sekunden).
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El
.8 H | e

Hew Open SaveAs | Help

The run will take approximately 83 minute(s) to complete. The graph belaw represents the in to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Inseit after

Cyeling
Irsert before...
Femove

Hold Temperature: g5 deg
Hold Time : 3 |mins 0 |secs

Ok

Wenn Sie die Methode Optical Denature Cycling nutzen, kann ein Halteschritt als
Kalibrierungsschritt dienen. In diesem Fall wird vor dem Halten eine Denaturierung zur Kalibrierung
durchgefihrt. In der Standardeinstellung ist eine solche Denaturierung fir die erste Haltephase des
Laufs konfiguriert. Dies kann jedoch bei Bedarf gedindert werden.

Click on a cycle below to modify it ;

Ins

Cycling

Inze

R

Hold Temperature ; 95 ||:Ieg.
Hold Time : 3 |mins 1] |secs

Calibration Step: W

Calibration Settings
Acquining to an

tube 1. Ramp from 80 ta 35
and hold for 3 ming 0 secs.

Offset - 0 deq.

Edit I

Weitere Informationen zur Methode Optical Denature Cycling siehe Seite 59.
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Beim Durchfhren von Reaktionszyklen wird eine bestimmte Anzahl benutzerdefinierter Temperatur-
bzw. Zeitschritte durchgefiihrt. Die Anzahl der Zyklen wird mithilfe der Schaltfliche This cycle

repeats X time(s). (Dieser Zyklus wird x-mal wiederholt.) festgelegt.

Ein Einzelzyklus wird grafisch dargestellt (siehe den folgenden Screenshot). Jeder Zyklusschritt kann
gedndert werden. Durch Ziehen der Temperaturlinie im Diagramm nach oben bzw. unten kann die
Temperatur erhoht bzw. gesenkt werden. Durch Ziehen der Temperaturgrenze im Diagramm nach
links bzw. rechts kann die Dauer des Schritts verkirzt bzw. verlangert werden. Oder aber klicken
Sie auf den gewiinschten Schritt und verwenden Sie die Schaltflédchen fir Temperatur und Zeit links

neben dem Diagramm.

Mit den Schalffléchen ,-” und ,+" oben rechts im Diagramm kénnen Schritte zum Zyklus hinzugefigt

bzw. entfernt werden.

Edit Profile E|
.8 | @
Mew Open  Save As Help:

The run will take approximately 83 minute(s) to complete. The graph below represents the wn to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after...
Insert before...
Remove

This cycle repeats 45 | timels).

Click on one of the steps below to modify it. or press + o - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step j _'I ;I

95 deg. 95 deg. for 20 secs

20 seconds
Mot Acquinng
72 deg. for 20 secs

[~ Long Ranoge
[~ Touchdown B0 deq. for 20 secs

oK
Long Range (Langer Bereich): Durch Aktivierung dieses Kontrollkéstchens kann die Haltedauer des gewdhlten
Schritts mit jedem neuen Zyklus um 1 s verldngert werden.
Touchdown: Durch Akfivierung dieses Kontrollkdstchens wird die Temperatur um die

angegebene Anzahl an Graden in der angegebenen Anzahl der ersten Zyklen
gesenkt. Dies wird dann angezeigt.

Daten kannen in jedem Kanal und bei jedem Zyklusschritt erfasst werden. Um einen Kanal fir die
Datenerfassung festzulegen, klicken Sie auf die Schaltfldche Not Acquiring (Erfasst nicht). (Wurde
bereits mindestens ein Kanal fir die Erfassung dieses Schritts festgelegt, werden die Kandle fir die

Erfassung hier aufgefihrt.)
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lTimeu:I Step "’l

95 deq.

10 zeconds

Mot Acguinng

[~ LongRange
[T Touchdown

Nach Klicken der Schaltfléche Not Acquiring (Erfasst nicht) wird das Fenster Acquisition (Erfassung)

angezeigt.

Same az Previous : I[New Acquizition] j
—dequizition Configuration :
Aivailable Channels ; Acguiring Channels ;

Hame I Ll Hame I
Crimzan Green
HFiM LI
Qrange
Red «
elow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click ». To stop acquing from a
channel, select it in the right-hand list and click <. To remowve all acquizitions, click <<

Dion't Acquire Help

Dpe Chart >3 |

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm | FAME, SYBR Gresn 14, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4885

‘elow |530nm | 585nm  |JOE, VICY, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540, ‘rakima ‘Y ellows
Orange  [5350m | 810nm | RO, CAL Fluor Red 6109, Cy3 59, Texas Red, Alexa Fluor 568
E26nm |BEOnm | CySY, Quasar 670, Alewa Fluor 6334
B20nm | 710hp | QuasarF05Y, Alswa Fluor 6807
460nm | 510nm | 5YTO 94, EvaGresn®

Um einen Kanal fir die Erfassung festzulegen, klicken Sie auf den gewinschten Kanal und
verschieben Sie ihn mit der Schaltfléche 2] von der Liste +Available Channels” (Erhaltliche Kanéle)
zur liste ,Acquiring Channels” (Erfassungskandle). Um einen ausgewdhlten Kanal von der Liste
+Acquiring Channels” (Erfassungskandle) zu entfernen, verwenden Sie die Schaltflache <. Mit der
Schalifléiche <l entfernen Sie alle Kanéle von der Liste +Acquiring Channels” (Erfassungskandle).
Auch durch Klicken auf die Schaltfléche Don't Acquire (Nicht erfassen) werden alle Erfassungen aus

dem Schritt entfernt.
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Enthalt das Profil mehrere unterschiedliche Zyklussequenzen, dann kénnen die erfassten Daten an
die Daten aus den vorherigen Zyklen angehdngt werden. Im Dropdown-Meni Same as Previous

(Wie vorherig) wahlen Sie den Zyklusschritt aus, an den die Daten angehdngt werden sollen.

Die Tabelle Dye Channel Selection Chart (Farbkanal-Auswahltabelle) bietet Hinweise zu den
passenden Kandlen fir die zu verwendenden Farbstoffe, die die Benutzer bei der Auswahl
unterstitzen sollen. Die in der Tabelle angezeigten Farbstoffe sind géingig und sind kein Hinweis

auf die Grenzen des Gerdits.

Die oben beschriebenen Erfassungsoptionen gelten auch fir Denaturierungsschritte. Es ist jedoch

nicht méglich, Erfassungsdaten mithilfe des Meniis Same as Previous (Wie vorherig) anzuhéngen.

Die Denaturierung wird durch eine Temperaturrampe zwischen zwei Temperaturen, einer

niedrigeren zu einer hdheren, ermdglicht. Es sind Temperaturen im Bereich 35 bis 99 °C zulassig.

Zur Einrichtung einer Denaturierung geben Sie die Start- und Endtemperatur, die Temperaturschritte,
die Dauver der Halteperiode bei der ersten Erfassungstemperatur vor Beginn der Rampe, die Dauer

jedes Temperaturschritts und die Erfassungskandle an.

AnschlieBend wird die Rampe zwischen den beiden Temperaturen errechnet und erstellt. Liegt die
Starttemperatur ber der Endtemperatur, wechselt der Name des Schritts zu Hybridisation
(Hybridisierung). Im folgenden Screenshot ist die Option Acquiring To (Erfassen mit) auf ,Melt A"
(Denaturierung A) eingestellt. Durch Klicken auf die Schaltflache kann diese Einstellung gedndert
werden. Das Fenster Acquisition (Erfassung) wird angezeigt, wo die Kandle ausgewdhlt werden

kénnen.

R armnp fram IEU ﬂ degrees to IE"] ﬂ degrees,

Rizing by |'| j degree(z] each step,

W aik fior IE“] zeconds of pre-melt conditioning on firzt step,
=

W aik fior 4] — geconds for each step aftenwards.

Acquire bo P et & | on Green

Bei der Standarddenaturierung wird die Denaturierungstemperatur schrittweise um 1 °C erhsht. Die
Erfassung erfolgt nach 5 Sekunden. Der Rotor-Gene Q MDx kann konfiguriert werden,
Denaturierungen in Schritten von 0,02 °C durchzufihren. Die Mindesthaltedauer zwischen den

Temperaturschritten héngt von der Temperaturdifferenz in Grad ab.
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Die High Resolution Melt (HRM)-Analyse dient zur Charakterisierung von doppelstrangigen DNA-
Proben  auf  Grundlage ihrer  Dissoziationseigenschaften  (Denaturierungs-  bzw.
Schmelzeigenschaften). Dies Ghnelt der klassischen Schmelzkurvenanalyse, liefert jedoch sehr viel
mehr Informationen fir einen breiteren Anwendungsbereich. Die Proben kénnen je nach Sequenz,
Lange, GC-Gehalt oder Komplimentaritat der Strénge (bis zu einzelnen Basenpaardnderungen)

unterschieden werden.

Eine HRM-Analyse kann nur auf Gerdten durchgefihrt werden, bei denen die HRM-Hardware und
-Software installiert sind. Die Daten werden mit besonderen HRM-Quellen und -Detektoren erfasst.
Die HRM-Analyse bietet auch eine Option zur Verstdrkungsoptimierung vor Beginn der
Denaturierung. Nach Durchfihrung der HRM werden die Daten mit der HRM-Analysesoftware
ausgewertet (Abschnitt 10).

Optical Denature Cycling ist eine faszinierende Methode fir Rotor-Gene Q MDx. Sie erlaubt die
Durchfiihrung einer Schmelzkurvenanalyse in Echtzeit zur Ermittlung des Schmelzpeaks (Peak der
ersten Ableitung der Schmelzkurve) einer Referenzprobe. Auf diese Weise kann die Denaturierung
des PCR-Produkts mit hoherer Prézision ermittelt werden als durch Einstellen einer festen
Schmelztemperatur fir eine Haltephase. Zur Durchfihrung dieser Methode setzen Sie einfach ein
Referenzrohrchen mit PCR-Produkt in die Réhrchenposition 1 des Rotors. Das Referenzréhrchen
muss auBerdem die chemischen Substanzen fir die Detektion der DNA-Strangdissoziation

enthalten.

Bei der ersten Denaturierung wird die Probe standardméaBig auf 80 bis 95 °C erwérmt und die
Denaturierung im griinen Kanal durchgefihrt. Die Parameter dieser ersten Denaturierung kénnen
vom Benutzer angepasst werden. Mit den Daten dieser ersten Denaturierung wird eine

Schmelzkurve erstellt und automatisch analysiert.

g 7‘5 8‘0 8‘5 . 9‘0 9‘5 100
Anhand des Schmelzpeaks (Peak der 1. Ableitung der Schmelzkurve) wird die dazugehdrige
Schmelztemperatur in den Rohdaten abgelesen. In dllen folgenden Schritten des Optical Denature

Cycling-Verfahrens heizt das Gerdt so schnell wie maglich, und die Daten werden kontinuierlich erfasst.
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Sobald im Referenzréhrchen der Fluoreszenzwert fir die Schmelztemperatur gemessen wird, wird das
Gerdt sofort abgekihlt, und der nachste programmierte Schritt des Zyklus beginnt ohne weitere
Verzdgerung. Wahrend der Zyklen wird kein Peak berechnet. Stattdessen wird vom Fluoreszenzwert auf

Erreichen des Schmelzpeaks geschlossen, da dieser das Erreichen der Schmelztemperatur anzeigt.

Im folgenden Diagramm werden die Fluoreszenzrohdaten und die erste Ableitung der
Fluoreszenzkurve Gbereinander gelagert dargestellt. Dies illustriert, wie im Rahmen der Kalibrierung

der Zusammenhang zwischen der Schmelztemperatur und dem Schmelzpeak hergestellt wird.

1,5

H‘N\ Schmelzpeak — .
—
1,25 —

s

/

] hx"‘“‘-a_ fll
5 /
2 0,751 Schmelztemperatur \
0,51 /
i

0,25 ———

0 1

ﬂ 75 a0 85 a0
°c

Zur Durchfihrung der Methode Optical Denature Cycling benétigen Sie:

® Ein bereits amplifiziertes PCR-Produkt, das in Position 1 des Rotors gesetzt wird. Diese Probe
sollte das gleiche PCR-Produkt enthalten wie die zu untersuchenden Proben und auBerdem die

chemischen Substanzen, die zum Nachweis der Dissoziation des PCR-Produkts notwendig sind.

e Ein optisches Denaturierungsprofil. Es kann ein neues Profil erstellt oder ein existierendes Profil

bearbeitet werden (siehe Details weiter unten).

Ein Zyklus mit der Methode Optical Denature Cycling ist fast identisch mit anderen Zyklen. Der
Hauptunterschied besteht darin, dass am Start des Profils automatisch ein Denaturierungsschritt
eingefiigt wird und dass die Denaturierungsschritte spater im Profil steiler sind. Bei einem Zyklus mit
der Methode Optical Denature Cycling entfallen die Haltezeiten, da die Dissoziation des Produkts

in jedem Zyklus Gberwacht wird.
Zur Durchfihrung dieser Methode sind die folgenden Laufdaten erforderlich:

® Schmelztemperatur der ersten Denaturierung. Dabei handelt es sich um die gleiche Temperatur

wie in dem Denaturierungsschritt eines standardméfigen Zyklusprofils.
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e Die Ro&hrchenposition der PCR-Probe, fir die eine Schmelzkurve im griinen Kanal

gemessen wird.
® Es muss ein spezielles Profil fir die Methode Optical Denature Cycling festgelegt werden.

Einen neuen Zyklus fir die Methode Optical Denature Cycling erstellen Sie wie weiter unten

beschrieben.

1. Offnen Sie das Fenster Edit Profile (Profil bearbeiten). Klicken Sie auf New (Neu). Klicken Sie im
angezeigten Fenster auf die Schaltfldche Insert after (Danach einfigen) und wdhlen Sie New
Cycling (Neuer Zyklus) aus dem Menii aus. Wdahlen Sie einen der Temperaturschritte. Klicken
Sie dazu auf das Diagramm. Im Dropdown-Menii wechseln Sie von Timed Step (Zeitschritt) zu
Optical Denature (Optisch denaturieren). Es wird ein Standardprofil angezeigt, das einen

Denaturierungs- und einen optischen Denaturierungsschritt enthalt.

e g
|

Die Temperaturrampe bei Beginn des Laufs ist das Kalibrierungsverfahren. Die griinen Punkte

verweisen auf die Datenerfassungen, die in jedem Zyklus bei der Erwdarmung durchgefihrt
werden. Die blauen Punkte verweisen auf die Datenerfassung am Endes des Annealing-Schritts
bei 60°C. Hinweis: Im Profil scheint jede Denaturierung bei der gleichen
Denaturierungstemperatur stattzufinden. Dies ist jedoch unter Umsténden nicht der Fall. Wenn
die Probe gegen Ende des Laufs etwas langer zur Dissoziation braucht, wartet das optische
Denaturierungsverfahren auf den Schmelzzeitpunkt gemé&B Fluoreszenzdaten und nicht gemaf3
zeitlichem Verlauf. Aus diesem Grund kann die Temperaturkurve bei jedem Zyklus

unterschiedlich sein.

2. Klicken Sie auf die erste Halfte des Diagramms mit dem Symbol Optical Denature (Optisch
denaturieren) . Die Daten der Calibration Settings (Kalibrierungseinstellungen) werden links

im Bildschirm angezeigt.

Thiz cycle repeats 45 | timefs)
Click on one of the steps below to madify it, or press + or - ta add and remowe steps for this cucle.

Optical Denature LI 1 B ;I

Calibiation Settings
icquiing to RealTime on
tube 1. Ramp from 80 to 95
land hald for 3 mins 0 secs g

Offzet : 0 deg. by

| B0 deg. for 40 secs
Edit

oK

3. Die Angaben unter ,Calibration Settings” (Kalibrierungeinstellungen) sind normalerweise
korrekt. Um die Angaben bei Bedarf zu dndern, klicken Sie auf Edit (Bearbeiten). Das Fenster

Calibration Settings (Kalibrierungseinstellungen) wird angezeigt.
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x

— Settings :

The Optical Denature Calibration zettings determine bow
to perform the initial melt up to the denaturation
temperature, ta determing the fluorescence level at
which the reference zample has denatured.

Tube Position ; >

Famp from IEU j b |95 j deq. c.
Hald far 3 I mins 1] | SECE
Denature Offset IU ill deq. ¢

aE. Cancel

4. Stellen Sie Folgendes sicher:

o Das unter Tube Position (Rohrchenposition) angegebene Rohrchen enthélt ein PCR-Produkt,
dessen Schmelzpeak im grinen Kanal gemessen werden kann.

o Die Zieltemperatur der Rampe ist hoch genug, um die Probe zu denaturieren, aber nicht zu
hoch, sodass die Probe nicht verbrennt.

o Die Haltedauer reicht zur Denaturierung der Probe aus.

o Der Offset-Wert fir die Denaturierung ist passend eingestellt. Die Standardeinstellung von
0°C ist bei den meisten Denaturierungen angemessen. Bei Denaturierungen mit sehr
pltzlichen Ubergangen kann ein OffsetWert von 0,5 °C bis -2 °C erforderlich sein, um
den Ubergang zum denaturierten Zustand nachweisen zu kénnen. Der Offset-Wert fiir die
Denaturierung wird vom Benutzer bestimmt.

Sie kdnnen einen Denaturierungsschritt auch festlegen, indem Sie einen neuen Halteschritt einfigen.
Klicken Sie auf Insert before (Einfigen vor) und wdhlen Sie die Option New Hold at Temperature

(Neue Haltetemperatur) im Meni. Die Kalibrierungseinstellungen werden angezeigt.

Hald Temperature 95 |deg.
Hald Time : 3 |min$ 1] |secs

Calibration Step: W

Calibration Settings
Acquinng to RealTime on
tube 1. Ramp from 80 to 95
atd bold for 3 minz 0 zecs.

Offget: 0 deg.

E dit I
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Die Kalibrierungseinstellungen sind mit den Denaturierungseinstellungen synchronisiert. Eine
Anderung der Haltedauer im Denaturierungsschritt fihrt automatisch zu einer Aktualisierung der
Haltedaver der Kalibrierung. Im Rahmen der Methode Optical Denature Cycling sind das

Kalibrierungsverfahren und die Denaturierung dquivalent.

Andern eines bestehenden Schritts zur Nutzung der Methode Optical Denature Cycling
Um einen bestehenden Denaturierungsschritt einer Zyklussequenz zu dndern, wahlen Sie den Zyklus
in der Liste im Fenster Edit Profile (Profil bearbeiten) aus. Dann wdhlen Sie den Denaturierungsschritt

aus, indem Sie in der Anzeige auf ihn klicken.

Timed Step j _'I LI

95 deg. for 20 secs

Optical Denature
U seconds |

Nat Acquiring |

[~ Long Range

[~ Touchd: il deg. for 40 secs
ouchdown

oK
Klicken Sie auf das Dropdown-Meni und wdhlen Sie die Option Optical Denature (Optisch
denaturieren). Die Temperatur und die Haltedauer werden entfernt, und das Symbol Optical

Denature (Optisch denaturieren) L= wird angezeigt.

Bei Einrichtung eines neuen Llaufs ist es nitzlich, die Option Gain Optimisation
(Verstarkungsoptimierung) zu verwenden. Diese Funktion erméglicht die Optimierung der
Verstérkung, sodass bei einer bestimmten Temperatur (gewdhnlich der Temperatur, bei der die
Datenerfassung erfolgt] der gewinschte Intensitatsbereich der Startfluoreszenz in  allen
Erfassungskandlen gemessen wird. Die Option Gain Optimisation (Verstdrkungsoptimierung) soll
sicherstellen, dass alle Daten in den dynamischen Messbereich des Detektors fallen. Ist die
Verstarkung zu niedrig, geht das Signal im Hintergrundrauschen verloren. Ist die Verstdrkung zu

hoch, befinden sich die Signale nicht im Messbereich (Sattigung).

Der Verstarkungsbereich jedes Kanals ist —10 bis 10, wobei —10 die niedrigste und 10 die hchste
Empfindlichkeit darstellt.
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Wir empfehlen, beim ersten Lauf von Reaktionen einen Testprobe zu analysieren, die alle
Reaktionskomponenten enthdlt. Setzen Sie die Testprobe in den Rotor-Gene Q MDx und verwenden
Sie die Option Gain Optimisation (Verstarkungsoptimierung), um die beste Verstarkungseinstellung
zu ermitteln. Wenn der von der Option Gain Optimisation (Verstarkungsoptimierung) gewdhlte
Wert ein unzureichendes Signal ergibt, sollte der Wert unter Target Sample Range
(Probenzielbereich) erhdht werden. Ist das erzeugte Signal gesdttigt, muss der Wert unter Target

Sample Range (Probenzielbereich) gesenkt werden.

Zur Durchfishrung der Verstarkungsoptimierung klicken Sie auf die Schaltflache Gain Optimisation...
(Verstarkungsoptimierung...) im dritten Fenster des New Run Wizard (Assistent fir neue Laufe) (siehe

Assistent fir neue Léufe — Fenster 3).

New Run Wizard E|
Temperature Profile : Thizs box displays
help on elements in

the wizard. For help
on anitem, hover
wour mouse over the

itern for help. ‘r'ou
can also click on a
combo box to digplay
help about itz

available settings.
Edit Praofile ...

Channel Setup :

ain Create New...

Edit..

M ame Source | Detector

= vyl

470nm 510nm
“rellow 530nm  555nm
Orange  585nm  E10nm

Edit Gain...
Red E28nm  BBOnm
Crimzon  620nm 710hp Bemove
HRM 470nm  510nm
Reset Defaults

Gain Optimization...

Skipwizad | <<Back | Mest»> |

s T B BN |

Das Fenster Auto-Gain Optimisation Setup (Einstellung der automatischen Verstarkungsoptimierung)
wird angezeigt. In diesem Fenster kann die Verstarkungsoptimierung automatisch angepasst
werden, bis die Werte aller ausgewdhlten Kandle innerhalb bestimmter Grenzwerte bzw. unterhalb

eines bestimmten Grenzwerts liegen.
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Auto-Gain Optimisation Setup

— Optimization :

< Auto-Gain O ptimization will read the fluoresence on the inserted sample at
™ different gain lewvels until it findz one at which the fluorezcence levels are
% acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemigty you are performing.

Set temperature to ISD ::II degrees.

Optimize All I Optimise Acquining |

¥ Perform Optimisation Before 13t Acquisition

[~ Perform Optimisation At 60 Degress At Beginning Of Fun

—Charnel Settings :

=l add. |

MHame I Tube Position I Iin Reading I ax Reading I tin G ain I tax Gain Edit... I

Green 1 5F1

10FI -10 10 [ |
Remaove &l |

Gtark I FErLal I

Cloze | Help |

Set temperature to
(Temperatur einstellen auf):

Optimise All/Optimise Acquiring
(Alle optimieren/Nur Erfassung
optimieren):

Perform Optimisation Before First
Acquisition (Optimierung vor
erster Erfassung):

Perform Optimisation At [x]
Degrees At Beginning of Run
(Optimierung bei [x] Grad bei
Beginn des Laufs durchfihren)

Channel Settings
(Kanaleinstellungen):

Edit (Bearbeiten):

Vor dem Ablesen des Messwerts wird der Rotor-Gene Q MDx auf die
angegebene Temperatur erwdarmt bzw. abgekihlt. Diese Temperatur wird
standardméBig als Datenerfassungstemperatur festgelegt.

Im Rahmen der Option Optimise All (Alle optimieren) versucht die Software,
alle ihr bekannten Kandle zu optimieren. Im Rahmen der Option Optimise
Acquiring (Nur Erfassung optimieren) werden nur die Kandle optimiert, die fir
das Temperaturprofil des Laufs (Zyklen/Denaturierung) bendtigt werden.

Aktivieren Sie dieses Kontrollkéstchen, um beim ersten Zyklus mit Datenerfassung
eine Verstirkungsoptimierung durchzufihren. Dies wird fir die Option Auto-Gain
Optimisation (Automatische Verstérkungsoptimierung) empfohlen.

Aktivieren Sie dieses Kontrollkdstchen, um kurz vor dem Lauf eine
Verstdrkungsoptimierung durchzufishren. Der Rotor-Gene Q MDx wird auf die
angegebene Temperatur erwérmt, die Verstdrkungsoptimierung und dann der
erste Schritt der Zyklen (gewdhnlich ein Denaturierungsschritt) werden
durchgefishrt.  Diese Opftion kann gewdhlt werden, wenn eine
Verstdrkungsoptimierung wahrend des Laufs den ersten Schritt zu stark
verlangern wiirde. Die Option Perform Optimisation Before 1st Acquisition
(Optimierung vor 1. Erfassung durchfihren) ist gewdhnlich die bevorzugte
Einstellung, da die Verstarkungsoptimierung auf diese Weise bei Bedingungen
durchgefihrt wird, die den Laufbedingungen so nahe wie méglich kommen.

In diesem Dropdown-Menii kénnen Kandle hinzugefigt werden. Wahlen Sie
den gewiinschten Kanal und klicken Sie auf Add (Hinzufigen).

In dem angezeigten Fenster kann die Option Target Sample Range
(Probenzielbereich) festgelegt werden. Der Probenzielbereich ist der Bereich der
anfénglichen Fluoreszenz, der fiir die Probe im angegebenen Réhrchen eingestellt
werden sollte. Die Option Auto-Gain  Optimisation  (Automatische
Verstarkungsoptimierung) verwendet die Verstdrkungseinstellungen, die unter
Acceptable Gain Range (Akzeptabler Verstdrkungsbereich) angegeben werden.
Die Funktion wahlt die erste Verstarkungseinstellungen, die Fluoreszenzmesswerte
im Probenzielbereich erzeugt. In dem dargestellten Beispiel sucht die Option Auto-
Gain  Optimisation  (Automatische  Verstdrkungsoptimierung) nach  einer
Verstarkungseinstellung zwischen =10 und 10, die Messwerte zwischen 5 und 10
Fl for Réhrchen 1 erzeugt. Im Allgemeinen eignet sich ein Probenzielbereich von
1 bis 3 Fl fiir interkalierende Farbstoffe, wéhrend sich ein Bereich zwischen 5 und
10 Fl besser fir Sondenchemien eignet.
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Auto-Gain Optimisation Channel Setkings x|

Channel Settings :
Channel: Green Tube Pozition : |1 ﬂ
Target Sample Bange . |5 ill Flupta |10 ﬁ Fl.

Acceptable Gain Rangs: |10 j to I'ID j

QK I Cancel I Help

Remove/Remove All Remove (Entfernen) entfernt den hervorgehobenen Kanal. Remove All (Alle
(Entfernen/Alle entfernen): entfernen) entfernt alle Kandle.
Start: Mit Start beginnen Sie die Verstarkungsoptimierung. Es wird eine Verstarkung

gesucht, die Fluoreszenzsignale erzeugt, die in den angegebenen Messbereich
fallen. Liegt die Fluoreszenz nicht im angegebenen Bereich, wird die
Verstdrkung auf den am néchsten liegenden Wert gesetzt.

Manual (Manuell): Mit dieser Option wird das Fenster Manual Gain Adjustment (Manuelle
Verstdrkungsanpassung) gedffnet.

Changing Gain During a Run War die Verstarkung bei Beginn des Laufs zu hoch oder zu niedrig, kann sie
(Verstarkung wahrend des Laufs  wéhrend der ersten zehn Zyklen angepasst werden. Eine solche Anderung der
dndern): Verstdrkung wird mit einer senkrechten Linie gekennzeichnet. Die Zyklen vor

der Anderung werden von der Analyse ausgeschlossen.

Hinweis: Die Verstarkungsoptimierung kann unter Umsténden eine Einstellung wéhlen, die nicht im
angegebenen Bereich liegt. Dies kann durch Fluoreszenzénderungen nach dem ersten Halteschritt
verursacht werden. Trotzdem ist das Ergebnis der Verstarkungsoptimierung ein guter Hinweis auf

die Infensitdt des Fluoreszenzsignals, mit dem der Lauf starfet.

Manuelle Verstérkungsoptimierung

Zur Durchfishrung einer manuellen Verstérkungsoptimierung klicken Sie auf Manual... (Manuell...)
im Fenster Auto-Gain Optimisation Setup (Einstellung der automatischen Verstarkungsoptimierung).
Das Fenster Manual Gain Adjustment (Manuelle Verstérkungsanpassung) wird angezeigt. In diesem
Fenster werden die Fluoreszenzmesswerte bei jeder gegebenen Temperatur in Echtzeit angezeigt.
Diese Funktion wird verwendet, wenn der Hintergrund einer Probe unbekannt ist. Daher muss die

Verstarkung ermittelt werden, um sicherzustellen, dass das Probensignal fir die Detektion ausreicht.
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In der Standardeinstellung werden alle Proben angezeigt. Im Umschaltbereich kénnen Proben aus
der Anzeige entfernt bzw. hinzugefigt werden. Der Umschaltbereich enthdlt farbig codierte
Schaltflachen, die jeweils einer bestimmten Probe in der Anzeige entsprechen. Die Proben der
eingeblendeten, leuchtenden Schaltfléchen werden angezeigt, und die Proben der ausgeblendeten,
blassen Schaltfléchen werden nicht angezeigt. Durch Klicken der Schaltflachen bzw. durch Ziehen

des Mauszeigers iilber mehrere Schaltflachen kénnen Proben ein- und ausgeschaltet werden.
Wir empfehlen, eine manuelle Verstarkungsanpassung wie folgt durchzufihren.

1. Stellen Sie die Temperatur im Fenster Manual Gain  Adjustment (Manuelle

Verstarkungsanpassung) auf die Erfassungstemperatur ein, die fir den Lauf erforderlich ist.
Hinweis: Die Temperatur kann wahrend des aktiven Betriebs des Rotor-Gene Q MDx nicht
angepasst werden. Um die Temperatur zu dndern, starten Sie den Rotor-Gene Q MDx neu.

2. Klicken Sie auf Start. Der Lauf beginnt. Die Temperatur des Rotor-Gene Q MDx wird auf die im
Fenster angegebene Temperatur eingestellt. Im Diagramm im Fenster werden Daten angezeigt.

3. Warten Sie, bis sich die Temperatur stabilisiert hat.

4. Notieren Sie den Endpunktmesswert der Fluoreszenzintensitat (F).

5. Liegt der Fl-Messwert nicht im erforderlichen Bereich, klicken Sie auf Edit Gains... (Verstarkung
bearbeiten ...). und fihren Sie die erforderliche Bearbeitung vor. Dieser Prozess dauert u. U.

etwas, da der Rotor-Gene Q MDx zur Messung je Punkt in jedem Kanal ungefdhr 4 s benétigt.

Woahrend dieser Zeit ist die Benutzeroberfléche deaktiviert.

6. Wiederholen Sie das Verfahren, bis der FI-Wert im gewiinschten Bereich liegt.
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7. Klicken Sie auf Stop (Stopp). Werden bei Klicken der Schaltfléche Stop (Stopp) noch Laufdaten
erfasst, beendet der Rotor-Gene Q MDx zundchst die Datenerfassung und halt erst danach an.

Dieser Prozess kann bis zu 5 s je Erfassungskanal davern.
Assistent fiir neue Léufe — Fenster 4

In diesem Fenster wird der Lauf zusammengefasst. Prifen Sie die Parameter. Sind diese korrekt,
klicken Sie auf Start Run (Lauf starten). Sie werden aufgefordert, einen Dateinamen anzugeben. Mit
der Schaltfliche Save Template (Vorlage speichern) kénnen Sie die Laufeinstellingen auch als

Vorlage fir zukinftige Laufe speichern.

New Run Wizard E|
Summary :
Sefting | Walue |
Green Gain ]
Riator 3E-well Rotor
Sample Layaut 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliters] 25

Start Fun

Once you've confirmed that your run setiings are comect, click Start Rurn to Save Template
beqin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skipwizard | <<Back |

Assistent fir neue Laufe — Fenster 5

In dieses Fenster geben Sie die Probenarten und -beschreibungen wahrend des aktiven Laufs ein.
Die Funktionen in diesem Fenster und im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) (Seite 133) sind
identisch. Die Probeninformationen kénnen auch noch nach Abschluss des Laufs eingegeben

werden.

Mit der Schaltfléiche Finish and Lock Samples (Proben abschlieBen und sperren) wird der Bildschirm
gesperrt und die Probennamen kénnen nicht mehr gedndert werden. Weitere Informationen zu
dieser und weiteren Sicherheitsfunktionen siehe ,Zugriffsschutz der Rotor-Gene Q Software”
(Seite 140).
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New Run Wizard E|

Settings :
Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copies ﬂ tare Options
Samples :
B | Edit | ResstDefault | Gradient | FEEIEIRER
C[ID |Name |T_l,l|:e |Groups |Given Cane. |SeA
1JOEE-34 Uriknown e
2 JOEE-3B Unknown e
I :.o0EEaC Unknown e
I  #J0EE3NTC Unknown e
] Unknown e
- 3 Urknown e
- 7 Unknown e
g Unknown e
3 kg e T
4 3
Page :
Mame: |Page1 MNew [ Synchronize pages
Skipwizad | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples |

5.2 Verwendung der Rotor-Gene Q MDx Hardware
5.2.1 Rotortypen

Zuerst wahlen Sie den zu verwendenden Réhrchentyp und den Rotor. Es stehen 4 Rotoren fir

verschiedene Rohrchentypen zur Verfigung.

Hinweis: Ein 36-Well Rotor und ein 72-Well Rotor sind im Lieferumfang des Geréts enthalten.

Rotor-Disc® Rotoren sind als Zubehér erhdaltlich.

Wichtig: Alle Réhrchen in einem Lauf missen gleich sein. Verwenden Sie nicht mehrere
unterschiedliche Rdhrchentypen oder Réhrchen von unferschiedlichen Herstellern, da diese
Rohrchen nicht optisch einheitlich sind. Wir empfehlen Réhrchen von QIAGEN, die fir die
Verwendung im Rotor-Gene Q MDx optimiert wurden (siehe Bestellinformationen). Réhrchen von
anderen Herstellern kénnen eine Eigenfluoreszenz besitzen, die die Zuverldssigkeit der Ergebnisse
beeintrachtigt. Dariber hinaus kénnen Réhrchen von unterschiedlichen Herstellern unterschiedlich
lang oder dick sein. Dies fihrt zu einer Fehlausrichtung des optischen Pfads im Rotor-Gene Q MDx
und der Reaktion im Rohrchen. QIAGEN behalt sich das Recht vor, bei Problemen mit dem
Rotor-Gene Q MDx im Zusammenhang mit Kunststoffmaterialien, die nicht von QIAGEN zertifiziert

wurden, die technische Unterstitzung zu verweigern.

Wichtig: Jegliche Verwendung von Kunststoffmaterialien, die nicht von QIAGEN zertifiziert wurden,

auf dem Rotor-Gene Q MDx kann die Gerdtegewdhrleistung ungiltig machen.
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VORSICHT | Beschadigung des Geréts
/\ Vor jedem Lauf missen Sie durch Sichtpriifung sicherstellen, dass der Rotor nicht

beschadigt oder verformt ist.

36-Well Rotor

Der 36-Well Rotor ist rot. Der 36-Well Rotor und der 36-Well Rotor Locking Ring erméglichen die
Verwendung von 0,2-ml-Réhrchen. Es ist nicht notwendig, dass die Rshrchen optisch durchsichtige
Deckel besitzen, da der Rotor-Gene Q MDx die Fluoreszenz durch den Réhrchenboden (und nicht

von oben) misst. Es kdnnen auch Réhrchen mit gewdlbten Deckeln verwendet werden.

72-Well Rotor

Der 72-Well Rotor ist blau. Der 72-Well Rotor und der 72-Well Rotor Locking Ring werden
zusammen mit Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, verwendet. Diese sind fir Volumen bis zu einem

Mindestvolumen von 20 pl geeignet. Die Deckel schlieBen sicher und zuverlassig.
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Rotor-Disc 72 Rotor

Der Rotor-Disc 72 Rotor ist dunkelgrau. Der Rotor-Disc 72 Rotor und der Rotor-Disc 72 Locking Ring
ermdglichen die Verwendung von Rotor-Disc 72. Rotor-Disc 72 ist eine Scheibe mit 72 Wells fir
Anwendungen mit hohem Durchsatz. Eine Rotor-Disc 72 wird oben mit einer durchsichtigen
Polymerfolie abgedeckt und heiBversiegelt. Die Folie, die schnell angebracht werden kann, sorgt
fir eine robuste, haltbare und manipulationssichere Versiegelung und verhindert eine

Kontamination. Weitere Informationen zu Rotor-Disc 72 siehe Abschnitt 5.2.3.

Rotor-Disc 100 Rotor

Der Rotor-Disc 100 Rotor ist golden. Der Rotor-Disc 100 Rotor und der Rotor-Disc 100 Locking Ring
ermdglichen die Verwendung von Rotor-Disc 100. Rotor-Disc 100 ist eine Scheibe mit 100 Wells
for Anwendungen mit hohem Durchsatz. Die Rotor-Disc 100 ist dquivalent zu einer 96-Well-Platte,
hat jedoch eine runde Form und Platz fir weitere 4 Referenz-Wells. Sie ermdglicht eine Integration
von Rotor-Gene Q MDx in 96-Well-basierte Arbeitsablédufe im Labor. Die zusdtzlichen Wells knnen
bequem fir weitere Proben, zusétzliche Kontrollreaktionen oder Orientierungsreaktionen genutzt
werden, fir die also keine standardmdBige 96-Well-Position geopfert werden missen. Die
Rotor-Disc 100 ermdglicht eine reibungslose Kompatibilitat mit 96-Well-Arbeitsablaufen. Es gelten
die standardmafigen Benennungsregeln fir 96-Well-Platten, d. h. A1-A12 bis zu H1-H12. Die 4
zusédtzlichen Referenzwells sind mit R1-R4 gekennzeichnet. Weitere Informationen zu Rotor-Disc
100 siehe Abschnitt 5.2.3.
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Technische Angaben zum Rotor

Rotortyp Well-Kapazitét Probennr.  Rohrchentyp Empfohlenes

(pl) Reaktionsvolumen (pl)
36-Well Rotor 200 36 PCR Tubes, 0.2 ml 20-50
72-Well Rotor 100 72 Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 20-50
Rotor-Disc 72 Rotor 100 72 Rotor-Disc, 72 20-25
Rotor-Disc 100 Rotor 30 100 Rotor Disc, 100 15-20

Hinweis: Der 36-Well Rotor und der 72-Well Rotor fir den Rotor-Gene Q MDx Thermocyler eignen
sich nicht fir Rotor-Gene 3000 Gerdte, da die optischen Ausrichtungen nicht kompatibel sind. Bitte

verwenden Sie die dlteren 36-Positionen- und 72-Positionen-Rotoren fiir Rotor-Gene 3000 Gerdte.
5.2.2 Reaktionsansatz

Wichtig: In jedem Lauf miissen angemessene Kontrollen gemessen werden, um die Zuverldssigkeit

der Ergebnisse sicherzustellen.

Die Reaktionen kénnen in den folgenden Ladeblécken angesetzt werden: Loading Block 96 x 0.2 ml
Tubes (fir PCR Tubes, 0.2 ml), Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (fir Strip Tubes and Caps, 0.1 ml,
und Ansetzen mit einer Einkanalpipette), Loading Block 72 x 0.1 ml Multi-channel (fir Strip Tubes
and Caps, 0.1 ml, Ansetzen mit einer Mehrkanalpipette), Rotor-Disc 72 Loading Block (fir
Rotor-Disc 72) oder Rotor-Disc 100 Loading Block (fir Rotor-Disc 100). Alle Ladeblécke bestehen

aus Aluminium und kdnnen vorgekihlt werden.

Der Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (siehe Bild) bietet Platz fir 18 Streifenrohrchen, bis zu acht
0,5-ml-Réhrchen (zum Ansetzen des Master-Mix) und bis zu sechzehn 0,2-ml-Réhrchen (zum
Einrichten von Standardkurven). Weiter unten wird die Einrichtung eines 72-Well Rotors
beschrieben. Das gleiche Verfahren kann fir die Einrichtung der Reaktionen mit einem 36-Well

Rotor und den passenden Zubehdrprodukten verwendet werden.
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1. Setzen Sie die Streifenrdhrchen in den Ladeblock und aliquotieren Sie die Bestandteile der

Reaktion.

2. Verschlieen Sie die Streifenrdhrchen sicher mit den Deckeln und fishren Sie eine Sichtprifung

durch, um den festen Verschluss zu bestdtigen.

3. Setzen Sie die Streifenrdhrchen in den 72-Well Rotor. Stellen Sie dabei sicher, dass jedes

Rohrchen an der korrekten Position und korrekt ausgerichtet sitzt.

Wenn die Proben nicht korrekt in den Rotor gesetzt werden, sind sie nicht optimal Uber dem
Detektionssystem ausgerichtet. Dies kdnnte zu einer Reduktion des erfassten Fluoreszenzsignals
und der Detektionssensitivitdt fihren. Ein Rotor Holder vereinfacht die Beladung mit Réhrchen

und ist im Lieferumfang des Gerdts enthalten.
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Wichtig: Um eine méglichst gleichm&fige Temperatur zu erzielen, muss sich an jeder Position
im Rotor ein Rahrchen befinden. Die Besetzung aller Positionen im Rotor sorgt fir einen
gleichmaBigen Luftstrom zu jedem Réhrchen. Halten Sie einige leere Rdhrchen mit Deckel bereit,
die zum Besetzen etwaiger nicht verwendeter Positionen eingesetzt werden kénnen.

4. Setzen Sie den 72-Well Rotor Locking Ring auf den 72-Well Rotor und driicken Sie die 3
Fihrungsstifte durch die dufleren Lécher im Rotor.

Der Schliefring sorgt dafir, dass die Deckel wahrend des Laufs auf den Réhrchen bleiben.
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5. Setzen Sie den beladenen Rotor in die Kammer des Rotor-Gene Q MDx. Lassen Sie dabei den
Fihrungsstift auf der Rotornabe einrasten. Um den Rotor zu entnehmen, driicken Sie einfach auf

die Rotornabe, um die Verriegelung zu lésen, und heben Sie den Rotor an.

e
o

6. SchlieBen Sie den Deckel und richten Sie das Laufprofil mithilfe der Rotor-Gene Q Software ein.
5.2.3 Einrichtung von Rotor-Discs

Bei Rotor-Disc handelt es sich um eine einteilige Scheibe mit 72 Platzen (Rotor-Disc 72) bzw.
100 Platzen (Rotor-Disc 100) fiir hohe Durchsdtze. Rotor-Disc 72 und Rotor-Disc 100 verwenden
keine Deckel. Stattdessen werden die Scheiben oben mit Rotor-Disc Heat Sealing Film verschlossen
und mit einem Rotor-Disc Heat Sealer heiBBversiegelt. Die Folie sorgt fir eine robuste, haltbare und
manipulationssichere Versiegelung und verhindert Kontaminationen. Die Heiflversieglung von

Rotor-Discs wird weiter unten beschrieben.

Wichtig: Vor dem Start dieses Verfahrens missen Sie das Produktinformationsblatt lesen, das dem

Rotor-Disc Heat Sealer beiliegt.

1. Schalten Sie den Rotor-Disc Heat Sealer mit dem Schalter hinten links ein.

Das Anzeigeldmpchen ,Power” (Stromversorgung) leuchtet rot auf. Es dauert ungefdhr 10
Minuten, bis der Rotor-Disc Heat Sealer die Betriebstemperatur erreicht hat. Das
Anzeigeladmpchen ,Ready” (Bereit) leuchtet griin auf.

2. Wahlen Sie eine permanente oder eine abziehbare Versiegelung.
Hinweis: Der Rotor-Disc Heat Sealer in Befriebsbereitschaft ist sicher und braucht nicht

ausgeschaltet zu werden.

3. Setzen Sie die Rotor-Disc auf den Rotor-Disc Loading Block. Orientieren Sie sich dabei an der

Lasche in Position 1 der Rotor-Disc und den Fihrungsldchern im Rotor-Disc Loading Block.
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4. Richten Sie die Reaktionen in der Rotor-Disc ein. Verwenden Sie dazu eine manuelle Pipette

oder ein automatisiertes Liquid-Handling-System.

5. Ziehen Sie den Mittelteil einer Folie des Rotor-Disc Heat Sealing Films ab. Dazu falten Sie die

Folie vorsichtig zur Halfte, klemmen das Mittelteil zwischen zwei Fingern ein und ziehen Sie es

vorsichtig heraus.

6. legen Sie die Folie mit der korrekten Seite nach oben (Beschriftung ,SIDE UP”) auf die Rotor-Disc.

Die Kennzeichnung ,SIDE UP* muss sich unten auf dem Rotor-Disc Loading Block befinden.

Das mittlere Loch in der Folie sollte leicht iber den Zylinder des Rotor-Disc Loading Blocks und

auf die Rotor-Disc gleiten.
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7. Schieben Sie den Ladeblock mit abgedeckter Rotor-Disc entlang den seitlichen Fihrungen des
Ladeblocks in den Rotor-Disc Heat Sealer. Stellen Sie sicher, dass der Rotor-Disc Loading Block

vollsténdig eingefihrt worden ist.

8. Zur Aktivierung des Versiegelungsmechanismus driicken Sie die blau eloxierte Leiste oben am

Heifversiegler herunter und dann den schwarzen Riegel.

9. Nach Absenken des Versiegelungsmechanismus leuchtet das Anzeigelédmpchen ,Sealing”
orange. Befindet sich der Rotor-Disc Loading Block nicht in der korrekten Position, ertént ein

Warnsignal.

10.Nach  Abschluss der Versiegelung ertont ein Daverton und das orangefarbene
Anzeigeldmpchen ,Sealing” beginnt zu blinken. Driicken Sie erneut auf die blau eloxierte Leiste,
um den Versiegelungsmechanismus anzuheben und in die urspringliche Position

zuriickzufahren.
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Wichtig: Wenn der Ton ertént, muss das Versiegelungsverfahren sofort beendet werden, damit

sich die Rotor-Disc nicht verformen kann.

Hinweis: Wenn Sie den Sperrmechanismus versehentlich nicht aufheben, blinkt das
orangefarbene Anzeigeldmpchen ,Sealing” davernd, und der Dauerton wechselt zu einem

unterbrochenen Ton.

11.Ziehen Sie den Rotor-Disc Loading Block aus dem Rotor-Disc Heat Sealer. Die Folie muss nun
ungefdhr 10 s lang abkihlen. Die Uberstehende Versiegelungsfolie kann nach unten gezogen
und so enffernt werden. Ziehen Sie die iiberstehende Folie nicht nach oben.

12.Entnehmen Sie die Rotor-Disc vom Rotor-Disc Loading Block.

13.Laden Sie die Rotor-Disc in den Rotor. Nutzen Sie dazu wieder die Fihrungslasche in Position 1,

um die korrekte Ausrichtung sicherzustellen.
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6  Benutzeroberflache fir die Analyse

6.1  Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich ist der Hintergrund des Hauptfensters. In diesem Bereich kénnen Rohdaten-
Diagramme und Analyseergebnisse gedffnet werden. Wenn mehrere Fenster gleichzeitig offen
sind, kdnnen mithilfe der Schaltfléche Arrange (Anordnen) in der Symbolleiste geordnet werden.
Durch Klicken auf den Pfeil neben der Schalfflache Arrange (Anordnen) kann eine Option

verschiedener Fensteranordnungen gewdhlt werden.

B .

Reports  Arrange

Smart Tiling
Tile Harizonkally

Tile Yertically

Cascade

6.2 Symbolleiste

Die Schaltfléchen in der Symbolleiste sind Shortcuts zu haufig verwendeten Funktionen. Zugriff auf

diese Funktionen besteht auch in den Dropdown-Meniis.

PN

Start: Pause: Stay

Wig f:? Gj ‘ﬂ/ \fJ % ﬁ ;:%- %

Settings Progress Profle  Temp, Samples Analysis Reports  Arrange

7 EH

Mew Open Save

)

Help

JChanneIs " Cyding A.Green 0 Cycling A ¥ellow 7 Cyeling A,.Orange . Cyeling 4.Red ‘

6.3 Rohdatenkandle anzeigen

Durch Klicken auf diese Schalifléchen kénnen Sie die (nicht analysierten) Rohdaten bestimmter

Kandle des Laufs anzeigen.

=

“ Charnels " Cycling &.Green 0 Cycling & Yellow 07 Cycling &.Crange 0 Cyeling A, Red ‘

Zur Anzeige dieser Daten stehen verschiedene Optionen fir die Présentation der Daten zur
Verfigung. Die Rohdaten kénnen auch transformiert werden, um andere Weisen der Analyse zu

ermdglichen.

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022

79



Adjust Scale (Skalierung Klicken Sie mit der rechten Maustaste in das passende Fenster und wahlen Sie
anpassen): die Option Adjust Scale (Skalierung anpassen). Mit der Option Adjust Scale
(Skalierung anpassen) ffnen Sie ein Fenster, in dem der Maf3stab angegeben

werden kann.

Adjust Scale B4
b i ; |'| 1a j
b e ; ID j

o] ok |

Autoscale (Automatisch Die Schaltfléiche Autoscale (Automatisch skalieren) passt die Skala an die
skalieren): maximalen und minimalen Messwerte in den Daten an.
Default Scale Mit der Option Default Scale (Standardskalierung) wird —Skalierung
(Standardskalierung): zuriickgesetzt, um Fluoreszenzeinheiten zwischen O und 100 anzuzeigen.
Schraubschlissel-Symbol: Weitere Informationen dazu siehe Abschnitt 7.5.

ﬂ' § 10 15 P E B 3% w s

cle
Ad Seale | futoSesle| Defaud Seals| piions|[Page 1 > >

Mormalse to Cyclng A, Yellow
Normalise: to Cyclng A, Crangs
Mormalise: to Cycling A Red
Crop start cycles
Crop end cycles.

Options (Optionen): Mit dieser Funktion wird das oben dargestellte Dropdown-Meni angezeigt, in
dem Optionen zur Transformation der Rohdaten angeboten werden.

Normalise fo... (Normalisieren Die Amplifikationsdaten kénnen mit Bezug auf die Daten eines passiven

auf ...): Referenzfarbstoffs (wie ROX), der in einem anderen Kanal gemessen wird,
normalisiert werden.

Crop start cycles (Startzyklen Mit dieser Funktion wird ein neuer Kanal-Datensatz erstellt, bei dem einige

abschneiden): Startzyklen entfernt wurden. Dies ist nitzlich, wenn am Anfang des

Thermocycler-Laufs grofie Spriilnge beobachtet werden, was bei Verwendung
von bestimmten Reaktionen vorkommen kann.

Crop end cycles (Endzyklen Mit dieser Funktion wird ein neuer Kanal-Datensatz erstellt, bei dem einige
abschneiden): Endzyklen entfernt wurden.
Page 1 (Seite 1): Hier wird die aktuell gewdhlte Seite fir das Rohdatendiagramm angezeigt. Im

Fenster Edit Sample (Probe bearbeiten) kénnen mehrere Probendefinitionen
erstellt werden. Die Daten kénnen beispielsweise mit verschieden dicken Linien,
Probendefinitionen und anderen Anzeigeoptionen angezeigt werden. Dies ist
insbesondere bei einer relativen Quantifizierung in einem Einzelkanal nijtzlich,
da der Benutzer einfach zwischen der Ansicht des Zielgens und der Ansicht der
Housekeeper-Proben hin und her schalten kann, indem 2 Probenseiten
festgelegt werden.

6.4  Proben umschalten

Rechts neben dem Hauptfenster befindet sich ein Umschaltbereich mit Probenlegende.
Dieser enthdlt farbig codierte Schaltflachen, die jeweils einer bestimmten Probe in der Anzeige
entsprechen. Im Umschaltbereich kann kontrolliert werden, welche Proben angezeigt werden.
Die Proben der eingeblendeten, leuchtenden Schaliflachen werden angezeigt, und

die Proben der ausgeblendeten, blassen Schalfléchen werden nicht angezeigt.
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Durch Klicken der Schaltfldchen bzw. durch Ziehen des Mauszeigers iber mehrere Schaltfléchen
kénnen Proben ein- und ausgeschaltet werden. Mit den Schaltfldchen Bank On (Bank ein) und
Bank Off (Bank aus) werden alle aktuell in der Liste angezeigten Proben ein- bzw. ausgeblendet.
Mithilfe der Bildlaufleiste kann die néachste Probengruppe anzeigt werden.

Hinweis: Die Anzahl der angezeigten Proben ist dynamisch und héngt von dem im Fenster

verfigbaren Platz ab.

Durch Klicken der Option Named On (Mit Benennung) werden nur die Proben angezeigt, die
benannt worden sind. Dies ist eine schnelle Methode, um nur relevante Proben anzuzeigen. Durch
Klicken auf All On (Alle ein) oder All Off (Alle aus) werden alle bzw. keine Proben des Rotors
angezeigt. Durch Driicken der Schaltfléche Edit Samples... (Proben bearbeiten...) wird das Fenster
Edit Somples (Proben bearbeiten) angezeigt, wo Probennamen, Probentypen und

Standardkonzentrationen bearbeitet werden kénnen (siehe Abschnitt 6.8.4).

Dies ist eine Abbildung des Umschaltbereichs: Nach Klicken der rechten Maustaste im

Umschaltbereich werden zusatzliche Optionen angezeigt.

Page: Page 1
Al
b2
A3
Ad
AR
AR
AT
1]

Edit: Samples...
Select Non-Empty Samples
Toggle Sample ID Display

Selech Groups

BA
BR
BY | am
B3 Fam
4« | »
Bank On | Bank OF
Mamed On | AllOn | Al O
Edit Samples...

Page (Seite): Der Eintrag unter Page (Seite) oben im Umschaltbereich gibt an, welche Probenseite
angezeigt wird. Die Seiten ermdglichen verschiedene unabhdngige Analysen eines
einzelnen Kanaldatensatzes. Sie kénnen z. B. zwei Standardkurven im griinen Kanal
erstellen und unabhdngige Berichte erstellen. Weiterfihrende Hinweise zur
Einrichtung von Probenseiten siehe Abschnitt 6.8.4.
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Toggle Sample ID Display Im Falle eines 72-Well Rotors werden die Proben im Format A1 bis A8, B1 bis B8

(Proben-ID-Anzeige umschalten):  usw. angezeigt. Mit der Option Toggle Sample ID Display (Proben-ID-Anzeige
umschalten) kdnnen die Benutzer zu einer numerischen Probenordnung (1 bis 72)
umschalten.

Select Non-Empty Samples (Nicht-  Mit dieser Option kann die Wahl jeglicher Proben aufgehoben werden, deren Type

leere Proben wahlen): (Typ) im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) als None (Kein) angegeben wird.
Auf diese Weise wird sichergestellt, dass ausschlieBlich fir die Analyse relevante
Proben angezeigt werden.

Select Groups (Gruppen wahlen):  Wenn Sie Gruppen definiert haben, kann mit dieser Funktion die Anzeige von
Proben in Gruppen umgeschaltet (ein-/ausgeschaltet) werden. Gruppen sind je nach
Wounsch zusammengestellte Probensammlungen, die eine fortgeschrittene statistische
Bearbeitung erméglichen. Beispielsweise kdnnen Gruppen fir Proben von
behandelten und unbehandelten Patienten festgelegt werden. Gruppen kénnen im
Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) festgelegt werden.

6.5 Dateimenu
6.5.1 Neu

Nach Wahl von ,File” (Datei) und dann ,New” (Neu) wird das Fenster ,New Run” (Neuer Lauf)
angezeigt. In diesem Fenster befinden sich héufig genutzte Vorlagen, die in den Registerkarten
,Quick Start” (Schnellstart) und ,Advanced” (Erweitert) organisiert sind. Nach Wahl einer Vorlage
werden die Benutzer von einem Assistenten durch die Einrichtung des Laufs und eventuelle

Anderung von Einstellungen und Profilen gefihrt.
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[CrrESS— x

Quick Start I Ldvanced I

Imports the cyding
and acguisition and
sample definitions

L 1)
*% Three Step with Melt fram the last run open
in the software,

erform Last Run

1]

'S Two Step

(1]

*% Quenched FRET

L1}
&l ]
a

Mudleic Acid Concentration Measurement
g
l_ J HRM™

i
TI'\I.--*‘| Other Runs

ﬁ}J Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

Help

I

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Weiterfihrende Hinweise zu den bereitgestellten Vorlagen siehe Abschnitt 5.1.1 und Abschnitt

5.1.2.

Never Lauf

New (Neu): Mit dieser Schaltflache wird die Einrichtung eines Laufs mithilfe der gewdhlten

Vorlage eingeleitet.

Cancel (Abbrechen): Mit dieser Schaltfléiche wird dieses Fenster geschlossen.

Help (Hilfe): Mit dieser Schaltfléche wird die Online-Hilfe gesffnet.

Show This Screen When Software  Wenn dieses Kontrollkastchen akfiviert ist, wird das Fenster New Run (Neuer
Opens (Diesen Bildschirm bei Lauf) bei Start der Software angezeigt.

Aufrufen der Software

anzeigen):
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6.5.2  Offnen und speichern

Open... (Offnen ...):

Open Recent... (Zuletzt
verwendete 6ffnen):

Save (Speichern):

Mit dieser Option wird eine friher gespeicherfe Rotor-Gene Q Laufdatei (*.rex)
oder ein Rotor-Gene Q Laufarchiv (*.rea) gedffnet.

Hier werden die letzten 4 Dateien angezeigt, die gedffnet oder gespeichert
wurden.

Mit dieser Funktion werden alle Anderungen der Laufdatei gespeichert.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

. View ﬁ?

» [2top Settinc
|

Run File...

Template...
Reports... Run Archive...
Preferences... Excel Analysis Sheet. ..

Excel Data Sheet...
it LIMS Export...
Exit LinReg Export Format...

Matlab Export...
RDML Export...

Save as... (Speichern als ...):

Run File... (Laufdatei):

Template... (Vorlage):

Run Archive... (Laufarchiv):

LIMS Export (RDML-Export):

Excel Data Sheet...
(Excel Datenbldtter):

Excel Analysis Sheet...
(Excel Analyseblat):

LinReg Export Format...
(LinReg-Exportformat):

Matlab Export... (Matlab Export):

RDML Export (RDML-Export):

Mit dieser Funktion kdnnen Laufdateien bzw. Daten in verschiedenen Formaten
gespeichert werden. Die Optionen sind im Folgenden aufgelistet.

Mit dieser Funktion kann eine Kopie der Datei gespeichert werden. Die
Benutzer kdnnen den Namen und den Speicherort &éndern. Dies ist das
Standardformat.

Mit dieser Funktion speichern Sie die Profileinrichtung und die damit
zusammenhéngenden Einstellungen, aber nicht die Laufdaten. Die Vorlage
kann fir zukinftige Laufe verwendet werden.

Die Speicherung erfolgt in einem kompakteren Dateiformat. Speichern Sie
Dateien in diesem Format, bevor Sie sie per E-Mail versenden. Auf diese Weise
sparen Sie Zeit beim Versenden der Dateien und stellen Sie sicher, dass die
Dateien von E-Mail-Client-Programmen nicht beschadigt werden.

Mit dieser Funktion speichern Sie die Analyse in LIMS-kompatiblen Formaten je
nach Benutzeranforderungen. Setzen Sie sich bitte mit dem Technischen Service
von QIAGEN in Verbindung, wenn Sie weitere Informationen benétigen.

Mit dieser Funktion werden die Rohdaten aller Kanéle in ein Excel® Datenblatt
exportiert. Nur die ausgewdhlten Proben werden exportiert.

Mit dieser Funktion werden alle Analysen des aktuellen Laufs in ein einziges
Excel Datenblatt exportiert.

Mit dieser Funktion werden die Rohdaten alle Kandle in einem Format
exportiert, das von LinReg (einem Programm fiir die Analyse der Effizienz)
gelesen werden kann. Weitere Informationen dazu siehe ,Exportieren nach
LinReg” weiter unten.

Mit dieser Funktion werden die Daten in einem Format exportiert, das von dem
wissenschaftlichen Programm Matlab (bzw. von dem &quivalenten Open-
source-Programm Octave) gelesen werden kann. Dies kann im Rahmen der
Methodenforschung niitzlich sein.

Mit dieser Funktion wird eine mit RDML V1.1 kompatible Datei exportiert. Die
erstellte RDML-Exportdatei ist eine ZIP-Datei, die komprimierte Dateien im XML-
Format und der Dateierweiterung *.rdml enthélt. Die Exportdatei ist kompatibel
mit dem RDML-Schemadokument (https://rdml.org/rdml_v_1_1.html), das auf
der Website https://rdml.org/rdml_v_1_1.html zur Verfiigung steht.
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Exportieren nach LinReg

LinReg ist ein Programm, das von C. Ramakers und Mitarbeitern entwickelt worden ist. * Das LinReg-

Programm ist hier verfigbar: https://medischebiologie.nl/files/.

Die Rotor-Gene Q Software ermdglicht den Export von Rohdaten in einem Format, das von dem

LinReg-Programm importiert und dann analysiert werden kann.

1. Offnen Sie die Rotor-Gene Q Laufdatei, die die Rohdaten enthéilt.

2. Exportieren Sie die Daten im LinReg-Exportformat. Dazu wahlen Sie Save As... (Speichern als)

und dann LinReg Export Format... (LinReg-Exportformat).
3. Microsoft Excel zeigt die exportierten Rohdaten automatisch an.
4. Starten Sie das LinReg-Programm.

Das Programm fordert Sie auf, die Zellen zu wéhlen, in denen sich die Rohdaten befinden. Das
Programm kann nur einen Rohdatenkanal gleichzeitig analysieren. Wahlen Sie also den

gewinschten Bereich im Excel-Datenblatt aus.
6.5.3 Berichte

Nach Wahl von Reports (Berichten) wird das Fenster Report Browser (Bericht-Browser) angezeigt.
Wenn die Daten bereits analysiert worden sind, kann der Analysebericht im Fenster Report Browser
(Bericht-Browser) angezeigt werden. Es werden mehrere, unterschiedlich detaillierte Berichtarten

angeboten.

=T

—Report Categaries :

e Melt & Green [page 1) ;I
. Quantitation

Cycling &.Green [page 1]

5. Dielta Delta CT Relative Quantitation 4 Quantitation (Full Repart)
- delta delta s
Felative Quant. Analsis & Quantitation (Standard Report)

Comparative Guartitation

- Cycling A.Green [page 1]

- 2 Standard Curves Relative Quantitation
i 2 standrard curve

i Relative Quant. Analysis

Shaw I Cancel

* Ruijter, J.M., Ramakers, C., Hoogaars, W.M., Karlen, Y., Bakker, O., van den Hoff, M.J., and Moorman, A.F. (2009)
Amplification efficiency: linking baseline and bias in the analysis of quantitative PCR data. Nucleic Acids Res. 37, e45.
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6.5.4  Einrichtung

Die anféngliche Einrichtung des Rotor-Gene Q MDx sollte wéhrend der Installation erfolgt sein. Mit
dieser Option kdnnen Sie jedoch auch noch nach der Installation die Einrichtung der Verbindung
des Rotor-Gene Q MDx &ndern.

setur x|

General I

— Mizcellaneous Options

The softweare can zimulate bazic operation of the
machine for tezting and training purpozez. Ticking
thiz bow will enable a "irtual kM achine simulation.

[ Witual bode

Untick thiz bows to prevent further access to this
zefup screen.

IV Allow access to this setup screen

Part II:EIM'I TI Auto-Detect |

Cancel | Help

Virtual Mode (Virtueller Modus):  Wéhlen Sie diese Option, wenn die Software ohne Verbindung zu einem Rotor-
Gene Q MDx verwendet werden soll. Alle Funktionen der Software bleiben
erhalten. Dieser Modus eignet sich besonders zu Demonstrationszwecken,
Datenanalysen und die Einrichtung von Vorlagen.

Allow access fo this setup screen  Wird diese Option wahrend der Einrichtung nicht aktiviert, besteht kein

(Zugriff auf diesen weiterer Zugriff auf dieses Fenster. Dies ist eine SicherheitsmaBBnahme, die eine

Einrichtungsbildschirm zulassen): ~ Anderung der Einstellungen verhindert. Um erneut Zugriff auf dieses Fenster zu
erhalten, wenden Sie sich an lhren Handler.

Port (Anschluss): Wabhlen Sie den korrekten Kommunikationsanschluss, um die Kommunikation
zwischen dem Computer und dem Rotor-Gene Q MDx zu erméglichen.

Auto-Detect (Automatisch Wenn Sie nicht sicher sind, welchen Anschluss Sie auswdhlen sollten, klicken
erkennen): Sie auf Auto-Defect (Automatisch erkennen), um nach allen erhdltlichen
Anschliissen zu suchen.

6.6  Analysemeni

6.6.1 Andlyse

Nach Klicken auf Analysis (Analyse) wird das Fenster Analysis (Analyse) angezeigt. In diesem
Fenster konnen neue Analysen erstellt und bestehende Analysen angezeigt werden. Die
Analysemethode wird in den Registerkarten ausgewdhlt. Eine Liste von Kandlen, die mit der

ausgewdhlten Methode analysiert werden kann, wird angezeigt.
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Mehrere Assays, die im gleichen Kanal durchgefihrt wurden, kénnen unabhdngig voneinander
analysiert werden, solange sie im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) als separate Seiten
eingerichtet worden sind. Seiten, die bereit analysiert wurden, sind mit einem grinen Hakchen
gekennzeichnet. Dies bedeutet, dass die Schwellenwert- und Normalisierungseinstellungen dieser
Analyse gespeichert wurden. Doppelklicken Sie auf einen Kanal, um ihn anzuzeigen bzw. zu

analysieren. Es wird das spezielle Analysefenster angezeigt.

Analysis £
25td Curves [Rel] | Other.. |
{ helt

Delta Delta CT Relative Quantitation
Allelic Discrimination

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

Comparative Quankitakion
Scatter Graph Analysis
EndPoint Analwsis
Zoncentration Analysis

High Resalution Melk Analysis
Show All Analysis Options...

Show | Hide |
[ Auto-shrink window

Auto-shrink window (Fenster Nach Wahl der Option Auto-shrink window (Fenster automatisch verkleinern)
automatisch verkleinern): wird das Fenster verkleinert, wenn es nicht genutzt wird. Wenn Sie den
Mauszeiger auf das Fenster setzen, wird es wieder gréBer angezeigt.

Organisation des Arbeitsbereichs

Bei jedem Start einer neuen Analyse werden die Fenster neu angeordnet, damit das neue und die
bereits vorhandenen Fenster zusammen auf den Bildschirm passen. Wenn viele Fenster angezeigt
werden, kann diese umsténdlich sein. SchlieBen Sie die Fenster, die Sie nicht benétigen. Klicken
Sie anschlieBend auf Arrange (Anordnen) in der Symbolleiste. Die Fenster werden dann automatisch
mit der Methode Smart Tiling (Intelligente Unterteilung) angeordnet. Oder aber wéhlen Sie eine
andere Anordnungsmethode. Klicken Sie dazu auf den Pfeil neben der Schaliflache Arrange
(Anorden). Weitere Optionen kénnen auch angezeigt werden, indem Sie mit der rechten Maustaste

auf den Namen einer Analyse klicken.
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II
Show
Hide

Cycling & FRed

Cycling A eliow Remove Analysis...
Show (Einblenden): Mit dieser Funktion wird die ausgewdhlte Analyse eingeblendet.
Hide (Ausblenden): Mit dieser Funktion wird die ausgewdhlte Analyse ausgeblendet.
Remove Andlysis. .. Mit dieser Funktion wird die ausgewdhlte Analyse vollstéindig entfernt. Dies
(Analyse entfernen): bedeutet, dass jegliche Normalisierungseinstellingen oder wdhrend der

Analyse eingerichteten Denaturierungsklassen verloren gehen.

6.6.2  Quantifizierung

Wahlen Sie die Registerkarte Quantitation (Quantifizierung) im Fenster Analysis (Analyse).
Doppelklicken Sie auf den Kanalnamen oder wdhlen Sie einen Kanal. Durch Driicken der
Schaltfldche Show (Einblenden) &ffnen Sie dann den Zielkanal. Es werden drei Fenster angezeigt:

das Hauptfenster, die Standardkurve und die Ergebnisse.

Berichte
Reports (Berichte): Mit ,Reports” (Berichte) &ffnen Sie das Fenster ,Report Browser” (Bericht-
Browser), indem ein Bericht der aktuellen Analyse erstellt werden kann. Es gibt
3 Optionen: Standardbericht, vollstindiger Bericht und Zusammenfassung.
Doppelklicken Sie auf die gewiinschte Option, um den Bericht im Fenster
.Preview” (Vorschau) anzuzeigen.
Nach Erstellen des Berichts kdnnen Sie ihn mit den Schaltfldchen oben im
Fenster ,Preview” (Vorschau) drucken, speichern, per E-Mail verschicken oder
nach Word exportieren.
g H | =
Frint | Save Az| Email | To'word
Standardkurve
Std.- Curve (Standardkurve): Mit dieser Schaltfiéiche 5ffnen Sie das Fenster Standard Curve (Standardkurve).

Dieses Fenster wird bei Offnen einer Analyse automatisch gedffnet. Wenn das
Fenster geschlossen wird, kann es mit diesem Befehl wieder gedffnet werden.
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k¥ standard Curve - Cycli -0 =l
40 i ! v i Cyeling & Green (Page 17
! ! ! ! R=0.93363
E ot T T R STt
; ; ; hi=-3.292
IR P L ___|B=355949
H H H Efficiency=1.01
— . . . - . .
] : j j j
254 ExpottGraph.,, 0 FoiTeego- e EREEEEl -
Skandard Error Mean : :
204 Ovetlay L3 it rTTTee Gt
v Show Skats ;
15';_‘ Foamm St salakalalalelels . : .
10 Return bo Defaulk Fosition 004 10705 1006 10407
COncentration

Efficiency (Effizienz):

RA2-Wert
(Korrelationskoeffizient):

R-Wert (Quadratwurzel des
Korrelationskoeffizienten):

M und B:

Export Graph... (Diagramm
exportieren):

Overlay (Uberlagerung):

Durch Klicken und Ziehen der Schwellenwertlinie im Hauptfenster kann der
Schwellenwert veréndert werden, und die Werte der Standardkurve werden
dynamisch neu berechnet.

Die blauen Punkte auf der Standardkurve (einer Geraden) représentieren
definierte Standardproben und die roten Punkte stehen fiir die Datenpunkte
unbekannter Proben.

Hinweis: Die Standards konnen neu definiert werden, um die Standardkurve
neu zu berechnen. Dazu blenden Sie die Standardprobe im Umschaltbereich
rechts im Bildschirm aus, um sie aus der Berechnung der Standardkurve zu
entfernen. Die Entfernung von Standards aus dem Diagramm zur Erhéhung des
RA2-Werts ist wissenschaftlich nicht zulgssig. Ein Standard, der nicht die
gewinschten Ergebnisse ergeben hat, ist ein Hinweis darauf, dass auch
unbekannte Proben vielleicht nicht ordnungsgemdf3 gemessen wurden. Ein
solcher Standard muss in den Ergebnissen bericksichtigt werden.

Dabei handelt es sich um die Effizienz der Reaktionen in einem Lauf. Dieser
Wert wird auf Seite 98 néher diskutiert.

Der RA2-Wert bzw. R2-Wert drisckt aus, wie gut die Daten zur Hypothese
passen, dass die Messwerte der Standards auf einer Standardkurve liegen. Ist
der R2-Wert niedrig, dann weichen die Messwerte der Standards relativ weit
von der am besten anpassten Standardkurve ab. Dies bedeutet, dass die
Ergebnisse (d. h. die mit der Standardkurve berechneten Ergebnisse) nicht
zuverldssig sind. Als guter R2-Wert gilt ungeféhr 0,999.

Hinweis: Ist die Zahl der fir eine Standardkurve gemessenen Standards nicht
ausreichend und die Standardkurve daher schlecht, kann unter Umsténden trotzdem
ein hoher RA2-Wert erzielt werden. Der RA2-Wert steigt mit abnehmender Zahl der
Standards. Die Zuverlassigkeit der Ergebnisse Iasst sich anhand  der
Konfidenzintervalle der berechneten Konzentrafionen besser beurteilen.

Der R-Wert ist die Quadratwurzel des RA2-Werts. Der RA2-Wert ist gewdhnlich
bei der Ermittlung von Korrelationen hilfreicher.

Die Steigung (M) und der Schnittpunkt mit der y-Achse (B) der Standardkurve
werden mit der Formel y = Mx + B berechnet und im Fenster “Standard Curve”
(Standardkurve) angezeigt.

Durch Klicken mit der rechten Maustaste auf die Anzeige der Standardkurve
kénnen die Exportoptionen angezeigt werden (siche Abschnitt 7.4).

Wenn in einem Lauf mehrere Quantifizierungen durchgefihrt worden sind,
kénnen die Standardkurven im gleichen Fenster Ubereinander dargestellt
werden. Dies ist hilfreich, da Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
Schwellenwerten grafisch sichtbar werden. Diese Funktion ist im folgenden
Screenshot dargestellt.
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B standard Curve - Cycling A.Green (Page 1) o ] 4

Cycling & .Green (Page 1)
N I o R | R=n290ma
' : : : ' ' R*2=0.99939
e e Foomooos mmmmmsome oo M=-3.282
: : : : : | B=38.849
ol I R e Sl R s el Efficiency=1 01
B e L T S
30 e
_ o e SO U
< 5
24 Export Graph.., [T e I g Tt e
22+ Skandard Error Mean
a4 Crverlay
w Show Skats Cycling A.Orange (Page 3)
1811 Zoom out ycling &.Fed (Page 4)
164  Return to Default Position F- :L --------- : --------- ? -----

T T T T T T
10400 10401 10402 10403 1004 10405 1006 10407
Concentration

JKonz = .. *CT + ..." und ,CT = ...” sind zwei Versionen der Gleichung, mit der C+-Werte und
Konzentrationen in Beziehung zueinander gesetzt werden. In Verdffentlichungen wird

7

normalerweise die Gleichung ,CT = ...” verwendet. Die Standardkurve kann entweder ,Floating”
(Dynamisch) oder ,Fixed” (Feststehend) sein. Im Fall von ,Floating” (Dynamisch) wird die optimale
Gleichung der Standardkurve bei jeder Verdnderung des Schwellenwerts im Hauptfenster neu
berechnet. Im Fall von ,Fixed” (Feststehend) dndert sich die Gleichung nicht, da sie von einem

anderen Lauf importiert worden ist.

Standard Curve

conc= 107[-0.304°CT + 11.832)
CT = -3.292%oglconc] + 38,949
Type : Floating

[mpart Curve. ... I Reszet |

Ist fir einen bestimmten Lauf keine Standardkurve vorhanden, kann eine Standardkurve importiert
werden, um die Konzentrationen abzuschétzen. Voraussetzung ist jedoch, dass die Effizienz der
Reaktionen in beiden Laufen identisch ist. Kurven kénnen von einem anderen Kanal oder einem

anderen Lauf importiert werden. Klicken Sie dazu auf Import Curve (Kurve importieren).

Es ist moglich, die Standardkurve bei Bedarf anzupassen. Zur Anpassung der Standardkurve wird
nur die Effizienz der urspringlichen Kurve in den aktuellen Lauf importiert. Ob die Standardkurve

angepasst werden sollten, héngt von den verwendeten chemischen Reaktionen ab.

Um eine Standardkurve anzupassen, messen Sie im neuen Lauf eine Referenzprobe mit bekannter

Konzentration. Um eine Probe als Referenz festzulegen, wéihlen Sie im Fenster Edit Samples (Proben
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bearbeiten) die Probenart ,Standard” und geben den Konzentrationswert ein. Es kénnen mehrere
Probenreplikate der gleichen Referenz eingegeben werden, um die Genauigkeit zu erhdhen.
Hinweis: Es ist nicht méglich, mehr als eine Referenzkonzentration oder einen Standard festzulegen.
Es ist beispielsweise mdglich 3 Referenzreplikate mit je 1000 Kopien zu verwenden. Es ist jedoch
nicht méglich, eine Referenz mit 1000 Kopien und eine Referenz mit 100 Kopien im gleichen Lauf

zu verwenden.

Nach Import der Standardkurve wird der Standardkurventyp ,Fixed” (Feststehend) angezeigt.
Klicken Sie auf Reset (Zuricksetzen), um den Standardkurventyp auf ,Floating” (Dynamisch)

zurickzusetzen.

Dies ist ein Screenshot des Fensters Import Standard Curve (Standardkurve importieren):

Import Standard Curve
— Import Standard Curve :
& Curent Fun
" Fram Other Bun...

LChannels :
Cpcling & ¥ ellow conc= 10°-0.300°CT + 12525) CT = -2.3220g(cone) + 41,608

Cypcling & Orange conc=107(-0.309°CT +11.189) CT = -3.235%0g(conc) + 36.187
Cycling & Red conc=10"[-0.316*CT + 11.817) CT = -3.165%0g(conc) + 37.404

" From External Source [Post-6.0 Standard Curve Format) :
CT =| * log(Conc) +|
Efficiency = MA&

 From External Source [Pre-6.0 Standard Curve Format] :
Eonc:‘lﬂ"[l LT+ |

Cancel I

Help |

Efficiency = M/4

In diesem Fenster kann eine Standardkurve von einem anderen analysierten Kanal des aktuellen

Laufs oder aus einem anderen Lauf importiert werden.

Current Run (Aktueller Lauf): Wenn diese Option gewdhlt wird, werden Quantifizierungsanalysen von
anderen Kandlen in diesem Lauf mit den dazugehdrigen Standardkurven
angezeigt.

From Other Run... (Aus anderem  Nach Wahl dieser Option wird ein Dialog angezeigt, in dem eine Laufdatei

Lauf): ausgewdshlt  und  gedffnet  werden  kann.  Wurden  jegliche
Quantifizierungsanalysen  dieses  laufs  durchgefihrt, werden die
Standardkurven je nach analysiertem Kanal aufgelistet.

Hinweis: Die Einstellungen der Quantifizierungsanalyse missen in der Laufdatei
gespeichert worden sein.

Channels (Kanéle): Hier werden die analysierten Kanéle und die Gleichungen der Standardkurven
angezeigt.

From External Source (Aus einer  In diesem Bereich kénnen die M- und B-Werte unmittelbar eingegeben werden.

externen Quelle): Dies ist dann niitzlich, wenn Werte aus einer externen Quelle wie einem Excel-

Arbeitsblatt verwendet werden sollen.
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Berechnung von Cr

Invert Raw Data (Rohdaten
umkehren):

Cr Caleulations
(CrBerechnungen):

Threshold (Schwellenwert):

Eliminate Cycles before
(Vorherige Zyklen beseitigen):

Auto-Find Threshold
(Schwellenwert automatisch
erkennen):

Bei manchen chemischen Reaktionen nimmt das Fluoreszenzsignal exponentiell
ab statt zu. Es ist moglich, bei diesen Daten eine ,Quantifizierung”
durchzufihren. Dazu muss jedoch das Kontrollkéstchen ,Invert Raw Data”
(Rohdaten ~ umkehren)  aktiviet ~ werden.  Bei allen  anderen
Quantifizierungsanalysen muss diese Option deaktiviert sein.

[T lrevert Raw Data

Der CrWert ist die Zykluszahl, bei der die Amplifikationskurve den
Detektionsschwellenwert berschreitet. Durch Eingabe der Schwellenwertlinie
und Berechnung des Schnittpunkts mit allen Kurven kann der CrWert aller
Proben ermittelt werden.

Um den Schwellenwert festzulegen, klicken Sie auf das Symbol (Tabelle mit
rotem Pfeil). Dann klicken und halten Sie das Diagramm und verschieben die
Linie auf die gewiinschte Héhe. Oder aber geben Sie einen Log-Wert ein. Oder
aber bestimmen Sie den Schwellenwert mit der Option Auto-Find Threshold
(Schwellenwert automatisch ermitteln). Ein Schwellenwert sollte nur in der
exponentiellen Phase des Laufs manuell festgelegt werden. Er muss deutlich
ber der Hohe des Hintergrundsignals (um Rauschen zu vermeiden) und unter
dem Signal-Plateau in spéteren Zyklen liegen.

CT Calculation

[ Flip =ign of nomalized dats

Threzhold ; IW 1'
Elirninate Cycles |1—1|

befare

Um diesen Wert festzulegen, klicken Sie auf das Symbol (Tabelle mit rotem
Pfeil). Dann klicken und halten Sie das Diagramm und verschieben die Linie
nach rechts. Auf diese Weise beseitigen Sie den Schwellenwert fir Zyklen am

Anfang.

Hinweis: Dies ist niitzlich, wenn das Rauschen in den anfénglichen Zyklen
ziemlich hoch ist, z. B. als Folge von Mischeffekten.

Mit dieser Funktion wird die im Diagramm ausgewdhlte Region gescannt, um
die Schwellenwerteinstellung zu finden, die die besten Schétzwerte der
gegebenen Konzentrationen liefert. Die ausgewdhlte Region kann gedndert
werden. Dazu geben Sie in die angezeigten Textfelder neue obere und unteren
Grenzen ein.

Bei den allermeisten Analysen sind die standardméfigen oberen und unteren
Grenzen gut geeignet. Die Standardkurve wird auf Grundlage der Proben
erstellt, die als Standards gekennzeichnet worden sind, und durch Scannen der
Schwellenwerte soll die allerbeste Kurvenanpassung ermittelt werden (d. h. bei
der der R-Wert so nahe wie méglich bei 1,0 liegt).

AutorFind Theeshold

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022

92



Ergebnisse

Mit dieser Option wird das Fenster Quantitation Results (Quantifizierungsergebnisse) gedffnet.
Dieses Fenster wird bei Offnen einer Analyse automatisch gedffnet. Wenn das Fenster geschlossen

wurde, kann es mit diesem Befehl wieder gedffnet werden.

BEE
Andlysis Mo |ColoufName [Type Ot |CtComment [Given Cono| Cale Conc[c] % Viar | Fep. Ct_|Rep. Ct5td] Aep. L [95% O] [ lep. Cale. Cone.| Fiep. Cale. Cone. [sszl
Cycling A ieen (Page 1) 1 1068 Standad 373 TO0E+06  7.18E+07  281% 373 000 1373, 3.74] TATE+7 [1ATE+07 , 4 35E +08]
Cyciing A Green (Page 1 2 [ 10e8 Standard | 3.74 100E+08  7.17E+07 26.3%

Cycling A Green (Page 1) |3 [N 1023 Standad 374 100E+08  7.16E+07 284%

Cyeling AGrzen (Page 1) |4 1067 Standad 611 TO0ES07 1LA4Ew07)  440% 606 0.06 [591,6.21] AGE7 [3,29E 405 , 6,736 407]
Cycling A Green (Page 1) | & 1067 Standad | 608 10007 1A7E.07)  466%

Cyoling A fireen (Page 1) |6 1057 Stendad | 539 TO0E+D7  1SGE+07 G5k

Cycing AGreen (Paoe 1) 7 [ 106 Standad | 1043 100E+06  7.72€+05  228% 1036 0,09 10,15 1060] .00E+D05 [262E +05 , Z44E +06]

Cycling AGireen (Page 1)| 8
Cyeling AGieen (Page 1) |9
Cycling AGreen (Page 1) | 10
Cycling AGireen (Page 1) 11
Cycling A Grzen (Page 1) | 12
Cyeling AGrzen (Page 1) | 13
Cyeling AGreen (Page 1] | 14
Cyoling A Girzen (Page 1) | 15
Cycling A Grzen (Page 1) 16
Cycling A Grzen (Page 1) | 17
Cyeling AGrzen (Page 1) | 18
Cyeling AGreen (Page 1] | 19
Cyoling A Girzen (Page 1) | 20
Cycling A Girsen (Page 1) | 21 1062 Standard NEG MUK CY 1.00E+02
Cycling A Grzen (Page 1)| 22 NTCNTC NEGINTC)

Cycling A Green (Page 1) |23 I NTC NTC NEG INTC)

Cyeling AGreen (Pagz 1) 24 [T NTC  NTC NEGNTC)

1066 Standad | 1027 1O0E+06 B58E+05|  142%

1066 Standad | 1043 1006406 7716405 228%

105 Standad | 1349 1006405 9,58E+04 32 138 013 13711390 9.74E+04 [2.98E 404 , 2506 405
1065 Standad | 1375 1O0E+05 B13E+04]  187%

1065 Standad | 1369 100E+05  B.48Es04]  152%

1064 Standad | 1566 TO0Es08 2246404 1237% 1546 0.25 1464 16.08] 2.56E40d [7.82E 403, B 36 404
10e4  Standad | 1554 TO0E+04 2426404 1417%

104 Standad | 1516 1006404 B03E+04]  20B8%

1063 Standad | 2136 100E+03 471E+02)  528% 2109 0.24 20432163 565E+02 3,13 401, 3 50E 03]
1063 Standad | 2089 100E+03 6A7Ew02|  353%

1063 Standad | 2102 TO0E+03 B.9MEw02)  406%

1062 Standad NEG [MukiCy 1,00E+02

1022 Stendad | 2336 100E+02 7.83E+01  201%

Im Fenster Quantitation Results (Quantifizierungsergebnisse) werden die Ergebnisse eines Laufs in Form
einer Tabelle zusammengefasst. Durch Klicken mit der rechten Maustaste und Wahl der Option Export
to Excel (Nach Excel exportieren) kann die Tabelle nach Excel exportiert werden. Excel &ffnet sich
automatisch. Um die Daten in ein bestehendes Arbeitsblatt zu kopieren, wahlen Sie stattdessen die

Option Copy (Kopieren), 8ffnen das Arbeitsblatt und wéhlen dann Paste (Einfigen).

Im Fenster Quantitation Results (Quantifizierungsergebnisse) werden die folgenden Spalten angezeigt.

Analysis (Analyse): Der aktuelle Datensatz (Erfassungskanal und Probenseite).

No. (Nr.): Probennummer

Color (Farbe): Die individuell festgelegte Farbe des Probendiagramms.

Type (Typ): Die festgelegte Probenart.

Cn Der ermittelte Cr-Wert.

Cr Comment (Cr-Anmerkung): Ausgeschlossene Cr-Werfe werden automatisch kommentiert. Die folgenden

Kennzeichnungen sind méglich:

NEG (Multi Ct): Die Fluoreszenzkurve schneidet die Schwellenwertlinie
mindestens zweimal (doppelter Schnittpunkt). Ein eindeutiger Cr-Wert kann
nicht bestimmt werden.

NEG (NTC): Die Gesamffluoreszenzerhdhung erfiillt die Bedingungen nicht, die
im Meni Outlier Removal (Entfernung von Ausreifern) unter ,NTC threshold”
(NTC-Schwellenwert) definiert wurden (siehe unten). Beispielsweise schneidet
die Fluoreszenzkurve zwar die gegebene Schwellenwertlinie, die kleine
Gesamtsteigung ist jedoch typisch fiir eine Negativkontrolle ohne Template. Es
wird kein Cr-Wert ausgegeben.

NEG (R.Eff): Die Gesamffluoreszenzerhshung erfiillt die Bedingungen nicht, die im
Menii Outlier Removal (Enffernung von Ausreifern) unter ,Reaction efficiency
threshold” (Reaktionseffizienzschwellenwert) definiert wurden (siehe unten). Proben,
deren Reakfionen eine bestimmte Effizienz nicht erreichen, werden ausgeschlossen.
Es wird kein CrWert ausgegeben. Diese Kennzeichnung wird nur dann angezeigt,
wenn die entsprechende Funktion akfiviert ist.
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%Var

Rep. Ct:

Rep. Ct Std. Dev.
(Standardabweichung, Cr-Werte
der Replikate):

Rep. Ct. 95% C.I. (95%Kl, CT-
Werte der Replikate):

Rep. Calc. Conc. (Rep.-Berechn.
Konz.)

Rep. Calc. Conc. 95% C.I.
(Rep.-Berechn. Konz. 95-%KI):

Die prozentuale Abweichung der berechneten von der bekannten
Konzentration. %Var = Abs (berechnet/gegeben-1)

Der mittlere Cr-Wert aller Proben mit dem gleichen Namen wie diese Probe.

Die Standardabweichung der Ci-Werte aller Proben mit dem gleichen Namen
wie diese Probe.

Der statistische CrBereich, in den 95 % aller Abweichungen des CrWerts
fallen. Es handelt sich dabei um eine konservative statistische Messgrofie, die
zur Qualitétsbeurteilung verwendet werden kann. Dieser Bereich kann durch
eine hdhere Anzahl an Replikaten oder weniger Variation zwischen den
Replikaten verkleinert werden.

Die berechnete Konzentration aller Proben mit dem gleichen Namen.

Hinweis: Dies ist nicht ein einfacher Mittelwert der berechneten
Konzentrationen. Es handelt sich um den geometrischen Mittelwert. Wegen der
exponentiellen Eigenschaften der Amplifikation in Echtzeit eignet sich diese
mathematische GréBe besser.

Konzentrationsbereich, in den 95 % der Ergebnisse einer Einzelprobe fallen,
sowie das lineare Regressionsmodell, auf dem der Bereich basiert. Diese GréfBe
kann wie folgt verstanden werden: Wenn ein Lauf viele Male mit der gleichen
Variabilitat wiederholt wird, dann wird erwartet, dass 95 % der Ergebnisse in
diesen Konzentrationsbereich fallen. Es handelt sich um eine konservative
Schétzung, und der Bereich kann ziemlich grof3 sein, da Echtzeitanalysen
relativ groBen Schwankungen ausgesetzt sind. Dieser Bereich kann groB sein,
wenn die Konzentrationen der Standards stark von den Konzentrationen der
unbekannten Proben abweichen, wenn nur eine kleine Zahl an Replikaten
gemessen wird oder wenn erhebliche Variationen vorliegen.

Wichtig: Die Variationen dieses Werts sind durch das exponentielle Verfahren
der Amplifikation in Echtzeit bedingt und nicht durch den Rotor-Gene Q MDx
Thermocyler. Ahnliche Tests auf Thermocyclern mit Blécken wiirden noch
groere  Variationen ergeben, da die TemperaturgleichméBigkeit
blockbasierter  Systeme niedriger ist. Zum Vergleich verschiedener
Thermocyclern empfehlen wir die Standardabweichung der Cr-Werte.

Hinweis: Weiterfihrende Hinweise zu Konfidenzintervallen finden Sie in Anhang B.

Hinweis: Alle Spalten mit Ausnahme von Color (Farbe), Name, Ct und Ct Comment (Cr-Anmerkung)

kénnen ein- und ausgeblendet werden. Dazu klicken Sie mit der rechten Maustaste auf das Fenster

und wahlen den Namen einer Spalte bzw. heben die Wahl einer Spalte auf.
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=10 ]
Mo, [C|Mame Ct Ct Comment | Given Conc [Eopl Calc Conc [Eopiel % War |:|
1 I FA0E Analysis S00.000.000, 324345068, B1%_|
2 BW30E v 00000000, 301.264.230, 0,4%
3 W0E oy Color 300000000, 308.453.920, 26%
4 W08 L Name 00000000, 296576301, 05%
I ESl Ty 30000000, 27524578, 8.3%
I ESRA 30000000, 26405444  120%
i B 30000000, 28701296 43%
8 W07 e cone (Copies) 0000000,  Z3847613  205%
5 W ars i 5,000,000, 3392142, 13z
T ES P 3,000,000, 3170880, 5.7
Il B 000000, 3130752 L4%
I B 3.000.000, 3.166.39, 5 5%
13 3WI0E v Rep. CtStd. Dev. 300,000, 21.913, 7%
14 | 075 v Hen et Bt 300,000, 305,744, 1.9%
15 W05 Rep. Calc. Conc. 300,000, 312.045, 4.0
16 IWI0F Rep. Calc. Conc. (95% CI) 300,000, 324 69K, 8.2%
17 [l 30 1947 30.000, 32.420, B.1%
18 [l 30 1359 30.000, 29872, 0.4%
19 [l 30 1953 30.000, 31102, 37%
20 0t 1952 30000, 1.301, 43%
21 073 293 3000 2,850, 5,0%
2 03 2% 3000 2793, £.9%
2 W0t 294 3000 2,825, 5.6%
24 073 2231 3.000 2.888, 37%
= [0 26,03 300, 322, 75%
x [l 26,11 300, 308, 16%
7 [l a0z 26,26 300, 275, B5%
2 [l 2072 18 00, 291, 31_/|;|
] | 3

Mit der Funktion AutoStat (Automatische Statistik) kénnen Mittelwerte, Standardabweichung und
Mindest- und Héchstwerte von Zielproben bequem automatisch berechnet werden. Wéhlen Sie die
gewinschten Ergebnisse, in dem Sie sie mit der linken Maustaste ziehen. Die Werte werden rechts

im Bildschirm in Form einer Tabelle angezeigt.

In diesem Screenshot werden die Konzentrationen mehrerer Proben analysiert.

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

Ct | Given Canc [Eop| Calz: Cone [Eopie| % War | fa mfar.umum-. gg_ﬁgggg
14.42 00000005 2E5HTIEd: 58% | E;’:;“;fm' 3
1459 30000000 16.2% :
14.40 ENI]  28730050] 42% tean : 27328521
17.44 3000000 422624 141% Std Dev : 1.07537
1758 3000000 3103391 34% (Orders of Mag ]
17.42 3000000 467111 156%
2099 300000 285353 49%
2092 300000 293098 04%
21.04 300000 275802 B1% Copy |
M 0n b ) el 1N

4] N t

Wichtig: Die Funktion AutoStat (Automatische Statistik) ist kontextabhéingig. Dies bedeutet, dass sie

wo méglich nur relevante Informationen erzeugt.
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Zum Beispiel:

e Auf Grundlage eines ausgewdhlten Satzes berechneter Konzentrationen kann kein 95%-

Konfidenzintervall bestimmt werden, da auch das Regressionsmodell beriicksichtigt werden muss.

e Die Standardabweichung ,Orders of Magnitude” (Gréfenordnung) wird fir berechnete
Konzentrationen angegeben statt als absoluter Wert. Der Wert wird in Prozenten angegeben.
Der Wert 1,07537 ist beispielsweise eine  Abweichung von 7,54 %
(278.974 - 322.611) = (300.000/1,07537 — 00.000 * 1,07537). Es macht keinen Sinn,
einen absoluten Wert fir eine Standardkurve zu berichten. Der Wert wdre bei der niedrigsten
Konzentration (+ 3 Kopien) ein anderer Fehler als bei der héchsten Konzentration (+ 3.000.000
Kopien). Aus diesem Grund wird die Standardabweichung mit der Option ,Orders of
Magnitude” (GréBenordnung) angegeben.

® Bei den berechneten Konzentrationen wird der geometrische statt dem arithmetischen Mittelwert
verwendet. Auf diese Weise werden die exponentiellen Eigenschaften der Real-Time PCR
beriicksichtigt. Im Falle einer zweifachen Verdinnung mit 1, 2, 8 und 16 Kopien, ist der
geometrische Mittelwert 4 Kopien, da dies der Wert in der Mitte der Verdinnungsreihe ist. Der
arithmetische ~ Mittelwert  liegt bei 6,75. Der geometrische Mittelwert  betragt
(1 *2*8*16)*1/4) = 4 Kopien.

Dynamische Normalisierung der Rohrchen

Die Option Dynamic Tube (Dynamisches Rohrchen) ist in der Standardeinstellung aktiviert. Sie dient

zur Ermittlung des mittleren Hintergrunds jeder Probe kurz vor Beginn der Amplifikation.

Bei einer standardméaBigen Normalisierung werden einfach die ersten 5 Zyklen genommen und als
Indikator fiir den Hintergrundwert jeder Probe benutzt. Alle Datenpunkte der Probe werden durch
diesen Wert dividiert, um die Daten zu normalisieren. Dies kann ungenau sein, da bei einigen
Proben die Hintergrundwerte der ersten 5 Zyklen nicht den Hintergrundwerten kurz vor der
Amplifikation entsprechen. Bei der dynamischen Normalisierung der Réhrchen wird die zweite
Ableitung jeder Probenkurve verwendet, um fir jede Probe einen Ausgangspunkt zu ermitteln. Fir
jede Probe werden die Hintergrundwerte dann ab Zyklus 1 bis zu diesem Ausgangspunkt ermittelt.

Dies liefert die genauesten Quantifizierungsergebnisse.

Hinweis: Bei einigen Datensdtzen ist die Hintergrundfluoreszenz in den Zyklen vor Beginn der
Amplifikation nicht gleich bleibend. In diesen Féllen muss die dynamische Normalisierung der
Réhrchen eventuell deaktiviert werden (durch Klicken auf Dynamic Tube (Dynamisches Rohrchen)),

da die Quantifizierung mit dem dynamischen Réhrchen weniger genau ausfallt.
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Steigungskorrektur von Rauschsignalen

Die Fluoreszenzintensitdt (FI) des Probenhintergrunds sollte idealerweise vor der Amplifikation
konstant sein. Manchmal wird jedoch iber mehrere Zyklen ein allmahlicher reaktionsbedingter
Anstieg oder Abfall der FI beobachtet. Dies erzeugt ein verzerrtes Rauschsignal. Anstatt einen
Mittelwert zur Normalisierung dieser Linie zu verwenden, kann durch die Steigungskorrektur von
Rauschsignalen eine bessere Anpassung erzielt werden. Durch Auswahl dieser Option (Schaltfléiche
Slope Correct (Steigungskorrektur)) kénnen Replikatdaten verbessert werden, wenn die
Probenbasislinie erkennbar ansteigt bzw. féllt. Die Steigungskorrektur von Rauschsignalen kann
dann die Daten verbessern, wenn beobachtet wird, dass das Hintergrundsignal vor dem

Ausgangspunkt (C1) ansteigt oder abfallt.

Wo die Steigung nicht konstant ist oder wo die ersten Basislinien-Zyklen einen erheblichen
Signalanstieg oder -abfall des Signals im Vergleich zur restlichen Kurve zeigen, kann die Option
Noise Slope Correction (Steigungskorrektur von Rauschsignalen) unerwiinschte Effekte haben. Zu
diesen gehdren Negativkontrollen, die Gber den Schwellenwert steigen. Solche Effekte liegen an
der Anpassung der Basislinie auf Grundlage von Schédtzwerten und der entsprechenden
Normalisierung der Rohdaten. Daher kann diese Funktion die Datenqualitét nicht immer verbessern
und sollte nur dann eingesetzt werden, wenn in den Rohdatenkurven eine stetige Steigung
beobachtet wird.

Anpassung des Ausgangspunkts

Der Algorithmus der Ausgangspunktanpassung kann verwendet werden, um die Basislinien-
Mindestlange fir die Normalisierung festzulegen. Zur Anwendung der Ausgangspunktanpassung
missen zwei Parameter definiert werden. Berechnet die Option Dynamic Tube (Dynamisches
Rahrchen) einen Ausgangspunkt, der niedriger ist als der erste Parameter, dann wird der zweite
Parameter als Ausgangspunkt verwendet. Die Ausgangspunktanpassung kann nur zusammen mit

der Normalisierung mithilfe der Funktion Dynamic Tube (Dynamisches Réhrchen) erfolgen.
Erste ignorieren

Die Fluoreszenzsignale der ersten Zyklen eines Laufs sind unter Umsténden nicht reprasentativ fir
den Rest des Laufs. Aus diesem Grund kénnen bessere Ergebnisse erzielt werden, wenn die ersten
Zyklen ignoriert werden. Es kénnen bis zu 10 Zyklen ignoriert werden. Wenn der erste Zyklus
jedoch dhnlich aussieht wie die folgenden Zyklen, werden bessere Ergebnisse erzielt, wenn die
Funktion ,Ignore First” (Erste ignorieren) deaktiviert wird, da dem Normalisierungsalgorithmus so

mehr Daten zur Verfigung stehen.
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Entfernung von AusreiBBern

Um zwischen unerheblichen Fluoreszenzénderungen und echten Reaktionen in Kontrollen ohne

Template (No Template Controls, NTC) unterscheiden zu kdnnen, werden zwei Messwerte zur
Verfigung gestellt: NTC Threshold (NTC-Schwellenwert) und Reaction Efficiency Threshold
(Reaktionseffizienzschwellenwert). Der NTC Threshold (NTC-Schwellenwert) wird fir die meisten

Anwendungen empfohlen. Der Ansatz sollte validiert werden.

H outlier Removal [

el

—MTC Threzhold :
Percentage of largest Fl change

4
I Ve e Sl S L (L P R e s ey e et o P S et e

0% 15%

a0z

I 2 % |ezz than thiz percent [relative ta the largest

A zample with a total change in fluorezcence

change in any tube] will not be displayed.

— Reaction Efficiency Threshold ;
™ Enabled Only zamples which have an individual

Thisskak 00 :II % walue will be dizplayed after

reaction effiency at least equal to this

normalization.

ok, I Cancel Help

NTC Threshold (NTC-
Schwellenwert):

Diese Funktion erméglicht den Ausschluss von Proben bzw. NTC aus der
Analyse, bei denen eine leichte ansteigende Signaldrift beobachtet wird.
Proben mit einer Anderung unter dem NTC-Schwellenwert werden im Bericht
nicht beriicksichtigt. Sie werden in der Spalte ,CT Comment” (Cr-Anmerkung)
mit ,NEG (NTC)" gekennzeichnet.

Die Prozentzahl ist relativ zur groften Anderung in einem Réhrchen. Wenn
eine Probe beispielsweise mit einem Hintergrund von 2 Fl begann und auf 47
FI gestiegen ist, dann sind 45 FI 100 %. Bei einem NTC-Schwellenwert von
10 % wird jedes Signal unter 4,5 Fl als Rauschen eingestuft.
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Reaction Efficiency Threshold Der Reaktionseffizienzschwellenwert ist eine alternative Methode fiir den

(Reaktionseffizienzschwellenwert)  Ausschluss von Rauschen aus der Analyse. Dieser Normalisierungsalgorithmus
nutzt die Verfahren zur Abschétzung der Effizienz der Reaktionen. Diese
Verfahren werden auch bei der vergleichenden Quantifizierung verwendet
(siehe Abschnitt 6.6.6). Alle Proben, deren Reaktionseffizienz unter diesem
Wert liegt, werden ausgeschlossen und in der Spalte ,CT Comment” (Cr
Anmerkung) mit ,NEG (R.Eff)” gekennzeichnet.

Ein Wert von O % bedeutet, dass in der exponentiellen Phase keine Reaktion
stattfand. Ein Wert von 100 % bedeutet, dass die Reaktionen in der
exponentiellen Phase vollstdndig effizient waren. Negative Prozentzahlen
bedeuten, dass das Fluoreszenzsignal in der exponentiellen Phase abnahm.

In der aktuellen Forschung konnte noch nicht abschlieBend beurteilt werden,
welche Effizienzgrade eine genaue Unterscheidung zwischen echten
Reaktionen und Kontamination bzw. anderen Effekten erméglichen. Aus diesem
Grund empfehlen wir eine vorsichtige Verwendung dieser Funktion. Dabei gilt
die Annahme, dass alle Proben mit echten Reaktionen eine sichtbare
exponentielle Phase mit erhdhter Fluoreszenz besitzen. Wird dieser Wert iber
0 % eingestellt, werden einige Proben mit einem wahrnehmbaren, aber
ineffizienten Fluoreszenzanstieg ausgeschlossen. Eine Einstellung unter O %
fihrt zur Anzeige von Proben mit Fluoreszenzabnahme in der exponentiellen
Phase, die natiirlich ausgeschlossen werden sollten.

Hinweis: Wird ein Fluoreszenzwert aufgrund der Aktfivierung eines dieser Verfahren
ausgeschlossen, wird der entsprechende Cr-Wert im Fenster Quantitation Results
(Quantifizierungsergebnisse) nicht angezeigt. Gleichzeitig wird der Ausschluss in der Spalte ,Ct
Comment” (Cr-Anmerkung) gekennzeichnet. Daher ist es wichtig, dass die Spalte ,Ct Comment”
(C+-Anmerkung) immer angezeigt wird.

In der folgenden Abbildung werden die Proben 7, 8 wund 9 aufgrund des

Reaktionseffizienzschwellenwerts ausgeschlossen.

_in/x]
Mo, [Mame  [Type | ot | Ct Comment | Given Conc [copies/ieaction] |
7 10ek Standard MEG [R.Eff] 1.00E+06
8 10ek Standard MEG [R.EH] 1,00E+08
9 10e6 Standard MEG [R.EHf] 1.00E+05
10 10e5 Standard | 15.04 1.00E+05
11 10e5 Standard | 15,03 1,00E+05
1 2I I'I Oed Standard | 15,05 '|,|:||:|E+I:I5I
4 b

Die Steigung (M) einer Reaktion (wie im Fenster Standard Curve (Standardkurve) angezeigt) kann
zur Ermittlung der exponentiellen Amplifikation und Effizienz der Reaktionen dienen. Dabei gelten
die folgenden Berechnungen:

Exponentielle Amplifikation = 10-1/M
Effizienz der Reaktionen = [107/M] — 1

Dies sind die optimalen Werte: M = -3,322, exponentielle Amplifikation = 2 und Effizienz der
Reaktionen = 1. Die Effizienz der Reaktionen wird im Bericht (sowohl im vollstdndigen als auch im
Standardbericht, siehe Seite 85) und im Fenster Standard Curve (Standardkurve) angegeben.
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Die Steigung wird berechnet als Anderung von Cr geteilt durch die Anderung des Log-Inputwerts
(d. h. der Kopienzahl). Eine zu 100 % effiziente Amplifikation bedeutet, dass das
Amplifikationsprodukt in jedem Zyklus verdoppelt wird. Dies bedeutet eine Steigung M von -3,322,

ein Amplifikationsfaktor von 2 und eine Effizienz der Reaktionen von 1.
Liegt die Steigung M bei -3,322, ergeben sich die folgenden Berechnungen:

Exponentielle Amplifikation: 10-1/-3:322) = 2
Effizienz der Reaktionen: [10F1/-3:322] — 1 = ]

In einem anderen Beispiel liegt die Steigung M bei 3,8. Damit hat die Reaktion eine exponentielle
Amplifikation von 1,83 und eine Effizienz der Reaktionen von 0,83 (bzw. 83 %).

In einer Gleichung, die die Beziehung zwischen zwei Variablen beschreibt, wird der Schnittpunkt mit
der y-Achse oft mit dem Buchstaben B ausgedriickt [y = Mx + B). Der Schnittpunkt mit der y-Achse wird
manchmal auch als y-Achsenabschnitt oder Ordinatenabschnitt bezeichnet. B reprasentiert Cr bei der

Konzentration 1. Bei Einsetzen von 1 in die Konzentrationsgleichung ergibt sich:

Cr=log(l) *M +B
CG=0*M+B
Das Ergebnis ist Cr = B

Der Schnittpunkt mit der y-Achse kann sich von Lauf zu Lauf verschieben und ist weniger stabil als der

Gradient. Aus diesem Grund wird der Gradient haufiger analysiert als der Schnittpunkt mit der y-Achse.
Hauptfenster
Im Hauptfenster werden die Amplifikationsdiagramme mit einer logarithmischen x-Achse dargestellt.

Durch Klicken auf Linear Scale (Lineare Skalierung) unten im Fenster éndert sich die logarithmische
Darstellung zu einer linearen Darstellung bzw. umgekehrt. Die Anderung der Darstellung betrifft nur
die die Anzeige der Diagramme. Die berechneten Werte dndern sich nicht. Dies kann mit dem
Zeiger-Tool geprift werden. Klicken Sie dazu mit der rechten Maustaste auf das Diagramm und
wiéhlen Sie die Option Show pinpointer (Koordinatenwerte anzeigen). In einer logarithmischen
Darstellung sind kleinere Werte im Diagramm besser erkennbar. Eine lineare Darstellung gibt eine

bessere Ubersicht der Gesamtreaktion.

Hinweis: Die Amplifikationsdiagramme werden in Echtzeit aktudlisiert, da der Rotor-Gene Q MDx
wahrend des Laufs mehr und mehr Daten erfasst. Dank dieser Uberwachung der Daten in Echtzeit kénnen

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022

100



die Benutzer die Ergebnisse sehen, sobald die Kurven exponentielles Wachstum zeigen. Vorléufige
Schlussfolgerungen kénnen gezogen und Entscheidungen fir den néichsten Lauf getroffen werden.

Vorlagen fir die Quantifizierungsanalyse

Die Vorlagen fir die Quantifizierungsanalyse erméglichen den Export von Normalisierungs- und
Schwellenwerteinstellungen in einer einzigen Datei mit der Dateierweiterung *.qut. Diese Datei
kann importiert und bei anderen Experimenten angewendet werden. Weitere Informationen dazu

siche Abschnitt 7.1.

Imported Settings
£RORnE}

Impaort.... Export...

6.6.3  Zwei Standardkurven
Eine relative Genexpressionsanalyse kann mithilfe der 2-Standardkurven-Methode durchgefiihrt werden.

Fir diese Methode ist eine Standardkurve fir jedes Gen erforderlich. Die Konzentration jedes Gens
wird mit der jeweiligen Standardkurve quantifiziert. Die Genexpression wird dann mithilfe des

Normalisierungsgens (oft ein nicht reguliertes Housekeeper-Gen) normalisiert.

Es ist wichtig, dass die Standards und Probenreplikate bei der Probeneinrichtung korrekt benannt
werden (siehe Abschnitt ,Proben einrichten”). Insbesondere missen identische Proben in jeder
Analyse identische Namen besitzen. In einer Multiplex-Reaktion, bei der die Réhrchenpositionen
des Zielgens und des Normalisierungsgens identisch sind, reicht ein Satz Probendefinitionen. Wenn
eine relative Analyse mit einem Normalisierungsgen in nur einem Kanal durchgefihrt wird (z. B.
die Reaktionen werden in separaten Réhrchen mit dem gleichen Fluorophor durchgefihrt), dann
mijssen 2 Probenseiten erstellt werden. Auf der ersten Seite werden fir die Rhrchenpositionen mit
Probe das Zielgen angegeben, die anderen Positionen bleiben unbeschriftet. Auf der zweiten Seite
missen die Positionen mit dem Normalisierungsgen beschriftet werden. Die Software wird die

Proben dann ber die beiden Analysen hinweg auf Grundlage der Namen korrekt zuordnen.
Expressionsanalyse mit der 2-Standardkurven-Methode

Die Daten werden zuerst fir jedes Gen quantitativ analysiert. Andernfalls werden die Ergebnisse

jedes Gens mit dem Tool Autofind Threshold (Schwellenwert automatisch ermitteln) bestimmt.

1. Im Fenster Analysis (Analyse) wéhlen Sie die Registerkarte 2 Std Curve (Rel.) (2-Standardkurven
(relativ). Klicken Sie auf New Analysis... (Neue Analyse).
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Ouartitation | Melt
25td Curves (Rel) | Other..

Show | Hide |
V' Auto-shrink windaw

2. Geben Sie einen Namen fir die Analyse ein.

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

Cancel

Relative Quarnt. Analysis

3. Weisen Sie die Seiten fir die Analyse des Normalisierungsgens und die Analyse des Zielgens
zu. Durch Klicken auf Gene of Interest Standard Curve (Zielgen-Standardkurve) wird das Fenster
Selection of Gene of Interest Standard... (Auswahl des Zielgenstandards) angezeigt. Wahlen Sie
die Seite, wo das Zielgen quantifiziert wurde. Wiederholen Sie das Verfahren fir das
Normalisierungsgen. Optional kann ein Kalibrator festgelegt werden. Wird diese Option
gewdhlt, wird dem Kalibrator der Wert 1 zugewiesen. Alle anderen Probenkonzentrationen
werden dann relativ zu dieser Probe berechnet.

Relative Quantitation %] |
;__i] Heparts Ewport |

2 Standard Curves Belative Quantitation |

[ Gere of Interest Standard Curve
[ Marmalizer Standard Curve

[ Calibratar Defined
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{G Selection of Gene of Interest Standar. .. |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an existing analysiz to uze, of to create a
new analysiz, select a channel from the list, then click,
Select. Thiz window will cloze and vau will be taken ta
thie main window of this analyziz.

El Cycling &, vellow

Select Other Run... Cancel I

Nach Abschluss aller Auswahlen sind die Optionen mit einem Hakchen markiert wie unten

gezeigt.
Relative Quantitation %] |
=z Reports @ E xport |

2 Standard Curves Belative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Mormalizer Standard Curve
[ Calibratar Defined

¥ Auta-shiink windaw

4. Klicken Sie auf die Schaltflache Reports (Berichte), um den Report Browser (Bericht-Browser)
anzuzeigen. Wéhlen Sie die Analyse mit dem korrekten Namen von der Liste. Klicken Sie auf
die Schaltfldche Show (Anzeigen), um den relativen Quantifizierungsbericht anzuzeigen. Die
Option Export exportiert die Ergebnisse in ein neues Excel-Arbeitsblatt. Wurde ein Kalibrator
verwendet, wurden die Ergebnisse relativ zum Ergebnis der Kalibratorprobe berechnet; d. h.

der Kalibratorprobe wird der Wert 1 zugewiesen.
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B Report Browser ol x|
— Report Categories

— Templates :

- [General]
- Melt Curve Analysis
CH Comparative Quantitation
&-Delta Delta CT Relative Quantitation
. Relative Quant. Analysis
B2 Standard Curves Relative Quantitation
. Relative Quant. Analysis

MIQE Report (2 Standard Curves Condse)

"% MIQE Report {2 Standard Curves Full Report)

1)
*% Relative Quant(Standard Curve)

Show I Cancel I

5. Es werden angezeigt die in den Standardkurven abgelesenen Konzentrationen des Zielgens
(GOl Conc.) und des Normalisierungsgens (Norm. Conc.) und die relative Konzentration

(Relative Conc.). Die Ergebnisse kdnnen als Word-Datei gespeichert werden.

Expression R

Ca..tor 4] 2 s s cs
Samples.

el
e

warw.gagenom

Relative Quant. Analysis

T Stendd Curves
Exparimant Information

Rur Neme [aacTun
Fun Stan 10.01.2008 1
Aun Fren 10012008 1
[Goataan

Hotzs

Run On Sohyare Version| Al
Fun Sigrsiure
Gan Green 9

Gene Exprassion Graph (Raw Values)

]

Gene Expression Graph (Logarithmic)

os}-
g os
B
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6. Die Werte Rel Min (Relatives Minimum) und Rel Max (Relatives Maximum) werden mit der
folgenden Gleichung berechnet, in die der Koeffizient (Quotient der Standardabweichung

durch Mittelwert) fir das Zielgen und das Normalisierungsgen einflieft:

2

_ \/ 2
Cvrelconc - CVGOI + Cth)rm

wobei:

S stddev
X  meanvalue

CcVv =

6.6.4 Relative Quantifizierung mit Delta-Delta-Cr

Die Delta-Delta-C-Methode erméglicht eine relative Genexpressionsanalyse. Die Methode wurde
von Livak und Schmittgen (2001) beschrieben. *

Fir diese Methode sind nicht in jedem Lauf Standardkurven erforderlich. Jede Probe wird zundchst
mit Blick auf die hinzugefigte Menge DNA-Template im Vergleich mit dem Normalisierungsgen
normalisiert. Diese bereits normalisierten Werte werden anschlieBend relativ zum Kalibrator ein
zweites Mal normalisiert. Der Kalibrator kann zum Beispiel eine Wildtyp-, eine unbehandelte oder

eine Zeitpunkt-Null-Probe sein.

Es ist entscheidend wichtig, dass die Amplifikationeffizienzen des Zielgens und des
Normalisierungsgens identisch sind. Dies muss gemdaf3 den Richtlinien von Livak und Schmittigen

validiert werden.

Es ist entscheidend wichtig, dass die Probennamen im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten)
korrekt definiert werden. Die gleichen Proben missen in jedem Teil der Quantifizierungsanalyse

identische Namen besitzen.

1. Analysieren Sie die Daten mit der Funktion ,Quantitation” (Quantifizierung). Nach

Durchfihrung der Validierung ist es nicht erforderlich, eine Standardkurve zu erstellen.
In der Registerkarte Other (Andere) im Fenster Analysis (Analyse) wéhlen Sie die Option Delta Delta
CT Relative Quantitation (Relative Delta-Delta-CT-Quantifizierung). Klicken Sie auf New Analysis
(Neue Analyse).

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using realtime quantitative PCR and the
2/ [-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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25t Cuves [Rel) | or—- 11
Me Allelic Discrimination

" Cycling A Green [Page
%" Cycling &.Orange [Pam

Clearing Paint Analysis

Comparative Quantitation
Cancentration Analysiz

Delta Delta CT Rel [uantitation

EndPaint Analysis

High R esolution kelt Analysiz
Scatter Graph Analysiz

Show All Analyziz Options....

Show | Hide |
™ Auta-shiink windaw

2. Geben Sie einen Namen fir die Analyse ein.

Rotor-Gene ( Series Software ] x|
Enter a name for the relative quantitation analyziz:

Cancel

3. Die Option Validation Run Performed (Validierungslauf durchgefihrf) muss aktiviert werden, um
mit der Analyse fortzufahren. Definieren Sie die Seiten, wo die Zielgene und

Normalisierungsgene analysiert wurden.

Relative Quantitation E |
= Hepors Erpart |

Delta Delta CT Felative Quantitation |

[ alidation Fiun Performed
[ Gere of Interest Quantitation

[ Mormalizer Quantitation
[ Calibrator Defined

I Buto-shink windov
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{0 Selection of Normalizer Standard Curve |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an existing analysiz to uze, of to create a
new analysiz, select a channel from the list, then click,
Select. Thiz window will cloze and vau will be taken ta
thie main window of this analyziz.

: malizer
- Cycling & Orange

------ o Gene of lnterest

Select | Other Run... | Cancel I

4. Klicken Sie auf die Schaltflache Reports (Berichte), um den Report Browser (Bericht-Browser)
anzuzeigen. Wahlen Sie die Analyse mit dem korrekten Namen von der Liste. Klicken Sie auf
die Schaltfldche Show (Anzeigen), um den relativen Quantifizierungsbericht anzuzeigen. Die
Option Export exportiert die Ergebnisse in ein neues Excel-Arbeitsblatt. Wurde ein Kalibrator
verwendet, sind die Ergebnisse relativ zum Ergebnis der Kalibratorprobe; d. h. der

Kalibratorprobe wird der Wert 1 zugewiesen.

_laixi

—Report Categaries - —

- [General)

Ea el Curve Analysiz

Ba Comparative Quantitation

EI Drelta Dela CT Relative Guantitation

. ' Relative Quant. Analysis

- 2 Standard Curves Pelative Quantitation
. Relative Quant, Analysis

QF Report (Delta Delta Ct Condse)
o0
2 MIQE Report (Delts Delta Ct Full Report)

v
2 Relative Quant(Delta Delta)

Shaow I Cancel |

Ein Beispiel fir ein Ergebnis dieser Analyse ist im Folgenden dargestellt. Die Cr-Werte des Zielgens
(GOI Ci), die Cr -Werte des Normalisierungsgens (Norm. Cr), Delta Cr, Delta Delta Cr und die
relative Konzentration (Relative Conc.) werden angezeigt. Die Expression ist relativ zur

Kalibratorprobe angegeben, der eine relative Expression von 1 zugewiesen wurde.

Weiterfihrende Hinweise zur Ableitung der Gréf3en Rel Min und Rel Max finden Sie bei Litvak
and Schmittgen (2001).*

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using realtime quantitative PCR and the
2/ [-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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C|Replcate Mame  [GOICT  [Mom CT  |DekaCT | Delts Delta CT | Relalive Conc. [RelMin | RelMax | Calibrator

Dilution & 2837
Dilutian 7 36 28.39 9.22 4.40 0.04726 004128 005414
Dilution & |72 2628 744 282 016226 014304 017663
Dilution & 35.04 2824 B.80 1.98 0.25232 011715 0.54605
Dilution 4 3294 2812 482 0.00 1.00000 063432 1.44025 Yes
Dilutian 3 3166 28.23 343 .38 260925 216257 314579
Dilutian 2 30,08 2802 203 279 £.92153 E.49040 738130
Dilution 1 2881 27.92 0E3 412 1741838 1B.47833 1841322
QS 011U 2811
0316 (Ul 3762 2810 951 4.70 0.03857 003633 004094
T 36.84 2815 869 2.88 0.08805 0.04415 010488
316 U 34.45 28.05 E.40 1.53 033305 0.282068 039325
054 3267 2829 438 0.43 1.34325 1.09820 165770
Q53 30,07 27.98 209 273 661982 616688  7.00076
Q52 2608 2764 0.78 557 4761474 45.02202  50.35677
Q51 24.07 2710 Redie) 785 23060440,  208.45384 ) 25510870

6.6.5 Schmelzkurvenanalyse

Zur Schmelzkurvenanalyse werden die Rohdaten geglattet und die erste Ableitung der Kurve
berechnet und analysiert. Diese Analyse wird oft fir die Genotypisierung und allelische
Diskriminierung verwendet. Die Peaks der Kurve werden in Klassen gruppiert, und alle Peaks
unterhalb des Schwellenwerts werden verworfen. Mit dem Befehl ,Genotypes” (Genotypen) kdnnen

die Klassen Genotypen zugeordnet werden.

Nach Abschluss des Laufs ist es bei einigen Reaktionen méglich, einen Denaturierungsschritt
hinzuzufiigen, um die Dissoziationskinetik der amplifizierten Produkte zu visualisieren. Die
Temperatur wird linear erhoht und die Fluoreszenz jeder Probe wird aufgezeichnet. Eine typische

Schmelzkurvenanalyse ist weiter unten dargestellt.

B Rotor-Gene Q Series Software - GybrMelts =181 X
Fle Andlyss Run Gan View window Help
7 2 B 7 1 : -
ACHPHUE O W@ 9 & 4 W (im0 :
New Open Save | St Pase Siop | Help Settings Progress Profle  Temp, Samples Analysis Arrange
|chamets o verach o eacre
B4 Melt Curve Analysis - Melt A.CH1 (Page 1) _|oj x| | Page: Page1
Resuks | Genotypes..,
BinG,
0s [
Bin 4|
04
= in
Fo3 Tvesror]
02
01 .
Bark On | Bark Of
NamedOn_| AlOn | AlDH |
E S B0 3 70 75 80 8 Eil £ Edit Samples. |
Tempersture
e o ‘ Peak Calling
PEEED wroscale [V Flip sign of dF/dT
Theshold:  [03021 | %]
Genotype Peak 1 Temperature |—55 o
Helerozyoous | 88.5 (Bin B) ;”Ei“;‘“ |
Heterozygous 88,5 (Bin B) eax s
Heleiozyoous | 85,7 (Bin B [Name [ Vakue [ widh [ +]
Wid Type 90.2 Bin C) BindA 8042 4
Wid Type 90,3 Bin C) BnB 855 4~
Wid Type 0.2 (Bin ) New | Edit | Remove
Homozygous | 805 (Bin A) Imported Setings
Homozygous | 80.3 (Bin A) e
Iport Export
Flotor-Gene [ Series Softwre 1.7 (Build 34]

start|| ) @ © @ »||[ “rotor-ene g seriess.. B2 DB S worem
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Flip sign of dF/dT (Vorzeichen
von dF/dT umkehren):

Festlegen der Peaks:

Peak Bins (Peakklassen):

Threshold (Schwellenwert):

Temperature Threshold
(Temperaturschwellenwert):

Peak Calling
[+ Flip sign of dFAQT

Thieshold:  [0.30821 1|
Temperature

Threshaold : I55 1'
Peak Bins

Mame | Value | width | <
Bind& 8042 4 —
BinB 8255 4 hd
Mew I Edit | Femove |

Imported Settings
<hones

Irmpaoit. .. I E=port... |

Vor der Festlegung der Peaks stellen Sie sicher, dass das Vorzeichen von dF/dT
im Datensatz korrekt ist und positive Peaks erzeugt.

Im Rahmen der Schmelzkurvenanalyse kdnnen Peaks mit unterschiedlichen
Methoden festgelegt und berichtet werden. Bei einer Methode werden
automatisch alle Peaks einer Probe angegeben. Bei einer anderen Methode
werden die Peaks Klassen zugeordnet, was insbesondere bei
Genotypisierungen nijtzlich ist.

Eine Klasse beschreibt einen Bereich, in dem Peaks erwartet werden. Die
Schmelzkurvenanalyse-Software gruppiert Peaks je nach den tatséchlichen
Peakwerten in der Kurve in Klassengruppen. Klassen kénnen bei Bedarf
bearbeitet werden.

Jeder Peak, der sich innerhalb der definierten Klassengrenzen befindet, wird
der Klasse zugeordnet. Befinden sich zwei Klassen nahe nebeneinander, wird
der Peak der néchsten Klasse zugeordnet.

Hinweis: Die Klassen sollten nicht optisch positioniert werden, um
Peakpositionen abzuschdtzen. legen Sie die Klasse in den ungefdhren
Zielbereich. Dann benutzen Sie die fatsdchlichen Berichtswerte in der
Ergebnistabelle, um ein genaueres Ergebnis zu erhalten.

Um eine Klasse festzulegen, klicken Sie auf die Schaltfléiche New Bin (Neue Klasse).
Dann klicken und halten Sie das Diagramm, um die Mitte der Klasse zu definieren.
Um eine weitere Klasse hinzuzufiigen, wiederholen Sie das Verfahren. Klassen
kénnen mit der Schalfléiche Remove (Entfernen) geldscht werden.

Um den Schwellenwert (y-Achse) festzulegen, klicken Sie auf das Symbol == ]
Dann klicken und halten Sie das Diagramm und verschieben die Linie auf die
gewiinschte Hohe.

Um den ilpercﬂurschwellenwert (x-Achse) festzulegen, klicken Sie auf das
Symbol . Dann klicken und halten Sie das Diagramm und verschieben
die Schwellenwertlinie nach rechts. Damit wird die Schwellenwertlinie fir die

niedrigeren Temperaturen beseitigt.

Hinweis: Dies ist nitzlich, wenn das Signal bei niedrigen Temperaturen
verrauscht ist.
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Berichte

Mit dieser Option wird Report Browser (Bericht-Browser) gedffnet, in dem ein Bericht fir die
Voranschau gewdhlt werden kann. Berichte kdnnen nach aktuell ausgewdhltem Kanal erzeugt
werden. Oder es wird ein Multikanal-Genotypisierungsbericht erstellt.

Ergebnisse

Mit dieser Funktion wird das Fenster Melt Curve Results (Schmelzkurvenergebnisse) angezeigt, in

dem Probenpeaks dargestellt sind.
Genotypen

Durch Klicken auf Genotypes... (Genotypen) kdnnen Genotypen ausgewdhlt werden, siehe unten.

% Edit Genotypes for Melt A Green |
Genotype ; Abbrev. ;. Bind BinB
IH:::mu:-z_l,lgcuus Ih-'IM I_ _I

IHeternz_l,lgDus Ih-'l"v'v"
|Wi|u:| Type |ww

OF.

Cancel |
Help |

In diesem Fenster kdnnen Genotypen zu den Peakinzidenzen in den Klassen zugeordnet werden.

NI
ST T

L
L

Die standardméfige Genotypkonfiguration ist im Screenshot dargestellt. Fiir heterozygote Proben
werden 2 Peaks, fir homozygote Proben ein Peak in der ersten Klasse und fir Wildtyp ein Peak in
der zweiten Klasse erwartet. In das Feld neben dem Namen des Genotyps kann eine Abkirzung
eingegeben werden. Diese Abkirzungen werden beim Drucken von Multikanal-

Genotypisierungsberichten verwendet, damit alle Ergebnisse aller Kandle besser lesbar sind.

In Multiplex-Analysen missen die Genotypen in jedem Kanal eingerichtet werden. Wird z. B. eine
FRET-Analyse mit Fluoreszenzlschung in zwei Kandlen durchgefihrt, bei der ein Wildtyp und ein
heterozygoter Genotyp in jedem Kanal erwartet wird, missen die Klassenparameter in beiden

Kandlen eingerichtet werden. Die Ergebnisse werden in Form eines Multiplex-Berichts ausgegeben.
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Vorlagen fir die Schmelzanalyse

Die Vorlagen fiir die Schmelzanalyse erméglichen den Export von Normalisierungs-, Schwellenwert-
, Genotyp- und Klasseneinstellungen in einer einzigen Datei mit der Dateierweiterung *.met. Diese
Datei kann importiert und bei anderen Experimenten angewendet werden. Weitere Informationen
dazu siehe Abschnitt 7.1.

Imported Settings
<hone:

Impaort... Export...

6.6.6 Vergleichende Quantifizierung

Im Rahmen der vergleichenden Quantifizierung (in Féllen, bei denen keine Standardkurve erstellt
werden kann) wird die Expression von Proben relativ zur Expression einer Kontrollprobe im Lauf
quantifiziert. Die vergleichende Quantifizierung wird héufig bei Mikroarray-Analysen eingesetzt.
Warton und Mitarbeiter (2004} * liefern ein Beispiel fir diese Methode.

1. Zur Durchfishrung der Analyse wéhlen Sie die Option Other (Andere) und dann Comparative
quantitation (Vergleichende Quantifizierung) im Fenster Analysis (Analyse). Doppelklicken Sie

auf den Kanal, der analysiert werden soll.
2. Im Dropdown-Meni rechts unter dem Umschaltbereich wahlen Sie eine Kontrollprobe.

3. Die Ergebnisse werden automatisch berechnet und im Fenster Comparative Quantitation Results

(Ergebnisse der vergleichenden Quantifizierung) unter dem Diagramm angezeigt.

In der ersten Spalte im Fenster Comparative Quantitation Results (Ergebnisse der vergleichenden
Quantifizierung) werden die Probennummer und der Probenname angezeigt. In der Spalte Takeoff
(Ausgangspunkt) ist der Ausgangspunkt der Probe angegeben. Die Peaks in der zweiten Ableitung
des Amplifikationsdiagramms entsprechen der maximalen Fluoreszenzerhdhung der Reaktion. Der
Ausgangspunkt ist definiert als der Zyklus, bei der die zweite Ableitung bei 20 % des Spitzenwerts

liegt. Er zeigt das Ende des Rauschens und den Ubergang zur exponentiellen Phase an.

In diesem Diagramm wird die zweite Ableitung eines Amplifikationsdiagramms angezeigt, in der

die relativen Positionen des Peaks und der Ausgangspunkt gekennzeichnet sind.

* Warton, K., Foster, N.C., Gold, W.A., and Stanley, K.K. (2004) A novel gene family induced by acute inflammation in
endothelial cells. Gene 342, 85.
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In der Spalte ,Amplification” (Amplifikation) wird die Effizienz der Probe angegeben. Eine Effizienz
von 100 % bedeutet, dass der Amplifikationswert jeder Probe bei 2 liegt, d. h. dass das Amplifikat
in jedem Zyklus verdoppelt wurde. In den Rohdaten verdoppelt sich das Signal in der exponentiellen
Phase. Wenn in Zyklus 12 50 Fluoreszenzeinheiten und in Zyklus 13 51 Fluoreszenzeinheiten
gemessen werden, dann sollte sich die Fluoreszenz in Zyklus 14 auf 53 Fluoreszenzeinheiten
erhdhen. Der Mittelwert, der aus allen Amplifikationswerten jeder Probe gebildet wird, wird rechts
im Bildschirm unter dem Umschaltbereich angezeigt. Je mehr die Amplifikationsschatzwerte jeder
Probe voneinander abweichen, desto gréBer ist das Konfidenzintervall (der Wert nach dem -
Zeichen). Das Konfidenzintervall gibt an, dass die wahre Amplifikation einer hohen Probenzahl (N)
mit einer Wahrscheinlichkeit von 68,3 % innerhalb dieses Bereichs (1 Standardabweichung) liegt.
Durch Verdopplung des +-Intervalls kann ein 95,4-%-Konfidenzintervall fir eine hohe Probenzahl

N erzielt werden.
Kalibrator-Replikate

Wie bei der Delta-Delta-C-Methode wird eine Kalibratorprobe benétigt. Die Messungen erfolgen
relativ zu dieser Kalibratorprobe. Es kénnen Kalibrator-Replikate analysiert werden, da die
Ausgangspunktwerte fir mehrere Probenpositionen mit dem gleichen Probennamen gemittelt

werden. Diese Funktion arbeitet nur dann korrekt, wenn die Replikate identische Namen haben.

Calibrator Replicate
I e R

Heszults
Ayerage Amplification 1.78+-0.04

Die mittlere Amplifikation dient zur Berechnung der Expression. Beispielsweise dauvert es im
Vergleich zu einer Probe mit hdherem Amplifikationswert lénger, bis eine Probe mit niedrigerem
Amplifikationswert den Schwellenwert einer bestimmten absoluten Kopienzahl erreicht hat. In der

Spalte ,Rep. Conc.” (Replikatkonzentration) im Fenster Comparative Quantitation Results (Ergebnisse
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der vergleichenden Quantifizierung) ist die relative Konzentration angegeben. Die relative
Konzentration jeder Probe im Vergleich mit der Kalibratorprobe wird auf Grundlage des
Ausgangspunkts und der Reaktionseffizienz berechnet. Diese wird in wissenschaftlicher

Schreibweise angegeben.

Hinweis: Der Wert unter Average Amplification (Mittlere Amplifikation) rechts neben = steht fiir die
Standardabweichung des Amplifikationsmittelwerts nach Entfernung von Ausreiferwerten der
Amplifikation. Handelt es sich um einen hohen Wert, dann ist der Fehler der berechneten

Konzentrationswerte unter Umsténden insgesamt grof3.
Die relativen Konzentrationen werden von der Software wie folgt berechnet:

1. Der Ausgangspunkt jeder Probe wird mithilfe der Peaks der zweiten Ableitung berechnet.

2. In den Rohdaten wird die mittlere Fluoreszenzerhdhung 4 Zyklen nach dem Ausgangspunkt

berechnet. Dies ist der Amplifikationswert der Probe.

3. AusreiBerwerte der Amplifikation werden nicht bericksichtigt, da diese von Rauschen der

Hintergrundfluoreszenz verursacht werden.
4. Die verbleibenden Amplifikationen werden gemittelt. Dies ist der Amplifikationsmittelwert.
5. Der mittlere Ausgangspunkt wird fiir alle KalibratorReplikate berechnet.

6. Die relative Konzentration der Probe wird berechnet als Amplifikation”(Kalibrator-
Ausgangspunkt — Proben-Ausgangspunki).

7. Das Ergebnis wird in einer wissenschaftlichen Schreibweise in der Spalte ,Rep. Conc.”
(Replikatkonzentration) im Fenster Comparative Quantitation Results  (Ergebnisse  der

vergleichenden Quantifizierung) angegeben.
6.6.7  Allelische Diskriminierung

Bei der allelischen Diskriminierung werden kinetische Echtzeit-Daten aus 2 oder mehr Kandlen zur
Genotypisierung von Proben verwendet. Zur Durchfihrung dieser Analyse wdhlen Sie die Option
Other (Andere) und dann Allelic Discrimination (Allelische Diskriminierung) im Fenster Analysis
(Analyse). Zur Durchfihrung einer allelischen Diskriminierung reicht es nicht, einen Kanal
doppelzuklicken, da die Analyse mehrere Kandle gleichzeitig erfordert. Um diese Analyse
durchzufishren, halten Sie die Strg-Taste und klicken Sie auf alle Kanéle, die Sie analysieren
mochten, oder ziehen Sie den Mauszeiger Uber diese Kandle. Nach Hervorheben der gewiinschten
Kanéle, klicken Sie auf Show (Anzeigen). Die Liste wird aktualisiert. Alle diese Kandle werden auf
einer Linie und mit Hakchen angezeigt. Dies verweist darauf, dass sie alle zusammen bei der
Analyse verwendet werden. Um einen oder mehrere dieser Kandle zu entfernen, klicken Sie mit der

rechten Maustaste auf die Analyse und wdhlen Sie Remove Andlysis... (Analyse entfernen). Diese
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Kandle kénnen dann bei einer anderen allelische Diskriminierungsanalyse verwendet werden. Ein

Kanal kann bei einer Analyse nur einmal verwendet werden.

Reports (Berichte): Mit dieser Option wird der Bericht ,Allelic Discrimination Analysis” (Analyse
der allelischen Diskriminierung) fir die Vorschau gedffnet.

Results (Ergebnisse): Mit dieser Schaliflache wird das Fenster Allelic Discrimination Results
(Ergebnisse der allelischen Diskriminierung) gedffnet. Dieses Fenster wird
standardméBig gesffnet, wenn die Analyse zum ersten Mal angezeigt wird.

Normalisierungsoptionen: Es stehen verschiedene Optionen zur Optimierung der Rohdatennormalisierung
zur Verfigung:

. Dynamic Tube (Dynamisches Réhrchen) — zur dynamischen
Normalisierung von Réhrchen

e Slope Correct (Steigungskorrektur) — zur Steigungskorrektur des
Rauschsignals

o Ignore First x cycles (Erste x Zyklen ignorieren) — zur Korrektur von
Rauschen in den ersten Zyklen

e Anpassung des Ausgangspunkts

Weitere Informationen dazu siehe Seite 96.

Discrimination Threshold Geben  Sie  Werte in diese  Textfelder ein, um  den

(Diskriminierungsschwellenwert):  Diskriminierungsschwellenwert zu positionieren. Alle Kurven, die diesen
Schwellenwert passieren, werden als Genotypisierungsproben eingestuft.
Klicken Sie auf das Symbol rechts neben jedem Textfeld. Dann ziehen Sie den
Schwellenwert auf dem Diagramm an die gewiinschte Stelle, um diese Werte
optisch einzurichten.

Dizcrimination Threshold

Thieshod: 005302 ﬂ

Genotypen: Mit dieser Option wird das Fenster Genotyping (Genotypisierung) gedffnet, in
dem festgelegt wird, welcher Genotyp in welchem Kanal nachgewiesen wird.
In diesem Fenster kénnen den Genotypen fiir die allelische
Diskriminierungsanalyse Kandle zugewiesen werden.

Im folgenden Beispiel ist eine Probe heterozygot, wenn die Messwerte in
beiden Kandlen, Cycling A. Green und Cycling A. Yellow, den Schwellenwert
Uberschreiten.

¥¢ Genotyping
Genotype |Heacting Channels | ﬂ
wiild Type Cycling A.Green
Heterozygous Cycling A.Green Cycling A Yellow
Mutant Cycling A vellow

Cancel Help I
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Vorlagen fiir die Allelanalyse: Die Vorlagen fir die Allelanalyse erméglichen den Export von Normalisierungs-
, Schwellenwert- und Genotypeinstellungen in Form einer einzigen Datei mit
der Erweiterung *.alt. Diese Datei kann importiert und bei anderen
Experimenten angewendet werden. Weitere Informationen dazu siehe
Abschnitt 7.1.

Imported Settings
<none:

Imnpaort... | Export...

6.6.8 Streuungsdiagrammanalyse

Die Streuungsdiagrammanalyse erméglicht eine Genotypisierung auf Grundlage der relativen
Expression von Amplifikationskurven in 2 Kandlen. Anders als bei der allelischen Diskriminierung
wird der Genotyp auf Grundlage der Regionen im Streuungsdiagramm getroffen und nicht auf
Grundlage eines Schwellenwerts. Zur Durchfihrung dieser Analyse wahlen Sie die Option Other
(Andere) und dann Scatter Graph Andlysis (Streuungsdiagrammanalyse) im Fenster Analysis

(Analyse).

Zur Durchfihrung einer Streuungsdiagrammanalyse reicht es nicht, einen Kanal doppelzuklicken,
da die Analyse zwei Kandle gleichzeitig erfordert. Um diese Analyse durchzufiihren, halten Sie die
Umschalttaste und klicken Sie auf alle Kandle, die Sie analysieren méchten, oder ziehen Sie den
Mauszeiger iiber diese Kandle. Nach Hervorheben der gewiinschten Kandle, klicken Sie auf Show

(Anzeigen).

Die Liste wird aktualisiert. Alle diese Kandle werden auf einer Linie und mit Hékchen daneben
angezeigt. Dies verweist darauf, dass sie alle zusammen bei der Analyse verwendet werden. Um
einen oder mehrere dieser Kandle zu entfernen, klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die
Analyse und wéhlen Sie Remove Analysis... (Analyse entfernen). Diese Kandle kénnen dann bei
einer anderen Strevungsdiagrammanalyse verwendet werden. Ein Kanal kann bei einer Analyse

nur einmal verwendet werden.

Reports (Berichte): Mit dieser Option wird der Bericht Scatter Analysis (Streuungsanalyse) fiir die
Vorschau gedffnet.

Ergebnisse: Mit dieser Schaltfléiche wird das Fenster Scatter Analysis Result (Ergebnisse der
Streuungsanalyse) gedffnet. Dieses Fenster wird standardméBig gedffnet, wenn
die Analyse zum ersten Mal angezeigt wird.
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Normalisierungsoptionen:

Genotypen:

Es stehen verschiedene Optionen zur Optimierung der Rohdatennormalisierung
zur Verfigung:

. Dynamic Tube (Dynamisches Réhrchen) — zur dynamischen
Normalisierung von Réhrchen

e Slope Correct (Steigungskorrektur) — zur Steigungskorrektur des
Rauschsignals

. Ignore First x cycles (Erste x Zyklen ignorieren) — zur Korrektur von
Rauschen in den ersten Zyklen

e Anpassung des Ausgangspunkts
Weitere Informationen dazu siehe Seite 96.

Mit dieser Option wird das Fenster Genotyping (Genotypisierung) geéffnet, in
dem festgelegt wird, welcher Genotyp in welchem Kanal nachgewiesen wird.
In diesem Fenster kdnnen Genotypen den Kandlen zugewiesen werden, in
denen die Proben reagieren. Die ausgewdhlten Kanéle dienen zur Beschriftung
der Ecken des Streuungsdiagramms und fishrt durch den allgemeinen Bereich
des Streuungsdiagramms, wo die Regionen festgelegt werden sollten.

%2 Genotyping
Genatype | Feacting Channels | ﬂ
“wild Type Cycling A.Green

Heterozygaous

Mutant

Cycling A.Graen Cycling A vellaw
Cucling 4. ellow

Cancel I Help I

Strevungsdiagramm:

Im Streuungsdiagramm wird die relative Expression der beiden ausgewdhlten
Kandle angezeigt. Die Anzeige wird normalisiert, um die unterschiedlich starken
Erhdhungen in jedem Kanal zu beriicksichtigen, und dann logarithmisch dargestellt,
um die Unterschiede bei der Expression zwischen den Proben zu betonen.

Fir die Genotypisierung missen die Benutzer im Diagramm durch Klicken und
Ziehen Regionen festlegen. Die Auswahl kann dann im Fenster ,Genotyping”
(Genotypisierung) je nach konfigurierten Genotypen beschriftet werden.

& Scatter Analysis Graph - Cycling A_Green, Cycling A Yellow [Page 1] Scatter Analysis Resulls - C|
Id Type Jeteioio | [No [Neme  [Gensype
id Tynea : 1 al0ng
H 2 bliing
R Wi Tumg
Hild Thpe
5 ous
3
7
8
9 c100pg Wild Type
N one Mutan] :H. b':‘ 9"9

Vorlagen fiir die
Streuungsdiagrammanalyse:

Vorlagen fiir die Streuungsdiagrammanalyse erméglichen den Export von
Genotyp- und Regioneinstellungen in eine einzige Datei mit der Erweiterung
*.sct. Diese Datei kann importiert und bei anderen Experimenten angewendet
werden. Weitere Informationen dazu siehe Abschnitt 7.1.

Imported Settings
<hones:

Imnpaort... Export...
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6.6.9 EndPoint-Analyse

Die EndPoint-Analyse ermdglicht die Unterscheidung von amplifizierten und nicht amplifizierten

Proben am Laufende. Die Ergebnisse sind qualitativ (positiv/negativ), nicht quantitativ.

Die EndPoint-Analyse wird im folgenden Screenshot dargestellt.

I Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination dema
Fle Analysis Run Gan View Security Window Help

7 & > 2 7 B

7 = D |ew &F O ¥ H W W
New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
Channels 7 Cyding A.FAM/SYBR 7 Cyding A.JOE 7 Cyding A(from 40).FAM/SYBR /7 Cyding A(from 40).10E

1

() &
Reports Results  Genotypes...

150793 Level (%). Cycling A(from £0).FAW/SYER - Circles ‘

Cycling A(from 40).JOE - Diamonds

i

4o

o

2| Thieshold % Bank On Bank. Off

Mamed On | AN | IO
Edit Samples.

Coniroks | Thresholds |

Positive Controls

W (1) Heteozygous

Type Negative Controls
Positive Contral | Het Fieaction Fieaction 8] Mtation

|

Heterozpgeus

2 Heterozygous | Unknown Het FReaction FReaction [9)'wild type:

3 |'wild type Unknowin “wild FRieaction Na Reaction

4 |Heterozpgous | Unknowin Het Reaction Reaction

5 | Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction To set the defined cantrols,

B |'wildtype Uriknawin “wild FReaction Ma Reaction click Edit Samples,
Rotor-Gene [ Series Software 4.7 (Buid 1) VIRTUAL MODE | Current Liser: CORBET T /linsongy (Administrators]

Die EndPoint-Analyse éhnelt der allelischen Diskriminierung insofern, dass die Ergebnisse qualitativ
sind und dass bestimmten Reaktionspermutationen in unterschiedlichen Kandlen Namen
zugewiesen werden kdnnen. Die EndPoint-Analyse liefert jedoch nur einen einzelnen Messwert,
wdhrend bei der allelischen Diskriminierung bei jedem Zyklus ein Messwert fir die Probe
ausgegeben wird. Dies bedeutet, dass Positiv- und Negativkontrollen identifiziert werden missen,
um die Analyse zu unterstitzen. Die Rohdaten-Signalhdhen werden relativ zu den bekannten Positiv-
und Negativkontrollen in jedem Kanal normalisiert. Die Benutzer wdhlen anschlieBend eine

prozentualen Signalhdhe als Schwellenwert.
Die Begriffe im Rahmen einer EndPoint-Analyse

Einige Begriffe der EndPoint-Analyse werden im Folgenden kurz erklart.

Positivkontrolle: Dabei handelt es sich um eine Kontrolle, die bekanntermaf3en amplifiziert wird.

Negativkontrolle: Dabei handelt es sich um eine Kontrolle, die bekanntermafen nicht amplifiziert
wird. Diese liefert das typische Hintergrundsignal.

Schwellenwert: Die Werte iber dem Schwellenwert werden als positiv (amplifiziert) eingestuft.
Diese Einstellung muss von den Benutzer bei jedem Lauf neu angepasst werden.
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Signalhshe: Das Fluoreszenzsignal als Prozentwert. Das hchste Signal der Positivkontrollen
ist dabei 100 % und das niedrigste Signal der Negativkontrollen ist O %.

Genotyp: Die Auswertung der verschiedenen Reaktionspermutationen in  den
verschiedenen Kandlen. Beispielsweise kdnnte einer Probe, die sowohl in dem
grinen als auch in dem gelben Kanal reagiert, der Genotyp ,heterozygot”
zugewiesen werden. Dieser Genotyp kann auch in Berichten von Reaktionen
mit internen Kontrollen beriicksichtigt werden. Beispielweise knnen Ergebnisse
Jinhibited” (gehemmt), ,positive” (positiv) oder ,negative” (negativ) sein je
nachdem, welche Reaktion in welchem Kanal beobachtet wurde.

Profilkonfiguration

I+ Quick Start x|

1. Fiotar Selection 2 Confim Profile |
L8 H

New Open Save As

The run wil take approximately B minutels) to complete. The graph below represents the wun to be performed -

2
Help

Click on a cycle below to madify it :

Hold Insert after...
Insert before.
Remove
This cycle repeats il time(s).

Click on one of the steps below to modify it. or press + or - ko add and remove steps for this cycle.

Timed Step =l B El

50 deq.

10 seconds

Acquiring ta Cycling A

ot Green
[~ LongRange
[ Touchdown 50 deg. for 10 secs
< Back | Save Template I Start Run | Cancel I

Zur Durchfihrung einer EndPoint-Analyse verwenden Sie ein Profil mit einer mehrminitigen
Haltephase bei 50 °C, gefolgt von einem Zyklus mit einem Schritt bei 50 °C Gber 10 s mit Erfassung
im erforderlichen Kanal. Stellen Sie die Zahl der Wiederholungen auf 5 ein (siehe oben). Diese
Zeitangaben dienen lediglich zur Orientierung und variieren mdglicherweise in lhrer Anwendung.
Je mehr Wiederholungen im Profil vorgesehen sind, desto mehr Informationen sind fir die Analyse
vorhanden. Im Rahmen der Analyse werden automatisch alle Messwerte gemittelt und ein Einzelwert
fir jede Probe ausgegeben. Es wird keine bestimmte Anzahl von Wiederholungen vorgegeben.

Finf Wiederholungen reichen normalerweise, es sei denn, es ist eine besonders hohe Genavuigkeit
erforderlich.
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Analyse

Die EndPoint-Analyse kann in mehreren Kandlen gleichzeitig erfolgen. Zur Erstellung einer neuen
Analyse klicken Sie auf die Registerkarte EndPoint (Endpunkt), wéhlen die Kandle durch Ziehen mit

dem Mauszeiger, und klicken Sie auf Show (Anzeigen).

[uantitation I Scatter
EndPoint | Other.

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Kontrollen festlegen

Wourden die Positiv- und Negativkontrollen noch nicht festgelegt, wird beim ersten Offnen der

EndPoint-Analyse die folgende Meldung angezeigt.

Rotor-Gene () Series Software x|

\i’) To use end-paint analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these controls dick
OK.

Klicken Sie auf OK. Das Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) wird angezeigt. Hier kdnnen
Positiv- und Negativkontrollen definiert werden. Um eine Probe als Positiv- oder Negativkontrolle
festzulegen, klicken Sie auf die Probenart-Zelle. Wéhlen Sie dann den relevanten Kontrolltyp im

Dropdown-Meni.

Hinweis: Die Kontrollen missen ,eingeschaltet” werden. Dazu verwenden Sie den Umschaltbereich

rechts neben dem Hauptfenster, um die Analyse durchzufihren.

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022 119



!5 Select Positive and Negative Controls

Fleaze select at least one positive and negative contral, then click OK. These
controls will be used as references for the fluorescence required for a reaction.
You should select positive and negative contiols for each channel.

Settings :
lrﬁwen Conc. Format |T23,45?. LI Unit : Mare Options |
~ Samples :

I ¢| et | ResetDetaut| Gradent | BRI

H [0} \ Marne | Type |Gr0ups | Given Conc. | Selected :l
Al Optical Denaturation Ref. Unknown Mo _I
A2 zample 1 unbieated Unknown Mo
A3 zample 1 unbreated Unknawn Mo
A4 zample 1 untreated Unknawn Mo

- AS Sample 1 treated Unknown No

- AE Sample 1 treated Unknown No

- A7 Sample 1 treated Unknown No

B 22 Sample 2 untreated Unknown No

- B1  Sample 2 untreated Unknawn Mo

- B2  Sample 2 untreated Unknown HNo

- B3 sample 2 reated Unknown Mo

- B4 sample 2 reated Unknown No

- BS  sample 2 reated Unknown No

- BE  Sample 3 untreated Unknown No ;I

. ravor =

Page :
’7Name_ IF‘ageT 2 | S Mew | Dielete [~ Swnchronize pages

Cancel |

Dieser Bildschirm funktioniert genauso wie der Bildschirm Edit Samples (Proben bearbeiten)

(Abschnitt ,Proben einrichten”).

Normalisierung

Bei der Normalisierung von EndPoint-Analysedaten werden alle Signalhdhen prozentual zwischen

0 % und 100 % angegeben. Es missen mindestens eine Positiv- und eine Negativkontrolle gewdhlt

werden. Werden mehrere Kandle analysiert und die Standards werden keiner Multiplex-Messung

unterzogen, dann missen mehr gewdhlt werden. Besteht die Gefahr, dass eine Positivkontrolle nicht

amplifiziert wird, missen mehr als eine Positiv- und eine Negativkontrolle analysiert werden.

1. In jedem Kanal werden alle Positivkontrollen analysiert. Die Kontrolle mit der hdchsten

Fluoreszenz bestimmt den 100-%-Wert. Dies bedeutet, dass im Falle von Doppelkontrollen eine

Positivkontrolle ausfallen kann, ohne den Lauf zu beeinflussen.

2. Es werden alle Negativkontrollen analysiert. Die Kontrolle mit dem niedrigsten Fluoreszenzwert

bestimmt den 0-%-Wert.

3. Die Fluoreszenz-Rohwerte der verbleibenden Proben werden dann mit Bezug auf die héchste

Positivkontrolle und die niedrigste Negativkontrolle prozentual ausgedriickt.
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Zum Beispiel:

Probe Typ Fluoreszenz
1 Positivkontrolle 53,6

2 Positivkontrolle 53,0

3 Negativkontrolle 4,5

4 Negativkontrolle 4,3

5 Probe 48,1

6 Probe 6,4

Dieser Lauf war erfolgreich, da die beiden Positiv- und die beiden Negativkontrollen nahe

beieinander und nicht in der N&he der Fluoreszenzwerte der Proben lagen.

Die normalisierten Werte sind:

Probe Typ Expression (%)
1 Positivkontrolle 100,0

2 Positivkontrolle 97,3

3 Negativkontrolle 0,4

4 Negativkontrolle 0,0

5 Probe 84,2

6 Probe 4,0

Probe 1 war die Positivkontrolle mit der héchsten Fluoreszenz und wurde deshalb auf 100 %
gesetzt. Die andere Positivkontrolle lag ein wenig niedriger. Probe 4 war die niedrigste
Negativkontrolle und wurde auf O % gesetzt. Es ist nun klar, dass Probe 5 wahrscheinlich

amplifiziert wurde, wahrend Probe 6 wahrscheinlich nicht amplifiziert wurde.

Hinweis: Je nach ausgewdhlten Positiv- und Negativkontrollen ist es mdglich, dass Expressionen
iber 100 % bzw. unter O % erzielt werden. Ein Ergebnis Gber 100 % kann so erklart werden, dass
die Probe starker exprimiert wird als die Positivkontrollen. Ein Ergebnis unter O % kann so erklart
werden, dass die Probe weniger wahrscheinlich exprimiert wird als die Negativkontrollen. Da es

sich um eine qualitative Analyse handelt, sind solche Ergebnisse unbedenklich.

Ist die Fluoreszenz der Negativkontrollen héher als die Fluoreszenz der Positivkontrollen, wurden

die Proben falsch eingerichtet. Die folgende Meldung wird angezeigt:
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EndPoint Analysis - Cycling A.Green [Page 1)

= = &

Feports Fesultz:  Genotypes...

Graph cannot be dizplayed az the negative controls are either at the zame level, or higher than the positive contrals.

Normalisierung im mehreren Kandlen

Es ist méglich, Signaldaten iber mehrere Kandle hinweg zu analysieren, die Probeneinrichtung ist
jedoch komplexer. Die EndPoint-Analyse beruht auf der Annahme, dass eine Multiplex-Analyse
durchgefihrt wird. Daher kann jedes Rhrchen nur eine einzige Réhrchenposition besetzen. Es ist
aktuell nicht méglich, eine Analyse einzurichten, bei der die Probe in einer Probenposition in einem

Kanal als Positivkontrolle und in einem anderen Kanal als Negativkontrolle definiert wird.

Im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) gibt es zwar nur eine Probendefinition fiir jede

Rohrchenposition, die Normalisierung erfolgt jedoch unabhangig voneinander in jedem Kanal.

Wenn sich an einer Rdhrchenposition eine Probe befindet, die mindestens in einem Kanal eine
Positivkontrolle ist, dann muss diese Probe im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) in der Spalte
,Type” (Typ) als Positivkontrolle festgelegt werden. Ansonsten ist der passende Probentyp Sample
(Probe). Dies gilt auch fiir Negativkontrollen.

Ist eine Probe beispielsweise eine Positivkontrolle im griinen, aber nicht im gelben Kanal, muss die
Probe trotzdem als Positivkontrolle festgelegt werden. In jedem Kanal wird die hdchste
Positivkontrolle verwendet. Solange mindestens eine Positivkontrolle im gelben Kanal amplifiziert

wird, wird die Festlegung als Kontrolle im grinen Kanal ignoriert.
Schwellenwert

Dieser Schwellenwert legt fest, ab welcher prozentualen Expression eine Reaktion in einem Kanal
als positiv gilt. Nach der Festlegung der Positiv- und Negativkontrollen werden alle Kandle auf die
gleiche Skala zwischen O % und 100 % normalisiert. Aus diesem Grund ist auch bei der Analyse

von mehreren Kanélen nur ein prozentualer Schwellenwert erforderlich.
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Klicken und ziehen Sie die Schwellenwertlinie in einen Bereich zwischen O und 100. Die
Schwellenwertlinie sollte in der Mitte zwischen den negativen und positiven Kontrollen und weit
genug weg von diesen liegen, um unschlissige Analysenléufe zu vermeiden. Besteht der
Unterschied zwischen den als positiv bzw. als negativ eingestuften Proben nur aus wenigen Prozent,
kénnten die Proben bei einer Wiederholung des Laufs auf der jeweils anderen Seite der

Schwellenwertlinie landen.
Genotypen

Mit dieser Option wird das Fenster Genotyping (Genotypisierung) gedffnet, in dem festgelegt wird,

welcher Genotyp in jedem Kanal nachgewiesen wird.

& Genolyping
Genotype |Heacting Channels | ﬂ
wiild Type Cycling &.Green
Heterozugous Cycling &.Green Cycling A.ellow
tutant Cycling AMvellow

=l
, .............. D .K\ Eancel | Help |

In diesem Fenster kdnnen Genotypen Kandlen zugewiesen werden. Im obigen Beispiel ist eine
Probe heterozygot, wenn die Messwerte in beiden Kandlen, Cycling A. Green und Cycling A.

Yellow, den Schwellenwert iberschreiten.
Vorlagen fir die EndPoint-Analyse

Die Vorlagen fir die EndPoint-Analyse erméglichen den Export von Normalisierungs- und
Schwellenwerteinstellungen in einer einzigen Datei mit der Dateierweiterung *.ent. Diese Datei kann

importiert und bei anderen Experimenten angewendet werden. Weitere Informationen dazu siehe

Abschnitt 8.1.

Imported Settings
<NOnEs

Impaort.... Export...
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6.6.10 Konzentrationsanalyse

Im Rahmen der Konzentrationsanalyse kann der Rotor-Gene Q MDx verwendet werden, um DNA-

Konzentrationen zu messen bzw. Fluorometermessungen durchzufihren.

Diese Analyse wird im folgenden Screenshot dargestellt.

‘ Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration
Fle Analysis Run Gan View Security Window Help
7 & c & 2 y
7 €| @ |vew & @ # |
New Open Save Help. Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Amange

Channels .7 Cyding A.Green

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

Reports Std. Curve  Results
|, Fluorescence
25007 & & Cycling A Green - Circles

20.00

15.00

2l @ w o o

3

?e4 Bank On Bank Off
10.00 MamedOn | AIDn | AlDK
Ecit Samples
5.00 [ 9009

Analysis Method
o Q0 " Linear Regression
12 3 8 10111314 1517 18 19 21 22 23 25 26 27 29 30 31 33 34 35 37 35 39 41 42 43 45 46 47 Sanple

o0

% Spline Curve Fit

ndard Curve - Cycling l._j@g| E Concentration Analysis Results - ...

= - = Name Type | Given Conc [pgA
Lambda Standard | Standard
Lambda Standard | Standard
Lambda Standard | Standard 1.000.0
Lambda Standard | Standard 500.0

0 Lambda Standard | Standard 6000 f
»

WIRTUAL MODE | Current User: CORBETT /linsongy (&dministrators]

I Fotor-Gene [ Series Software 4.7 [Build 1]

Vorbereitung eines Laufs

Zur Durchfihrung einer Konzentrationsanalyse misssen zundchst Fluoreszenzstandards und Proben

angesetzt werden, moglichst als Triplikate.
Herstellung von Standards

Eine Standardkurve dient zur Ermittlung der DNA-Konzentration der gemessenen unbekannten

Proben.

Die DNA fiir die Standardkurve sollte der DNA in den unbekannten Proben &hneln. Die Konzentration
mindestens einer DNA-Probe sollte UV-spektroskopisch ermittelt werden. Diese Probe kann dann als
Standard dienen. Es sollten mindestens drei Standards (mit Replikaten) verwendet werden. Es ist wichtig
darauf hinzuweisen, dass DNA-Standards nur im Konzentrationsbereich von 1-100 ng/pl lineare
Fluoreszenzwerte liefern. Innerhalb dieses Bereichs gilt, dass die Halbierung einer DNA-Konzentration
auch den Fluoreszenzmesswert halbiert. Die Konfidenzintervalle jeglicher Konzentrationen auBerhalb

dieses Bereichs sind sehr grof3, da die chemischen Reaktionen nicht linear sind.
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Art der gemessenen DNA

Es wurde beobachtet, dass die Form der DNA (z. B. genomische DNA im Vergleich zu Plasmid-
DNA) die Messwerte beeinflusst. Daher sollte nur dhnliche DNA gemeinsam gemessen werden. Bei
Messungen genomischer DNA sollte die Verwendung von Plasmid-DNA als Standard vermieden

werden.
Einrichtung des Laufs

Um den Lauf einzurichten, wdhlen Sie die Option Nucleic Acid Concentration Measurement

(Messung der Nukleinsaurekonzentration) im Schnellstart-Assistenten.

x|

Quick Start I Ldvanced I

e A default template for
= Perform Last Run measuring the

i concentration of

'S Three Step with Melt nucleic acid using

intercalating dyes.

\'.!.
2 Two Step

L1]
% Quenched FRET

Mudeic Add Concentration Measurement

Lj HRM™

T"xl_.x

{kj Open A Template In Another Folder. ..

Other Runs

Cancel

Help

I

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass sich an Réhrchenposition 1 eine Positivkontrolle (d. h. ein Standard
mit hoher Konzentration) befindet. Ohne Positivkontrolle  kann die  Software die
Verstarkungseinstellungen nicht optimieren, um die maximale Sensitivitat zu erzielen. Sie werden

vor jedem Lauf von der Software daran erinnert.
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Analyse

Im Rahmen der Konzentrationsanalyse wird einem Fluoreszenzmesswert ein Konzentrationswert
zugeordnet. Es stehen zwei Analysemodelle zur Verfigung. Die Wahl des optimalen

Analysemodells beruht auf den chemischen Reaktionen und der Anwendung.

Die Funktion ,Llinear Regression” (Lineare Regression) nimmt an, dass die Daten eine lineare
Beziehung zueinander haben. Die Werte der unbekannten Proben werden auf Grundlage dieses
linearen Modells abgeschatzt. Die Abweichung der Messwerte der Standards von dem linearen
Modell  dienen zur Bestimmung des Messfehlers.  Ein lineares Verhalten  der
Konzentrationsmesswerte ist die am besten geeignete Analyse, da es eine Varianzanalyse
(ANOVA) erlaubt.

Die Funktion ,Spline Curve Fit” (Polynomische Kurvenanpassung) nimmt nur an, dass die
Konzentrationswerte mit der Fluoreszenz steigen. Mit diesem Ansatz kdnnen nicht lineare Daten
genaver abgeschatzt werden. Eine ANOVA st jedoch nicht méglich, da es sich nicht um ein

lineares Modell handelt.

6.6.11 High Resolution Melt-Analyse

Im Rahmen der High Resolution Melt (HRM)-Analyse werden die Sequenzldnge, der GC-Gehalt und
die Komplementaritat der Proben charakterisiert. Die HRM-Analyse wird bei der Genotypisierung
(z. B. Analyse von Genmutationen oder Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNP)) und in der Epigenetik (Analyse des Methylierungsstatus der DNA) eingesetzt.
Die HRM-Analyse liefert genaue Ergebnisse bei niedrigeren Kosten fir Sonden und Marker im

Vergleich zu anderen Methoden.

Zur Durchfiihrung dieser Analyse wdhlen Sie die Option Other (Andere) und dann High Resolution
Melt Analysis (High Resolution Melt-Analyse) im Fenster Analysis (Analyse). Doppelklicken Sie auf
den Kanal, der analysiert werden soll. Die Schmelzkurven aus dem Rohdatenkanal werden
normalisiert. Dazu werden alle Start- und Endfluoreszenzwerte gemittelt und dann die Endpunkte

jeder Probe auf den Mittelwert gesetzt.
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B R otor-Gene  Series Software YIRTUAL MODE - high resolution melt dema =1of x|

File Analysis Run Gan Yiew Window Help

TeH rNE O | & O ¥ B % S
New Open Save | Shart Pause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reporks Arrange

Channels  melk A.FarRed . Mel Alfrom 82).FarRed ‘

B HRM Normalised Graph - Melt A{from 82).FarRed {(Page 1} _|of x| | Page: Page1

Wormalised Graph | Diterence Graph |

100

Mormalised Fluorescence
o
g

830 B35 640 845 B850 B55 660 B65 670 075 B0 B85 830 895
dey.

@
I
th

Bank On Bank Off
Named On | 41l On | AIlDf

Edit Samples...
B HRM Results - Melt A{from 82).FarRed (Page 1)
Benayne e —N:m;ahs;llun Regions
mutation 100.00 e
2 197 heterozygate 100,00 Start: [824 =
4+ Wl mutation 9572 End: [828 j
5 195 heterozygote  37.58
7 Wez heterozygote | 97.80 Traiing Rangs
a8 om willd type 100.00 Sten: [raz =
I E) wild type: 99.86 =
10 19 heterozygote | 98.91 End: 887 =
12 130 heterozygote | 96.23
13 g7 wild type 93,23 Confidence Percentage
FiotorGene  Series Software 1.7 [Build 34) [VIRTUAL MODE 2

Durch Klicken auf Genotypes (Genotypen) kann die Ergebniszuweisung automatisch erfolgen.
Geben Sie den Namen des Genotyps gefolgt von der Nummer der Probe ein, die als Positivkontrolle

verwendet wird. Nun wird allen unbekannten Proben das Ergebnis automatisch zugewiesen.

-l

Genatype Control ~
mutation 198
wild type: 20
heterozygate 197

LClear | Ok | Cancel

Weitere Informationen zur HRM-Analyse siehe Abschnitt 10.

6.7 Laufmendi

6.7.1 Lauf starten

Mit dieser Option wird das festgelegte Temperaturprofil mit den aktuellen Verstarkungseinstellungen
gestartet. Vor dem Laufstart wird das Fenster Profile Run Confirmation (Profillauf bestdtigen)

angezeigt. Das Temperaturprofil mit den Verstérkungseinstellungen jedes Kanals werden grafisch
dargestellt.
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6.7.2 Lauf unterbrechen

Mit dieser Option kann ein Lauf unterbrochen und wieder aufgenommen werden.
Laufunterbrechungen kénnen schwerwiegende Folgen auf die Ergebnisse haben. Aus diesem Grund
werden die Daten mit einem Marker gekennzeichnet, der den Zeitpunkt und die Lange der
Unterbrechung anzeigt. Im Fenster Run Settings (Laufeinstellungen) kann auch eine Meldung in der

Registerkarte Messages (Meldungen) angezeigt werden (siehe Abschnitt 6.8.1).

"I Pauze Bun |

r'ou can pauze the run on thiz screen. A e

rnark.er will be recorded in the channel

data to zhow the duration of the pause. HESUTE |
Help |
Cloze |

WARNUN | HeiBe Oberfléchen
G Bei Pausierung eines Laufs kihlt der Rotor-Gene Q MDx nicht komplett auf

Raumtemperatur ab. Gehen Sie vorsichtig vor, wenn Sie den Rotor oder
A Rohrchen in dem Gerdt berihren.

6.7.3  Lauf abbrechen

Nach Wahl dieser Option wird der Benutzer aufgefordert, den Abbruch des Laufs zu bestdtigen.
6.8  Ansichtsmeni

6.8.1 Laufeinstellungen

Allgemeines

In diesem Fenster kénnen die Laufdaten, der Laufdateiname, das Analysendatum, der Bediener und

jegliche relevante Anmerkungen eingerichtet werden.

Dieses Fenster enthdlt alle Informationen, die zur Konfiguration eines Laufs erforderlich sind, aufer
dem Profil. Nach Abschluss des Laufs werden die folgenden Informationen in diesem Fenster
angezeigt: verwendeter Thermocycler, Verstarkungseinstellungen, Anzahl der Kanéle und Start- und
Endzeit.
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General I M achine Options I Messages I Chariels | Tube Layout I Security I

Filename : P:\DepartmentzhQCAE xperimentall ata-F G 3KARGE0004R 12052750 ark,
Operator : ||
Motes : ;I
Reaction Y alune : |2[| =1 Thiz refers ta the tatal valume of the misture

=™ in the: tube.
Other Fun Channels saved for this run: ;I

Information : Cycling A Green
Cycling B ellaw
Cycling C.0range
Cycling D .Red
Created with template
‘C:ADocuments and SettingzJabpc. CORBET T\ esktoph T emphR GEOOD
Run has finished.
Started at 16/12/2005 93:38:58 AM
Finished at 16/ 2/2005 35340 Ab
Offzet Coefficient : O
Program “ersion : Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 [Build 3)
M achine Serial Mo 000627 —

[i]4 Cancel Al

Gerdteoptionen

In dieser Registerkarte werden die Konfigurationseinstellingen des Rotor-Gene Q MDx

Thermocyclers angezeigt.

General | Machine Dptions

—Rotor Type

36-well Rokor

Ratar-Disc 72
Rator-Disc 100

[V Locking Ring Attached

Ok Cancel Spply
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Die Rotoreinstellung muss dem aktuell im Rotor-Gene Q MDx installierten Rotor entsprechen. Wenn
Sie einen bereits erfolgten Lauf 6ffnen, finden Sie hier die Einstellungen fir den Rotor, der zum

Zeitpunkt dieser Analyse im Thermocycler installiert war.
Meldungen

In dieser Registerkarte werden Meldungen iber Anderungen angezeigt, die der Benutzer
durchgefihrt hat, z. B. Unterbrechung des Thermocyclers oder Uberspringen von Zyklen wahrend
eines laufs. Hier werden auBerdem die Warnhinweise angezeigt, die wdhrend eines Laufs
ausgegeben werden. Wenn die Ergebnisse nicht erwartungsgemdafB ausfallen, sollten Sie diese

Registerkarte prifen.
Kanéle

Bei der Konfiguration eines neuen Laufs wird in der Registerkarte Channels (Kandle) die aktuelle
Konfiguration der verfigbaren Kandle angezeigt. Wenn Sie einen bereits erfolgten Lauf anzeigen,
finden Sie hier die Konfiguration der Kanéle, mit denen dieser Analyse durchgefihrt worden ist.
Mit der Option Reset Defaults (Auf Standardeinstelling zuriicksetzen) kénnen die Kandle

wiederhergestellt werden, wenn ein Lauf die Kanaleinstellungen gestért hat.

Genelall M achine Options I Messages  Channels I Tube Laywout I Security I

Mame | Source | Detectar | Gain | Create Mewe... |
Green 470nm  510nm 10 Edit |
“ellow 530nm  555nm g
Orange  585mm  E10nm 10
Red B2Bbrm  BEOnm 3

Crmzon  B80nm  7F10hp 7 Remove |
HFiM 460nm 510nm 7

Reset Defaults |

(].4 Cancel Soply
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Name: Dabei handelt es sich um den Namen des Kanals.
Source (Quelle): Hier ist die Anregungswellenlénge der LED-Lichtquelle angegeben.

Detector (Detektor): Hier werden die Detektionswellenldnge und der Filtertyp (nm = Bandpass, hp
= Hochpass) angegeben.

Gain (Verstarkung): Hier wird die Verstarkung des jeweiligen Kanals angegeben.

Create New... (Neu erstellen): Mit dieser Funktion kann die Erstellung neuer Kandle aktiviert werden. Durch
Klicken auf Create New... (Neu erstellen) wird ein Fenster gedffnet, in dem ein
neuer Name, eine Quelle und ein Detektionsfilter angegeben werden missen.
Die Filter kénnen im Dropdown-Menij neben jedem Fenster ausgewdhlt werden.

Channels (Kandle): Die Standardkonfiguration fir eine 4-Kanal-Multiplex-Detektion sind ein griner,
ein gelber, ein orangefarbener und ein roter Kanal.

Anordnung der Rohrchen

Bei Verwendung eines 72-Well Rotors kénnen die Proben so angeordnet werden, dass sie mit der
Kennzeichnung eines 9 x 8-Blocks gut Ubereinstimmen. In der Standardeinstellung erméglicht die
Registerkarte Tube Layout (Réhrchenanordnung) eine aufeinander folgende Beschriftung (d. h. 1,2, 3...).
Dies bedeutet, dass die Réhrchen in der Reihenfolge im Rotor-Gene Q MDx mit einer Folgenummer
gekennzeichnet werden. Oder aber die Proben werden mit 1A, 1B, 1C usw. beschriftet. Diese Option

kann niitzlich sein, wenn die Proben mit einer Mehrkanalpipette pipettiert werden.
Sicherheit

In der Registerkarte Security (Sicherheit) werden Angaben zur Laufsignatur angezeigt. Die Laufsignatur
ist ein irreversibler Schlussel, der bei jeder Dateianderung neu erzeugt wird. Wird ein Abschnitt in einer
* rexDatei auBBerhalb der Software modifiziert, dann passen die Signatur und die Datei nicht mehr
zusammen. Durch Prijfen der Signatur kann sichergestellt werden, dass die Rohdaten und das Profil nicht
aulerhalb der Anwendung modifiziert wurden und dass das Temperaturdiagramm  giltig ist. Die

Signatur schiitzt auch vor Beschadigungen wie Dateisystemfehler.

Hinweis: Durch Versenden von *.rexDateien per E-Mail kann die Signatur des
Verschlisselungsverfahrens ungiiltig gemacht werden. Um dies zu vermeiden, sollte die Datei vor

dem Versenden per E-Mail in einer *.zip-Datei verpackt werden.
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Genelall M achine Options I Messages I Chariels | Tube Layoul

r— General Infarmation :
Fun Signatures are stored within all newly zaved runs. These signatures, like a wax

zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
software, IF a file is tampered with, the signature becomes invalid.

— Run Signature :

The signature is valid.

E The signature for this run file iz valid. The file contents has not been madified
outgide of the software,

oK Cancel Apply

6.8.2 Temperaturdiagramm

Wahlen Sie Temperature Graph (Temperaturdiagramm) im Meni View (Ansicht) oder klicken Sie
auf die Schalifléche Temp., um das Fenster Temperature (Temperatur) anzuzeigen. Im Diagramm
wird wéhrend des Laufs der Verlauf der eingestellten Zyklustemperaturen angezeigt. Es handelt sich
nicht um Temperaturmesswertfe in Echtzeit. Wahrend des Laufs werden fir jeden Programmschritt
die Angaben fiir Set (Solltemperatur), Actual (Isttemperatur) und Hold For (Haltedauer) angezeigt.
Im Falle eins bereits durchgefihrten Laufs wird im Fenster Temperature (Temperatur) der
Temperaturverlauf wihrend des Laufs angezeigt. Auf der y-Achse wird die Temperatur und auf der
x-Achse die Zeit aufgetragen. Mithilfe der Bildlaufleiste kénnen Sie vorwdarts und risckwarts durch
das Fenster Temperature (Temperatur) navigieren.

-l x|

100

0000 o001 00:02 00:03 00:04

Set: Actual: 278 Hold For: Close I
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6.8.3  Profilfortschritt

Wahlen Sie Profile Progress (Profilfortschritt) im Meni View (Ansicht) oder klicken Sie auf die
Schaltfldche Progress (Fortschritf), um das Fenster Profile Progress (Profilfortschritt) anzuzeigen. In
diesem Fenster wird eine grafische Darstellung des Temperaturprofils angezeigt, das mit dem Lauf
assoziiert ist. Bei der Durchfihrung eines Laufs zeigt der grau schattierte Fensterbereich an, welche

Zyklen bereits abgeschlossen wurden. Es wird auBerdem ein Schétzwert in Minuten angezeigt, wie

lange der Lauf noch dauern wird.

Skip (Uberspringen):

Add 5 Cycles (5 Zyklen

hinzufigen):

Profile Progress
71 minute(s] iemaining.

Skip | Add5 Cycles | Cumenkly uving : Cycling @ Repeal 1

gewiinscht Gbersprungen werden.

Wiederholungen dem aktuellen Zyklusschritt hinzugefigt.

6.8.4 Proben bearbeiten

Standard | Rotor Style I

% Edit Samples _

File Edit Format Security

=lol x|

Mit der Option Skip (Uberspringen) kénnen beliebig viele Profilschritte wie

Mit der Option Add 5 Cycles (5 Zyklen hinzufigen) werden finf

Setftings :
lrﬁiven Cone. Farmat : |123,45?

are Options |

—Samples :
.J Edit | Reset Default Grad\entl O H| &3S @I 1
H 1D |Mame | Type |Groups | Given Cone, |Selected ||
Al R 1000 Standard 1.000 ) Yes _I
W riooo Standard 1,000 Yes
W rio Standard 100 Yes
B R Standard 100 Yes
W ruo Standard 0 Vs
B R0 Standard 10 Yes
B r Standard 1 Vs
| EBEGE Standard 1 Vs
Bl RNTC NTC es
Bz FRNTC NTC es
- B3 11000 Standard 1,000 Yes
MlEs 11000 Standard 1.000/Yes LI

Page :
’7Name: IPageW ;I;I Mew | Deletel

[ Synchronize pages

Undo

I OK Cancel

Help
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Klicken Sie auf die Schaltfléiche Samples (Proben), um das Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten)
zu Sffnen. Das Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) kann auch durch Rechtsklick auf die
Probenliste rechts im Bildschirm aufgerufen werden. Dieses Fenster bietet die gleichen Funktionen
wie das Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) in den Assistenten. Die Symbolleistenfunktionen
sind jedoch auch den Menis File (Datei) und Edit (Bearbeiten) erhaltlich.

Oben im Fenster werden vier Meniis angezeigt: File (Datei), Edit (Bearbeiten), Format und Security
(Sicherheit). Im Meni File (Datei) kdnnen neue (leere) Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten)
erstellt, bestehende Probenvorlagen gedffnet oder Probennamen als Vorlage fir die zukinftige
Verwendung gespeichert werden. Die Erweiterung dieser Vorlagendateien ist *.smp. Im Menii Edit
(Bearbeiten) kénnen Zeilen kopiert und eingefiigt werden. Die Probendefinitionen kénnen im Menii

Security (Sicherheit) gesperrt werden.

Hinweis: Werden Probennamen wéhrend eines Laufs sehr schnell eingegeben (z. B. mit einem
Barcode-Handscanner), kénnen Buchstaben im Probennamen vertauscht werden. Daher wird
empfohlen, keinen Barcode-Handscanner zu verwenden bzw. die Probennamen gegebenenfalls

nach Abschluss des Laufs einzugeben.

Dieses Dropdown-Meni dient zur Wahl eines geeigneten Formats fir die

~ eftings : Anzeige der Konzentrationen. Die Konzentrationen werden gemdf3 dem aktuell
Given Conc. Format ausgewdhlten Ort automatisch formatiert.

Uni In diesem Dropdown-Meni werden die MaBBeinheiten fir den Assay eingestellt.
rik

Samples :
’VI_j Edit | HesetDefauItI Gradientl

Schaltfléche Bedeutung

Line style (Linienformat): Das Linienformat kann gedndert werden, um die Lesbarkeit der Diagramme bei
Ausdruck auf einem Schwarzwei3drucker zu erhdhen. Bestimmte Linien kénnen
durch Anderung des Linienformats besonders betont werden. Klicken Sie auf
den Nach-rechts-Pfeil links neben der Schaltfldche Edit (Bearbeiten), um diese
Funktion zu nutzen.

Edi Durch Driicken auf ,Edit” wird die Farbwahl gedffnet. Zur Zuweisung einer
Ik Farbe zu Réhrchen kénnen mehrere Zeilen gleichzeitig ausgewdhlt werden.

Durch Driicken von ,Reset Default” (Auf Standardeinstellung zuriicksetzen)
werden alle ausgewdhlten Farbzellen wieder auf die Standardfarbe
zuriickgesetzt.

Rezet Default

Mit der Schalifliche ,Gradient” (Farbverlauf) kann ein Farbverlauf von der
ersten bis zur letzten ausgewdhlten Farbe eingerichtet werden. Bei einer
Probeneinrichtung kénnen mehrere Farbverldufe festgelegt werden.

Gradient

i iE
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IR TEIEEE

Mit der Schaltfldche New (Neu) kann das Fenster Edit Samples (Proben
bearbeiten) geleert und so auf die Eingabe neuer Daten vorbereitet werden.

L]

Mit dem Symbol Open (Offnen) wird ein Dialogfeld aufgerufen, in dem eine
Datei des Rotor-Gene Q MDx fiir den Import ausgewdhlt werden kann.

)
]

Hinweis: Die Anzahl der Proben im gedffneten Fenster und in der zu
importierenden Datei missen ibereinstimmen.

Mit dem Symbol Save (Speichern) wird ein Dialogfeld gedffnet. Hier kann der
Name und der Speicherort der Datei angegeben werden, in der die
Probendefinitionen gespeichert werden sollen.

L

Mit dem Symbol Copy (Kopieren) kopieren Sie die ausgewdhlten Zellen.

Mit dem Symbol Paste (Einfigen) figen Sie die mit dem Befehl Copy
(Kopieren) ausgewdihlten Zellen an der aktuell ausgewdhlten Position in die
Tabelle ein.

Mit dem Symbol Excel wird ein Dialogfeld aufgerufen, in dem Sie
aufgefordert werden, einen Namen und einen Speicherort fir die Datei
einzugeben, in der die Probendaten gespeichert werden sollen. Nach
Driicken von Save (Speichern) wird die Excel-Datei automatisch gedffnet.

Mit dem Symbol Append/Overwrite (Anhdngen/iberschreiben) kdnnen Sie
die Art der Bearbeitung der Zellen im Fenster Edit Samples (Proben
bearbeiten) einstellen. Wird Overwrite (Uberschreiben) gewdhlt, werden die
bestehenden Daten bei der Bearbeitung iiberschrieben. Wird Append
(Anhéngen) gewdihlt, werden die neuen Daten bei der Bearbeitung an die
existierenden Daten angehdngt.

Ol

Sample Types (Probenarten): Zur Festlegung der Probenart wahlen Sie eine Option in der folgenden
Tabelle.

Probenart Beschreibung

None (Keine) Keine Probe an dieser Position

NTC Kontrolle ohne Template

Negative Control (Negativkontrolle) Negativkontrolle

Positive Control (Positivkontrolle) Positivkontrolle

Unknown (Unbekannt) Unbekannte zu analysierende Probe

Standard Die Ergebnisse der Standards dienen zur Erstellung einer
Standardkurve, mit der die Konzentrationen der
unbekannten Proben errechnet werden kénnen

Calibrator (RQ) (Kalibrator (RQ)) Dem Kalibrator wird der Wert 1 zugewiesen. Alle anderen
Probenkonzentrationen werden dann relativ zu dieser
Probe berechnet.

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022 135



Page (Seite): Diese Funktion erm&glicht mehrere Probendefinitionen (und auBerdem
separate Experimente) im gleichen Lauf. Dies ist fir die Analyse von
verschiedenen Produkten in verschiedenen Kandlen hilfreich. Mit den Pfeil-
Schaltfléichen scrollen Sie von einer Probenseite zur néchsten. Mit den
Schaltfléichen New (Neu) bzw. Delete (Loschen) erstellen bzw. I6schen Sie
Seiten. Mehrere Probendefinitionen im gleichen Kanal sind méglich, um
mehreren Standardkurven ohne Multiplex-Analyse zu messen. Legen Sie die
Zielproben und die zugehdrigen Standardkurven einfach auf separaten Seiten
fest. Dann kann ein einziger Kanal gemaf jedem Definitionssatz unabhéngig
analysiert werden. Die Probenseiten kénnen mit Page 1 (Seite 1), Page 2
(Seite 2)usw.) oder mit Namen (z. B. ,Housekeeper”) gekennzeichnet
werden. Diese Namen werden auch in den Berichten genannt.

Bei Anzeige der Rohdaten kénnen die Probendefinitionen fir die angezeigten
Daten ausgewahlt werden. Verwenden Sie dazu das Dropdown-Meni neben
der Schalifléiche Options (Optionen):

110 "5 20
At Scale | Options I Page 1

F'age 2

Die Probenseite fiir die Analyse kann im Fenster Analysis (Analyse)
ausgewdhlt werden (siche Abschnitt 6.6.1).

Analysis |
25tdCurves [Rel] | Other. |
Quantitation | el

= Cycling &. FAk

Show | Hide |
™ Auto-shrink window

Given Conc. (Gegebene Hier wird die bekannte Konzentration aller Standards angezeigt. Die

Konzentration): Einheiten kénnen als Dezimalzahl oder logarithmische Zahl angegeben
werden. Sind die Standards eine Verdiinnungsserie, reicht die Eingabe der
ersten beiden Standards. Durch Driicken der EINGABETASTE fiillt das
Programm die ndchsten logischen Verdinnungsschritte der Serie automatisch
aus.

Line style (Linienformat): Das Linienformat kann geéndert werden, um die Lesbarkeit der Diagramme
bei Ausdruck auf einem Schwarzweif3drucker zu erhhen. Bestimmte Linien
kénnen durch Anderung des Linienformats besonders betont werden. Klicken
Sie auf den Nach-rechts-Pfeil links neben der Schaltfléche Edit (Bearbeiten),
um diese Funktion zu nutzen.

.j Edit | HesetDefauItI Eradientl
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In der Symbolleiste wird das Standardformat Solid (Durchgezogen)
angezeigt. Andere Optionen sind: Dashed (Gestrichelt), Dotted (Punktiert),
Hairline (Feinstrich), Thin (Dinn) und Thick (Dick). Klicken Sie nach Abschluss
der Anderungen auf den Nach-links-Pfeil, um zur Ansicht Edit (Bearbeiten),
Reset Default (Auf Standardeinstellung zuriicksetzen) und Gradient
(Farbverlauf) zuriickzukehren.

]

Eingabe mehrerer Zeilen: Wenn die gleichen Information in mehrere Zeilen eingegeben werden
missen, wdhlen Sie alle Zeilen und beginnen mit der Eingabe. Die
Informationen werden gleichzeitig in allen gewdhlten Zeilen eingegeben.
Diese Methode funktioniert auch fiir die Auswahl von Probenarten und Farben
und die Eingabe von Konzentrationen.

Tastenkiirzel fir Probenarten: Um die Probenart schnell einzugeben, geben Sie den ersten Buchstaben der
Probenart ein. Um beispielsweise fiinf Proben als Kontrolle ohne Template
festlegen méchten, wéhlen Sie die Proben in der Spalte Sample Type
(Probenart) und driicken Sie auf N fiir ,NTC”. Die Probenart aller Proben
wird auf NTC gesetzt.

Speichern und Die vollstéindige Probenbeschreibung kann als Probendatei (*.smp) gespeichert und
wiederverwenden: in spétere Liufe mit gleicher Probenkonfiguration geladen werden.
Rotormethode

Diese Registerkarte im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) bietet eine alternative Mglichkeit
zur Eingabe von Probennamen. Wahlen Sie Replikate durch Klicken und Ziehen des Mauszeigers
Uber die Rotorabbildung. Die Liste rechts neben dem Fenster wird aktualisiert. Der Probenname
kann eingegeben werden und gilt fir die gesamte aktuelle Auswahl. Die Software erkennt diese

Rotorpositionen als Replikate.

" Edit Samples " =10 =
File Edk Format Security
Standard Flotos Stie |
8 .  Fangle 1]
e D [are e ]
B n; R 1 sample1  Stendsid
- ~ i mmple 2
57 .-
. -
7 Srple 3
9 sample 3
10 e
49 EE]
17
#
L5
S
¥ LabelWelsAs1,2,3,
Page :
o o | e [ D] T Synctrize pages
Unde | oK | cened | Hw |
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Die Registerkarte Rotor Style (Rotormethode) ist eine abgespeckte Version der Registerkarte Standard
(Standardmethode). Sie wurde fir Benutzer entwickelt, die Probennamen und Farben schnell
einrichten méchten. Einige Einstellungen kénnen in dieser Registerkarte nicht festgelegt werden.
Dazu gehért, ob es sich bei der Probe um einen Standard handelt und was deren Konzentration
ist. Wenn die Standards und Konzentrationen festgelegt werden miissen, sollte die Registerkarte

Standard (Standardmethode) verwendet werden.
Eignung von Probenseiten

Um das Fenster Sample Page Suitability (Eignung von Probenseiten) aufzurufen, klicken Sie auf More
Options (Weitere Optionen) im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) und dann auf Define
Suitabilities (Eignung festlegen). Im Fenster Sample Page Suitability (Eignung von Probenseiten)
kénnen die Benutzer Probenseiten Kandlen zuweisen. Die Probenseite fir das Zielgen gilt
beispielsweise fir den grinen Kanal, und die Probenseite fir das Housekeeper-Gen fir den gelben
Kanal. In diesem Beispiel kann durch Einrichten der Eignung von Probenseiten die Anzahl der
verfigbaren Analyseoptionen gesenkt werden, da nur noch die fir diesen Assay relevanten

Optionen angezeigt werden.

Das Fenster Sample Page Suitability (Eignung von Probenseiten) ist weiter unten dargestellt.

¥ sample Page Suitability ﬂ

Sample Fage Suitabilities enable you to hide zample pages
when they are not relerant in the current context. For example,

by defining a 5 ample Page to apply only ta the Yelow channel,
oL will not be prompted to zelect it during an analyziz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular use for users of
multiplered azzays,

Fage: |Page 1 j

— Suitabilities for Selected Page

" Alwaps display this sample page.

= Only dizplay thiz sample page when analyzing
data acquired on the following channels ;

O Green -
O vellow

E Orange Save & Cloze |
HEd -
= —I Help |

Hinweis: Erstellen Sie bei der Einrichtung eines Assays alle Probenseiten und die
Probenseiteneignung. Speichern Sie alle Angaben zusammen als Vorlage. Auf diese Weise

vermindern Sie den Aufwand, der fir die Einrichtung jedes Laufs erforderlich ist.
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Gruppen

Probengruppen erméglichen die statistische Auswertung einer beliebig zusammengestellten
Probensammlung. Im Gegensatz zu Replikaten, die alle einen identischen Namen haben missen,
kénnen die Proben einer Gruppe unterschiedliche Namen besitzen, an einer beliebigen Position im

Rotor sitzen und mehreren Gruppen angehdren.

1. Zur Festlegung einer Gruppe geben Sie den vollstandigen Gruppennamen neben einer Probe

ein und driicken auf die Eingabetaste.

ol
File Edit Format Security
Standard | Fator Ste |
— Settings :
Given Conc. Format ; I j Uit ; ICUpies j More Options |
— Samples :
ITreated
C |ID_ |Mame | Type | Groups | Given Cone. | Selected |«
A1 Tissue Unknown Yes
&2 | Tissue Unknawn I es
43 | Tissue Unknawn ] es
A4 Tissue Unknown _ es
B L Unknawn ] es
B L Unknawn ] es
- A7 Lung Unknown _ es
B L Unknawn ] es
B1 Mone Mo
B2 Mone Mo
B3 Mone Mo
B4 Mone Mo
BS Mone Mo LI
Page :
’7Name: IF'age‘I < | > | Mew | Delelel [~ Synchronize pages ‘
Undo | oK | Cancel Help |

2. Das Fenster Edit Group (Gruppe bearbeiten) wird angezeigt.

 Edit Group

Group Froperties ;

x|
Code: ITFEE:’-‘-.Tl ok
M ame: |T reated LCancel |

Help |

3. Legen Sie eine geeignete Abkirzung fest und klicken auf OK. Diese Abkirzung kann nun zur
Einrichtung von Gruppen verwendet werden. Die Gesamtergebnisse der Gruppe, wie Mittelwert

und 95-%Konfidenzintervalle, werden bei jeder Analyse automatisch berechnet.
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-lojx
Ha Hame Type Lt Given Conc [Cop| Calc Conc (Copie] % Yar Rep. Ct | Rep CtSic|Rep Ct (35% OI) [Fep
a1 Tissue Unknown 1882 18.75 017 [18.48, 19.02]

A2 Tissue Urknown 1875
43 Tissue Urknown 1892
Ad Tissue Unknown 1852

45 Lung Urknown 18.73 18.70 0.09 [18.55 , 18.85]

LB Lung Unknown 1862
A7 Lung Unknown 1281
48 Lung Unknown 18563
4148 | Treated Group 18.72 013 [18.62, 1833

6.8.5 Anzeigeoptionen

Das Meni Display Options

(Anzeigeoptionen) ist unten abgebildet.

View ‘Window Help
Run Settings = ! £
8 9 vew o0 @ B W
Temperature Graph Settings Frogress  Profile  Temp.  Samples

Profile Editar

Profile Progress

Samples. ..

Gain Calibration. ..

Show at Most 2 Analysis
Windows (Héchstens 2
Analysefenster anzeigen):

Show at Most 6 Analysis
Windows (Héchstens 6
Analysefenster anzeigen):

Reset All “Don't Show This
Message Again” Dialogs (Alle
Dialoge ,Diese Meldung nicht
mehr anzeigen” zuriicksetzen):

i at Mosk 2 Anal 0
Show at Most 6 Windows
Reset Al "Don't Show This Message Again'” Dialogs

Ist diese Option aktiviert, werden maximal zwei Analysefenster gleichzeitig
angezeigt. Wenn mehrere Fenster gedffnet sind, leidet unter Umsténden die
Lesbarkeit. Durch Aktivierung dieser Option wird das zuerst gedffnete Fenster
geschlossen, wenn das dritte Fenster gedffnet wird. Wenn die Option nicht
aktiviert ist, kdnnen mehr als zwei Analysefenster angezeigt werden.

Um die Lesbarkeit zu erhdhen, entfernt die Software nicht benutzte Fenster,
wenn ein neues Fenster gedffnet wird. Diese Option ist standardméfig
aktiviert, da so der Bildschirm des Rotor Gene Q Software immer iibersichtlich
bleibt. Falls notwendig kann diese Option deaktiviert werden, um mehr als
sechs Fenster gleichzeitig anzuzeigen.

Wird diese Option aktiviert, zeigt die Software alle Dialogfelder erneut an,
bei denen das Kontrollkéstchen Do not display this message again (Diese
Meldung nicht mehr anzeigen) aktiviert worden war. Dazu gehéren
Meldungen iber verddchtige Einstellungen, deren Anzeige unter Umstdnden
zu einem frisheren Zeitpunkt deaktiviert worden ist. Das kann fiir einen neuen
Benutzer hilfreich sein, der mit dem Rotor-Gene Q MDx bzw. der Rotor-Gene
Q Software noch nicht vertraut ist.

6.9  Zugriffsschutz der Rotor-Gene Q Software

Hinweis: In diesem Kapitel wird der Zugriffsschutz fir die Rotor-Gene Q Software beschrieben. Im
Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application Benutzerhandbuch bzw. Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application Benutzerhandbuch finden Sie die Informationen iber die

relevante Rotor-Gene AssayManager Software.
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Die Rotor-Gene Q Software bietet Funktionen fiir den sicheren Betrieb. Bei korrekter Konfiguration

stellt die Rotor-Gene Q Software Folgendes sicher:

® Der Zugriff auf den Rotor-Gene Q MDx und die Analyse-Software ist auf Benutzergruppen

beschrankt.

Jegliche Anderungen von Laufdateien werden in einer Log-Datei protokolliert.

Unbefugte Anderungen werden erkannt (Signaturen).

Die fir Laufe verwendeten Vorlagen werden protokolliert.

Die Probennamen werden gespertt.
Integration mit Windows Sicherheitsfunktionen

Um eine hohe Rechenschaftspflicht zu erzielen, wird die Sicherheit der Rotor-Gene Q Software nicht
intern verwaltet. Benutzerkonten, Benutzergruppen und Passwérter werden stattdessen von dem
integrierten Sicherheitsmodell von Windows (Windows Security) verwaltet. Diese Integration
ermdglicht die Verwendung des gleichen Passworts fir den Zugriff auf Netzwerkdateien und
Programmen und den Zugriff auf die Rotor-Gene Q Software, was den Verwaltungsaufwand senkt.
Dank des zentralisierten Sicherheitsmodells kdnnen Netzwerkadministratoren in  gréf3eren

Organisation beispielsweise ehemaligen Benutzern den Zugriff einfach entziehen.

Es ist daher beste Praxis, die Rotor-Gene Q Software durch Konfiguration der Windows

Sicherheitsrollen sicher einzurichten.
Voraussetzungen

Die Sicherheitsfunktionen stehen nur in Windows 10 Professional oder Windows 7 Professional zur
Verfigung. Windows 10 Home und Windows 7 Home bieten das feinkérnige Zugriffsmodell, das
die Software nutzt, nicht an. Daher kénnen die Sicherheitsfunktionen der Software nicht genutzt
werden. Die Software muss mit der Option Force authentication through Windows domain

(Authentifizierung durch Windows-Doméne erzwingen) installiert worden sein.

Hinweis: Wenn Sie sich bei einer Linux Samba-Doméne anmelden, wird das Sicherheitsmenii nicht
angezeigt. Zur Nutzung der Sicherheitsfunktionen missen Sie sich entweder lokal oder bei einem

Windows-Server anmelden.
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6.9.1 Konfigurationen fir Windows 7

In diesem Abschnitt wir beschrieben, wie das System fiir den sicheren Betrieb der Rotor-Gene Q

Software eingerichtet wird.

Um die Sicherheitsfunktionen nutzen zu kénnen, muss die Software mit der Option Force
authentication through Windows domain (Authentifizierung durch Windows-Doméne erzwingen)
installiert worden sein. Die Software fordert die Zugriffsebene und die Anmeldedaten des Benutzers
iber die Windows-Doméne an, was fir die Rechenschaftspflicht und Sicherheit entscheidend

wichtig ist.
Ausfiihren der Software als Administrator

Viele Benutzer melden sich bei ihren Computern als Administrator an und verwenden keine
Passworter. Dies ist zwar praktisch, macht es jedoch unméglich, die Identitat des aktuellen Benutzers
zu ermitteln. Damit werden Sie lhrer Rechenschaftspflicht nicht gerecht, und viele
Sicherheitsfunktionen der Rotor-Gene Q Software kénnen nicht aktiviert werden. Bei Ausfihrung der
Software als Administrator werden alle Softwarefunktionen aktiviert. Benutzer, die keine

Sicherheitsfunktionen bendtigen, haben als Administrator Zugriff auf alle Softwarefunktionen.
Erstellen eines neuen Benutzerprofils

Erstellen Sie ein Benutzerkonto fir jeden Benutzer der Software. Wiederholen Sie die folgenden

Schritte fir jeden Benutzer, bis alle notwendigen Konten erstellt worden sind.

1. Wahlen Sie zum Erstellen eines neuen Benutzers ,Start/Control Panel/Administrative
Tools/Computer Management” (Start/Systemsteuerung/Verwaltung/Computerverwaltung) aus
und navigieren Sie zu ,Local Users and Groups” (Lokale Benutzer und Gruppen) auf der linken

Seite.

2. Wahlen Sie den Ordner Users (Benutzer) im angezeigten Fenster. Klicken Sie mit der rechten

Maustaste auf das rechte Fenster und wéhlen Sie New User (Neuer Benutzer).
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3. Geben Sie einen Benutzernamen und ein Passwort ein. In der Standardeinstellung wird ein

Benutzer mit normalen Zugriffsrechten erstellt. Ein solcher Benutzer kann die Software ausfihren,

1ol

Ele Acion View Hep

PN IEE

| Users.
[ Groups
(@ Performance
) Device Manager
= 5 Storage
¢ Disk Management
s Services and Appiications

B Computer Name [ Full Name: [ Description [[Actions
& {fk SystemToos #, administrator Built-n account for administering the.
@ Task scheder Fiouest Buitn account for questaccess to'
@ @ Buentvever &Reg andlyst  RoQ_Analvst More Actions »
2| Shared Foiders g

aber keine neuen Programme installieren oder Systemeinstellungen dndern.

4. Klicken Sie auf Create (Erstellen). Sie kénnen sich nun als dieser Benutzer anmelden.

User must change password at next logon
| User cannot change password
Password never expires
[7] Accourt is disabled

g Bl
New User @Iﬂ
User name: newuser
Full name: Mew User
Description:
Password: teeee
Confirm passward: seene

[Gome ] |

Close ]

L5

Zuweisen von Benutzerrollen

Sie sollten nun jedem Benutzer Rollen zuweisen. Beim Zugriff werden die folgenden Rollen

unterschieden:

4
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Rotor-Gene Q Operator (Rotor-Gene Q Anwender) — kann Laufe durchfihren, aber keine

Berichte erstellen oder Analysen durchfihren

Rotor-Gene Q Analyst (Rotor-Gene Q Analytiker) — kann Laufdaten analysieren und Berichte

erstellen, aber keine neuen Laufe durchfihren

Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Rotor-Gene Q Anwender und Analytiker) — umfasst die

Berechtigungen beider Rollen

Administrator — kann Probennamen entsperren und ansonsten alle Aufgaben eines Anwenders

und eines Analytikers durchfiihren

None (Keine) — der Zugriff auf die Software wird verweigert

So weisen Sie Rollen zu:

3.

. Melden Sie als Administrator bei Windows an. Oder aber &ffnen Sie die Software mit dem

Symbol Rotor-Gene Q Software Login (Rotor-Gene Q Softwareanmeldung) und melden sich an.
ﬂg Run Rotor-Gene As Other User &J‘

Domain [FICZIMMERB-2
Uzername : |Iinsnng_|,| Cancel

Passwaord ; ]

L

Hinweis: Wenn Sie RG-Gruppen in der Rotor-Gene Q Software anlegen méchten, missen Sie
die Software mit Administratorrechten ausfihren. Klicken Sie dazu mit der rechten Maustaste
auf das Desktop-Symbol und wéhlen Sie die Option Run as administrator (Als Administrator
ausfihren) im Kontextmeni.

Nach Offnung der Software klicken Sie auf das Meni Security (Sicherheit). Beim ersten Aufrufen
des Menis Security (Sicherheit) konfiguriert die Rotor-Gene Q Software eine Reihe von
Systemgruppen, die den Zugriff auf die Software kontrollieren.

-
Rotor-Gene Q Series Software

‘."_ﬁ‘-l RG Groups do not exist on the domain. Would you like them to be
W created?

. A

Klicken Sie auf Yes (Ja). Das Fenster User Admin (Administratorbenutzer) wird angezeigt. Im
oberen Panel werden alle Benutzer des Computers angezeigt. Einige Konten sind Systemkonten

und daher unvertraut. Im unteren Bereich wird die Gruppenzuweisung zum Benutzer angezeigt.
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Current Usger: Zimmerd

— Users :

fdktemplate
=2 ROE-STOBE
4 RDESTORG
= RDE-STOGK
|2 RDE-STOKR
|5 RDE-STOKT

7 deHIL FiabertHomi & RDEHILGaih

¥ RDEHIL25W T eamPoom % RDEHILGem

¥ RDEHILISWT eamPioam 7 RDEHILHamt

) RDEHILCrawleyRaom ) RDEHILlacq

% RDEHILED15Room ¥ RDEHIL)acq

] RDEHILFrancoisIRoom ] RDEHILIohn
L2

—Groups

Domain Groups :

Selected Uzer's Groups :

Adrministrators
RG Analyst
R4 ARG Operator

]
£l

LCloze I

4. Um einem Benutzer eine Gruppe zuzuweisen, wéhlen Sie den Benutzernamen von der Liste.

Die Informationen im unteren Panel werden aktualisiert. Benutzer, denen keine Gruppen
zugewiesen wurden, kénnen die Software nicht starfen.

Im folgenden Beispiel weisen wir dem Benutzer linsongy der RG-Analytikergruppe zu. Dazu

wéhlen wir die Analytikergruppe auf der linken Seite und klicken auf die Schaltflache >.
Gruppen kénnen wieder entfernt werden. Dazu klicken Sie auf die Schaltfléche <.

Current User: Zimmnerd

—sers

_ fdktemplate
£ RDE-STOEE
|} RDE-STORG
= RDE-STOGK
I RDE-STOKR
|3 RDE-STOKT

g_rdeHlL-HobertHowit
] RDEHIL25WTeamRaom
M RDEHILISWT eamPacm
9] RDEHILCrawleyRaom
) RDEHILEDSRoam

) RDEHILFrancoislRoom

= FDEHILGaith
] RDEHILGem
%2 RDEHILHamt
¥ RDEHILlacg
) RDEHILacq
o R

DEHILIohe

+

—Groups

Domain Groups

Selected User's Groups :

Administrators
RG Analyst
E4 RG Operator

]
[£]

Lloze I

6. Melden Sie sich nun als dieser Benutzer an. Als RG-Analytiker stehen Ihnen das Menii Run (Lauf)
und die Schaltfldche Profile (Profil) nicht zur Verfigung. Vorhandene Dateien kénnen jedoch

gedffnet und analysiert werden (siehe folgenden Screenshot). In der Statusleiste wird angezeigt,
dass der Benutzer linsongy ein RG-Analytiker ist.
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" Rtor Gene Q e Scfvare VIRTUAL MODE - HBV dition with Sy B —— S
Fle nayss Gom View Window Hep

€O H e e @ ¥ B W& B OB B
Open Sove | Help Seings Profle _Temp. Somples Ansysis Reports Arange
Channes 1 Cycing AFAMISYBR. 7 Cycing AJOE. 7 MetACHL 7 MektACH2

- Mokt Crve Anslyss - Mol ACHI Bage1) E=s fon =
L =] =
Repors. e Genoes.

P EEEE R EEEEEE R T
S

Adstsale  Auo-Sale

53 Mt Curve Rsuls - Mkt ACHI Bage 1)
I [Gerohpe]Pos1 _[Peakz [pookd [Peskd [pess
s

L Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Analyst)

ViRTUAL MODE

7. Wenn Sie sich erneut als Administrator anmelden, kénnen Sie dem Benutzer linsongy
RG-Anwenderrechte zuweisen bzw. die RG-Analytikerrechte wieder entfernen. Dann starten Sie
die Software neu. Dieses Mal fehlen das Menii Analysis (Analyse) und die Schaltfléiche Reports
(Berichte). Das Meni Run (Lauf) wird jedoch eingeblendet. In der Statusleiste wird angezeigt,
dass der Benutzer linsongy zur RG-Anwendergruppe gehért.

i AR RV E— et

Fle Run Gun View Window Help

ZeOodH P NnE vee @ O ¥ B W B .

HEEE L L T

i Tempersure

-

g

o ” - e o

LIl i
— =
Do ]
T

H H “ H [ Cunent User: HILZIMMERE-L2/insongy (RG Operator) ||
UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU\

e e

8. Melden Sie sich als Administrator an und entfernen Sie alle Gruppen vom Benutzer linsongy.

Wenn der Benutzer linsongy die Software aufruft, wird die folgende Meldung angezeigt.

o —
Rotor-Gene Q Series Software g

You have insufficent rights to use the software. Please contact the domain
administrator to set up groups.

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022 146



6.9.2  Konfigurationen fir Windows 10

In diesem Abschnitt wir beschrieben, wie das System fir den sicheren Betrieb der Rotor-Gene Q

Software eingerichtet wird.

Um die Sicherheitsfunktionen nutzen zu kénnen, muss die Software mit der Option Force
authentication through Windows domain (Authentifizierung durch Windows-Doméne erzwingen)
installiert worden sein. Die Software fordert die Zugriffsebene und die Anmeldedaten des Benutzers
iber die Windows-Doméne an, was fir die Rechenschaftspflicht und Sicherheit entscheidend

wichtig ist.
Ausfiihren der Software als Administrator

Viele Benutzer melden sich bei ihren Computern als Administrator an und verwenden keine
Passworter. Dies ist zwar praktisch, macht es jedoch unméglich, die Identitat des aktuellen Benutzers
zu ermitteln. Damit werden Sie lhrer Rechenschaftspflicht nicht gerecht, und viele

Sicherheitsfunktionen der Rotor-Gene Q Software kénnen nicht aktiviert werden.

Bei Ausfiihrung der Software als Administrator werden alle Softwarefunktionen aktiviert. Benutzer,
die keine Sicherheitsfunktionen bendtigen, haben als Administrator  Zugriff auf alle

Softwarefunktionen.
Erstellen eines neuen Benutzerprofils

Erstellen Sie ein Benutzerkonto fir jeden Benutzer der Software. Wiederholen Sie die folgenden

Schritte fir jeden Benutzer, bis alle notwendigen Konten erstellt worden sind.

1. Wahlen Sie zum Erstellen eines neuen Benutzers Start, geben Sie Computer Management
(Computerverwaltung) ein, driicken Sie die Eingabetaste und navigieren Sie zu Local Users and

Groups (Lokale Benutzer und Gruppen) auf der linken Seite.

2. Wabhlen Sie den Ordner Users (Benutzer) im angezeigten Fenster. Klicken Sie mit der rechten

Maustaste auf das rechte Fenster und wdahlen Sie New User... (Neuer Benutzer).
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& Computer Management = O X
Eile Adion \iew Help

= nml e = Hm

& Computer Management (Local) Name Full Mame Description [ Actions

e u:g“:’"k'g:; i B admin Users -
1 EventViorer B Administrator Built-in account for administering... More Actions >

BiDetautAccount A e et i byt

&l Shared Folders g
i Guest Built-in account for guest access

~ i Local Users and Groups
Users:
Groups
@ Performance
A Device Manager
~ 5 storege
&7 Disk Management
Fls Services and Applications

3. Geben Sie einen Benutzernamen und ein Passwort ein. In der Standardeinstellung werden
Benutzer mit normalen Zugriffsrechten erstellt. Ein solcher Benutzer kann die Software ausfhren,

aber keine neuen Programme installieren oder Systemeinstellungen dndern.

New User ? x

User name: ‘"EWUSE" ‘
Full name: ‘New User ‘
Description: ‘ ‘
Eassword: [TITT] ‘
Confirm password: senes ‘

[4] User must change password at next logon
User cannot change password
Password never expires

[] Account is disabled

Help Clgse

4. Klicken Sie auf Create (Erstellen). Sie kénnen sich nun als dieser Benutzer anmelden.
Zuweisen von Benutzerrollen

Sie sollten nun jedem Benutzer Rollen zuweisen. Beim Zugriff werden die folgenden Rollen

unterschieden:

® Rotor-Gene Q Operator (Rotor-Gene Q Anwender) — kann Laufe durchfihren, aber keine

Berichte erstellen oder Analysen durchfihren

® Rotor-Gene Q Analyst (Rotor-Gene Q Analytiker) — kann Laufdaten analysieren und Berichte

erstellen, aber keine neuen Laufe durchfihren
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® Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Rotor-Gene Q Anwender und Analytiker) — umfasst die

Berechtigungen beider Rollen

e Administrator — kann Probennamen entsperren und ansonsten alle Aufgaben eines Anwenders
und eines Analytikers durchfihren

® None (Keine) — der Zugriff auf die Software wird verweigert

Hinweis: In Microsoft Windows 10 kénnen in der Rotor-Gene Q Software keine Benutzergruppen

angelegt werden. Die Benutzergruppen missen von einem Domdnenadministrator auf

Doménenebene angelegt werden. Auch die Zuweisung von Benutzern zu einer bestimmten Gruppe

muss auf Domdnenebene erfolgen. Das Meni Run (Lauf) ist aktiviert. In der Statusleiste wird

angezeigt, dass der Benutzer linsongy zur RG-Anwendergruppe gehért.

6.9.3  Mehrere Benutzer auf einem Computer

Wenn mehrere Benutzer den Computer gemeinsam nutzen, legen Sie ein Benutzerkonto ohne
Zugriff auf die Rotor-Gene Q Software an. Die Benutzer melden sich dann mit diesem Benutzerkonto

bei Windows an und erhalten keinen anonymen Zugriff auf Rotor-Gene Q MDx.

1. Mit dem Symbol Rotor-Gene Q Software Login (Anmeldung bei der Rotor-Gene Q Software)

kénnen die Benutzer ihr Benutzerkonto in der Rotor-Gene Q Software 6ffnen.

ftware
Login

2. Geben Sie den Benutzernamen und das Passwort (Pflichtfeld) in das angezeigte Feld ein.

% Run Rotor-Gene As Other User X
Domain [QIAGEN-PC
Usemame : [!ﬂ\dmin Cancel
Password : |

3. Die Domdéne ist entweder der Computer, bei dem Sie sich anmelden, oder der Name des lokalen
Netzwerks, zusammen mit dem Hostnamen. Wenden Sie sich an den Netzwerkadministrator,
wenn Sie nicht sicher sind, welche Domane Sie in diesem Feld angeben missen.

Hinweis: Nach der Anmeldung stehen dem Benutzer alle Benutzerdateien zur Verfigung. Jeder
Benutzer kann Dateien in einem eigenen Bereich speichern. Auf diese Weise wird ein hohes

Sicherheitsniveau erzielt.

Hinweis: Nach Abschluss des Laufs sollte sich der Benutzer wieder abmelden, damit keine

anderen Benutzer Laufe in seinem Namen durchfishren kénnen.
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6.9.4  AuditTrails

Bei jeder Speicherung einer Datei werden die Benutzerdetails unter Run Settings (Laufeinstellungen)

in der Registerkarte Messages (Meldungen) als Security Audit Trail Summary (Zusammenfassung
des Audit-Trails) und Security Audit Trail Detail (Details des Audit-Trails) gespeichert.

fRotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 (1) ~18]x]

Fle Run Gan Yew Window Help

HEHPHB o ‘wewt’.?
Mew  Open Save | Start Pause Stop | Help

# O W B ‘

Seftings Progress Profie  Temp. Samples Arange

[

=10l

oo

N

AN

e — R

General| Machine Options Messages | Charmels | Tube Loy | Ssouriy |

oK Cancel )

T

Gkip | Add & Degrees| Curertly nning : Mek @ 72 deg

50 ]
Run Wizard Advanced
1 Secuity Audit Tral Summary
m Saved At 26/11/2005 2:47:45 PM By CORITO0T AGA User 2
Experiment Started At 26/11/2006 2.47-46 PM By CORITO0 /RG Liser 2
- Saved Al 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITO0! /RGA User 2
20 Saved At 26/11/20083:36:12 PM By CORITOOT /RGN Liser 2
- S ecuity Audi Trai D etai
04 Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO0T /AGA Liser 2(5-15211177238915-198 048
i — Experiment Started At 26/11/2008 247.46 PM By CORITO0 ARG User 2 (51521173 o
A Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITODT/AGA Liser 2(5-15211177238315-195 5
- Saved A 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITO0N /RGO User 2(5+1-5:21-11 77238915195 s
- Warings
=[]
o Operstor skipped end of cycle for Cycling @ Repeat 25 Franel Condiorig. 5
Kl | |

Rotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Buid 34)

[VIRTUAL MODE | Curert Liser: CORITO0 /RGO User 2 (RG Operator]

Anhand dieser Daten kann Uberwacht werden, wer die Inhalte einer Datei gedndert hat. Unter Security

Audit Trail Detail (Details des AuditTrails) werden mehr Details aufgezeichnet, z. B. die einzigartige ID-

Nummer des Benutzers. Diese ID-Nummer ist wichtig, damit kein Benutzer ein Konto mit dem gleichen

Namen auf einem anderen Computer anlegen und nicht vorgeben kann, jemand anders zu sein. In

einem solchen Fall sind die Benutzernamen identisch, die KontoIDs jedoch nicht.
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Die ID des Kontos ,CORITO01/RGQ User 2” ist ,5-1-5-21-1177238915-195” und wird in den

Details angezeigt.

[Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008

Fle Run Gan View Window Help
‘wew & I i W B

=
7 €
New Open Save | otart Pause Stop | Help Settings Progress  Profle  Temp, Samples Arrange

EEE]

100
Jrunsettings J_’_’_’_P/_/_lﬁ_/_/_j

ol e | oo Bl [ o [

0 = General
Rn Wizard Advanced
& Secuty Audt Tral Summary
) £ Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOT/RGQ User 2

-~ Enperiment Started At 2671172008 24745 PM By CORIT001/RG0 User 2
- Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITO01/RGA User 2

0 + Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITOOT/RGA User 2
- Saved At 26/11/2008 3:41:38 PM By CORITOT /RGO User 2
04 | = Secuity Audt Tral Detai w052 w053
iK1 — £ Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOD1 /RGO User 2 (5-1-5.21-1 17723891519 |
&0 p - Expeiment Stafted At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOD1/AGA User 2[5-1:521-117;
- Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITOT /RGO User 2(5-1-5:21-11772089151 98 s

1 Saved At 26/11/2008 3:35:12 PM By CORITON /G0 User 2 (5 {772 | [ ol
The runhas
(=) warmings
. Operator skipped end of cycle for Cucing @ Riepeat 25 5
B | 2
OK Cancel Aoply
Fiotor Gene O Seres Softwers 1.7 (Build 34] [VIRTUAL MODE | Curent User: CORITO0T/AGR User 2 (G Operatar
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6.9.5 Signaturen verwenden

Der Audit-Trail wird in der Rotor-Gene Q Laufdatei gespeichert. Damit diese Dateien nicht unbefugt
gedndert werden kénnen, missen sie an einem sicheren Ort aufbewahrt werden, der nur von
bestimmten Windows-Konten zugédnglich ist. Werden die Dateien jedoch an einem gemeinsam
genutzten Ort gespeichert, kdnnen Laufsignaturen die Sicherheit verbessern. Im folgenden
Screenshot ist die Registerkarte Security (Sicherheit) fir eine Datei mit Laufsignatur unter Run Settings

(Laufeinstellungen) dargestellt.

Generall tachine Optiots I Messages ] Chatinelz ]

General Infarmation :

Run Signatures are ztored within all newly saved runs. These signatures, like a wax
‘ zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
zoftware. If a filz is tampered with, the signature becomes invalid,

Run Signature :

The signature iz walid.

The signature for this run file iz valid. The file contents has not been modified
; outside of the software.

Ok | Cancel | |

Die Laufsignatur ist ein langes Wort, das bei jeder Speicherung der Datei neu erzeugt und mit den
Inhalten der Datei verknipft wird. Die Signatur fir diese Datei ist beispielsweise
517587770f3e2172ef9ccPbd0c36c081. Wird die Datei in Notepad gedffnet und bearbeitet (z. B.
das Datum des Laufes wird auf 3 Tage friher eingestellt), dann wird bei Offnung der Datei die
folgende Meldung angezeigt.

Bad Run File Signature

The loaded run file containg a signature which does not match the file contents.
This means the file has either been corupted, or tampered with since it was
written by the Rotor-Gene O Series Software.

Run file gigning ensures the intedrity of pour run results. [nformation about a run's
gignature can be found in the Bun [nfo window,
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BE Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
Fle Analysis Run Gan View Security Window Help

ZeEd Pl @ | ? @ # B

New Open Save | Siaf Pause Siop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analyss Reports Arrange

I Channels 7 Cyding A.Green /7 HRM A.HRM

Run Settings

General| Machine Options | Messages | Channels | 7ube Laveut | Secuil

-~ Beneral Information :
B Run Signatures are stored within all newly saved runs. These signatures, like a wax

seal on a document, guarantee that o changes have been made autside the
software. If 2 fil is tampered with, the signature becomes invalid.

~Run Signature

There is no signature.

B There is no signatue available for this run. Runs saved in previous versians may
ot be signed. This means the file contents can not be quatanteed as e from
unauthorised modiication

4
Bank On Bank Off

MNamedOn | AlOn | AlOK

Ecit Samples

Cancel

| Fator-Gene O Series Software 4.7 (Buld 1) |VIRTUAL MODE | Cunient User: CORBETT /linsangy [Administratars) A

Hinweis: Durch Versenden der Dateien per E-Mail kann die Signatur ungiltig gemacht werden. Um
dies zu vermeiden, sollte die Datei vor dem Versenden per E-Mail in einer *.zip-Datei verpackt

werden.
6.9.6 Probensperrung

Es ist wichtig, dass die Probennamen nach dem Start eines Laufs nicht versehentlich oder absichtlich
verdéindert werden. Aus diesem Grund bietet die Rotor-Gene Q Software die Méglichkeit einer
Probensperrung. Die Probennamen kénnen von jedem Benutzer gesperrt, jedoch nur von einem
Administrator entsperrt werden. Dies Option ist fir Benutzer, die den Computer im
Administratormodus nutzen, nur begrenzt niitzlich. Um diese Option ordnungsgemé&f nutzen zu
kénnen, muss der Computer sicher eingerichtet werden, wie in den vorherigen Abschnitte

beschrieben wird.

Hinweis: Wenn Sie die Funktion der Probensperrung nutzen méchten, kénnen Sie die Software nicht
als Administrator ausfihren. Erstellen Sie ein Konto mit RG-Anwender- und RG-Analytikergruppen
und halten Sie das Administrator-Passwort geheim. In dieser Situation missen die Benutzer den

Administrator um eine Genehmigung bitten, um Dateien zu entsperren.

Die Proben kénnen vor dem Laufstart mit dem Assistenten Advanced (Erweitert) gesperrt werden.

Klicken Sie dazu auf die Option Finish and Lock Samples (Proben abschliefen und sperren).
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New Run Wizard E|

Settings :
Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copies ﬂ tare Options
Samples :
B | Edit | ResstDefault | Gradient | FEEIEIRER
aID |Name |T_l,l|:e |Groups |GivenEonc. |SeA
1| 250bp Uk rown e
2| 250bp Unknown e

3 250bp Unknaown e
4| h00bp Uk rown e
5| h00bp Unknown e
B 500bp Unknaown e
7 Unknown e

Unknown e

8
3 kg e T
3
Page :

Mame: |Page1 JJ MNew [ Synchronize pages

Skipwizad | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples |

EIII ||

Die folgende Warnung wird angezeigt. Klicken Sie zur Bestatigung auf Yes (Ja).

Rotor-Gene Q Series Software

L] ': Lock the samples? Only administrators will be able to unlock them once this has been done.
-

Yes Mo |

Nach der Sperrung kénnen die Proben nicht mehr im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten)

bearbeitet werden.

_igixd

File Edit Format Security
Standard | Rotor Style I

Setftings :
lrﬁiven Corc. Format ; I j Uit ICopies j More Options |
—Samples :
RIE I
C |ID |Mame | Type |Groups | Given Cone, |Selected | o]
1 250bp Unknawn YYes
2 250bp Unknawn Yes
B : S Unknown Yes
- 4 500bp Urknowe es
5 500bp Unknown e
- B S00bp Urnknown es
- 7 Urnknown es
a - Unknowin Yes
- 3 Urknown res
- 10 Unknown res
- 11 Unknown res
2 Unknovin es LI
Page :
’7Name: IPagN 4 | ¥ | Mew | [elete [~ Synchronize pages

lde I i Cancel Help I

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022 154



Proben kénnen auBerdem im Fenster Edit Samples (Proben bearbeiten) gesperrt und entsperrt

werden. Gesperrte Proben kdnnen jedoch nur von einem Administrator entsperrt werden.

Jegliche unbefugte Anderung der Datei macht die Laufsignatur unggltig.
6.9.7 Gesperrte Vorlagen

Es ist aktuell nicht méglich, schreibgeschitzte Vorlagendateien mit der Rotor-Gene Q Software zu
erstellen. Falls gewiinscht kann jedoch die Anforderung festgelegt werden, dass alle Léufe mit einer
bestimmten Vorlagendatei durchgefishrt werden. Um diese Datei vor Anderungen zu schiitzen, sollte
sie auf einem Netzwerklaufwerk gespeichert werden, in dem die Benutzer keine Daten éndern
kénnen. Wahrend die Vorlagendatei auf einem Netzwerklaufwerk geschitzt bleibt, kénnen die
Benutzer nach wie vor eigene Profile ausfihren und bearbeiten. Die Rotor-Gene Q Software
speichert den Namen der verwendeten Vorlagendatei, um die Rickverfolgbarkeit sicherzustellen.
Um diese Informationen aufzurufen, klicken Sie auf die Schalffléche Settings (Einstellungen) und
zeigen Sie das Fenster Run Settings (Laufeinstellungen) an. Die Angaben zur Vorlage werden unter

Other Run Information (Weitere Angaben zum Lauf) gespeichert.

Other Fun Rur lile hat & valid signature
Inboamnation : Template was signed.
Using 72-well carousel
Charnnels saved for et un:
Created with tlemplate
T:\Dual Labeled Probes. net'
Runi iz currently in progress.
Starbed at 160272008 11:16:36 AM

6.10 Verstarkungsmeni

Klicken Sie auf das Meni Gain (Verstarkung), um die Gain Settings (Verstdarkungseinstellungen) des
aktuellen Laufs anzuzeigen. Diese Einstellungen bestimmen die Verstdrkung eines bestimmten
Kanals vor einem Lauf. Die Verstarkungseinstellungen vom letzten Lauf bleiben erhalten. Wurde der
ndchste Lauf noch nicht gestartet bzw. werden gerade die ersten Zyklen durchgefihrt, kdnnen die
Einstellungen noch gedndert werden. Navigieren Sie mit den Nach-oben- und Nach-unten-Pfeilen

zu allen Textfeldern, um sie zu dndern. Klicken Sie anschlieBend auf OK.
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Die Verstarkung kann noch wahrend der ersten Zyklen gedndert werden. Der jeweilige Kanal,
dessen Verstarkung gedndert wurde, wird mit einer roten Linie gekennzeichnet. Die Zyklen vor der
Verstarkungsénderung werden aus der Analyse abgeschlossen.

Gain Settings K|
Gireen =
Yelow =
Oange  [5 =
Red =
Cimson  [F =
HFiM =

o ok

6.11 Fenstermeni

In diesem Meni kénnen die Fenster als Kacheln vertikal oder horizontal oder Uberlappend
angeordnet werden. Durch Klicken auf den Pfeil rechts neben der Schaltfléche Arrange (Anordnen)
werden weitere Optionen angeboten.

6.12 Hilfefunktion

Nach Klicken der Schaltfléche Help (Hilfe) bzw. im Menii Help (Hilfe) wird das folgende Dropdown-
Meni gedffnet.

Help |
Table of Contents
Virtual Demo

Software Version History...

‘Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Table of Contents (Inhaltsverzeichnis):  Hier besteht Zugriff auf die Hilfefunktionen.

Virtual Demo (Virtuelle Vorstellung): Dies ist ein Link zu einer QIAGEN Website, auf der die Software interaktiv vorgestellt
wird.

Software Version History... Hier finden Sie einen Uberblick der seit der letzten Softwareversion neu hinzugefiigten

(Versionsverlauf der Software): Funktionen.

Web Resources (Internetressourcen): Mit dieser Option &ffnen Sie eine QIAGEN Website in einem neuen Browser-Fenster,

in der Sie die aktuellsten Informationen zu Rotor Gene Q MDx Gerdten und
zugehérigen Reagenzien finden.

About This Software... (Info zu dieser  Hier finden Sie Angaben zum verbundenen Gerét, der Seriennummer des Rotor-Gene
Software): Q MDx und der Softwareversion.
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6.12.1 Send Support E-Mail (Support-E-Mail senden)

Mit der Option Send Support Email (Support-E-Mail senden) im Menii Help (Hilfe) kénnen Sie eine
E-Mail an QIAGEN schicken, die alle relevanten Informationen eines Laufs enthalt. Mit der Option
Save As (Speichern als) werden alle diese Informationen in einer Datei gespeichert, die Sie auf
einen Datentrager oder an einen Netzwerkort kopieren kénnen, wenn Sie auf dem Computer, auf

dem Rotor-Gene Q MDx léuft, keinen Zugang zu E-Mail haben.

In einigen Landern ist ein Laptop-Computer optional zusammen mit dem Rotor-Gene Q MDx
erhdltlich, und wenn Sie die SupportE-Mail-Funktion zum ersten Mal nutzen, missen Sie die
E-Mail-Einstellungen zuerst konfigurieren.

Hinweis: Sie erhalten die Einzelheiten von dem IT-Manager lhres Unternehmen:s.

E-Mail-Einstellungen konfigurieren

Klicken Sie auf die Option Send Support Email... (Support-E-Mail senden). Das folgende Fenster

wird gedffnet.

Internet Connection Wizard ﬂ

Your HName

‘wihen vou 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 et I Cancel |

1. Geben Sie lhren Namen ein und klicken Sie auf Next (Weiter). Das Fenster Internet E-mail
Address (E-Mail-Adresse) wird gedffnet.

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022

157



Internet Connection Wizard ﬂ

Internet E-mail Address

“r'our e-mail address iz the address other people uze to send e-mail messages to you.

E-mail address: ||

For example: someoned@microsoft. com

< Back I Tewt > I Cancel |

2. Geben Sie lhre E-Mail-Adresse ein und klicken Sie auf Next (Weiter). Das Fenster E-mail Server

Names (Namen der E-Mail-Server) wird gedffnet.

Internet Connection Wizard 1'

E-mail Server Names

My incoming mail zerver iz a IPDF'3 'l FEIVEL

Incoming mail [POP3, IMAP or HT TR server:

An SMTP server iz the server that iz used for pour outgoing e-mail.

DOutgoing mail [SMTP) server:

< Back I Tewt > I Cancel |

3. Wahlen Sie die Art des Servers fir eingehende E-Mails und geben Sie die Namen fir den
Posteingangs- und den Postausgangsserver ein. Dann driicken Sie auf Next (Weiter). Das Fenster

Internet Mail Logon (E-Mail-Anmeldedaten) wird gedffnet.
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Internet Connection Wizard ﬂ

Internet Mail Logon

Type the account name and pazsword your Internet service provider has given pou.

Account name; I

Password: I
¥ Remember password

If your Internet service provider requires you to uze Secure Pazsword Authentication
[5P&)] to access your mail account, select the 'Log On Using Secure Password
Authentication [SPA]' check box.

™ Log on using Secure Password Authentication (SP4)

< Back I Tewt > I Cancel |

Geben Sie den Namen lhres E-Mail-Kontos ein und das Passwort, falls lhr Server eine
Authentifizierung mit Passwort erfordert. Dann klicken Sie auf Next (Weiter). Das Fenster

Congratulations (Glickwunsch) wird gedffnet.

Internet Connection Wizard 1'

Congratulations

r'ou have successfully entered all of the information required to set up your account,

To zave these settings, click Finizh.

< Back Firish Cancel |

5. Mit Finish (Fertigstellen) schlieBen Sie die Einrichtung des E-Mail-Kontos ab.

Einstellungen in Outlook

1. Offnen Sie Outlook Express im Meni Start (Start > All programs (Alle Programme) > Outlook

Express).
2. Wahlen Sie Tools (Extras) und dann Options (Optionen). Das folgende Fenster wird angezeigt.
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Signatures I Security I Caonnection I td aintenance
General | Read I Receiptz I Send I Compoze
General

™ wihen starting, go directy b my ‘Inbos’ folder
v Maotify me if there are any new newsgroups
v Automatically display folders with unread messages

v Automatically lag on to Windows Messenger

Send / Beceive Mezsages

=7 ¥ Play sound when new messages arive

[™ Send and receive messages at startup

[” Check for new messages evern 30 =~ minute(s)

|F ry carmputer iz not connected at this bne:
IDD naot connect j

Default Meszaging Prograns

Thiz application iz the default Mail handler I ake Mefault |
EY
Thiz application iz the default News handler I ake Default |

kK I Cancel | Apply |

Wichtig: Um nicht wdhrend der PCR-Léufe E-Mails zu empfangen, deaktivieren Sie die
Standardeinstellungen im Bildschirm Send/Receive Messages (Meldungen senden/empfangen).

3. Deaktivieren Sie die Option Send and receive messages at startup (Meldungen ab dem Start
senden und empfangen).

4. Deaktivieren Sie die Option Check for new messages every 30 minutes (Alle 30 Minuten auf
neue Meldungen prifen).

5. Bestdtigen Sie die Anderungen mit OK.
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7 Zusatzliche Funktionen

7.1 Analysevorlagen

Bei einigen Analysen missen Schwellenwerte, Normalisierungs- und Genotypeinstellungen

festgelegt werden. Diese Einstellungen werden oft in vielen Experimenten wiederverwendet.

Diese Einstellungen koénnen daher in Form von Analysevorlagen gespeichert und so
wiederverwendet werden. Auf diese Weise kénnen der Aufwand zur Eingabe von Einstellungen

und das Risiko von Eingabefehlern gesenkt werden.

Die Optionen Quantitation (Quantifizierung), Melt (Denaturierung), Allelic Discrimination (Allelische
Diskriminierung), Scatter Graph Analysis (Streuungsdiagrammanalyse) und EndPoint Analysis
(EndPoint-Analyse) unterstitzen die Verwendung von Analysevorlagen. Bei all diesen Analysen
kann eine Vorlage fir die spezifische Analysenart exportiert werden. Die Quantifizierungsanalyse

ermdglicht den Export und Import von *.qut-Dateien, die Quantifizierungseinstellungen enthalten.

Nach Import oder Export einer Analysenvorlage wird der Dateiname der Vorlage zur zukinftigen

Nutzung angezeigt.

Imported Settings <« |
#=4TemplateshBC. qut

Impaort... | Export... |

7.2  Offnen eines zweiten Laufs

Wahrend der Durchfihrung eines Laufs kénnen vorhandene Laufe, die bereits fertig sind, gedffnet
und analysiert werden. In dem angezeigten zweiten Fenster sind mehrere Schaltfléchen, wie New
(Neu) oder Start Run (Lauf starten), nicht aktiviert. Nach Abschluss des ersten Laufs kann im ersten

Fenster ein weiterer Lauf gestartet werden.
7.3 MaBstabsoptionen

Klicken Sie auf die Option Adjust Scale... (Skalierung anpassen) unten im Hauptfenster, um die
Funktion Adjust Scale (Skalierung anpassen) aufzurufen. Oder klicken Sie mit der rechten Maustaste
auf das Diagramm und wiéhlen Sie Adjust Scale... (Skalierung anpassen) im angezeigten Meni.

Der MaBstab kann im angezeigten Fenster manuell eingegeben werden.
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Adjust Scale
b airnurn ; |'| 10 :II
Mirirnam ; ID j

o] o

Klicken Sie auf die Option Auto-Scale... (Automatisch skalieren) unten im Hauptfenster, um die
Funktion Auto-Scale (Automatisch skalieren) aufzurufen. Oder klicken Sie mit der rechten Maustaste
auf das Diagramm und wdhlen Sie Auto-Scale... (Automatisch skalieren) im angezeigten Menii. Die
Schaltflidche Auto-Scale (Automatisch skalieren) passt die Skala an die maximalen und minimalen

Messwerte in den Daten an.

Klicken Sie auf die Option Default Scale... (Standardskalierung) unten im Hauptfenster, um die
Funktion Default Scale (Standardskalierung) aufzurufen. Oder klicken Sie mit der rechten Maustaste
auf das Diagramm und wiéhlen Sie Default Scale... (Standardskalierung) im angezeigten Menii. Mit
der Option Default Scale (Standardskalierung) wird der MaBstab  zuriickgesetzt, um

Fluoreszenzeinheiten zwischen O und 100 anzuzeigen.

7.4  Exportieren von Diagrammen

Bildexport

Die folgenden Schritte beschreiben das Speichern eines Bildes.

1. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf das Bild und wéhlen Sie die Funktion Export

(Exportieren) aus dem angezeigten Meni aus.

2. Das Fenster Export Dialog (Exportdialog) wird angezeigt. Wéhlen Sie das gewiinschte Format

aus der Liste Format aus.
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Export Dialog E
Ficture | Nativel D ata I

Format Optionz | Size I

p
as Metafile .
az PostScript Colors:  Default =

az PDF
g [~ Monochrome

az GIF
az PMG
az JPEG

Copy | Save... | Send.. | Cloze

3. Wahlen Sie die Registerkarte Size (GrofBe) und geben Sie die gewiinschte Gréfie ein.

Export Dialog X]
Options  Size |

az Metafile o —

az PostScript tdidth: |533 =

az POF

as PCX Height: [540 :Il

az GIF

32 FEEGG ¥ Eeep aspect ratio

Caopy Save... Send.. Close

4. Aktivieren Sie das Kontrollkéstchen Keep aspect ratio (Seitenverhdlnis beibehalten), damit das

Bild bei Anpassung der Gréf3e richtig proportioniert bleibt.

5. Klicken Sie auf Save (Speichern) und wahlen Sie im angezeigten Dialogfeld einen Dateinamen

und einen Speicherort fiir die Datei.

Ist ein Bild mit einer hdheren Aufldsung erforderlich, empfehlen wir die VergroBerung des Bildes,
bis es die Anforderungen erfiillt. Oder aber speichern Sie das Diagramm als Metadatei (*.emf,
* wmf). Dabei handelt es sich um ein vektorbasiertes Format, das in Software wie Adobe®
lllustrator® gedffnet werden kann. Auf diese Weise kann ein Bild jeder gewinschten Auflésung

erstellt werden.
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Export im nativen Dateiformat

Fir die Diagramme in der Rotor-Gene Q Software wird eine Drittkomponente benutzt: TeeChart®
von Steema Software. Um ein Diagramm im nativen Format zu speichern, wdhlen Sie die
Registerkarte Native (Nativ) im Fenster Export Dialog (Exportdialog) (siehe vorherigen Screenshot).
Dann klicken Sie auf Save (Speichern). Das native Format ist das TeeChart-Standarddateiformat.
Fir diese Dateien kénnen die Benutzer das Programm TeeChart Office von Steema Software
benutzen. TeeChart Office ist Freeware, ist im Software-Paket der Rotor-Gene Q Software enthalten
und wird mit installiert. Um die Software aufzurufen, klicken Sie auf das Symbol TeeChart Office
auf dem Desktop.

IS

TeeChart
Office

TeeChart Office ermdglicht eine Bearbeitung von exportierten Diagrammen, insbesondere die
Anderung der Kurvenfarben, das Hinzufiigen von Anmerkungen, die Anderung der Schriftart und

die Anpassung von Datenpunkten.

« TeeChart Difice - test tee

Fle Ed® Miew Tool Help

Dol c-ql » K@

waGxe] ]
| = I ml B s EEE oG ||@|?4 I 7l [lE]
[l A

19

ki F — 2-Hetesozygous
bz P 3-widipe

kit 7 — 4 - Hetesozygous
bz 7 — 5-Helswﬂ. 1

E— - -
— | = % 12 __/; —

Eope g2 P 4, =

Backlmage | [rone) & P =

Bevel Reised o s //

Border —! | ﬁi’ /

Color White 8 4 /

Colormode  Coloes 7 1/

Fizme -|— B /j/"} /

Gracient [=](rane) 5 £ J/ o

View 30 I Ho

fuloSize 7 Yes 5 w15 W B/ OOW OB A5

TES®M RONED

S

]
i
i
:
J
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Datenexport

Um Daten in verschiedenen Formaten zu exportieren, wéhlen Sie die Registerkarte Data (Daten) im

Fenster Export Dialog (Exportdialog). Die exportierte Datei enthdlt die Rohdatenpunkte des

Diagramms.
Export Dialog B3
F'iu:turel Mative Data |
. Include:
sefies: | [all = [ Point Index
Format: v Paint Labels

Il Iv | Header
L [~ Puoint Calars
= HTHL Table Dielimiter:

" Excel Tah ﬂ I

Copy Save... Send... | Cloze

Rohdaten und Analysedaten kénnen auch durch Wahl von Save As (Speichern als) im Meni File

(Datei) exportiert werden (sieche Abschnitt 6.5).

7.5  Schraubschlissel-Symbol

Das Schraubschlissel-Symbol ﬂ wird unten links im Hauptfenster angezeigt. Durch Klicken des
Schraubschlissel-Symbols werden mehrere Optionen aktiviert. Diese Optionen kénnen auch durch
Rechtsklick auf das Diagramm aufgerufen werden.

adjust Scale. ..
Autoscale
Fevert to Defaulk Scale

Export...

Copy Chart ko Clipboard

Edit Chatt in TeeChart Office. ..
Prink...

Digital Filker., ..

Select All Mamed Samples

Showe Pinpainker

GHoUping +
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Adjust Scale (Skalierung
anpassen), Autoscale
(Automatische Skalierung) Revert
to Default Scale (Auf
Standardskalierung zuriicksetzen)

Export...:

Copy Chart to Clipboard
(Diagramm in die
Zwischenablage kopieren):

Edit Chart in TeeChart Office...
(Diagramm in TeeChart Office
bearbeiten):

Print (Drucken):

Digital Filter... (Digitaler Filter):

: Select digital filter for graph i 5[

Siehe Abschnitt 7.3.

Mit dieser Option kann das Diagramm in verschiedenen Formaten gespeichert
werden (siehe Abschnitt 6.4).

Mit dieser Option wird das Diagramm in die Zwischenablage kopiert.

Mit dieser Option wird das Diagramm direkt in TeeChart Office gedffnet und
kann dort bearbeitet werden (siehe Abschnitt 6.4).

Mit dieser Option wird das Diagramm ausgedruckt.
Mit dieser Option wird der aktuell ausgewahlte digitale Filter des Diagramms

gedindert. Mit dem digitalen Filter werden die Daten mithilfe eines
verschiebbaren Punktefensters gegléttet.

Maone

b edium
Heawvy

Cancel |

Show Pinpointer
(Koordinatenwerte anzeigen):

Grouping (Gruppierung):

Mit dieser Option wird ein Fenster gedffnet, in dem die exakfen Koordinaten
der Mauszeigerposition angezeigt werden.

Mit dieser Option kénnen Proben mit identischen Namen gruppiert werden.
Das kann bei vollen Rotorléufen hilfreich sein. Die Wahl dieser Option hat
keine Auswirkungen auf die berechneten Werte.

7.6 Optionen fir ausgewdhlte Bereiche

Durch Klicken und Gedriickthalten der linken Maustaste und Ziehen des Mauszeigers kann ein

Bereich des Diagramms ausgewdhlt werden. Das folgende Fenster wird angezeigt.

Select Only These Samples (Nur
diese Proben auswahlen):

Select Only These Samples (Nur
diese Proben auswahlen):

Zoom (Vergréfierung):

ct Only These Samples

Ceselect These Samples
2o

Cancel

Die Wahl von Proben auBerhalb des ausgewdhlten Bereichs wird aufgehoben.
Die Wahl von Proben auBerhalb des ausgewdhlten Bereichs wird aufgehoben.

Mit dieser Option wird der ausgewdhlte Bereich des Diagramms vergrofert
dargestellt. Klicken Sie auf die Schaltfléiche Default Scale (Standardskalierung),
um die VergréBerung wieder aufzuheben.
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8 Wdartung

Es ist einfach, die Leistungen des Rotor-Gene Q MDx zu erhalten. Die optischen Leistungen bleiben
gut, wenn die Linsen der Emissions- und Detektionsquellen sauber gehalten werden. Wischen Sie
hierzu vorsichtig mit einem Wattestébchen, das sie vorher mit Ethanol oder Isopropanol * befeuchtet

haben, ber die Linsen.

Hinweis: Reinigen Sie die Linsen je nach Verwendung mindestens einmal im Monat. Wischen Sie

zu diesem Zeitpunkt auch die Rotorkammer ab.

Halten Sie den Arbeitstisch sauber und staubfrei und lassen Sie keine Unterlagen darauf
herumliegen. Der Lufteinlass des Rotor-Gene Q MDx befindet sich unten am Gerdt, und lose

Materialien wie Papier oder Staub kdnnen die Leistung beeintréchtigen.

Um eine Ansammlung von Staub zu verhindern, halten Sie den Deckel des Rotor-Gene Q MDx

geschlossen, wenn er nicht verwendet wird.
Hinweis: Verwenden Sie ausschlieBlich Ersatzteile von QIAGEN.

8.1  Reinigen der Oberflache des Rotor-Gene Q MDx

Der Rotor-Gene Q kann von auBBen mit allgemein erhdltlichen Laborchemikalien gereinigt werden.

" Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel, Einmal-Handschuhe und eine Schutzbrille.
Weitere Informationen sind den relevanten Sicherheitsdatenbléttern (Safety Data Sheets, SDS) zu entnehmen, die Sie vom
jeweiligen Produkthersteller beziehen kénnen.
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8.2 Dekontaminieren der Oberflache des Rotor-Gene Q MDx

Bei einer Kontamination der Rotorkammer kann sie gereinigt werden. Dazu wischen Sie die
Oberflachen mit einem fusselfreien Tuch ab, das Sie mit einer 0,1%igen (v/V)
Natriumhypochloritldsung (Haushaltsbleiche) angefeuchtet haben. (Das Tuch darf jedoch nicht
tropfen.)* Wischen Sie die Kammer mit einem fusselfreien Tuch ab, das Sie mit Wasser in PCR-

Qualitat angefeuchtet haben, um Natriumhypochloritspuren zu entfernen.
8.3  Reparatur von Rotor-Gene Q

Um den Rotor-Gene Q zu reparieren oder zu warten, wenden Sie sich an den Technischen Service
von QIAGEN unter htips://www.qiagen.com/service-and-support/technical-support/technical-
support-form/.

" Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel, Einmal-Handschuhe und eine Schutzbrille.
Weitere Informationen sind den relevanten Sicherheitsdatenbléttern (Safety Data Sheets, SDS) zu entnehmen, die Sie vom
jeweiligen Produkthersteller beziehen kénnen.
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9 Optische Temperaturverifizierung

Die Optische Temperaturverifizierung (OTV) ist eine Methode, mit der die Temperatur im Innern der
Réhrchen in einem Rotor-Gene Q MDx verifiziert werden kénnen. Bei der Validierung der
Rohrchentemperaturen kann es sich um ein wichtiges Verfahren fir zertifizierte Labore handeln.
OTV wird mit einem Rotor-Disc OTV Kit durchgefihrt (siehe Abschnitt 16). Im Folgenden wird das
Prinzip der OTV nur kurz vorgestellt. Die Leistungen des OTV-Verfahren wird in der Rotor-Gene Q
MDx Software erldutert. Eine detailliertere Beschreibung des OTV-Verfahrens einschlieBlich
Hinweisen zur Fehlerbehebung finden Sie im Rotor-Disc OTV Handbook.

9.1  Das Prinzip der OTV

OTV nutzt die Eigenschaften von drei thermochromatischen Flissigkristallen (TLC)* aus, die als
absolute Temperaturreferenz dienen. Die TLC werden erwdrmt und wechseln bei sehr prézisen
Temperaturen (50, 75 und 90 °C) von undurchsichtig zu durchsichtig. TLC gegen selbst keine
Fluoreszenz ab. Daher muss die Anregungsquelle mit einem fluoreszenten Einsatz abgedeckt werden,
damit die Ubergangspunkte der TLC vom optischen System des Rotor-Gene Q MDx nachgewiesen
werden kénnen. TLC unter der jeweiligen Ubergangstemperatur sind undurchsichtig und reflektieren
Licht. Ein Teil des reflektierten Lichts wird in Richtung des Detektors gestreut und erhdhen den
Fluoreszenzmesswert. Wenn die Temperatur im Réhrchen den TLC-Ubergangspunkt erreicht, wird der
TLC durchsichtig. Das Licht passiert die Probe, statt in Richtung des Detektors reflektiert zu werden.
Das bedeutet, dass der Fluoreszenzmesswert sinkt. Die Fluoreszenzanderung dient zur Ermittlung der
prazisen Ubergangstemperatur jedes TLC. Die Ubergangstemperatur wird mit der im werksseitigen
Kalibrierungsbericht fir die OTV Rotor-Disc angegebenen Temperatur verglichen, um zu priifen, ob

die Temperaturspezifikationen des Rotor-Gene Q MDx eingehalten werden.
9.2 Komponenten des Rotor-Disc OTV Kits
Fir eine OTV-Lauf sind die folgenden Komponenten erforderlich:

® Rotor-Disc OTV Kit, Inhalt:
o versiegelter Rotor-Disc 72 OTV Rotor (enthdlt TLCs)

o Platteneinsatz zur Fluoreszenzstreuung (Rotor-Gene 3000 Gerdt oder Rotor-Gene

Q/6000 Gerdate)

* Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel, Einmal-Handschuhe und eine Schutzbrille.
Weitere Informationen sind den relevanten Sicherheitsdatenbléttern (Safety Data Sheets, SDS) zu entnehmen, die Sie vom
jeweiligen Produkthersteller beziehen kénnen.
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o Ein Datentrager, auf dem sich die folgenden Dateien befinden: Seriennummer und
Verfallsdatum des OTV Rotors (*.txt); Vorlagendatei fir OTV-Test (*.ref); Produkiblatt
(*.pdf); werksseitiger Kalibrierungsbericht (*.rex).

o  Produkiblatt

Rotor-Gene Series Software Version ab 1.7, umfasst den benutzerfreundlichen

OTV-Rotor-Assistent

Rotor-Disc 72 Rotor

Rotor-Disc 72 Locking Ring

9.3 Durchfihren einer OTV

1.

Setzen Sie den fluoreszierenden Einsatz Uber die Emissionslinse unten in der Kammer des

Rotor-Gene Q MDx.

. Positionieren Sie die OTV Rotor-Disc in einen Rotor-Disc 72 Rotor. Sichern Sie den Rotor mit

einem Rotor-Disc 72 Locking Ring. Setzen Sie die Rotoreinheit in den Rotor-Gene Q MDx und

lassen Sie sie einrasten. SchlieBen Sie den Deckel des Rotor-Gene Q MDx.

. Rufen Sie den Assistent Advanced (Erweitert) auf, in dem Sie im Fenster New Run (Neuver Lauf)

die Registerkarte Advanced (Erweitert) wéhlen. Im Assistent Advanced (Erweitert) klicken Sie auf
Instrument Maintenance (Gerétewartung) und dann auf OTV. Der Assistent fordert zur Eingabe
der OTV-Seriennummer auf. Diese finden Sie auf dem OTV-Ring. Klicken Sie dann auf Start.
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x|
Quick Stat Advanced I

-+ Contains templates
= Perform Last Run ik g e

. instrument

44 Empty Run maintenance.

L 1]

'S Three Step with Melt

L 1]

2 Two Step

J_ J HRM™
_—

i..lLJ:J Other Runs

ﬁkj Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

Help

I

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Optical Temperature Verification Rotor

s® Thiz template allows you to perform in-tube temperature verification with the QIAGEM
.‘ OTY Ratar. Far mare infarmation, see our website available fram the Help menu,

Ruotor Details :
[~ Fluorescent insert

placed corectly Flease enter the serial number of the rator you are using :

0T-C172-31F4-2D0-384-306-3830

Temperatures :  B0-72-90
Expiry Date : ar 2006
Walidity Check :  Walid

Start | Exit |

4. Die Software fordert zur Eingabe eines Dateinamens fir den Lauf auf. Dann beginnt der Lauf.

5. Wdhrend des Llaufs wird eine Reihe von Denaturierungen durchgefihrt, um die

Temperatureigenschaften des Rotor-Gene Q MDx zu ermitteln.
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I§ oT¥ Temperature Yerification Results |

— Surnmary :

Yerification Result:  Adjustment Recommended

— Details -

Lower Paoint: Mo Adjustment Required
Middle Point : Mo Adjustment Required

Upper Point ;. Adjustment Regquired

Apply Adjustment... |

T Hepart Close |

6. Nach Abschluss des Laufs zeigt die Software an, ob der Rotor-Gene Q MDx die technischen

Spezifikationen erfllt.

7. lIst eine Anpassung erforderlich, klicken Sie auf Apply Adjustment (Anpassung anwenden). Der
Benutzer wird aufgefordert, einen Verifizierungslauf durchzufihren. Nach Abschluss des
Verifizierungslauf sollten keine weiteren Anpassungen notwendig sein. Sind jedoch weitere

Anpassungen notwendig, wenden Sie sich an lhren Handler.

8. Halt der Rotor-Gene Q MDx die Spezifikationen ein, kann ein Bericht angezeigt und

ausgedruckt werden.
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10 High Resolution Melt-Analyse

Die High-Resolution Melt (HRM)-Analyse ist eine innovative Methode, die sich auf die Analyse der
DNA-Denaturierung stiitzt. In der HRM-Analyse wird das Dissoziationsverfahren der DNA-Proben
charakterisiert. DNA-Proben liegen als doppelstrangige DNA (dsDNA) vor und dissoziieren bei
wachsenden Temperaturen zu einzelstréingiger DNA (ssDNA) (siehe folgende Abbildung). Ein HRM-
Gerdt erfasst Fluoreszenzsignale mit extrem hoher optischer und thermaler Prazision, was viele

Anwendungen erméglicht.

Schmelzkurve

/ T

Schmelzphase

L
N =
gﬂi
gﬂ:
=] Praschmelzphase Postschmelzphase
5l » - =
F-1
X
15
‘h-‘_‘—\——u—l_
:-"..J e 7!‘.“ Tae e 77‘.5 78‘.5 79..‘. o 79.! 9:.';' gj!\ U"C U‘..‘

Ein typisches HRM-Diagramm. Die Schmelzkurve beschreibt den Ubergang von der hohen Fluoreszenz vor der anfanglichen
Praschmelzphase Gber die Abnahme der Fluoreszenz in der Schmelzphase und der niedrigen Fluoreszenz in der
Postschmelzphase. Die Fluoreszenz nimmt ab, da der interkalierende Farbstoff bei dem Ubergang der dsDNA zu
einzelstréingiger DNA freigesetzt wird. Der Mittelpunkt der Schmelzphase ist der Punkt, bei dem die Fluoreszenzénderung am
groBten ist. Die Temperatur bei Erreichen des Mittelpunks ist die Schmelztemperatur (Tm) der analysierten DNA.

Vor der Durchfihrung einer HRM-Analyse muss die Zielsequenz amplifiziert werden und mit einer
hohen Kopienzahl vorliegen. Dies wird normalerweise durch PCR in Gegenwart eines dsDNA-
inferkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs erzielt. Der Farbstoff hat keinen Einfluss auf ssDNA,
interkaliert jedoch mit dsDNA. Im interkalierfen Zustand fluoresziert der Farbstoff hell. Die
Fluoreszenzénderung kann dazu dienen, die Zunahme der DNA-Konzentration wahrend der PCR
und anschlieBend das temperaturinduzierte DNA-Denaturierungsverfahren im Rahmen von HRM zu
messen. Wahrend der HRM-Analyse ist die Fluoreszenz anfdnglich hoch, da die DNA
doppelstrangig (dsDNA) vorliegt. Die Fluoreszenz nimmt mit steigender Temperatur ab, wenn die
DNA in Einzelstrange dissoziiert. Das beobachtete Schmelzverhalten ist fir jede DNA-Probe

charakteristisch.
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Mithilfe von HRM kann der Rotor-Gene Q MDx Proben auf Grundlage von Sequenzlénge,
GC-Gehalt und Komplementaritat der DNA-Sequenz charakterisieren. HRM kann im Rahmen von
Genotypisierungen eingesetzt werden, z. B. bei der Analyse von Insertionen/Deletionen oder
Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) bzw. beim Screening auf
unbekannte genetische Mutationen. HRM ist auch in der Epigenetik zur Detektion und Analyse des
Methylierungsstatus der DNA nitzlich. AuBerdem kénnen auch kleine Mengen Varianten-DNA vor
dem Hintergrund einer Wildtypsequenz quantitativ nachgewiesen werden, wobei der Grenzwert
der Sensitivitat bei nur 5 % liegt. Dies ist beispielsweise bei der Untersuchung von somatischen

Mutationen oder Anderungen des Methylierungsstatus von CpG-Inseln hilfreich.
HRM auf dem Rotor-Gene Q MDx unterstiitzt mehrere Anwendungen insbesondere:

® Identifizierung von Genkandidaten fiir genetische Pradispositionen

e Assoziationsstudien (Vergleiche von Féllen und Kontrollen, Genotyp und Phénotyp)
e Ermittlung der Allelprévalenz innerhalb einer Population oder einer Untergruppe
e Screening und Validierung von SNP

® Screening auf Verlust der Heterozygotie.

® DNAFingerprinting

e Charakferisierung von Haplotypblocks

e DNA-Methylierungsanalyse

e DNAKartierung

o Identifizierung von Spezies

e Mutationsforschung

e Ermittlung des Verhdlinisses von somatischen Mutationen

e HLA-Typisierung

HRM ist einfacher und kostengiinstiger als sondenbasierte Genotypisierungs-Assays. Anders als
herkdmmliche Methoden handelt es sich auflerdem um ein System in einem geschlossenen
Rohrchen, bei dem eine Kontamination mit PCR-Produkten vermieden wird. Die Ergebnisse nicht mit
den herkdmmlichen Methoden wie SSCP, DHPLC, RFLP und DNA-Sequenzierung vergleichbar.

10.1 Gerate

Der Rotor-Gene Q MDx bietet die folgenden Real-Time- und thermoptischen Funktionen, die fir HRM

bendtigt werden.

® Beleuchtung mit hoher Intensitét

e Hochempfindliche optische Detektion
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e Schnelle Datenerfassung
e Prazisionsgesteuerte Probentemperatur

® Minimale Temperatur- und optische Schwankungen von einer Probe zur nachsten
10.2 Reaktionschemie

QIAGEN bietet das Type-it® HRM PCRKit fir die HRM-Analyse von SNP und Mutationen und das
EpiTect® HRM PCRKit fir Methylierungsanalysen. Beide Kits enthalten den interkalierenden
Farbstoff EvaGreen eines Drittherstellers. Das Kit enthdlt einen optimierten HRM-Puffer und
HotStarTagq® Plus DNA-Polymerase, um unspezifische Amplifikationsprodukte zu vermeiden und

zuverldssige Ergebnisse sicherzustellen.

Hinweis: Alle QIAGEN HRMKits und -Reagenzien sind nur fir Anwendungen auf Rotor-Gene Q
Gerdten vorgesehen, die im jeweiligen QIAGEN KitHandbuch beschrieben werden.

10.3 Beispiel fir SNP-Genotypisierung

Im folgenden Beispiel wurde das Type-it HRM-PCRKit zur HRM-Analyse des humanen SNP
rs60031276 verwendet. Dabei sollten der homozygote Wildtyp, eine homozygote Mutante und

heterozygote Formen unterschieden werden. Weitere technische Hinweise finden Sie im Type-it

HRM PCR Handbuch.

n

Heterozygot
Homozygote

Mutante

a & #u &

[ T T ]
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Homozygote
, Mutante

Heterozygot

B HRM Results - HRM A.HRM {Page 1)

M. |ﬂ M arne | Genatype | Confidence %
22 &8 Human SHP 60031276 | homo &4 100,00

23 [ unknown hiorno A, 939,49

24 . unk.now hiarno A 93.76

28 4G Human SNP 60031276 hetero AG 100,00

23 . unk.nown hietero AG 93.43

30 [l unknown hetero AG 9847

34 [ GG Human SMP :60031276  homo GG 100,00

35 unknown homo GG 92,20

36 unknown homno GG 93,53

SNP-Genotypisierung durch HRM. Der humane SNP rs60031276 (eine Substitution von A durch G) im Gen PPPIR14B
(Proteinphosphatase 1, regulatorische (inihibitorische) Untereinheit 14B) wurde auf dem Rotor-Gene Q analysiert. Dazu wurden
10 ng Genom-DNA der verschiedenen Genotypen und das Type-it HRMKit verwendet. E zeigt standardméBige, normalisierte
Schmelzkurven und E ein auf die Wildtypprobe normalisiertes Differenzdiagramm des homozygoten Wildtyp (AA), der
homozygoten Mutante (GG) und heterozygote Proben (AG). {8 Die Genotypen der unbekannten Proben wurden von der
Rotor-Gene Q Software korrekt zugewiesen.
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10.4 Beispiel fir eine Methylierungsanalyse

Im dargestellten Beispiel wurde das EpiTect HRM-PCRKit fir die analytische Unterscheidung
zwischen Verhdltissen methylierter und nicht methylierter DNA verwendet. Weitere technische
Hinweise finden Sie im EpiTect HRM PCR Handbuch.

H

™a  res iz ma s me:  ma e ms m:  na @@ =@ i msmr =

Quantitative Methylierungsanalyse durch HRM. Verschiedene Verhdltnisse methylierter und nicht methylierfer DNA-APC
(Adenomatous-polyposis<oli)-Proteine wurden mit der HRM-Methylierungsanalyse auf dem Rotor-Gene Q mit dem EpiTect HRM-
Kit analysiert und unterschieden. azeigt standardméBige, normalisierte Schmelzkurven und E ein Differenzdiagramm,

normalisiert auf die zu 50 % methylierte Probe.
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10.5 Hinweise fir erfolgreiche HRM-Analysen

Der Erfolg von HRM-Analysen héngt wesentlich von der jeweiligen Sequenz ab, die untersucht
werden soll. Bestimmte Sequenzmotive, wie Haarnadelschleifen oder andere Sekundérstrukturen,
lokalisierte Regionen mit einem ungewdhnlichen hohen oder niedrigen GC-Gehalt und
Wiederholungssequenzen kdnnen einen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Durch Verwendung der
standardisierten Kits und der optimierten Protokolle von QIAGEN kénnen jedoch viele der oben
aufgefihrten méglichen Probleme geldst werden. Im Folgenden werden einige einfache Tipps

beschrieben, die zum Erfolg beitragen.
Analyse kurzer DNA-Fragmente

Analysieren Sie keine Fragmente Uber 250 bp. Léngere Produkte kdnnen zwar erfolgreich
analysiert werden, die Aufldsung ist jedoch gewdhnlich geringer. Dies liegt daran, dass eine
einzige unterschiedliche Base das Schmelzverhalten eines 100-bp-Amplifikats stérker beeinflusst als

das Schmelzverhalten eines 500-bp-Amplifikats.
Sicherstellen, dass die PCR nur das spezifische Produkt ergibt

Proben, die mit PostPCR-Artefakten (z. B. Primer-Dimeren oder unspezifischen Produkten)
kontaminiert sind, erschweren die Auswertung von HRM-Ergebnissen erheblich. Die HRM-Kits von

QIAGEN sorgen fir maximale Spezifitat ohne Optimierung.
Ausreichende Template-DNA fir Amplifikation

Bei der Fehlerbehebung von HRM-Analysen kann die Analyse von Real-Time-PCR-Daten sehr niitzlich
sein. Der Cr (Schwellenwertzyklus)-Wert in den Amplifikationsdiagrammen sollte nicht Gber 30
Zyklen betragen. Produkte, die mehr Zyklen zur Amplifikation brauchen (wegen einer niedrigen
Template-Menge beim Start oder eines Template-Abbaus), ergeben gewdhnlich variablere HRM-

Ergebnisse wegen PCR-Artefakten.
Normalisierung der Template-Konzentration

Die fir die Reaktion verwendete Template-Menge muss gleich bleiben. Normalisieren Sie die
Startkonzentrationen, sodass die Cr-Werte aller Amplifikationsdiagramme sich nicht um mehr als
drei Zyklen untferscheiden. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass sich sie die Input-

Konzentrationen héchstens um das Zehnfache unterscheiden.
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Priifung auf aberrante Amplifikationsdiagramme

Vor der Durchfihrung der HRM-Analyse untersuchen Sie die Daten der Amplifikationsdiagramme
sorgfaltig auf anomale Verldufe der Amplifikationskurven. Ein flacher log-linearer oder ein zackiger
Kurvenverlauf bzw. niedrige Endplateaus im Vergleich zu anderen Reaktionen kénnen Hinweise
auf eine unzureichende Amplifikation oder ein zu niedriges Fluoreszenzsignal (z. B. aufgrund einer
zu niedrigen Primer-Konzentration) sein. Unzureichende Reaktionen kdnnen die Folge von
Inhibitoren oder einer falsche Einrichtung der Reaktionen sein. HRM-Daten von solchen Proben
kénnen uneindeutig sein oder eine niedrige Auflésung besitzen. Um unzuverléssige Ergebnisse zu

vermeiden, empfehlen wir Kits von QIAGEN fir die Probenvorbereitung und HRM-Analyse.
Ahnliche Probenkonzentrationen nach der Amplifikation

Die Konzentration eines DNA-Fragments hat Auswirkungen auf die Schmelztemperatur (T). Aus
diesem Grund missen die DNA-Konzentrationen so dhnlich wie méglich sein. Bei der Analyse der
PCR-Produkte missen Sie sicherstellen, dass alle Reaktionen bis zur Plateauphase amplifiziert
wurden. In der Plateauphase wurden alle Reaktionen dhnlich stark amplifiziert, unabhéngig von
der Startmenge. Hinweis: Bei unzureichenden Reaktionen liegt in der Plateauphase unter
Umstdnden nicht die gleiche amplifizierte Menge vor, wenn die Assays nicht ibereinstimmend

eingerichtet wurden (z. B. zu niedrige Primer-Konzentration).
Einheitlichkeit der Proben

Alle Proben missen das gleiche Volumen und die gleiche Farbstoffkonzentration besitzen. Das
Denaturierungsverhalten der DNA wird von den Salzen im Reaktionsgemisch beeinflusst. Daher ist
es wichtig, dass die Konzentration von Puffer, Mg und anderen Salzen in allen Proben so einheitlich
wie moglich ist. Aus einem dhnlichen Grund sollten Sie nur identische Reaktionsrohrchen des
gleichen Herstellers verwenden, um Variationen aufgrund der Dicke des Kunststoffs und jeglicher

Autofluoreszenzeigenschaften zu vermeiden.
Ausreichende Datensammlung in den Phasen vor und nach der Schmelzphase

Erfassen Sie die HRM-Datenpunkte iber einen ungefdhren Bereich von 10 °C. Die beobachtete T,
sollte dabei in der Mitte dieses Bereichs liegen (sieche Abbildung auf Seite 10). Auf diese Weise
zeichnen Sie genug Basislinienpunkte fir eine effektive Kurvennormalisierung auf, erhdhen die

Reproduzierbarkeit von Replikaten und erleichtern die Auswertbarkeit der Daten.
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10.6 Probenvorbereitung

Bei der Aufreinigung und Lagerung der Proben sollte ein Probenabbau vermieden werden.
Vermeiden Sie GbermdBige Inhibitormengen, z. B. durch Ethanolverschleppung. Wir empfehlen,
bei allen Proben die gleiche Template-Menge zu verwenden, um die HRM-Ergebnisse zu verbessern.

Eine spektrophotometrische Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit wird empfohlen. Wir

empfehlen die Verwendung von Kits von QIAGEN zur Probenvorbereitung.

Hinweis: Bei 260 nm entspricht eine Extinktionseinheit 50 pg/ml DNA. Das Verhaltnis der Extinktion

bei 260 nm und 280 nm liegt bei reiner DNA bei 1,8.

10.7 Einrichtung der Software

1. Offnen Sie eine neuve laufdatei, Wahlen Sie dazu New... (Neu) im Meni File (Datei).

Im Assistenten Advanced (Erweitert) wahlen Sie HRM.

Quick Stat Advanced I

o

'S HRM™ with Pre-Amplification

Corbett Life Science
High Resolution Melt
ruri.

Cancel

I

Help

x|

¥ Show This Screen ‘When Software Opens
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2. legen Sie den Rotortyp fest (in diesem Beispiel ist es ein 72-Well Rotor). Stellen Sie sicher, dass
der Schliering angebracht ist und das Kontrollkdstchen Locking Ring Attached (SchlieBring

angebracht) aktiviert ist. Erst dann fahren Sie mit dem ndchsten Schritt fort.

New Run Wizard . x|

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

— Roator Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard |

¢ Hack I Hest »» |

3. Legen Sie die Laufdefails fest. Geben Sie den Namen des Bedieners ein (optional) und jegliche

Anmerkungen zum Experiment (optional). Wéhlen Sie das Reaktionsvolumen (Pflichtangabe)

und das gewiinschte Proben-Layout.

New Run Wizard N _5[

This screen displays miscellansous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : |Rolw-ﬁens Q Operator

Notes :

Enter any notes for the particular HRM experiment |

Reaction | =
WVolume (uL}: & =l

Sample Layout : |l.2,3... ﬂ

This bo displays

help on elements in
the wizard, For help
on an item, haver
your mouse aver the
itemn for help, 'You
can alzo click on &
combo bow to display
help about its
available settings.

Skip Wizard |

<< Back | Nest >> |
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4. Klicken Sie auf die Schaltflache Edit Profile... (Profil bearbeiten), um die Zeiten und

Temperaturen der Reaktion zu éndern.

New Run Wizard

Temperature Profile :

Edit Profile ...

Channel Setup
Marme | Source | Detector | Gain | Create Hew. . |
Green 470nm  5100m 267 L
Yellow  530nm  B55nm =
Orange  585nm B10mm

Red E25nm  BEOnm

Crimzon  B80nm  710hp
HFik 470nm  510nm

Gain Qptimis ation...

Skipwizard | <<Back | Newt»» |

Bemove
33 Reset Defaults

R L |

&

Thiz box displays

help on elements in
the wizard. Far help
ok anitern, hover
pour mouse over the
itern far help. You
can also click on a
combo bow to display
help abaut its
available settings.

5. legen Sie eine angemessene erste Haltedauer fest. Diese Dauer hdngt vom Typ der verwendeten
DNA-Polymerase ab. Das Type-it HRM-PCRKit und das EpiTect HRM-PCRKit erfordern eine

Aktivierungsdauer von 5 Minuten. Die standardmafige Aktivierungsdauer ist 10 Minuten.

A
.8 H a
Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 104 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed

Click an a cycle below ta modify it

Insert after

Cycling

HRM Insert before: I
Remove I

Hold Temperature: 95 deg,
Hold Time : 2 ming 0 |secs

R
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6. Andern Sie die Zyklen je nach Anforderungen des Amplifikats.

7 8 H| @

Hew Open SaveAs | Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the rwn to be performed :

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after
HRM Irisert before...

Femove
This cycle repeats il tirne(z].

Click on one of the steps below to madify it. or press + of - to add and remove steps for this cycle

AR, - "

Timed Step k4
60 deq.
10 seconds

95 deg. for 3 sece

Aequiring to Cyeling A

on Green

™ LonaR B0 deg. for 10 secs
ong Range

[~ Touchdown

Ok

7. Stellen Sie sicher, dass die Fluoreszenzdaten erfasst werden. Erfassen Sie die Daten im grinen

Kanal am Ende des Annealing-Schritts.

Acquisition

Same az Previous : I [Mew Acquisition) j

— Acquizition Configuration :
Aivailable Channels - Acguiing Channels :

M ame I LI Mame

Crimzan
HFiM LI
Qrange
Fied «

ellow

channel, zelect it in the right-hand list and click <. Tao remove all acquisitions, click <<.

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquining from a

Dpe Chart »> | ak. I Don't Acquire

Help

Dye Channel 5election Chart

470nm  |510nm | FAM, SybiGreen, alexadds

elow B30nm | 555nm 5 HE®. alewat iz

JOE, CalGold, Callrange'™, TET, Yakima Yelow, WIC

Orange | 585nm | B100m RO, Redmond Fed™, alexated

B25nm | BE0nm Cy5, QuasarE70Y, LCReds40Y

E80nm | 710hp Quazarf05, LCRed 705, alexafal

460nm [510nm [ LCGreend!
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8. legen Sie die Bedingungen des HRM-laufs fest. Andern Sie die Bedingungen je nach
Anforderungen des Amplifikats. Bei den ersten Experimenten sollten Sie einen breiten
Schmelzbereich einstellen. Verwenden Sie die theoretische Tn als Hinweis auf einen geeigneten
Bereich. Wenn Sie die Schmelztemperatur des Produkis ermittelt haben, begrenzen Sie den
Schmelzbereich auf 10 °C. Stellen Sie sicher, dass die Denaturierung 5 °C vor dem ersten
Denaturierungsiibergang beginnt. Die Standardrampe ist auf Schritte von 0,1 °C eingestellt. Jeder
Schritt wird 2 s lange gehalten. Jeder Rampenschritt betrégt mindestens 0,05 °C mit einer
Haltedauer von mindestens 1 s. Die Daten werden automatisch im HRMKanal erfasst. Die
automatische Verstarkungsoptimierung wird standardméBig durchgefihrt. Die Software sucht
automatisch nach der besten Verstarkungseinstellung, dass der héchste berichtete Fluoreszenzwert
nicht Gber 70 Einheiten einer Skala bis 100 Einheiten betragt. Hinweis: Der hdchste berichtete

Fluoreszenzwert kann gedndert und maximal auf 100 Einheiten eingestellt werden.

Edit Profile E|
T @
Mew Open  Save As Help:

The un will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

A"

Click an a oycle below to modify it

Hald Insert after...
Cycling
Insert before...
Remove

Ramp from ITU_j degrees to IBB_ﬂ degrees,

Rising by lrﬂ degree(s) each step,

Wait for lElU— seconds of pre-melt conditioning on first step,
‘it for lz_j seconds for each step afterwards.

Acquire to HEH & on HRM

Gain Optimisation

[ Optimise gain before melt on all tubes.

The gain giving the highest fluarescence less than I?D ::i
will be selected.

Ok

9. Optional: Einstellung der automatischen Verstarkungsoptimierung. Diese gilt nur fir den Real-Time-

Amplifikationsschritt und wird fir den griinen Kanal eingestellt. Klicken Sie auf die Schaltflache
Optimize Acquiring (Erfassung optimieren) (um nur diese vom Lauf benutzte Kandle zu verwenden).
Die Optimierung erfolgt am besten kurz vor dem ersten Erfassungschritt. Aktivieren Sie das
Kontrollkéistchen Perform Optimization Before First Acquisition (Optimierung vor erster Erfassung
durchfihren). Die empfohlene Hintergrundfluoreszenz fir interkalierende Farbstoffe liegt bei 1 bis
3 Fluoreszenzeinheiten. Um diese Einstellung zu éndern, klicken Sie den Kanalnamen in der Liste,

um ihn auszuwdhlen. Klicken Sie dann auf die Schaltfléche Edit (Bearbeiten).
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Auto-Gain Optimisation Setup x|

— Optimization :

o Auto-Gain Dptimization will read the Huoresence on the inzerted sample at

I\‘Q different gain lewvels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the

chemistry pou are performing.

Set temperature to IBD jl degrees.

Optimise Al | Optimise Acquiring |

¥ Perform Optimisation Before 15t Acquisition

™ Perform Dptimisation At B0 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

! o __aw |

MHame I Tube Position I tin Reading I Max Reading I tin Gain I Max Gain Ed... |

Green 1 1FI 3Fl 10 10 B |
Remowve Al |

Start I I Etual.. | Claze I Help I

10.Starten Sie den Lauf, indem Sie auf Start Run (Lauf starten) klicken. Speichern Sie die Laufdatei

auf lhrem Computer.

New Run Wizard E

Summary ;
Sefting | Walue
Green Gain 7
Ratar 7244l Rotar
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Waolume [in microliters] 25

Start Run

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Rurn to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future wns.

[ Shp'Wizad )| << Back
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11.Bearbeiten Sie die Probennamen (optional). Die Probennamen kénnen wéhrend oder nach

einem Lauf bearbeitet werden.

_lalx]

File Edit Format Security
Standard | Rotor Style I

Setftings :
lrﬁiven Conc. Format I j Unit ICDpiesa‘u\ j More Options |
—Samples :
wild tupe 1 O\ &3S @ I
C |ID |Mame | Type | Groups | Given Cone, |Selected | 2|
1i .+ Unknown Mo
2 Unknovin Mo
Bz widpet Unknown Mo
B 4 outstiond Unknown Mo
- 5 mutation 1 Urknowe Mo
- B mutation 1 Urknowe Mo
¥ heterozpgote 1 Unknown Mo
8 heterozpgote 1 Unknown Mo
3 heterozpgote 1 Unknown Mo
10 Unknowin Mo
1 Unknowin Mo
12 Unknowin Mo LI
Page :
’7Nam9' IPageW < I > | Mew | Delerel [~ Synchronize pages
Undo I OK Cancel Help I

10.8 Real-Time-PCR-Enzyme und Kits

Es ist vorteilhaft, die Real-Time-PCR-Daten vor der HRM-Datenanalyse zu analysieren. Die Real-Time-
PCR-Daten kénnen Hinweise auf unzureichende Assay-leistungen liefern. Durch Identifizierung
dieser Ausreifier und dem Ausschluss aus der folgenden HRM-Analyse kann die Effektivitat der HRM-
Analyse insgesamt deutlich verbessert werden, da PCR-Produkte einer schlechten Qualitét schlechte
HRM-Ergebnisse liefern. Wir empfehlen, bei der Analyse von quantitativen Real-Time-PCR-Daten

wie folgt vorzugehen.

1. Analysieren Sie die Real-Time-Daten mit der Option Quantitation (Quantifizierung) im Fenster
Analysis (Analyse). Liegen jegliche Cr-Werte iber 30, gilt die Amplifikation der betroffenen
Reaktionen als zu spét. Diese Proben missen mit besonderer Aufmerksamkeit analysiert oder
als AusreiBer aus der Analyse entfernt werden. Eine spate Amplifikation liegt oft an zu wenig

Start-Template und/oder zu viel Probenabbau.

2. Prifen Sie die Intensitat der EndpunktFluoreszenz. liegt die Endpunki-Fluoreszenz in einem
Amplifikationsdiagramm weit unterhalb der Werte in den meisten Diagrammen, sollten diese Proben
aus der Analyse ausgeschlossen werden, auch wenn der C+-Wert unter 30 liegt. Eine niedrige
Endpunkifluoreszenz kann ein Hinweis auf eine inkorrekte Farbstoffmenge, inkorrekte Mengen der

Reaktionskomponenten (z. B. Primer) oder die Gegenwart von Inhibitorenaktivitdt sein.

3. Verwenden Sie die Option Comparative Quantitation (Vergleichende Quantifizierung) im Meni
Analysis (Analyse), um die Reaktionseffizienz jeder Probe zu erhalten. Ist die Effizienz nicht wie
bei den anderen Reaktionen des Experiments oder liegt sie unter ungeféhr 1,4, dann sollte die

Reaktion als Ausreifler ausgeschlossen werden.
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B comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) e =100 x]
=

Reports...  Results

1B s 10 15 0 E El ES 40
Cycle

adjust scale futo-Scale  Defaul Scale |

B Comp. Quant Results - Cycling A.Green = =101 x|

Mo [Name. Take Off | Amplification | C ive Conc. | Flep. Takeoff | Rep. Takeoff (3957 CI) [ Rep. Amp. | Rep. Amp. (35% C1) | Rep. Conc. [Rep.C
1 mutation 1 11z 166 1.00E+00 112 188 1.00-+00 Calibra
2 mulation2 114 165 S04E01 114 185 SO4E01
3 mulation 3 1.4 164 9.04E-01 11.4 154 SO4E-01
4 widipe 1.8 1.66 701EM 14 166 TOEDI
5 widiype? 18 166 738601 118 188 7.38E01
B widiype3 13 168 7OEDT 113 188 7OEDT
7 heterozygots 1 114 167 S04E-01 114 167 904E-01
3 heterozygots 2 15 1.66 85360 15 166 8.59E-01
9 heterazygote 3 13 167 9E1EDI 113 187 9E1ED1
‘ »

Ergebnisse der vergleichenden Quantifizierung. Die Reaktionseffizienz wird in der Spalte ,Amplification” (Amplifikation) als
Punkizahl bis 2 (2 = 100 % Effizienz) angegeben.

Hinweis: Bei Verdacht auf Gegenwart von Primer-Dimeren oder unspezifischen Produkten,
bewerten Sie die Reaktionen mithilfe einer Ableitung der Option Melt (Schmelzen) im Fenster
Analysis (Analyse). Stellen Sie sicher, dass nur ein Peak vorhanden ist, der auf ein Einzelprodukt
verweist. Bestdtigen Sie falls méglich mit einem Gel, dass nur ein Amplifikationsprodukt
vorhanden ist. Ist mehr als ein Produkt vorhanden, muss die Reaktion wiederholt oder erneut

optimiert werden.
10.9 HRM-Datenanalyse

Im Rahmen einer HRM-Analyse kénnen die Genotypen visuell oder automatisch zugewiesen
werden. Die Ergebnisse kdnnen als normalisiertes Schmelz- oder als Differenzdiagramm angezeigt
werden. Die Verschiebung (homozygot) und die Anderung der Kurvenform (heterozygot) der
normalisierten Kurven sind eine grundlegende Darstellung der unterschiedlichen Genotypen.

Die Differenzdiagramme unterstiitzen die visuelle Auswertung. In den Differenzdiagrammen wird
der Fluoreszenzunterschied einer Probe im Vergleich zu einer ausgewdhlten Kontrolle gegen die
Temperatur aufgetragen. Differenzdiagramme sind eine alternative Darstellung der Unterschiede
zwischen den Schmelzkurvenibergangen.

Hinweis: Die erste Ableitung der Schmelzkurvenanalyse (die als Standardoption Melt
(Schmelzen) im Fenster Analysis (Analyse) verwendet wird) ist fir die HRM-Analyse nicht
geeignet. Dies liegt daran, dass jegliche Datenabweichung ein kinstliches Rauschen erzeugt
und die Datenauswertung erschwert.

Im Folgenden werden die Schritte der Analyse von HRM-Ergebnissen mit der Rotor-Gene Q Software
beschrieben.
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1. Wahlen Sie im Fenster Analysis (Analyse) die Option HRM.
Analysis _E

2 5td Curves (Rel) | Other. |
[uantitation bdelt

" HRM AHRM [Page 1)

Show | Hide |

2. In den angezeigten Fenstern werden die Rohdaten, das normalisierte Diagramm und die
Ergebnisse angezeigt. Im Rohdatenfenster kdnnen die Regionen fir die Normalisierung angepasst
werden. Eine Normalisierung erlaubt den Vergleich der Kurven bei gleicher Start- und
Endfluoreszenz, was die Auswertung und Analyse unterstitzt. Es stehen zwei Grenzlinien pro
Region zur Verfigung, die standardméBig auf den Enden der Kurven positioniert sind. Die
Datenpunkte innerhalb dieser Grenzlinien dienen zur Normalisierung der Fluoreszenz (nur x-
Achse) im Startbereich (Region 1) und im Endbereich (Region 2) des Schmelzdiagramms. Die
Daten auBerhalb der eingestellten Regionen werden ignoriert. Passen Sie die Regionen so an,
dass sie Basislinienpunkte umfassen, die fir die Phasen vor bzw. nach der Schmelzphase
reprasentativ sind. Durch Verbreiterung der Regionen (durch Anklicken und Ziehen) kann die
Software die Steigung der Basislinie anpassen. Eine gute Normalisierung kann nur dann erzielt
werden, wenn die Normalisierungsregionen nicht in die Schmelzphase hinein verbreitert werden.

B Rotor-Gene Q Series Softwara - high resolution melt demo =181 ]
Fle Andlyss Run Gan View Window Help
7 & 3 3 . A E =
ACH PHUEO W & 9 ¥ 4 & B &5 B .
New Open Save | Sisf Fase Sion | Help Settings Frogress Frofie  Temp. Ssmples Anaysis Reports Arrangs
]Channe\; ' Welk AFarRed 7 Melt Agfrom 82). FarRed ‘
B HRM Analysis - Melt A(from 82).FarRed (Page 1) -|O] x| | Page: Pags 1
Reports. Resubs  MormalisedGraph | Genokypes. g 197
— = 4
80 2| 5
& 3
L — - 5 7
e —— 5 8
E— H
o0+ E

Flusreseence

| BankOn | BankOff ||
10 — ||| WamedOn | &NOn | aNOK ||
Jpf20  m25 30 @S w0 ms 0 85 80 @S &0 &8 80 &S w0 fas a0 it S amples.
deg
st Scde | Auto-scale ~Normalisation Regions
Leading Range
B HRM Normalised Graph - Melt _1of x| stat: 24 =
Memaised Graph | Difteence Graph | End: 28 =
= mutalion
F1o0 f— heterozygote. Tiailing Aange
4 — idion %672 s s 2]
E 5 [ 1% heteraygate | 97.58 =
& 50 - 7 W= heteiozygote 9780 End: [:7 =
2 . 8 201 wild type 100.00 -
g _| N B wid type 3905 T
ﬁ o5 A 55 s a7 P P 10 s heterozygote 3891 Thieshold [0 %
oo, 12 [ 10 heterozygote | 96.23

Fiotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Build 34]
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Hinweis: Wir empfehlen, die Grenzlinien nur dann zu verschieben, wenn Bereiche der
Schmelzkurve vermieden werden missen. Die Verschiebung der Grenzlinien auf die
Schmelzkurvenibergdnge hin kann Auswirkungen auf die Subtraktionsdiagramme und

prozentualen Vertrauenswerte haben.

3. Im Fenster Normalised Graph (Normalisiertes Diagramm) werden die normalisierten
Schmelzkurven angezeigt. Proben kdnnen auch in Form eines Differenzdiagramm der

Unterschiede zu einer Kontrolle dargestellt werden.

ERotor-Gene  Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 82) FarRed (Pagei] TS|

Festore3I X
we F 9 W @ W W o= B . Iy %

Settings Progress Profie  Temp, Semples Anslysis Reports Arrange

. Fie_fnalysis Run Gain View Window Help

Z0H P IIE|9

New Open Save | Stat Pause Stop | Help

|chammets " vk & FerRed . el afrom 82) Farked ‘

| Difterence Graph | Page: Page 1

0

Normslised Fliorescence

I —
Bark On Bark Oif
Named On_|_AIOn |_ANIOR

Exit Samples.

- Nomalisation Regions
Leading Range
star:[f24 =]

=
End: 28 5

Traiing Range
=
st [R5

=
End: [B7

. Confidence Percentage
Thieshald [0 <%
g = me ws e ms w0 s wo  ms w0 s @0 ms e @ =

deg.

Rotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Build 34)
4. Klicken Sie auf die Schaltflache Genotypes... (Genotypen), um die Genotypen festzulegen.
Geben Sie alle Namen der Genotypkategorien ein und wéhlen Sie je eine reprasentative Probe

von der Probenliste.

-loix]

Genotype Control el
mtation 138
wild type 20
heterozygote 197

Clear | Ok | Cancel
'ty Select a Control x|

Please select the control that is representative of this
genatype.

Currently Selected : 198

[2)157
[3] hegl
[4]156
[5) 1595
[B] heg2
[7)202

(2120 .
ol | _|‘I

Select Select None Cancel I
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5. Wahlen Sie die Registerkarte Difference Graph (Differenzdiagramm), um das Differenzdiagramm

anzuzeigen. Wahlen Sie dann im Dropdown-Meni oben im Fenster den Genotyp, mit dem Sie

alle anderen Proben vergleichen méchten. Im dargestellten Beispiel werden alle Proben von einer

Durchschnittskurve aller Proben mit der Kennzeichnung Mutation 1 subtrahiert.

 Rotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Page 1)1 =15 x|
O Fle fnalysis Run Gain View Window Help ETES
7 = P / =
AEHPNRO v & 9 & ) N t
New Open Save | et Pause Stop | Help Seltings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arange
| chanmets vk Foried ek fom 52)Farked |
Nomalised Graph  Dfference Giraph | Page: Page1

T
Genotypes |[WNEIal] hd 2 157

3 e
15 &

5 195

&

7

& Fi]

Normalized minus mutation

0
n

i
12

13 187

1 nead

15 189
16

T —
Bark On Bark Off
NamedOn | AlOn | AlGH
Exit Samples.

ion Regions

Leading Range
star:[f24 =]

. =
End: B2 5

Trailing Range
Start: 893 =

end: 87 =

J ®28 80 835 840 845 880 858 860
deg

@5 &0 &5 80  88s

Confidence Percentage
Thieshald [30 4%
830 838 =

Flotor Gene O Series Software 1.7 (Buid 94)

6. Die Genotypen werden von der Software im Fenster Results (Ergebnisse) automatisch

zugewiesen. Zur Prifung der Integritét der automatisch zugewiesenen Ergebnisse wird ein

Vertrauenswert angegeben. Der Schwellenwert, ab dem die Zuweisung automatisch erfolgen

kann, kann bearbeitet werden. Proben, die unter diesen eingestellten Schwellenwert fallen,

werden als Variation gekennzeichnet und missen néher untersucht bzw. erneut getestet werden.

i0ix
Genotype Confidence %
mutation 100.00
2 heterozygote 100,00
1 W mutation 9572
5 195 heterozpgate | 97.58
7 . 202 heterozygote | 97.80
8 20 wild type 100,00
5 Meam wild type 99,66
10 W heterozygote | 98.91
12 019 heterozygote | 96.23
13 187 wild type 93.23
15 189 wild type: 9759
Fr— P P . e

Mormalisation Regions
Leading Range

; =
start: 224 =
End: [B28 =

Traling Ranae

Start : |89.3 j
=
Erd: [837

Confidence Percentage
Thieshoid [30 =%
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11 Fehlerbehebung

Dieser Abschnitt enthélt Informationen zur Fehlerbehebung bei Verwendung eines Rotor-Gene Q
MDx Systems.

Wenn Sie weitere Hilfe bendtigen, wenden Sie sich bitte an den Technischen Service von QIAGEN.

Verwenden Sie dafir folgende Kontaktinformationen:
Website: support.giagen.com

Wenn Sie den Technischen Service von QIAGEN wegen eines Fehlers der Rotor-Gene Q MDx
Software kontaktieren méchten, notieren Sie die Schritte, die zu diesem Fehler gefihrt haben und

alle in den Dialogfeldern angezeigten Informationen. Diese Informationen helfen dem Technischen
Service von QIAGEN, den Fehler zu beheben.

Wenn Sie den Technischen Service von QIAGEN wegen eines Fehlers kontaktieren, halten Sie bitte

die folgenden Informationen bereit:

Seriennummer, Typ und Version des Rotor-Gene Q MDx

Softwareversion (falls vorhanden)

Zeitpunkt, an dem der Fehler zum ersten Mal auftrat

Haufigkeit, mit der der Fehler auftritt (d. h. voriibergehend auftretender oder dauerhafter Fehler)
Detaillierte Beschreibung der Fehlersituation

Foto des Fehlers, falls méglich

Kopien von Logdateien

Diese Informationen verhelfen lhnen und Ihrem Ansprechpartner beim Technischen Service von

QIAGEN zu einer méglichst effektiven Bearbeitung Ihres Problems.

Hinweis: Informationen zu den aktuellsten Software- und Protokollversionen finden Sie unter
www.giagen.com. In einigen Féllen sind méglicherweise Updates zur Behandlung spezifischer

Probleme verfiigbar.
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11.1 Log-Archivdateien

Die Software protokolliert jeden Lauf zusammen mit den Diagnostikinformationen im Repositorium
Log Archive (Log-Archiv). Mit der Option Help, Send Support Email (Hilfe, E-Mail an Support senden)
kénnen Sie eine E-Mail mit allen erforderlichen Diagnostikinformationen an den Technischen Service
von QIAGEN senden (sieche Abschnitt 6.12.1).

Um Speicherplatz zu sparen, werden nur die Log-Archive der letzten 60 Laufe gespeichert. Altere

Log-Archive werden bei Anlegen von neuen Log-Archiven iberschrieben.
11.2 Hardware- und Softwarefehler

11.2.1 Fehlerbehebung beim HRM

Kommentare und Vorschlige
HRM kann nicht durchgefishrt werden

Das Rotor-Gene Q MDx Modell ist ~ Kontaktieren Sie Ihren &rilichen Vertreter von QIAGEN.
nicht mit der HRM-Funktion
ausgestattet.

Keine HRM-Daten erhalten

Falsche Einrichtung Uberprisfen Sie die Filtereinstellungen.

Uberpriifen Sie, ob der Rotortyp korrekt ist.
Uberpriifen Sie, ob die korrekten Reagenzien verwendet wurden.
Uberpriifen Sie, ob die Reaktion korrekt eingerichtet wurde.

Messen Sie eine Positivkontrolle (d. h. fihren Sie einen Assay durch, der
bekanntermaBen positive Ergebnisse liefert).

Diagramme sind zackig

Schlechte oder keine Amplifikation  Vergewissern Sie sich, dass die korrekten Protokolle und Reagenzien
verwendet wurden. Wir empfehlen die Verwendung von Kits von QIAGEN
fir die HRM-Analyse.

Uberpriifen Sie, ob die Reaktion korrekt eingerichtet wurde.
Uberprisfen Sie die Zyklusbedingungen.

Uberpriifen Sie die Startqualitét und -quantitét des Templates. Wir
empfehlen die Verwendung von Kits von QIAGEN zur Probenvorbereitung.

Amplifikations- bzw. Schmelzdiagramme sind geséttigt

Verstarkung ist zu hoch eingestellt. ~ Verwenden Sie die Auto-Gain Optimisation (Automatische
Verstarkungsoptimierung) (siehe Seite 63).

Prozentuale Vertrauenswerte haben sich geéndert

Die Normalisierungsregionen sind ~ Verschieben Sie die Normalisierungsregionen nur dann, wenn dies

durch Anklicken und Ziehen notwendig ist, um die Schmelzkurve zu vermeiden.

verschoben worden.

Daten enthalten AusreiBer

Falsche Reaktionseinrichtung Uberprifen Sie, ob die korrekten Reagenzien verwendet wurden.
Uberpriifen Sie, ob die verwendeten Réhrchen alle gleich sind.

Inhibitoren in der Probe Uberpriifen Sie, ob der gleiche Master-Mix in allen Proben verwendet

Zu wenig Template oder Abbau von wurde.

Template Uberprisfen Sie die Startqualitat und -quantitét des Templates.
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11.3 Fehler- und Warnmeldungen

11.3.1 Allgemeine Gerdatefehler

Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlige

Can't open the serial port
<COMPORT> (Serieller Anschluss
<COM-ANSCHLUSS> kann nicht
gedffnet werden)

Chamber lid open (Kammerdeckel
gedfinet)

Could not continue run; the chamber
lid was opened during a run. Please
reset the machine, and restart the
software. (Der Lauf kann nicht
fortgefiihrt werden; der
Kammerdeckel wurde wahrend des
Laufs gedffnet. Bitte setzen Sie das
Gerdéit zuriick und starten Sie die
Software neu.)

Chamber lid open (Kammerdeckel
gedfinet)

The instrument chamber lid is open.
Please close the lid and then click
Continue. (Der Deckel der
Gerdtekammer ist gedffnet. Bitte
schlieBen Sie den Deckel und klicken
Sie auf Continue (Fortfahren)).

Communication corrupted
(Kommunikation fehlerhaft)

Communication out of sequence
(Falsche Kommunikationsreihenfolge)

Instrument has received data from
the machine that is out of sequence.
(Das Gerét hat Daten von der
Maschine empfangen, die nicht die
korrekte Reihenfolge haben.)

Communication protocol error
(Fehler Kommunikationsprotokoll)

A communication protocol error
occurred with this run. (In diesem
Lauf ist ein Fehler im
Kommunikationsprotokoll
aufgetreten.)

Dieser Fehler tritt bei Start der Software auf, wenn die Software nicht iber
den konfigurierten COM-Anschluss mit dem Gerét kommunizieren kann.
Die Ursache sind héufig fehlerhafte Kabel, lose Stecker, fehlerhafte serielle
Anschlisse, fehlerhafte USB-Anschliisse, ein Problem mit dem USB-Treiber
oder mit dem USB-Seriell-Konvertertreiber.

Stellen Sie die Verbindung wieder her oder tauschen Sie das Kabel aus.
Installieren Sie die jeweiligen Treiber neu. Starten Sie die Software im
Virtual Mode (Virtueller Modus) und wéhlen Sie die Schaltfléiche
Setup/Auto-Detect (Einrichten/automatisch erkennen) im Menii File (Datei),
um den konfigurierten COM-Anschluss zuriickzusetzen.

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Software feststellt, dass der Deckel
mitten in einem Lauf offen steht.

Setzen Sie das Gerdt zuriick und starten Sie die Software neu.

Dieser Fehler kommt vor, wenn der Benutzer versucht, einen Lauf zu starten,
wiéhrend der Gerdtedeckel gedffnet ist.

SchlieBen Sie den Deckel des Gerdts und klicken Sie auf Continue
(Fortfahren).

Dieser Fehler tritt auf, wenn die vom Gerét empfangenen Daten nicht mit
dem erwarteten Muster Gbereinstimmen.

Um das bei dem Gerdt vorliegende Problem zu identifizieren, sind weitere
Untersuchungen durch einen AuBendienst-Spezialisten von QIAGEN
erforderlich.

Bitte wenden Sie sich an lhren Handler oder den Technischen Service von
QIAGEN.

Dieser Fehler tritt auf, wenn die vom Gerét empfangenen Daten nicht die
korrekte Reihenfolge haben.

Um das bei dem Gerdt vorliegende Problem zu identifizieren, sind weitere
Untersuchungen durch einen AuBendienst-Spezialisten von QIAGEN
erforderlich.

Bitte wenden Sie sich an lhren Handler oder den Technischen Service von

QIAGEN.

Dieser Fehler tritt auf, wenn das in der Firmware konfigurierte
Kommunikationsprotokoll nicht mit dem erwarteten Protokoll Gbereinstimmt.

Um das bei dem Gerét vorliegende Problem mit dem
Kommunikationsprotokoll zu identifizieren, sind weitere Untersuchungen
durch einen AuBBendienst-Spezialisten von QIAGEN erforderlich.
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlige

Detector motor jam, stopped
machine (Detektormotor blockiert,
Gerdt gestoppt)

Fatal hardware malfunction
(Schwere Fehlfunktion der Hardware)

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. (Das Gerat hat
eine schwere Fehlfunktion der
Hardware festgestellt. Das Gerdt
muss von lhrem Héndler gewartet
werden. Versuchen Sie auf keinen
Fall, das Gerét vor der Wartung
erneut zu verwenden.)

Machine error (Gerétefehler)

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 Lauf wurde abgebrochen, da
nicht behebbare Gerdatefehler
aufgetreten sind. Bitte wenden Sie
sich an lhren Handler, falls dies
wieder vorkommt. Hangen Sie dann
eine Supportarchivdatei an.)

Machine unplugged (Gerit
ausgestecki)

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. (Das Geréit reagiert nicht
und zeigt die Meldung
<FEHLERMELDUNG> an. Dabei
handelt es sich um einen nicht
behebbaren Fehler. Setzen Sie das
Gerdt zuriick und starten Sie die
Software neu.)

Machine unplugged (Gerdt
ausgesteckt)

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. (Das Gerét ist nicht Gber
den <ANSCHLUSS> mit dem
Computer verbunden. Schliefen Sie
das serielle Kabel wieder hinten am
Computer an und klicken Sie auf
Continue (Fortfahren)).

Dieser Fehler kann in kalten Klimazonen vorkommen, wenn das Rotor-Gene
Q MDx sofort nach der Lieferung eingeschaltet wird.

In einem solchen Fall lassen Sie das Gerét mindestens eine Stunde lang auf
Raumtemperatur aufwérmen, bevor Sie es einschalten.

Bitte setzen Sie sich mit lhrem Héndler oder dem Technischen Service von

QIAGEN in Verbindung, falls das Problem nicht behoben werden kann.

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Software eine schwere Fehlfunktion der
Hardware feststellt und ein Schutzverfahren ausldst, mit dem das Gerét
abgeschaltet wird.

Schalten Sie das Gerét sofort aus und setzen Sie sich mit lhrem Handler
oder dem Technischen Service von QIAGEN in Verbindung.

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Software Fehler im Gerdt feststellt, die
das Gerdit nicht beheben kann. Die Software hat den Lauf abgebrochen.

Versuchen Sie einen neuen Lauf. Falls die Stérung weiterhin bestehen
bleibt, kontaktieren Sie lhren Héndler oder den Technischen Service von
QIAGEN und halten Sie die Supportarchivdatei bereit.

Dieser Fehler kommt vor, wenn das Gerdt iber die festgelegte
Zeitiberschreitungsdaver nicht mit der Software kommuniziert. Dies liegt oft
an einem Gerdtefehler oder an ibermaBiger Aktivitat des PC, die zu einem
Verlust eines Pakets fiihrt.

Zu den héufigen softwarebedingten Ursachen gehéren prozessorintensive
Aufgaben (z. B. Virenschutzprogramme, geplante Virenscans, drahtlose
Karten oder InfrarotKarfen).

Deaktivieren bzw. deinstallieren Sie die relevante prozessorintensive
Software/Aufgabe.

Setzen Sie das Gerdt zuriick und starten Sie die Software neu.

Bitte wenden Sie sich an lhren Handler oder den Technischen Service von

QIAGEN, falls das Problem bestehen bleibt.

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Kommunikation iiber den seriellen oder

USB-Anschluss abbricht.

SchlieBen Sie das serielle bzw. USB-Kabel wieder auf der Riickseite des
Computers an und klicken Sie auf die Schaltfléche Continue (Fortfahren).
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlége

Obiject variable or with block
variable not set (Objektvariable oder
Variable fir With-Block nicht gesetzt)

Rotor speed failure
(Rotorgeschwindigkeitsfehler)

Time out while setting the rotor
speed. (Zeitiberschreitung bei der
Einstellung der
Rotorgeschwindigkeit.)

Serial port in use (Serieller Anschluss
besetzt)

The serial port is currently being
used by another application. Close
any applications such as
communications or synchronization
software and then retry. (Der serielle
Anschluss wird aktuell von einer
anderen Anwendung verwendet.
SchlieBen Sie alle Anwendungen,
insbesondere Kommunikations- und
Synchronisierungs-Software und
versuchen Sie es erneut.)

Shutdown timeout
(Zeitiberschreitung bei Abschaltung)

The instrument has exceeded the
expected time fo shutdown. Please
reset the machine, and reset the
software. (Das Gerét hat sich nicht
innerhalb des erwarteten
Zeitintervalls abgeschaltet. Bitte
setzen Sie das Gerdt und die
Software zuriick.)

Temperature protection activated
(Temperaturschutz aktiviert)

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. (Das Gerét hat
festgestellt, dass die
Kammertemperatur iiber den
sicheren Wert gestiegen ist. Daher
wurde ein Gerdteschutzmodus
ausgeldst. Bitte schalten Sie das
Gerdt aus. Falls das Problem
bestehen bleibt, wenden sich an

Ihren Handler.)

Dieser Fehler kann beim Starten der Software vorkommen, wenn die
Vorlagendatei fir das Experiment beschadigt wurde. Dies kann
vorkommen, wenn die Software/der Computer nicht ordnungsgemafy
heruntergefahren wurde, z. B. bei einem Stromausfall.

Léschen Sie die Datei C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\normal.ret und starten Sie die Software neu.

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Software versucht, die
Rotorgeschwindigkeit einzustellen, die Zielgeschwindigkeit jedoch nicht
innerhalb des zuléssigen Zeitintervalls einstellen kann.

Um das bei dem Gerdt vorliegende Problem zu identifizieren, sind weitere
Untersuchungen durch einen AuBendienst-Spezialisten von QIAGEN
erforderlich.

Bitte wenden Sie sich an lhren Handler oder den Technischen Service von

QIAGEN.

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Software versucht, iber den
konfigurierten COM-Anschluss eine Verbindung zum Gerdét herzustellen,
der Anschluss jedoch von einer anderen Software verwendet wird.

SchlieBen Sie alle Anwendungen, insbesondere Kommunikations- und
Synchronisierungs-Software und versuchen Sie es erneut.

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Software einen Befehl zum
Herunterfahren des Gerdts ausgegeben hat, das Geréit sendet die Daten
nach einer erwarteten Toleranzperiode jedoch wieder zuriick.

Setzen Sie das Gerdt zuriick und starten Sie die Software neu.

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Software feststellt, dass die
Kammertemperatur iber den sicheren Wert hinaus gestiegen ist. Daher
wird ein Gerdteschutzverfahren aktiviert.

Schalten Sie das Gerdt sofort aus und setzen Sie sich mit lhrem Handler
oder dem Technischen Service von QIAGEN in Verbindung.
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Fehlermeldung

Kommentare und Vorschlige

Thermistor is open (Thermistor ist
offen)

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. (Das
Gerdt hat festgestellt, dass der
Thermistor offen ist. Um eine
Gerdtebeschadigung zu vermeiden,
hat das Gerdét sich abgeschaltet.
Falls dies wieder vorkommt, wenden
Sie sich an lhren Handler.)

Unrecoverable errors occurred (Nicht

behebbare Fehler)

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 Lauf wurde abgebrochen, da

Dieser Fehler kommt vor, wenn die Software feststellt, dass der Thermistor
offen ist und daher keine Temperaturen messen kann. In einem solchen Fall
aktiviert die Software ein Geréteschutzverfahren zur Abschaltung des
Gerdts aus.

Schalten Sie das Gerdt sofort aus und setzen Sie sich mit lhrem Handler
oder dem Technischen Service von QIAGEN in Verbindung.

Dieser Fehler tritt mitten in einem Lauf auf, wenn die Software alle
méglichen Versuche zur Wiederherstellung durchgefihrt hat aber letztlich
nicht erfolgreich war.

Um das bei dem Gerdt vorliegende Problem zu identifizieren, sind weitere
Untersuchungen durch einen AuBendienst-Spezialisten von QIAGEN
erforderlich.

Bitte wenden Sie sich an lhren Handler oder den Technischen Service von
QIAGEN.

nicht behebbare Gerdatefehler
aufgetreten sind. Bitte wenden Sie
sich an lhren Handler, falls dies
wieder vorkommt. Hangen Sie dann
eine Supportarchivdatei an.)

11.3.2 Meldungen der Rotor-Gene Q Software

Im Folgenden ist werden Bedien-, Warn- und Fehlermeldungen aufgelistet, die beim Betrieb der

Rotor-Gene Q Software und Hardware auftreten kdnnen. Variable Teile der Meldung, z. B. eine

charakteristische  Fehlerbeschreibung,  werden in  Klammern  angegeben (z.  B.
< FEHLERBESCHREIBUNG >).

Meldungstext

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. (Fir diesen Rohdatenkanal gibt es bereit eine
Seite. Wenn Sie diese Seite wirklich neu anlegen méchten, missen Sie den Rohdatenkanal erst mit der
Schalifléche Options (Optionen) |6schen. Versuchen Sie es dann erneut.)

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. (Es ist ein schwerwiegendes Problem aufgetreten und die Software musste sich
schlieBen. Nach Klicken von OK wird die aktuelle Arbeit gespeichert und das Gerét falls méglich
ausgeschaltet. Wenn dieses Problem bestehen bleibt, wenden Sie sich bitte an lhren Handler.)

3 Cannot delete this page. There must always be at least one sample page. (Diese Seite kann nicht
geldscht werden. Es muss immer mindestens eine Probenseite geben.)

4 Can't connect to instrument on serial port <COMPORT>. Check the machine is correctly plugged into the
back of the computer, then retry. (Verbindung zum Gerét iiber den seriellen Anschluss <COM-
ANSCHLUSS> kann nicht hergestellt werden. Uberpriifen Sie, ob das Gerdt ordnungsgemaB hinten am
Computer angeschlossen ist. Dann versuchen Sie es erneut.)

5 Can't open the serial port <COMPORT> to connect to the instrument. Check you do not have any
communications software open, then retry. (Der serielle Anschluss <COM-ANSCHLUSS> kann nicht
gedfinet werden, um eine Verbindung zum Gerdt herzustellen. Uberpriifen Sie, ob irgendeine
Kommunikations-Software Iduft. Dann versuchen Sie es erneut.)
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Meldungstext

20

21

22

23

24

25

Could not save to run because some data on the form was invalid. Please check your entries then try
again. (Konnte den Lauf nicht speichern, da einige Daten im Formular nicht giiltig sind. Bitte Gberpriifen
sie die Eintrdge und versuchen Sie es erneut.)

Couldn't save file. Confirm the disk has enough space and that it is free of errors. (Die Datei konnte nicht
gespeichert werden. Bestdtigen Sie, dass genug Speicherplatz auf dem Datentréiger vorhanden ist und
dass der Datentréger fehlerfrei ist.)

E-mail application could not be started. Confirm that it has been correctly installed on your computer.
(Die E-Mail-Anwendung konnte nicht gestartet werden. Bestdtigen Sie, dass die Anwendung korrekt auf
dem Computer installiert worden ist.)

Encountered an error during run: <ERROR DESCRIPTION>. The run will continue, and a message will be
logged in the messages tab of Run Info. (Wahrend des Laufs ist der Fehler <FEHLERBESCHREIBUNG>
aufgetreten. In der Registerkarte Messages (Meldungen) im Fenster Run Settings (Laufeinstellungen) wird
eine Meldung protokolliert.

Instrument was not detected. Please ensure you have correctly connected the instrument, and that the
instrument is turned on. (Gerdte wurde nicht erkannt. Bitte stellen Sie sicher, dass eine ordnungsgemdfie
Verbindung zum Gerdt besteht und das Gerdt eingeschaltet ist.)

Logging is currently disabled due to a previous error. Archived logs cannot be viewed until the software
has been restarted. (Wegen eines vorherigen Fehlers ist die Protokollfunktion zur Zeit deaktiviert.
Archivprotokolle kdnnen erst wieder nach dem Neustart der Software angezeigt werden.)

Not all samples could be normalised as the fluorescent level was too low. (Nicht alle Proben konnten
normalisiert werden, da die Fluoreszenzintensitét zu niedrig war.)

Only runs performed with the same rotor as the current run may be imported. (Es kénnen nur Léufe
importiert werden, die mit dem aktuellen Rotor durchgefihrt wurden.)

Please note that log files for the current run will not be available until it has completed. (Hinweis: Die
Protokolldateien des aktuellen Laufs stehen erst nach Abschluss des Laufs zur Verfiigung.)

Please type valid number of times to repeat. It should be more than 0. (Bitte geben Sie eine giiltige Zahl
fir Wiederholungen ein. Die Zahl muss gréBer als O sein.)

Problem encountered while updating log data. Logging has been disabled, but will be renabled on the
next run. (Bei der Aktualisierung von protokollierten Daten ist ein Fehler aufgetreten. Die Protokollierung
wurde deaktiviert, wird jedoch beim néchsten Lauf wieder aktiviert.)

Run file signing ensures the integrity of your run results. Information about a run's signature can be found
in the Run Info window. (Durch Abzeichnen der Laufdatei stellen Sie die Integritét der Laufergebnisse
sicher. Informationen iber die Signatur eines Laufs finden Sie im Fenster Run Settings (Laufeinstellungen)).

Sample ID is locked. Cannot paste over locked samples. (Proben-ID ist gesperrt. Ein Einfiigen in gesperrte
Proben ist nicht méglich.)

TeeChart Office has not been installed on this computer. Please re-install the Rotor-Gene software.
(TeeChart Office ist bei diesem Computer nicht installiert worden. Bitte installieren Sie die Rotor-Gene

Software neu.)

The COM port configured for the instrument is not selected. You must select a COM port. (Der fir dieses
Gerét konfigurierte COM-Anschluss ist nicht ausgewdhlt. Sie missen einen COM-Anschluss auswéhlen.)

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 Rotor-Gene software. (Die geladene
Laufdatei enthdlt eine Signatur, die nicht mit den Dateiinhalten ibereinstimmt. Dies bedeutet, dass die
Datei entweder beschédigt oder manipuliert wurde, da sie mit der Rotor-Gene Software erstellt worden
ist.)

The loaded run file has no signature. The contents of this file cannot be guaranteed. (Die geladen Datei
hat keine Signatur. Die Dateiinhalte kdnnen nicht garantiert werden.)

The Machine serial number is not valid. Serial numbers must be at least 6 digits long. (Die
Gerdteseriennummer ist nicht giltig. Seriennummern missen mindestens 6 Stellen lang sein.)

The machine will now be cooled to <TEMPERATURE> degrees. The chamber and surfaces will still be
very hot when opening the machine. Please exercise due caution and wear protective gloves if fouching
any of the surfaces or tubes. (Das Gerdt wird jetzt auf <TEMPERATUR> Grad abgekihlt. Die Kammer
und die Oberfléchen werden beim Offnen immer noch sehr heiB sein. Bitte gehen Sie mit angemessener
Vorsicht vor und tragen Sie beim Berijhren der Oberflachen bzw. Réhrchen Schutzhandschuhe.)

The regional settings for your computer are conflicting. Ensure your currency and numeric decimal
placeholders are matching. (Es gibt einen Konflikt bei den Regionaleinstellungen lhres Computers. Stellen
Sie sicher, dass die Wahrung und die dezimalen Nummer-Platzhalter Gbereinstimmen.)
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Meldungstext

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

The serial number entered in the welcome screen <SERIAL NUMBER 1> 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 auf dem Willkommensbildschirm angegebene
Seriennummer <SERIENNUMMER 1> stimmt nicht mit der Seriennummer des verbundenen Gerdits
<SERIENNUMMER 2> iiberein. Die Serienummer wurde nun auf die Seriennummer des verbundenen
Gerdts aktualisiert.)

There was a problem communicating with the communication board. You should reboot the computer
and then retry. (Bei der Kommunikation mit dem Kommunikations-Board ist ein Fehler aufgetreten. Sie
sollten den Computer neu starten und es erneut versuchen.)

There was a timeout attempting to talk fo the instrument. Check it is correctly plugged in.
(Zeitiberschreitung bei Gesprach mit dem Gerdat. Uberpriifen Sie, ob es korrekt angeschlossen ist.)

This feature cannot be used in virtual mode. (Diese Funktion kann nicht im virtuellen Modus verwendet
werden.)

This profile file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may not
load correctly. (Diese Profildatei ist mit einer aktuelleren Version der Rotor-Gene Software erstellt worden.
Bestimmte Aspekte werden unter Umsténden nicht ordnungsgemaf geladen.)

This run file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the run
may not load correctly. (Diese Laufdatei ist mit einer aktuelleren Version der Rotor-Gene Software erstellt
worden. Bestimmte Aspekte des Laufs werden unter Umstéinden nicht ordnungsgeméB geladen.)

This sample file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may
not load correctly. (Diese Probendatei ist mit einer aktuelleren Version der Rotor-Gene Software erstellt
worden. Bestimmte Aspekte werden unter Umsténden nicht ordnungsgeméf3 geladen.)

This software will perform basic simulation of @ machine for training and demonstration purposes. You
can disable this setting via the Setup screen, accessible from the File menu. (In dieser Einstellung simuliert
die Software ein Gerdt fir Schulungs- und Demonstrationszwecke. Sie kénnen die Einstellung im
Bildschirm Setup (Einrichtung) im Meni File (Datei) deaktivieren.)

This template was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the
template may not load correctly. This profile file was created in a more recent version of the Rotor-Gene
software. Certain aspects may not load correctly. (Diese Vorlage ist mit einer aktuelleren Version der
Rotor-Gene Software erstellt worden. Bestimmte Aspekte der Vorlage werden unter Umsténden nicht
ordnungsgemdf geladen.)

Unable to load this sample file as tube layouts do not match. Load these samples before starting the run.
(Diese Probendatei kann nicht geladen werden, da die Anordnung der Réhrchen nicht Gbereinstimmt.
Laden Sie diese Proben vor dem Start des Laufs.)

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.
(Die Kommunikation mit dem Gerét konnte nicht gestartet werden, da eine andere Anwendung den
Anschluss <COM-ANSCHLUSS> bereits belegt. Uberprifen Sie, dass keine anderen Anwendungen
laufen, die den gleichen seriellen Anschluss verwenden. Dann versuchen Sie es erneut.)

Unrecoverable errors were encountered while attempting to load the file. The file was not loaded. (Beim
Laden der Datei sind nicht behebbare Fehler aufgetreten. Die Datei wurde nicht geladen.)

You cannot stop the program while the run is in progress. (Wéhrend eines aktiven Laufs kénnen Sie das
Programm nicht anhalten.)

You have insufficient rights to use the software. Please contact the domain administrator fo set up groups.
(Sie kdnnen die Software nicht nutzen, da Sie nicht iber die passenden Benutzerrechte verfiigen. Bitte
wenden Sie sich an den Doménen-Administrator, um Benutzergruppen einzurichten.)

You must have performed a quantitation analysis to export samples. (Um Proben zu exportieren zu
kénnen, missen Sie eine Quantifizierungsanalyse durchfihren.)

You must select a COM port before continuing. (Sie miissen erst einen COM-Anschluss wdhlen, bevor Sie
fortfahren kénnen.)

Your run could not be saved to its default location. On the following window, select an alternative
location to save your run. (Der Lauf konnte nicht am standardméfigen Speicherort gespeichert werden.
Wahlen Sie im folgenden Fenster einen alternativen Speicherort fiir lhren Lauf.)

Your settings have been saved. Click OK to close the software. (lhre Einstellungen wurden gespeichert.
Klicken Sie auf OK, um die Software zu schlieBen.)

You must select a rotor before continuing. (Sie miissen erst einen Rotor wéhlen, bevor Sie fortfahren
kénnen.)
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Meldungstext

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58
59

60

61

You cannot start the run until you tick the checkbox to confirm that the locking ring has been attached.
(Sie kénnen den Lauf erst dann starten, wenn Sie durch Aktivierung des Kontrollkéstchens das Anbringen
des SchlieBrings bestdtigen.)

Meldungen im Zusammenhang mit der automatischen Verstarkungsanpassung

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. (Bei der manuellen
Verstdrkungsanpassung werden die Kandle beriicksichtigt, die Sie in Threm Profil festgelegt haben. Da
Sie keine Erfassungspunkte in lhrem Profil definiert haben, kénnen Sie keine manuelle
Verstérkungsanpassung durchfihren.)

The temperature you entered was not saved because it was outside the range of the machine. Enter a
valid temperature. (Die eingegebene Temperatur liegt auBerhalb des zuldssigen Bereichs des Gerdts.
Geben Sie eine giiltige Temperatur ein.)

Meldungen des Editors

Please enter a valid group code. Group codes must be a maximum of 5 characters, and contain no
spaces or commas. (Bitte geben Sie einen giiltigen Gruppencode ein. Gruppencodes miissen mindestens
5 Zeichen besitzen. Leerstellen und Kommas sind nicht zuléssig.)

Please enter a valid group name. Group names cannot contain commas or be empty. (Bitte geben Sie
einen giltigen Gruppencode ein. Gruppencodes diirfen keine Kommas enthalten und diirfen nicht leer
sein.)

Meldungen im Zusammenhang mit der optischen Denaturierungskalibrierung

Unable to set as optical denature point due to calibration failure. Please enter a valid number of seconds
to hold. It should be a positive value. (Der optische Denaturierungspunkt kann nicht festgelegt werden, da
die Kalibrierung fehlgeschlagen ist. Bitte geben Sie eine giltige Zahl fir die Haltedaver in Sekunden ein.
Es muss sich um eine positive Zahl handeln.)

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. (Bei der optischen Denaturierungskalibrierung konnte kein
Schmelzpeak erkannt werden. Dies kann daran liegen, dass ein falsches Rhrchen fiir die Kalibrierung
ausgewdhlt worden war oder dass sich die chemischen Reaktionen fiir die Probe nicht eignen. Es wurde
stattdessen ein Profil mit Zeitschritten durchgefihrt.)

Meldungen im Zusammenhang mit der OTV

You must enter a valid OTV serial number to perform the run. (Sie missen eine giltige OTV-
Seriennummer eingeben, um den Lauf durchfishren zu kénnen.)

This temperature verification file has been corrupted. Please uninstall and re-install the Rotor-Gene
software to correct this error. (Diese Temperaturverifizierungsdatei ist beschédigt. Bitte deinstallieren Sie
die Rotor-Gene Software und installieren Sie sie neu, um diesen Fehler zu beheben.)

This run file is not correctly signed. Results cannot be displayed. (Diese Laufdatei ist nicht korrekt
abgezeichnet. Die Ergebnisse kdnnen nicht angezeigt werden.)

You cannot start the run until you tick the checkbox fo confirm that the fluorescent insert has been placed
correctly. (Sie kdnnen den Lauf erst dann starten, wenn Sie durch Aktivierung des Kontrollkéstchens das
korrekte Einsetzen des Fluoreszenzeinsatzes bestétigen.)

This rotor has expired. Please contact your distributor to obtain a replacement. (Dieser Rotor ist
abgelaufen. Bitte wenden Sie sich an lhren Handler, um einen Ersatzrotor zu erhalten.)

Meldungen im Sicherheitsmenii

Could not open the Windows user/group manager. (Der Windows Benutzer-/Gruppen-Manager konnte
nicht gedffnet werden.)

Could not create groups. (Gruppen konnten nicht erstellt werden.)

Cannot modify access of inbuilt accounts. (Zugang zu integrierten Konten konnte nicht geéindert werden.)
Analysemenii

You have only selected one channel for analysis. To select multiple channels, drag a rectangle around
the channels you wish to display in the analysis selection window. (Sie haben nur einen Kanal fiir die
Analyse ausgewdhlt. Um mehrere Kandle zu wahlen, ziehen Sie einen Kasten um die Kandle, die Sie im
Fenster der Analyseauswahl anzeigen méchten.)

You have selected multiple channels for analysis. This analysis technique only allows single channels to
be analysed. (Sie haben mehrere Kanéle fir die Analyse ausgewdhlt. Bei dieser Analysemethode kann
jedoch nur ein Kanal analysiert werden.)
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Meldungen im Zusammenhang mit der Konzentrationsmessung

Concentration Measurement performs auto-gain optimisation on the first rotor position. Ensure you have
your highest concentration standard in the first rotor position. (Die Konzentrationsmessung fiihrt eine
automatische Verstarkungsoptimierung an der ersten Rotorposition durch. Stellen Sie sicher, dass sich der
Standard mit der hchsten Konzentration an der ersten Rotorposition befindet.)

Meldungen im Zusammenhang mit der Endpunktanalyse

To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these
controls click OK. (Um eine Endpunktanalyse durchfiihren zu kénnen, miissen sich in jedem Kanal Positiv-
und Negativkontrollen befinden. Um diese Kontrollen zu definieren, klicken Sie auf OK.)

You have not defined any positive controls. You must define positive controls for each channel you are
analysing. (Sie haben keine Positivkontrollen definiert. Sie missen fir jeden zu analysierenden Kanal
Positivkontrollen definieren.)

You have not defined any negative controls. You must define negative controls for each channel you are
analysing. (Sie haben keine Negativkontrollen definiert. Sie missen fir jeden zu analysierenden Kanal
Negativkontrollen definieren.)

You have not defined any NTC controls. You must define NTC controls for each group. (Sie haben keine
NTCKontrollen definiert. Sie miissen fir jede Gruppe NTC-Kontrollen definieren.)

Meldungen im Zusammenhang mit der HRM-Analyse

Genotype <GENOTYPE NAME> does not have a control defined. (Fiir Genotyp <GENOTYPNAME> ist
keine Kontrolle definiert.)

Duplicate genotype combinations are not allowed. (Doppelte Genotypkombinationen sind nicht erlaubt.)

High resolution melts are not supported on this instrument. Please contact your distributor for more
information. (High-Resolution-Melt+Analysen werden von diesem Gerdt nicht unterstiitzt. Bitte wenden Sie
sich an lhren Handler, um mehr zu erfahren.)

Meldungen im Zusammenhang mit der Schmelzanalyse

The genotypes can not be defined until bins have been placed. Please define all bins and then try again.
(Diese Genotypen kdnnen erst definiert werden, wenn Klassen gesetzt wurden. Bitte definieren Sie alle
Klassen und versuchen Sie es erneut.)

You must enter an abbreviation for <GENOTYPE NAME> genotype. (Sie miissen eine Abkiirzung fir den
Genotyp <GENOTYPNAME> eingeben.)

Meldungen im Zusammenhang mit der Streuungsdiagrammanalyse

Scatter plot analysis requires exactly 2 channels to be selected. To select multiple channels, drag a
rectangle around the channels you wish to display in the analysis selection window, or click while
holding the SHIFT key on each channel. (Fir die Streuungsdiagrammanalyse miissen genau 2 Kanéle
ausgewdhlt werden. Um mehrere Kandle zu wéhlen, ziehen Sie einen Kasten um die Kandle, die Sie im
Fenster der Analyseauswahl anzeigen méchten. Oder halten Sie die Umschalttaste wéhrend Sie auf die
beiden Kandle klicken.)

Meldungen im Zusammenhang mit der Quantifizierungsanalyse

The autofind threshold feature requires that you have defined at least 2 selected standards. To set this
up, rightclick on the sample list and select “Edit Samples...” (Fir die Funktion der automatischen
Schwellenwertermittlung sind mindestens 2 ausgewdhlte Standards erforderlich. Um dies einzurichten,
klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die Probenliste und wdéhlen Sie ,Edit Samples...” (Proben
bearbeiten).)
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12 Glossar

Begriff Beschreibung

Erfassung Erfassung bezeichnet die Aufzeichnung von Fluoreszenzdaten. Die Daten einer Erfassung
(d. h. ein Satz Fluoreszenzdaten) von einem Kanal werden in der Software im Fenster ,Raw
channel” (Rohdatenkanal) angezeigt und sind noch nicht analysiert worden. Diese Daten
kénnen mithilfe der Optionen im Meni Analysis (Analyse) analysiert werden.

Klassen In einer Schmelzanalyse werden Klassen festgelegt, um eine Region zu bestimmen, in der
ein Schmelzpeak erwartet wird. Die Genotypen werden je nach Gegenwart von Peaks in
bestimmten Klassen oder Klassenkombinationen bestimmt.

CEIVD Konformit&t mit der Richtlinie 98/79/EG des Europdischen Parlaments und des Rates iber
In-vitro-Diagnostika.

Kanal Ein Kanal besteht aus einer Licht emittierenden Diode (LED) mit einem Anregungs-
/Emissionsfilterpaar. Die LED und der Anregungsfilter regen Proben bei einer bestimmten
Wellenlénge an. Die von den Proben abgegebene Fluoreszenz wird durch den
Emissionsfilter geleitet, bevor sie von einem Photomultiplier detektiert wird.

Verstarkung Der Rotor-Gene Q MDx verwendet einen Photomultiplier, um Fluoreszenzphotonen zu

sammeln und in elektronische Signale umzuwandeln. Die Verstérkung ist eine Einstellung,
welche die Sensitivitdt des Photomultipliers festlegt. Wird sie zu hoch eingestellt, ist das
Signal iberséttigt. Wird sie zu niedrig eingestellt, ist es nicht méglich, ein Signal von
Hintergrundrauschen zu unterscheiden.

VerstarkungsoptimierungDie Verstdrkungsoptimierung ist ein Prozess, der die Verstarkungseinstellung dynamisch

Ladeblock

SchliefBring

Rotor

Rotor-Disc

anpasst, sodass eine geeignete Einstellung ausgewdhlt werden kann, die zu einer
optimalen Signaldetektion fiihrt.

Ladeblocks sind Blocks aus Aluminium in unterschiedlichen Formaten, die wahrend der
Einrichtung der Reaktionen die Rdhrchen bzw. Rotor-Discs halten. Rotor-Disc Ladeblocks
werden aufBerdem zusammen mit dem Rotor-Disc Heat Sealer verwendet, um Rotor-Discs zu
versiegeln.

SchlieBringe sind Metallringe, die auf den Rotor passen, um zu verhindern, dass sich
R&hrchen und Deckel wahrend des Betriebs des Rotor-Gene Q MDx I6sen. Lose Deckel und
R&hrchen kénnten das Gerdt beschadigen.

Der Rotor aus Metall hélt Rdhrchen bzw. Rotor-Discs im Rotor-Gene Q MDx. Der Rotor
ermdglicht eine Zentrifugation der Proben in der Gerdtekammer und sorgt fir eine korrekte
Ausrichtung der Proben auf das Optiksystem. Der Rotor wird mit einem Schliefring
gesichert.

Rotor-Discs sind runde Scheiben mit senkrechten Reaktionswells. Rotor-Discs sind in
Formaten fir 72 und fir 100 Reaktionen erhdltlich. Rotor-Discs werden mithilfe des Rotor-
Disc Heat Sealer mit Rotor-Disc Heat Sealing Film verschlossen.
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13 Technische Daten

QIAGEN behdlt sich das Recht vor, jederzeit technische Anderungen vorzunehmen.

13.1 Umweltbedingungen — Betriebsbedingungen

Leistung 100-240 V AC, 50-60 Hz, 520 VA (Spitzenwerte)
Stromverbrauch 60 VA (Standby)

Die Spannungsschwankungen der Netzversorgung diirfen 10 % der
Nennspannung nicht Gberschreiten.

Sicherung Sicherung F5A 250 V
Wérmeableitung/Kihllast Mittelwert: 0,183 kW (632 BTU/Stunde)
Spitzenwert: 0,458 kW (1578 BTU/Stunde)

Uberspannungs-Schutzklasse I

Lufttemperatur 18 bis 30 °C

Relative Luftfeuchtigkeit 10 bis 75 % (nicht kondensierend)
Hahe Gber Normal-Null Bis max. 2000 m

Betriebsort Nur in Innenbereichen
Verschmutzungsgrad 2

Umweltgeféhrdungsklasse 3K2 (IEC 60721-3-3)

3M2 (IEC 60721-3-3)

13.2 Transportbedingungen

Lufttemperatur -25 °C bis 60 °C in der Originalverpackung des Herstellers
Relative Luftfeuchtigkeit Max. 75 % (nicht kondensierend)
Umweltgeféhrdungsklasse 2K2 (IEC 60721-3-2)

13.3 Lagerungsbedingungen

Lufttemperatur 15 °C bis 30 °C in der Originalverpackung des Herstellers
Relative Luftfeuchtigkeit Max. 75 % (nicht kondensierend)
Umweltgeféhrdungsklasse 1K2 (IEC 60721-3-1)

13.4 Mechanische Daten und Ausstattungsmerkmale

Abmessungen Breite: 370 mm
Haéhe: 286 mm
Tiefe (ohne Kabel): 420 mm

Tiefe (Tir gedffnet) 538 mm

Gewicht 12,5 kg Standardkonfiguration
Kapazitat Bis zu 100 Proben pro Lauf mit einer Rotor-Disc 100
Software Rotor-Gene Q Software Version 2.3.x (wobei x eine Zahl ab O ist)
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13.5 Spezifikationen (Hardware und Software)

13.5.1 Thermische Spezifikationen

Beschreibung Spezifikation
Temperaturbereich 35 °C bis 99 °C

(50 °C bis 99 °C fir Anwendung mit Zyklen)
Temperaturgenauigkeit +0,5°C

(kalibriert mit dem Rotor-Disc OTV-Verfahren)
Temperaturaufldsung +0,02 °C

(kleinster programmierbarer Schritf)

TemperaturgleichméBigkeit + 0,02 °C

13.5.2 Optische Spezifikationen

Beschreibung Spezifikation
Anregungsquellen Hochleistungsleuchtdioden
Detektor Photomultiplier
Erfassungsdaver 4s
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14 Anhang A - Rechtliches

14.1 FCC-Erklarung

Die ,United States Federal Communications Commission” (USFCC) hat (in 47 CRF 15. 105) erklart,

dass die Benutzer dieses Produkis iiber die folgenden Fakten und Umstéinde informiert werden muss.

,Das Gerdt erfillt die Anforderungen von Teil 15 der FCC: Der Betrieb unterliegt den folgenden
beiden Bedingungen: (1) Dieses Gerét darf keine gefdhrlichen Stérungen verursachen und (2)
dieses Gerdt darf durch von auBen einwirkende Interferenzen, inklusive Interferenzen, die

unerwinschte Betriebszustdnde verursachen kdnnten, nicht gestért werden.”

,Dieses digitale Klasse-B-Gerdt erfillt die Anforderungen der kanadischen Standards gemaf
ICES-0003."

Die folgende Erklérung gilt fir die in diesem Handbuch beschriebenen Produkte, sofern nichts
anderes hierin angegeben ist. Die Erklarung fir andere Produkte ist in der jeweiligen

Begleitdokumentation enthalten.

Hinweis: Dieses Gerdt wurde geprift und hat dabei die Schwellenwerte fir digitale Geréte der Klasse B
gem&B Teil 15 der FCCBestimmungen eingehalten und erfillt alle Anforderungen der kanadischen
Norm ICES-003 fisr stdrungsverursachende Geréte (“Interference-Causing Equipment Standard”).
Diese Grenzwerte sind dafir vorgesehen, in einer gewerblichen Installation einen angemessenen
Schutz gegeniber gefdhrlichen Stérungen zu gewdhrleisten. Dieses Gerdt 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
nicht gewdhrleistet werden, dass in einer bestimmten Installation keine Stérungen auftreten. Wenn
dieses Gerdt gefdhrliche Stérungen im Funk- oder Fernsehempfang verursacht, was durch Aus- und
Einschalten des Gerdts bestimmt werden kann, wird empfohlen, die Stérung durch eine oder

mehrere der folgenden Maf3nahmen zu beseitigen:

® Neu Ausrichten oder Umpositionieren der Empfangsantenne
e Vergroflern des Abstands zwischen Gerdt und Empfénger

® AnschlieBen des Geréts an einen anderen Stromversorgungsschaltkreis als den, an den der

Empfanger angeschlossen ist

Wenden Sie sich fir Unterstitzung an lhren Héandler oder einen erfahrenen

Informationselektroniker.
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14.2 Konformitat mit IEC EN 61326

Der Rotor Gene-Q MDx Thermocycler erfiillt die Anforderungen an Stéraussendungen und
Storfestigkeit gemaB IEC 61326-1 und IEC 61326-2-6.

Die QIAGEN GmbH Germany ist nicht verantwortlich fir Radio- oder Fernsehstérungen, die durch
unberechtigte Veranderungen an diesem Gerdt oder durch den Ersatz oder den Anschluss von
anderen Verbindungskabeln und Zusatzgerdten als denen, die von der QIAGEN GmbH Germany
angegeben werden, verursacht werden. Fir die Beseitigung von Stérungen, die durch die
beschriebenen unberechtigten Verdnderungen, Ersdtze oder Anschlisse verursacht werden, ist der

Benutzer verantwortlich.
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14.3 Konformitatserklarung

Name und Anschrift des gesetzlichen Herstellers

QIAGEN GmbH
QIAGEN Strafle 1
40724 Hilden
Deutschland

Eine aktuellere Konformitatserklarung ist beim Technischen Service von QIAGEN erhaltlich.
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14.4 Elektro- und Elektronik-Altgerate (WEEE)

In diesem Abschnitt finden Sie Informationen iber die Entsorgung von Elekiro- und Elektronik-

Altgeraten durch den Benutzer.

Das Symbol mit der durchgekreuzten Milltonne (siehe unten) weist darauf hin, dass dieses Produkt
nicht mit anderen Abféllen entsorgt werden darf; es ist — gemdB den lokalen gesetzlichen
Bestimmungen und Vorschriften — zur Entsorgung in eine anerkannte Entsorgungseinrichtung oder

zu einer benannten Sammelstelle fir Wertstoffe zu bringen.

Das getrennte Sammeln und Recycling von Elekiro- und Elekironik-Altgeraten bei der Entsorgung
hilft, natirliche Ressourcen zu schonen und stellt sicher, dass das Produkt in einer Art und Weise

recycelt wird, die dem Schutz der menschlichen Gesundheit und dem Umweltschutz dienen.

Auf Anfrage kann das Recycling gegen eine Gebiihr von QIAGEN ibernommen werden. In der
Europdischen Union bietet QIAGEN bei Bereitstellung eines Ersatzprodukts ein fir Kunden
kostenfreies Recycling ihrer WEEE-gekennzeichneten Elekironikgerdte gemaf3 den spezifischen

Recycling-Anforderungen der WEEE.

Wenn Sie ein Elektronikgerét recyceln méchten, kontaktieren Sie Ihr QIAGEN Verkaufsbiro, um
das bendtigte Ricknahmeformular zu erhalten. Sobald Sie dieses Formular ausgefillt
zuriickgeschickt haben, wird sich ein QIAGEN Mitarbeiter mit lhnen in Verbindung setzen, um
einen Abholtermin fir das Elekironik-Altgerdt zu vereinbaren oder um lhnen ein individuelles

Angebot zu unterbreiten.
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14.5 Haftungsausschlussklausel

QIAGEN  ibernimmt keine Verpflichtungen im Rahmen ihrer Garantieerklarung, falls
Gerdtereparaturen oder -dnderungen von anderen Personen als Personal von QIAGEN
vorgenommen werden, es sei denn, QIAGEN hat zuvor schriftlich zugestimmt, dass solche

Reparaturen oder Anderungen durchgefishrt werden diirfen.

Fir alle Teile/Materialien, die im Rahmen der Garantie ersetzt werden, gilt maximal die
urspringliche Garantiezeit und keinesfalls eine verldngerte Garantiefrist, die Gber den Ablauftermin
der urspriinglichen Garantie hinausgeht, es sei denn ein Handlungsbevollmachtigter von QIAGEN
hat dem schriftlich zugestimmt. Die Garantiefrist fir Ablesegerdte und Zusatzgerdte inklusive der
zugehdrigen Software beschrankt sich auf die Garantiefrist des Originalherstellers dieser Produkte.
Einspriche und Garantieerklarungen, die von irgendeiner Person (inklusive QIAGEN
AuBendienstmitarbeitern) 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 Handlungsbevollméchtigten von QIAGEN schriftlich erstellt und per Unterschrift

genehmigt.
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14.6 Software-lizenzvereinbarung

1. Im Folgenden beziehen sich ,Qiagen” auf das Unternehmen Qiagen GmbH und seine
Niederlassungen und ,Software” auf Programme und Daten, die sich auf diesem physikalischem
Datentréger (z. B. CD-ROM) befinden oder iber das Internet bei diesen Bedingungen bereitgestellt
werden. (Wenn Sie sich hinsichtlich jeglicher Aspekte nicht sicher sind oder wenn Sie jegliche
Fragen haben, wenden Sie sich per E-Mail an support@qiagen.com.) Die Software und die
Begleitdokumentation wurden ausschlief3lich auf private Kosten entwickelt. Sie werden als

+kommerzielle Computersoftware” bereitgestellt und lizenziert.
2. Lizenz

lhre Lizenz Ubertrégt lhnen keine Anspriiche und keine Eigentumsrechte an der Software und ist
kein Verkauf von Rechten an der Software. Qiagen gewdhrt lhnen eine nicht Gbertragbare, nicht

ausschlieBliche Lizenz unter folgenden Bedingungen:

2.1 In lhrer Organisation kénnen Sie Kopien dieser Software nutzen, solange lhre Organisation
ein Rotor-Gene Q Gerdt besitzt und die Software nur den Mitarbeitern in der Organisation
zugénglich ist. Die Bereitstellung dieser Software auBerhalb Ihrer Organisation stellt eine Verletzung

dieser Vereinbarung dar.

2.2 Die Software darf zu Sicherungszwecken bzw. als integraler Bestandteil fir die befugte
Nutzung der Software kopiert werden, und die Anzahl der zulassigen Kopien ist auf diese
Situationen beschrankt. Alle Urheberrechtsvermerke der urspriinglichen Software missen auch in
allen Kopien reproduziert werden. Unfer keinen Umsténden dirfen Sie die Software auf einem
Nachrichtenbrett oder einer Internet-Website verdffentlichen oder in ein Ghnliches 6ffentliches oder

privates Verteilungssystem kopieren.
2.3 Die dirfen die Software nicht Dritten schenken oder leihen oder an Dritte vermieten.

2.4 Sie dirfen die Software bzw. jegliche Teile davon nicht in von lhnen entwickelten Programmen

oder Computersystemen integrieren.

2.5 Sie dirfen Datendateien und andere von der Software verarbeitete Dateien nicht verwenden
oder auf andere Weise erstellen (mit Ausnahme der Vorgénge im Rahmen des normalen Betriebs
der Software).
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2.6 Sie dirfen die Software und deren Teile nicht disassemblieren, zuriickentwickeln,
dekompilieren, entsperren oder Ubersetzen bzw. jegliche Versuche unternehmen, den Quellcode
bzw. die grundlegenden Algorithmen der Software zu erfahren. Sie dirfen Datendateien und
andere Dateien der Software nicht dndern (mit Ausnahme der Vorgdnge im Rahmen des normalen
Betriebs der Software).

2.7 Handelt es sich um eine Demonstrations- oder Probeversion der Software, diirfen Sie diese nur
zu Bewertungszwecken und unter Beachtung der beschriebenen Einschrdnkungen (wie
Zeiteinschréinkungen oder begrenzte Ldufe bzw. andere Einschrdnkungen) verwenden. Die
Durchsetzung dieser Beschréankungen kénnen von der Software erzwungen werden oder nicht. Eine
fehlende Erzwingung dieser Einschrénkungen durch die Software bedeutet nicht, dass Sie iber

diese Einschrénkungen hinausgehen dirfen.

2.8 Sie erklaren sich einverstanden, jegliche erforderliche Registrierungs-/Lizenzschlissel nur von
Qiagen oder einem autorisierten Handler zu beziehen, und diese Schlissel Dritten gegeniber

streng geheim zu halten.
3. Kindigung

3.1 Wenn Sie gegen die Bestimmungen und Bedingungen dieser Lizenz verstof3en, kann Qiagen

diese Lizenz unbeschadet sonstiger Rechte kindigen.

3.2 Sie sind verpflichtet, innerhalb 7 Tage nach der Kindigung dieser Lizenz in einem Brief an
Qiagen die Zerstorung der Originalsoftware und jeglicher Kopien und aller Registrierungs-
/Lizenzschlissel und jeglicher Kopien zu bestatigen. Sie kénnen diesen Lizenz durch Bereitstellung

einer solchen Bestatigung jederzeit kiindigen.

4. Haftungsbeschrankung

4.1 Qiagen gewdhrleistet lhnen gegeniber nur Folgendes:

a) Wird die Software auf CD-ROM bereitgestellt, ist die CD-ROM bei einer normalen Verwendung
ab dem Kaufdatum fir einen Zeitraum von neunzig Tagen frei von Material- und
Verarbeitungsfehlern. (Wir ersetzen jegliche beschadigte CD-ROM kostenlos.)

b) Bei normaler Verwendung funktioniert die Software im Wesentlichen gemaf der bereitgestellten

Dokumentation und anderen Spezifikationen, die von Qiagen in den neunzig Tagen ab dem

Kaufdatum versffentlicht werden.

Rotor-Gene Q MDx CE Benutzerhandbuch 02/2022 210



4.2 Die gesamte Haftung von Qiagen und |hr einziges Rechtsmittel bezieht sich im Ermessen von
Qiagen auf eine Entschadigung bis héchstens zum Wert von zweihundertfinfzig US-Dollar
(US$250) oder den Ersatz der Software, die die eingeschrénkten Haftungsbedingungen nicht

erfillt.

4.3 MIT AUSNAHME DER IM OBIGEN ABSCHNITT 4.1 BESCHRIEBENEN GEWAHRLEISTUNG
UBER UND BIS ZUM MAXIMALEN, VOM ANWENDBAREN RECHT ERLAUBTEN UMFANG
GEWAHRT QIAGEN KEINE ANDEREN GEWAHRLEISTUNGEN MIT BLICK AUF DIE SOFTWARE.

4.4 SOWEIT GESETZLICH ZULASSIG UND UNTER KEINEN UMSTANDEN UND UNABHANGIG
VON DER RECHTSTHEORIE, UNERLAUBTEN HANDLUNGEN, VERTRAGEN ODER ANDEREN
EINFIRUSSEN IST QIAGEN IHNEN ODER ANDEREN PERSON HAFTBAR FUR UNMITTELBARE,
MITTELBARE, ZUFALLIGE ODER FOLGESCHADEN EINSCHLIESSLICH, ABER NICHT BESCHRANKT
AUF VERLUSTE DES FIRMENWERTS, ARBEITSUNTERBRECHUNGEN, COMPUTERFEHLER ODER -
FEHLFUNKTIONEN ODER JEGLICHE UND ALLE ANDEREN KOMMERZIELLEN SCHADEN UND
VERLUSTE, AUCH WENN QIAGEN UBER DIE MOGLICHKEIT SOLCHER SCHADEN INFORMIERT
WORDEN IST. IN ALLEN FALLEN BESCHRANKT SICH DIE GESAMTE HAFTBARKEIT IM RAHMEN
DIESES VERTRAGS AUF DIE LIZENZGEBUHR, DIE SIE FUR DIESE SOFTWARE BEZAHLT HABEN.
DIESE  HAFTUNGSBESCHRANKUNG GILT NICHT FUR DIE HAFTUNG FUR TOD ODER
KORPERVERLETZUNG IN DEM UMFANG, IN DEM DAS ANWENDBARE RECHT EINE SOLCHE
BESCHRANKUNG VERBIETET.
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15 Anhang B — Mathematische Techniken

In diesem Anhang werden die verwendeten mathematischen Techniken ausfihrlicher dargestellt.
15.1 Quantifizierung

Die berechneten Konzentrationen stammen aus einem einfachen linearen Regressionsmodell, bei
dem die bekannten logarithmischen Konzentrationen auf der x-Achse und die gemessenen Cr-Werte

auf der y-Achse aufgetragen werden.

Die logarithmischen Konzentrationen und Cr-Werte der Standards dienen zur Erstellung eines

Modells geméB der Gleichung:
y =Mx+B
15.1.1 Konfidenzintervalle der berechneten Konzentrationen

Wir verwenden das folgende Konfidenzintervall 100(1- a)% zur Abschdtzung einer neuen

Beobachtung x0 anhand der Standardkurve.

11"[] — .fl:l “:
H 1 i 'L"f.zrm

Es handelt sich um das Konfidenzintervall der Konzentration eines Einzelwerts einer unbekannten
Probe.

Nehmen wir an, dass wir k weitere Beobachtungen bei x = xO haben und wir den Mittelwert als

Yo angeben. Dann gilt

2
. . ()
}'D ~ N I: 'jl|:| | 'fl.!'u. T:I

und &hnliche Argumente wie oben ergeben

S5 | (g — 2
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Diese Formel bestimmt, wie die Konfidenzintervalle der Konzentrationswerte von unbekannten

Replikaten berechnet werden.

Zur Abschétzung der Standards kann ein engeres Konfidenzintervall berechnet werden:

Yo—dg S 1 (ag—a)2 1
—— ot )t 20
L I

Aus dieser Formel ergibt sich, dass das Hinzufiigen von Replikaten einer Einzelkonzentration eines
Standards die Breite des Intervalls fir alle Schatzungen reduziert, da n steigt. Werden sehr viele
Replikate einer unbekannten Probe gemessen, kann die Unsicherheit des Messwerts bis maximal
auf die Unsicherheit eines Einzelstandards reduziert werden. Die zusdtzlichen Replikate reduzieren

die Unsicherheit der unbekannten Probe, die im linearen Modell nicht vorkommt.
15.1.2 Konfidenzintervalle fir C+-Werte
Wir nehmen an, dass der Fehler der C-Werte der Replikate linear und normal verteilt ist.

Daher verwenden wir das T-Konfidenzintervall fir eine Probe. p sei der Mittelwert fir die Cr-Werte
von Replikaten eines Werts L0 n-1) pann betrdgt das Konfidenzintervall 100(1- a)%
fir den Cr-Wert p:

) el

r—tajan-1- —F=,
’ 7

Vn

Wir méchten uns bei Peter Cook vom Fachbereich Mathematik an der Universitét von NSW,
Sydney, Australien bedanken, dessen Hilfe bei der Verifizierung der mathematischen Ansétze von

unschatzbarem Wert war.
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16 Bestellinformationen

16.1 Rotor-Gene Q MDx Produkte, Zubehor und Verbrauchsmaterialien

Produkt

Inhalt

Kat.-Nr.

Rotor-Gene Q MDx 5plex

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM

Rotor-Gene Q MDx é6plex

Zubehor
Rotor-Disc 100 Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100 (300)

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Locking
Ring

Real-Time-PCR-Thermocycler mit

5 Kandlen (grin, gelb, orange, rot,
purpurrot), Laptop-Computer, Software,
Zubehér, 1 Jahr Garantie auf Ersatzteile
und Arbeitskosten

Real-Time-PCR-Thermocycler und HRM-
Analysator mit 5 Kandlen (grin, gelb,
orange, rot, dunkelrot) plus HRM-Kanal,
Laptop-Computer, Software, Zubehdr, 1
Jahr Garantie auf Ersatzteile und
Arbeitskosten

Real-Time-PCR-Thermocycler mit

6 Kandlen (blau, grin, gelb, orange,
rot, dunkelrot), Laptop-Computer,
Software, Zubehor, 1 Jahr Garantie auf
Ersatzteile und Arbeitskosten

Inhalt des Kits: 2 Rotor-Disc (100
Stick/Packung), Rotor-Disc Heat Sealer,
Rotor-Disc Heat Sealing Film, Rotor-Disc
100 Rotor und Locking Ring, Rotor-Disc
100 Loading Block, Rotor-Disc Pipetting
Aid

30 einzeln verpackte Scheiben fir
3000 Reaktionen

10 x 30 einzeln verpackte Scheiben fir

30.000 Reaktionen

Halt Rotor-Disc 100 Scheiben im Rotor-
Gene Q MDx; Rotor-Disc 100 Locking
Ring erforderlich

Zum Sichern einer Rotor-Disc 100 im
Rotor-Disc 100 Rotor

9002022

9002032

9002042

Auf Anfrage

981311

981313

9018895

9018896
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Produkt

Inhalt

Kat.-Nr.

Rotor-Disc 100 Loading
Block

Rotor-Disc Pipetting Aid

Rotor-Disc Heat Sealer

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (60)

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (600)

Rotor-Disc 72 Starter Kit

Rotor-Disc 72 (24)

Rotor-Disc 72 (240)

Rotor-Disc 72 Rotor

Rotor-Disc 72 Locking
Ring

Rotor-Disc 72 Loading
Block

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

Aluminiumblock zum manuellen oder
automatischen Ansetzen von Reaktionen

in Rotor-Disc 100 Scheiben

Hilfsmittel zur Kennzeichnung von Wells
beim manuellen Ansetzen von Reaktionen
in einem Rotor-Disc Loading Block

Heifversiegelungsgerét zur
Verwendung bei Rotor-Discs; erfordert
einen Rotor-Disc 72 Loading Block oder
Rotor-Disc 100 Loading Block

60 Folien zur Versiegelung von Rotor-
Disc 100 Scheiben oder Rotor-Disc 72
Scheiben

10 x 60 Folien zur Versiegelung von
Rotor-Disc 100 Scheiben oder Rotor-
Disc 72 Scheiben

Inhalt des Kits: 3 Rotor-Disc (72
Stick/Packung), Rotor-Disc Heat Sealer,
Rotor-Disc Heat Sealing Film, Rotor-Disc
72 Rotor und Locking Ring, Rotor-Disc 72
Loading Block, Rotor-Disc Pipetting Aid

24 einzeln verpackte Scheiben fir
1728 Reaktionen

10 x 24 einzeln verpackte Scheiben fir
17.280 Reaktionen

Halt Rotor-Disc 72 Scheiben im Rotor-
Gene Q MDx; Rotor-Disc 72 Locking
Ring erforderlich

Zum Sichern einer Rotor-Disc 72 im
Rotor-Disc 72 Rotor

Aluminiumblock zum manuellen oder
automatischen Ansetzen von Reaktionen

in Rotor-Disc 72 Scheiben

250 Streifen mit je 4 Réhrchen und
Deckeln fir 1000 Reaktionen

10 x 250 Streifen mit je 4 Rhrchen
und Deckeln fir 10.000 Reaktionen

9018909

9018897

9018898

981601

981604

Auf Anfrage

981301

981303

9018899

9018900

9018910

981103

981106
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Produkt Inhalt Kat.-Nr.
72-Well Rotor Dient zur Aufnahme der Strip Tubes and 9018903
Caps, 0.1 ml; erfordert Locking Ring

72-Well Rotor
Locking Ring 72-Well Zur Absicherung von Strip Tubes and 9018904
Rotor Caps, 0.1 ml, im 72-Well Rotor
Loading Block 72 x Aluminium-Block zum manuellen Ansetzen 9018901
0.1 ml Tubes der Reaktionen mit einer Einkanal-Pipette
in 72 x 0, 1-mlRahrchen
Loading Block 72 x Aluminium-Ladeblock zum manuellen 9018902
0.1 ml Multi-channel Ansetzen der Reaktionen mit einer
Mehrkanalpipette in 72 x 0, 1-ml-Rshrchen
PCR Tubes, 0.2 ml (1000)  1.000 diinnwandige R&hrchen fir 981005
1.000 Reaktionen
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1.000 dinnwandige Réhrchen fir 981008
(10000) 10.000 Reaktionen
36-Well Rotor Halt PCR Tubes, 0.2 ml; erfordert den 9018907
36-Well Rotor Locking Ring
36-Well Rotor Locking Zur Absicherung von PCR Tubes, 9018906
Ring 0.2 ml, im 36-Well Rotor
Loading Block 96 x Aluminiumblock fir manuelles Ansetzen 9018905
0.2 ml Tubes der Reaktionen in einem 8 x 12-Standard-
Array mit 96 x 0,2-mlRéhrchen
Rotor-Disc OTV Kit Kit fur die optische Temperaturverifizierung 981400
von Rotor-Gene Systemen, umfasst
eine Rotor-Disc, die mit
thermochromatischen Flissigkristallen und
Fluoreszenzeinsdtzen vorbeladen ist,
erfordert den Rotor-Disc 72 Rotor und
Locking Ring oder das Rotor-Disc 72
Starter Kit
Rotor Holder Freistehende Metallhalterung zum 9018908

Einsetzen der Réhrchen und Rotor-Discs
in die Rotoren

Aktuelle Lizenzierung und produktspezifische Haftungsausschlisse finden Sie im jeweiligen

QIAGEN  Kit-Handbuch

oder  Benutzerhandbuch. QIAGEN

KitHandbiicher  und

Benutzerhandbiicher sind unter www.giagen.com verfigbar oder kénnen beim Technischen Service

von QIAGEN oder Ihrem érilichen Héndler angefordert werden.
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Ei hréinkte Li ink g fir Rotor-Gene Q MDx

Mit der Verwendung dieses Produkts erkennen jegliche Kéufer oder Benutzer des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur geméf den mit dem Produkt und dieser Gebrauchsanweisung bereitgestellten Protokollen und nur mit den im Kit enthaltenen Komponenten verwendet
werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zu den Kits gehdrenden Komponenten mit anderen Komponenten, die nicht zu den Kits
gehdren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der Anwendungen, die in den mit dem Produkt bereitgestellten Protokollen, dieser Gebrauchsanweisung sowie
zusdtzlichen, unter www.qiagen.com verfiigbaren Protokollen beschrieben werden. Einige dieser zusdtzlichen Protokolle wurden von QIAGEN Benutzern fiir andere
QIAGEN Benutzer zur Verfigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht eingehend geprift oder optimiert. QIAGEN ibernimmt fiir diese Protokolle keine
Garantie und garantiert auch nicht, dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

2. Uber die ausdriicklich erwghnten Lizenzanwendungen hinaus Gbernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieses Kit und/oder die mit diesem Kit durchgefihrten
Anwendungen die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieses Kit und seine Komponenten sind fiir den einmaligen Gebrauch lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, aufgearbeitet oder weiterverkauft werden.
4. QIAGEN lehnt auBer der ausdriicklich gewdhrten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdéhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

5. Ké&ufer und Nutzer des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten Handlungen im obigen
Sinne filhren oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser beschrankten Lizenzvereinbarung an jedem Ort gerichtlich geltend machen und wird
samtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwaltsgebiihren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser eingeschrénkten Lizenzvereinbarung oder
irgendeines ihrer geistigen Eigentumsrechte im Zusammenhang mit dem Kit und/oder seinen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen finden Sie unter www.qiagen.com.

Marken: QIAGEN®, Sample to Insight®, EpiTect®, HotStarTag®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, Type-it® (QIAGEN Group); Adobe®, lllustrator® (Adobe
Systems, Inc.); Alexa Fluor®, HEX™, JOE™, Marina Blue®, ROX™, SYBR®, SYTO®, TET™, Texas Red®, VIC® (Thermo Fisher Scientific or its subsidiaries); CAL Fluor®, Quasar®
(Biosearch Technologies, Inc.); Core™, Intel® (Intel Corporation); Cy® (GE Healthcare); EvaGreen® (Biotium, Inc.); Excel®, Microsoft®, Windows® (Microsoft Corporation); LC
Green® (Idaho Technology, Inc.); LightCycler® (Roche Group); Symantec® (Symantec Corporation); TeeChart® (Steema Software SL) Yakima Yellow® (Nanogen, Inc.). Eingetragene
Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne ausdriickliche K ichnung als li hiitzt. Eingetragene Namen, Marken usw.,
die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne ausdriickliche Kennzeichnung als gesetzlich geschiitzt.

TeeChartOffice: Copyright 2001-2013 von David Berneda. Alle Rechte vorbehalten.

Fir zutreffende Lander gilt:

Die Vergabe der Lizenz fiir diesen Realtime-Thermocycler féllt unter ein angemeldetes US-Patent fiir einen Apparat bzw. ein System (einschlieBlich automatisierter Thermocyclers
mit Fluoreszenzdetektoren) mit angestrebter Prioritét iber das US-Patent Serien-Nr. 07/695,201 und entsprechenden Anspriichen in jeglichen auslandischen Patenten von Applied
Biosystems LLC, in allen Bereichen, einschlieBlich Forschung und Entwicklung, dung und In-vitro-Di ik bei Menschen und Tieren. Durch jegliche Patente iiber Real-Time-
Methoden (einschlieBlich, aber nicht beschrankt auf 5'-Nuklease-Assays oder jegliche Patente fiir Reagenzien oder Kits) erhalten Sie keinen Anspruch auf Rechte. Weitere Hinweise
zum Erwerb zusétzlicher Rechte erhalten Sie vom Director of Licensing bei Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, California, 94404, USA.

Fir zutreffende Lander gilt:

Durch den Kauf dieses Produkts erhalten eine eingeschrénkte, nicht ibertragbare Lizenz fiir ein oder mehrere der US-Patente 6,787,338; 7,238,321; 7,081,226; 6,174,670;
6,245,514; 6,569,627, 6,303,305; 6,503,720; 5,871,908; 6,691,041, 7,387,887, 7,273,749; 7,160,998; US-Patentanmeldungs-Nr. 2003-0224434 und 2006-0019253
und der PCT-Patentanmeldungs-Nr. WO 2007/035806 und alle fortfiihrenden und Teilanmeldungen und die entsprechenden Anspriichen in Patienten und Patentanmeldung
auBBerhalb der USA der Eigentiimer University of Utah Research Foundation; Idaho Technology, Inc.; Evotec Biosystems GmbH und/oder Roche Diagnostics GmbH nur fiir die
Diagnostik bei Menschen und Tieren. Sie erhalten weder ausdriicklich, noch implizit, noch durch Rechtsverwirkung, noch durch andere Patente oder Patentanspriiche der University
of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., Roche Diagnostics GmbH oder sonstiger Parteien Rechte fiir jegliche Reagenzien oder Kits. Dieses Produkt darf nur
zusammen mit autorisierten Reagenzien wie den vollsténdig lizenzierten Kits und -Assays von QIAGEN verwendet werden. Hinweise zum Erwerb von lizenzen fir In-itro-
Applikationen bzw. Reagenzien erhalten Sie von Roche Molecular Systems, 4300 Hacienda Drive, Pleasanton, CA 94588, USA.
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