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SPL-Lablmage Software Package

Allgemeine Informationen

Das SPL-Lablmage Software Package besteht aus zwei Modulen, der Labimage 1D L340 Software zur Vorbereitung lhrer Gele und Blots (= Detek-
tion von Spuren und Banden) und aus einem Project Comperator, der diese Gele und Blots miteinander verrechnet und auswertet (Normalisierung
und Quantifizierung).

Lablmage 1D L340 ist eine hochentwickelte Software fiir die Analyse von 1D-Gelelektrophoresebildern und Western Blots. Mit Lablmage
1D L340 konnen Sie lhr Gelbild Schritt fur Schritt analysieren und Ihre Ergebnisse Gbersichtlich dokumentieren. Eine integrierte Bildbearbei-
tung sowie verschiedene Filter ermdglichen Ihnen lhr Gelbild optimal fiir die SPL-Analyse vorzubereiten. Mit Labimage 1D L340 kénnen Sie
Spuren und Banden automatisch (mit frei wéahlbaren Parametern) oder manuell detektieren. Des Weiteren erméglicht Lablmage 1D L340
die Zuweisung von Molekulargewichten (MW, bei Verwendung von entsprechenden MW-Markern) sowie RF-Wert-Korrekturen von sog.
Smiling-Effekten. Die Datenausgabe kann in Form von Datentabellen (csv oder Excel), Bilddateien (jpeg, png, tif) und/oder als Labimage-
Report (pdf) erfolgen.

Der Project Comperator erméglicht eine schnelle und unkomplizierte Analyse von SPL-Gelen oder -Western Blots. Alle notwendigen Berech-
nungen und Normalisierungsschritte werden von der Software automatisch durchgefthrt. Fiir Informationen zur SPL-Technologie verwen-
den Sie bitte die Produktinformation lhres SPL Kits.

Die Lablmage 1D L340 Software wird als Download bereitgestellt. Nach Download und Installation wird der Project Comperator tiber die Update-
Funktion von Lablamge aktiviert.
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1 Labimage 1D L340

Alle Informationen zu Systemanforderungen, zur Installation sowie zur Verwendung der Lablmage 1D L340 Software finden Sie unter http://
www.dyeagnostics.com/site/wp-content/uploads/2011/01/Lablmage1D_Anleitung.pdf.



2 Der Project Comperator

Der Project Comperator dient dem schnellen und einfachen Kombinieren und Ananlysieren mehrerer Lablmage Projekte und ermdglicht so die
automatische Auswertung von SPL-Daten (siehe auch Kapitel 3 dieser Anleitung).

2.1 Installation des Project Comperators

Die Installation des Project Comperators erfolgt automatisch zusammen mit der Installation von Lablmage 1D.

2.2 Programmoberflache

Wenn der Project Comperator gestartet wird, 6ffnet sich ein neues Fenster. Dieses Fenster enthilt die Tabs: ,Einstellungen®”, , Uberlagerung* und
+Auswertung”.
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2.2.1 Tab ,Einstellungen”

Der Tab ,Einstellungen” ist zweigeteilt. Auf der linken Seite sind alle aktuell gedffneten Projekte mit den zugehdrigen Projektnamen angezeigt.
Durch Anhaken (links vom Bild) wird das jeweilige Projekt in die Berechnung mit einbezogen. Auf der rechten Seite kénnen Einstellungen fir die
angezeigten Bilder (, Bildeinstellungen") sowie fur die ausgefiihrten Berechnungen (, Tabellenspalten*) erfolgen.

Bildeinstellungen

Es ist moglich die Farbe, in der die Bilder dargestellt werden, zu dndern. Klicken Sie hierflr in das farbige Feld neben dem Projektnamen. Es 6ffnet
sich ein extra Fenster, in dem die Farbe ausgewahlt werden kann.

.Schwarze Banden auf weifem Hintergrund” bezieht sich auf die Original-Bilddateien und sollte angehakt werden, wenn die Original-Bilddateien
schwarze Banden auf weissem Hintergrund zeigen. Der ,Kontrast” der im Project Coperator angezeigten Bilder erfolgt durch Verschieben des
Kontrast-Reglers.

Es ist moglich die in Lablmage 1D detektierten Spuren und Banden anzuzeigen. Dazu mussen die entsprechenden Felder (,, Spuren anzeigen” oder
.Banden anzeigen") angehakt werden. Durch Klicken in das Farbfeld hinter , Spuren anzeigen" und ,Banden anzeigen" kann die Farbe gewahlt
werden, in der die Spuren und Banden markiert werden. Es 6ffnet sich ein extra Fenster, in dem Sie die gew(inschte Farbe auswahlen kénnen.

Tabellenspalten

Hier kénnen Sie durch anhaken wéhlen, welche Daten berechnet und (als Tabellenspalten) im Tab , Auswertung" angezeigt werden. Bei Daten die
durch den Project Comperator berechnet werden (z.B. SPL-Normalisierungsfaktoren) ist es moglich die Einstellungen fir die Berechnung zu wahlen
bzw. zu verdndern. Klicken Sie hierftr auf , Einstellungen” in dem entsprechenden Feld. Fiir manche Daten ist es nicht moglich , Einstellungen® zu
wdhlen (das Feld , Einstellungen” ist hellgrau und nicht anwahlbar), da die entsprechenden Werte aus Lablmage 1D Gibernommen werden.



Fehlermeldungen und Hinweise

Im Tab ,Eistellungen* erscheinen nach dem Offnen des Project Comperator Fehlermeldungen bzw. Hinweise, wenn einzelne Projekte nicht erkannt
wurden, die Benennung der Spuren und Banden nicht eindeutig ist oder sich die GroBen der einzelnen gedffneten Projekte unterscheiden

Einstellungen |Ube:Lagerung Auswertung

l} Hinweis: Unterschiedliche ROI-GroBen (2)

Durch Anklicken der Fragezeichen hinter den einzelnen Meldungen, erhalten Sie ndhere Information tber die Art der aufgetretenen Fehler.

Fehlermeldung Projektanzahl

Fiir eine automatische SPL-Normalisierung benétigen Sie 4 Projekte fiir jedes Experiment(GLO, GTO, BTO und BTA). Falls diese Nomenklatur nicht
verwendet wurde, erscheint eine Fehlermeldung dartiber, welche Projekte fehlen. Durch anklicken von ,Einstellungen prifen* gelangen Sie zu den
Einstellungen der SPL-Normalisierung. Dort kénnen Sie die einzelnen Bildtypen manuell zuweisen.

&3 Projektanzahl @

|'/_--\'| Achtung: Es wurden nicht alle Projekte oder Bildtypen erkannt. Bitte Gberprafen Sie
&/ Ihre Einstellungen.

Experiment "Bspl" fehlen folgende Projekte: GLO
Experiment "Bpsl"” fehlen folgende Projekte: GTO,BTO,BTA

Fiir jedes Experiment missen folgende Projekte vorhanden sein: GLO, GTO, BTO und
BTA.

Hinweis: Benennen 5ie Thre Projekte mit dem entsprechenden Kirzel (GLO, GTO, BTO
oder BTA),

einem eindeutigen Hinweis fiir das Experiment und weiteren beliebigen Zusatzen.
Trennen Sie Kirzel, Experiment-Hinweis und Zusétze durch Unterstriche.

Bsp.: GLO_ Experiment] Zusatz
GTO_ Experimentl_Zusatz
BTO_ Experiment]l _Zusatz
BTA_ Experiment]l_Zusatz

Einstellungen priifen

Fehlermeldung Benennung der Spuren und Banden

Fuir eine automatische SPL-Normalisierung bendtigen Sie bestimmte Spuren und Banden sowei deren korrekte Benennung mit Hilfe der mitgeliefer-
ten Templates (siehe Kapitel 3). Falls diese Nomenklatur nicht verwendet wurde, erscheint eine Fehlermeldung dariiber, welche Spuren bzw. Banden
fehlen. Durch anklicken von ,Einstellungen priifen” gelangen Sie zu den Einstellungen der SPL-Normalisierung. Dort kdnnen Sie die als referenz zu

verwendenden Spuren bzw. Banden manuell zuweisen.

» ’
€3 Benennung Spuren und Banden L%

Ir’ Achtung: Fehler bei der Benennung der Spuren oder Banden. Bitte Gberprifen Sie Thre
‘S@# Einstellungen.

GLO: Sollwert: SMA basic Istwert: Bande 1

Sie benatigen folgende Banden fir die SPL-Berechnung: SMA basic (in GTO), SMA
label {in GTO und BTO) und Target (in BTA).

Hinweis: Bei Verwendung anderer Spuren- und Bandenbezeichnungen wahlen Sie

manuell die Referenzspuren und -banden fir die SPL-Berechnung in den
Einstellungen der SPLBerechnung aus.

Einstellungen prifen

e
@ Achtung: Es wurden nicht alle Projekte oder Bildtypen erkannt. Bitte Gberprifen Sie Ihre Einstellungen. (%)

=X
@ Achtung: Fehler bei der Benennung der Spuren oder Banden. Bitte Gberpriifen Sie Thre Einstellungen. (7}




Fehlermeldung ROI-GréBBen

Der Project Comperator bietet die Mglichkeit sich alle verwendeten Projekte in einer Uberlagerungsansicht (in Falschfarben) anzeigen zu lassen
(s. Kapitel 2.2.2). Sollten die einzelnen Projekte unterschiedlich groBe ROIs besitzen, kann es zu Anzeigefehler kommen. Die einzelnen Projekte
koénnen nicht deckungsgleich angezeigt werden und es wird ein Warnhinweis ausgegeben.

| T ROL-GroBen (oS

Hinweis: Die GraBe der ROIs in den einzelnen Projekten stimmt nicht dberein.
Dies kann zu Anzeigefehlern in der Uberlagerungsansicht fihren,

2.2.2 Tab ,Uberlagerung”

In diesem Tab wird ein Uberlagerungsbild (Overlay) aller gedffneten Projekte erzeugt. Auf der rechten Seite sind alle aktuell geéffneten Projekte
angezeigt. Durch Anhaken von , anzeigen” wird das entsprechende Projekt im Overlay berticksichtigt. Sie kénnen die Farbe, in der das Projekt im
Overlay erscheint anpassen. Klicken Sie hierflir in das Farbfeld des entsprechenden Projektes. Es 6ffnet sich ein extra Fenster, in dem Sie die Farbe
auswdhlen kénnen.

2.2.3 Tab ,Auswertung"”
Die Oberflache ,Auswertung" ist zweigeteilt. Auf der linken Seite ist von einer Spur ein Spurenbild aus jeweils allen aktuell gedffneten Projekten,
ein Overlay dieser Spurbilder sowie das Spurenprofil mit Daten aus allen gedffneten Projekten gezeigt. Durch Klicken von ,weiter” und ,zurtick"

konnen Sie zwischen den einzelnen Spuren hin- und herschalten.

Die rechte Seite enthélt drei Tabs: ,Ergebnis", ,Einzelspur” und ,alle Spuren”.

|14 Project Comparator ==
Spur 1 Ergebnis | Einzelspur | Alle Spuren
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nicht: Targetprotein SPL-normalisertes ]
Projekt Spur Bande Velumen SPL-Volumen SPL-Faktor
BTA_SPL120614_blue 1B Spurl Target1 15628148 15628148 1,000
BTA_SPL120614_blue 1B Spur2 Target1 18.257.100 28679538 0,637
BTA_SPL120614_blue 1B Spur3 Target1 14406137 23846770 0,608
BTA_SPL120614_blue 1B Spurd Target1 20720756 75550482 0,274
BTA_SPL120614_blue 1B Spur5 Target1 16.481.996 64.939.408 0,254

BTA_SPLL20614_blue 1B Spur6 Target1 20895818 88000414 0237

. 23 SRz 8

Einstellungen | Uberlagerung | Auswertung




Tab , Ergebnis"

Der Tab ,Ergebnis” zeigt in der oberen Hélfte ein Balkendiagramm, das die Bandenvolumen des Targetproteins zeigt - zum einen das , nicht-
normalisierte Targetprotein” (Roh-Bandenvolumen) und zum anderen das ,SPL-normalisierte Targetprotein” (SPL-normalisiertes Bandenvolumen).
In der unteren Hélfte des Tabs , Ergebnis" sind die Ergebnisse der SPL-Normalisierung in Tabellenform dargestellt. Es werden folgende Werte ange-
zeigt: , Projekt”, ,Spur”, ,Bande”, ,Volumen" (Roh-Bandenvolumen), , SPL-Volumen" (SPL-normalisiertes Bandenvolumen) und , SPL-Faktor".
Diese Werte werden fiir alle in BTA detektierten Banden angezeigt.
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nicht-normalisiertes Targetprotein ™ SPL-normalisiertes Targetprotein|

Projekt Spur Bande Volumen SPL-Volumen SPL-Faktor
BTA_SPL120614_blue 1B Spurl Target1 15628148 15628148 1,000
BTA_SPL120614_blue_IB Spur2 Target1 18.257.100 28.679.538 0,637
BTA_SPL120614_blue 1B Spur3 Target1 14496137 23846770 0,608
BTA_SPL120614_blue_IB Spur4 Targetl 20.720.756 75.550.482 0,274
BTA_SPL120614_blue_IB Spur5 Target1 16.481.996 64.939.408 0,254
BTA_SPL120614_blue 1B Spuré Target1 20835818 83.009.414 0,237

Tab , Einzelspur"

Im Tab , Einzelspur” werden die Daten (in Tabellenform) fiir jeweils eine Spur (die auch auf der linke Seite des Tab , Auswertung” ausgewéhlt ist)
angezeigt. Sie konnen durch Klicken von ,zurtick” und ,weiter” (auf der linken Seite) zwischen verschiedenen Spuren hin- und herschalten. Es
werden die Daten fir alle aktuell gedffneten Projekte dargestellt, wobei diese farblich so unterlegt sind, wie die im Tab , Einstellungen” gewdéhlte
Farbe des Projektes. Sie konnen angezeigte Tabellenspalten an- und abwéhlen im Tab , Einstellungen” (s. 2.2.1).

- Einzelspur | Alle Spuren
Projekt Original Banden Name. Volumen spL. spL.
GTO_SPLL20G14 red SMA label 2416918 3118608 0785
BTO_SPLL20G14 red SMA label 25158% 138757 0608




Tab ,alle Spuren”

Im Tab alle Spuren werden alle zu den Projekten gehorigen Daten in Tabellenform angezeigt. Sie konnen angezeigte Tabellenspalten an- und abwah-
len im Tab , Einstellungen” (s. 2.2.1). Durch aus- und einklappen der Pfeile in der Spalte Projekt, kdnnen Daten versteckt oder angezeigt werden.
Durch Klicken von ,,alles Ausklappen” oder ,alles Einklappen* (unten) kdnnen Sie alle Daten gleichzeitig anzeigen oder verstecken lassen.

==
Ergebnis | Einzelspur | Alle Spuren

Projekt Volumen SPL-normalisirtes Volumen SPL-Normalisierungsfaktoren
4/GLO_SPL120614.blue - - -
4 Spurl 34106208 34106208 1000
SMA basic 20233420 20233420 1000
4 Spur2 26988010 41460737 0851
SMA basic 19679820 2023340 0851
4 spur3 26000824 43617721 05%
SMA basic 18022350 30233420 05%
& spurd 54338384 3238200 1678
SMA basic 50732044 20233420 1678
4 Spurs 55903828 32557365 1717
SMA basic 51913412 20233420 1717
4 Spur6 58463152 32170897 1817
SMA basic 54942236 20233420 1817
4 GTO_SPLI20614 red - - -
> Spurl 61358788 61358788 1000
> Spur2 ELETELE) 43517058 0831
> Spur3 32368022 41252680 0785
> Spurd 75487048 22338424 3379
> Spurs 48843808 23552185 201
41292084 25675371 1608
4 BTO_SPL120614_red - - -
> Spurl 185843472 185843472 1000
> Spur2 103538472 162645522 0637
> Spur3 87526500 142985359 0508
> Spurd 22818293 931987320 0
> Spurs 124834376 191850043 025
94175872 396651776 0237
4 BTA_SPLIZ0614_blue I8 - - -
> Spurl 1038264 81038264 1,000
> Spur2 71876392 12233720 0637
> Spur3 71366144 117400384 05608
> Spurd 81210024 317978716 o0m
> Spurs 61326228 241626617 0254
> Spur6 74741624 314798231 0237

Alles Einklappen | [ Alles Auskiappen

2.2.4 Exportfunktion

Sie konnen alle Daten des Tab , Auswertung" exportieren.

Wenn das Tab , Ergebnis” aktiv ist, kdnnen Sie beim Export wéhlen zwischen: ,SPL- alle Daten" (exportiert die SPL-normaliseirten Daten aller
Projekte als CSV), , SPL-Daten Targetprotein” (exportiert alle SPL-normalisierten Daten fir alle im Projekt BTA detektierten Banden als csv) und
,SPL-Diagramm" (exportiert das angezeigte Balkendiagramm als tif oder jpg).

Wenn das Tab ,Einzelspur” aktiv ist, konnen Sie alle Daten der aktuell angezeigten Spur als csv exportieren.

Wenn das Tab ,alle Spuren" aktiv ist, kdnnen Sie alle Daten als csv exportieren.



3 Prozessierung und Auswertung von SPL-Daten

Der folgende Abschnitt gibt eine Schritt-flir-Schritt-Anleitung fiir die Prozessierung und Auswertung von SPL-Daten von der Daten-Vorbereitung bis
zum Export der Ergebnisse. Sie benétigen hierfiir sowohl die Lablmage 1D L340 Software als auch den Project Comperator. Fiir detaillierte Hinweise
zu einzelnen Software-Werkzeugen und Befehlen verwenden Sie bitte Kapitel 1 und 2 dieser Anleitung.

3.1 Vorbereitung der Daten
Fur die SPL Analyse sind vier (Fluoreszenz-) Aufnahmen entscheidend:

1. Gesamtprotein (inkl. SMA label) nach Gellauf (GTO = Gel Totalprotein)
2. SMA basic nach Gellauf (GLO = Gel Loading Control)

3. Gesamtprotein nach Western Blot Analyse (BTO = Blot Totalprotein)

4. Targetprotein nach Western Blot Analyse (BTA = Blot Targetprotein)

Benennen Sie die entstandenen (Fluoreszenz-) Aufnahmen mit dem entsprechenden Kiirzel (GTO, GLO, BTO bzw. BTA) und einem eindeutigen
Hinweis auf das jeweilige Experiment (z.B. Datum) beginnend. Trennen Sie Kirzel, Experiment-Hinweis und weitere Namensteile durch Unterstriche.

Dies ermoglicht SPL-Lablmage eine automatische Zuordnung der Bilder zu den jeweiligen Experimenten sowie die automatische Normalisierung
Ihres Targetprotein-Signals.

3.2 Detektion von Spuren und Banden

Sie benotigen fur die SPL-Analyse folgende Daten:

1. Bandenvolumen des SMA basic ermittelt in GLO

2. Bandenvolumen SMA label ermittelt in GTO

3. Spurvolumen (exkl. Bandenvolumen SMA label) ermittelt in BTO

4. Bandenvolumen Targetprotein ermittelt in BTA

5. fur Experiment-zu-Experiment-Vergleiche: Bandenvolumen CAL ermittelt in den Einzelexperimenten
Gehen Sie wie folgt vor:

1. Legen Sie fur jede Fluoreszenz-Aufnahme ein Lablmage-Projekt an.

Wahlen Sie in der Ansicht “Projekt Manager" “Neues Projekt":

| 1] Lablmage Plattform ) =@ = |
Datei_Bearbeiten _Ansicht _Filfe
=]
Projekt Manager

Suche: [ Weitere Filter | Einstellungen
) | Projekt 5 enutzer Detu
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b G SPL-Test 250614 . e >
» = SPLLGL (o ‘}
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Es 6ffnet sich ein extra Fenster. Klicken Sie in diesem Fenster auf “Datei"”. Es 6ffnet sich ein weiteres Fenster, in dem Sie die gewiinschte Datei
auswdhlen kénnen. Unter “Bilddaten und Vorschau” werden verschiedene Angaben zu der ausgewahlten Datei sowie eine Bildvorschau an-
gezeigt. Unter “Projekteigenschaften” ist der Projektname (Name der ausgewdhlten Datei) sowie ein Kommentarfeld, in dem Sie Kommentare
hinzufiigen konnen, angezeigt. Klicken Sie “Fertigstellen” um das Projekt zu erstellen. Erstellen Sie so alle benétigten Projekte (GLO, GTO,
BTO und BTA).




L]

Lablmage 1D Projekt erstellen

Geben Sie die erferderlichen Daten ein, um ein neues Projekt zu erstellen

Bildquelle

€ w b an |

Bilddaten und Vorschau

Bilddaten {unkompr.): 1,907 MB
Bildbreite: 1000 px IEEH
gk I |
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b Bit Tiefe: 16 Bit 3
. T L i
‘ Farbkanile: 1 (Graustufen) -
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l Projekteigenschaften i
‘| Projektname:
4 etospL120614_red
Kommentar:
Automation
Makro auswahlen:
Kein Makro ausgewshkt -

Fertigstellen bbrechen

2. Anpassen von Helligkeit und Kontrast

Wadhlen Sie in der Ansicht “Lablmage 1D L340" im Fenster “Workflow" im Unterpunkt “Vorverarbeitung” “Anzeigebild optimieren” und
unten “Helligkeit und Kontrast” anpassen.
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Es 6ffnet sich ein extra Fenster, in dem Sie Helligkeit und Kontrast nach lhren Vorstellungen anpassen kdnnen. Klicken Sie auf “ok”, um die
Anderungen zu iibernehmen. Wiederholen Sie diese Schritte fiir alle Projekte.
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3. Definieren Sie die Region of Interest (ROI) in GTO.

Wahlen Sie das Projekt GTO in der Ansicht “Lablmage 1D L340" an.

| Labimage Plattform
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Waéhlen Sie im “Workflow" den Unterpunkt “Spuren und Banden". Wéhlen Sie nun das ROI-Werkzeug aus und ziehen eine ROl um den
gewdlinschten Bildbereich. Beachten Sie, dass Sie in die ROI nur die Teile des Gels einbeziehen, die relevant sind. Lassen Sie die Lauffront sowie
die Geltaschen auBen vor.
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Waéhlen Sie im “Workflow" den Unterpunkt “Spuren und Banden” und hier “Spuren bearbeiten”. Wéhlen Sie im unteren Bereich des Work-
flows die gewiinschten Parameter an und klicken Sie auf “Automatische Spurensuche".

1 Lo Pttorn o0 e

Datei Bearbeiten Ansicht _Hilfe
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Gleiche Spurenbreite.

Detektionsmaodus far Spuren
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© Gebogene Spuren
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‘ 114 Kiick im Bild, um eine neue Spur einzufagen.

Sie konnen Spuren l6schen und hinzufiigen mit dem Werkzeug Spuren l6schen bzw. Spuren hinzuftigen.

‘Spuren und Banden

3 sentarice

Ty
|| Obiekte ubertragen

Berechnungen

Reporting

(] )

‘Spuren bearbeiten @

s
“E Automatische Spurensuche

Sie konnen auch die Lage, Breite und Biegung der Spuren im Bild bearbeiten. Fiir eine detaillierte Anleitung verwenden Sie bitte Kapitel 1
dieser Anleitung.
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5. Fuihren Sie eine Hintergrunddetektion und -substraktion durch

Waéhlen Sie im “Workflow" den Unterpunkt “Spuren und Banden" und hier “Hintergrundreduzierung”. Wéhlen Sie unten die empfohlenen
Parameter: “rollende Scheibe" mit einem Radius von 45 Pixeln an und klicken Sie auf “Hintergrund berechnen".
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6. Ubertragen Sie ROI, Spuren und Hintergrund von GTO auf GLO

Aktivieren Sie das Projekt GLO. Wahlen Sie im “Workflow" den Unterpunkt “Spuren und Banden” und hier “Objekte tibertragen”. Wahlen
Sie unten durch anhaken “ROls tbertragen”, “Hintergrund tbertragen” und “Spuren Uibertragen” sowie GTO als Projekt, aus dem tbertra-

gen werden soll und klicken Sie “Objekttibertrag”.
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7. Detektieren Sie SMA basic-Banden sowie (optional fiir den Experiment-zu-Experiment-Vergleich) mindestens eine CAL-Bande in GLO

Waéhlen Sie im “Workflow" den Unterpunkt “Spuren und Banden" und hier “Banden bearbeiten" das Werkzeug Banden hinzufiigen und
detektieren Sie im Bild GLO die SMA basic- sowie CAL-Banden. Korrigieren Sie die Bandengrenzen ggf., so dass diese dort liegen, wo der
Bandenpeak wieder die Hintergrundlinie erreicht. Fur detaillierte Hinweise zum manuellen Korrigieren von Bandengrenzen verwenden Sie bitte

Kapitel 1 dieser Anleitung.
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8. Ubertragen Sie die SMA basic-Bande von GLO auf GTO

Wadhlen Sie das Projekt GTO. Wéhlen Sie im “Workflow" den Unterpunkt “Spuren und Banden” und hier “Objekte tibertragen”. Wahlen Sie
unten durch Anhaken (nur) “Banden Ubertragen” sowie GLO als Projekt, aus dem Ubertragen werden soll, aus und klicken Sie “Objekttiber-
trag". Korrigieren Sie ggf. die Bandengrenzen manuell, so dass diese dort liegen, wo der Bandenpeak wieder die Hintergrundlinie erreicht oder

ein neuer Bandenpeak beginnt. Fir detaillierte Hinweise zum manuellen Korrigieren der Bandengrenzen verwenden Sie bitte Kapitel 1 dieser
Anleitung.
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9. Detektieren Sie die ROI, Hintergrund, Spuren und SMA label-Bande in BTO.

Wiederholen Sie die Schritte 3 bis 5 fuir das Projekt BTO. Detektieren Sie die SMA label- sowie die CAL-Bande. Gehen Sie vor wie in Schritt
7 beschrieben.
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10. Ubertragen Sie ROI, Spuren und Hintergrund aus BTO auf BTA und detektieren Sie die Targetprotein-Bande

Wiederholen Sie den Schritt 6 fir das Projekt BTA. Wahlen Sie BTO als Projekt, aus dem Ubertragen werden soll aus. Detektieren Sie die
Targetprotein-Bande. Gehen Sie vor, wie in Schritt 7 beschrieben.
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11. Laden Sie fur alle Projekte die Namensvorlage

Waéhlen Sie unter “Workflow" den Unterpunkt “Spuren und Banden"” und hier “Banden bearbeiten”. Klicken Sie im unteren Fenster auf
“Namensvorlage laden". Es 6ffnet sich ein extra Fenster. Wéhlen die entsprechende Datei aus.
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Die Namensvorlage ist eine Text-Datei, die Sie an die Bedurfnisse lhres Experiments anpassen kdnnen. Eine Zeile entspricht einer Spur. Am
Anfang der Zeile steht der Spurname. Danach folgen - getrennt durch Semikolon - die Bandennamen. Sie kdnnen beliebig viele Banden einer
Spur zuordnen. Durch den Zeilumbruch wird die ndchste Spur markiert. Sollte die Namensvorlage mehr Spuren enthalten als Sie in Lablm-
age 1D L340 detektiert haben, werden die Spuren, von oben beginnend in der Namensvorlage, benannt. Nicht benétigte Spuren/Zeilen der
Namensvorlage werden nicht verwendet. Ebenso verhélt es sich fiir die Banden, die eine Spur/Zeile enthélt. Die von NHD mitgelieferten
Namensvorlagen sind auf 20 Spuren ausgelegt, wobei die erste Spur als “Marker" Spur bezeichnet wird und den CAL enthélt und die tibrigen

Spuren (je nach Projekt) eine Bande SMA basic, SMA label oder Target enthalten.
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12. Speichern Sie alle
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Projekte
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3.3 SPL-Normalisierung

Stellen Sie sicher, dass alle Projekte, die zu einem Western Blot-Experiment gehéren, gedffnet sind. Offnen Sie das SPL-Lablmage Erweiter-
ungsmodul (Project Comperator). Wéhlen Sie hierfiir in der Mentileiste “Erweiterungen” und klicken Sie “Offne Project Comperator”. Der
Project Comperator 6ffnet sich mit folgender Startansicht (siehe Kapitel 2.2.1):

Project Comparator ==

Bildeinstellungen

GLO_SPL120614 blue BTO_SPLL206L4 red

GLo_sPLi2614 biue [N
GTO_sPLI20614 red [N
BTO_SPLIZG1 red [N
BTA_SPL120614_biue 12 [N
Schwarze Banden auf weiBem Hintergrund
Kontrast ‘ i >
[Flspuren anzeigen [N
[ZBanden anzeigen [N
Tabellenspalten
CIre
7] Mol. Gevicht
[¥] Volumen
(] Quant. Wert Einstellungen
GTO SPLI20614 red BTA SPL20614 blue 18 [ Globaler Bandenname
7] Normlization Lane.
7] Normelization Band!
7] SPL-normalisiertes Volumen
9] SPL-Normalisierungsfaktoren
Einstellungen | Uberlagerung | Auswertung

Sollten Projekte fiir die SPL-Normalisierung fehlen oder wurden Banden oder Spuren nicht richtig benannt, erscheinen auf der Projct Comper-
ator-Startseite entsprechende Fehlermeldungen (siehe Kapitel 2.2.1)

Wenn alle Projekte erkannt und alle Spuren und Banden erkannt und benannt wurden wird die SPL-Normalisierung automatisch berechnet.
Wahlen Sie den Tab “Auswertung” fir die Ansicht und Ausgabe der Ergebnisse:

Ergebnis | Einzelspur | Alle Spuren |
90.000.0007
80.000.000
70.000.0004
£ 60.000.000
o
£
"6 50.000.0004
=
c
g
2 40.000.000
d
30.000.000
20.000.000 — - B 1
10.000.000{fwweeeeeees . ---------------------------------
0 = = : c :
1 & % G
5o o oot
nicht-normalisiertes Targetprotein ™ SPL-normalisiertes Targetprotein|
Projekt Spur Bande Volumen SPL-Volumen SPL-Faktor
BTA_SPL120614_blue_IB Spurl Target1 15.628.148 15.628.148 1,000
BTA_SPL120614_blue IB Spur2 Target1 18.257.100 28679538 0,637
BTA_5PL120614_blue_ IB Spur 3 Target1 14496137 23.846.770 0,608
BTA_SPL120614_blue IB Spurd Target1 20720756 75.550 432 0,274
BTA_5PL120614_blue_ IB Spur s Target1 16.481.996 64.939.408 0,254
BTA_SPL120614_blue IB Spurf Targetl 20.395.818 88,009 414 0237




Der Project Comperator ist so voreingestellt, dass die Normalisierung immer basierend auf Spur 2 (da Spur 1 den SPL Calibrator enthdlt) er-
folgt. Die Normalierung der Beladung erfolgt auf Grundlage von SMA basic in GLO. Die Normalisierung des Smart Labelings auf Grundlage
von SMA label in GTO und die Normalisierung des Targetproteins auf Grundlage des Spurvolumens (abzliglich SMA label-Bande) in BTO.
Wenn Sie die vorgeschlagene Nomenklatur sowie Namensvorlage verwendet haben, erfolgen alle Berechnungen automatisch.

Sollten Sie die vorgeschlagene Nomenklatur sowie Namensvorlagen nicht verwendet haben oder Sie andere Spuren oder Banden als Normal-
isierungsreferenz verwenden wollen, konnen bzw. missen Sie dies im Tab “Einstellungen” entsprechend anpassen. Wahlen Sie hierftr den Tab
“Einstellungen” und klicken hier auf “Einstellungen” der “SPL-Faktoren” oder “SPL-normalisiertes Volumen".

Project Comparator ===

GLO_SPL120614 blue BTO_SPL1206L4 red
I .
GTO_SPL120614_red BTA SPL1206L4 blue 1B

J J.

Einstellungen | Ubelagerung [ Auswertung

= (et ]

Bildeinstellungen

GLo_seLizo61s bive [
GTO_SPLIZOGL4 red
BT0_SPL120614_red
BTASPL120614_blue 12 [N

V] Schwarze Banden auf weiBem Hintergrund

Kontrast

spurensnzeigen [N
|Banden anzeigen

Tabellenspalten

Rf
Mol. Gevicht

9] Volumen

Quant. Wert

GlobalerBandenname ==

Normazaton Lane [Enselongen

Normalization Band [ Einstellungen
(7] SPL-normalisiertes Volumen [ Einstellungen

7] SPL-Normalisierungsfaktoren [ Einstellungen

Es 6ffnet sich ein extra Fenster in dem die Einstellungen vorgenommen werden kénnen. Sie mussen diese Einstellungen nur fiir SPL-Faktoren
oder SPL-normalisiertes Volumen durchftihren. Sie werden automatisch fiir den jeweils anderen Parameter ibernommen.

Wahlen Sie im Pulldown-Ment zundchst den Bildtyp aus (GLO, GTO, BTO oder BTA):

Berechnung NF Load:

SPL120614

Bildtyp: GLO
Referenzspur:  Spur2 ~

Referenzbande: SMA basic -

Je nach gewdhltem Bildtyp, kdnnen weitere Optionen ausgwahlt werden bzw. sind vorgegeben.

GLO:

Wahlen Sie hier die Referenzspur (die lhre Proteinprobe inkl. SMA basic enthdlt) sowie die Referenzbande (SMA basic) zur Berechnung des
Normalisierungsfaktors NF Load. NF Load wird automatisch auf GTO, BTO und BTA angewendet. Klicken Sie auf “Weiter", um zum néchsten
Projekt zu gelangen.

in Layer Normalization Einstellungen

GLO (Gel Loading Control) - Normalisierung Gelbeladung

Ausgleich unterschiedlicher Gelbeladung basierend auf SMA basic. n
Zur Bestimmung des NF Load wahlen Sie eine Spur als Referenzspur sowie eine Bande als Referenzbande (SMA basic).
Wenden Sie NF Load auf GTO, BTO und BTA an.

Berechnung NF Load:

Experiment:  SPL120614
Bildtyp: GLO
Referenzspur:  Spur2 v

Referenzbande: SMAbasic = E

Anwenden von NF Load auf:

7] GTO_SPL120614 red
V] BTO_SPL120614_red
7]BTA_SPL120614_blue IB

Zurg Weiter > | | Fertigstellen | | Abbrechen




GTO:

Wahlen Sie hier die Referenzspur (die lhre Proteinprobe inkl. Smart Label und SMA label enthilt) sowie die Referenzbande (SMA label) zur
Berechnung des Normalisierungsfaktors NF Label. NF Label wird automatisch auf BTO angewendet. Klicken Sie auf “Weiter”, um zum néch-
sten Projekt zu gelangen.

mart Protein Layer Normalization Einstellungen ) ™
GTO (Gel Totalprotein) - Normalisierung Smart Label |
Ausgleich unterschiedlicher Labelingeffizienzen basierend auf SMA label. iz

Zur Bestimmung des NF Label wahlen Sie eine Spur als Referenzspur sowie eine Bande als Referenzbande (SMA label).
Wenden Sie NF Label auf BTO.

jal

Berechnung NF Label: -
Experiment: SPL120614
Bildtyp: GTO

Referenzspur: S0 ~

Referenzbande: SMA label ~

n

Anwenden von NF Label auf: W

[7] GLO_SPL120614_blue 7[
r

BTO_SPL120614_red |
[T1BTA_SPL120614_blue 1B 1

iz

iz

-

<Zurick || Weiter> | [ Fertigstellen | | Abbrechen

BTO:

Waéhlen Sie hier die Referenzspur (die Ihre Proteinprobe enthélt) sowie die Bande, die von diesem Volumen abgezogen werden soll (SMA
label), zur Berechnung des Normalisierunsfaktors NF Total. NF Total wird automatisch auf BTA angewendet. Klicken Sie aif “Weiter" um zm
ndchsten Projekt zu gelangen.

mart Protein Layer Normalization Einstellungen [
BTO (Blot in) — i T
Fiir den Ausgleich basierend suf Total (abziglich der SMA label
Bande).

Zur Bestimmung des NF Total wahlen Sie eine Spur als Referenzspur.
Wenden Sie NF Total auf BTA an.

Berechnung NF Total:

Experiment: SPL120614
Bildtyp: BTO
Referenzspur: G081 =

Abzéglich Bande: SMA label ~

Anwenden von NF Total auf:

[7]6LO_SPL120614_blue
[£]6T0_SPL120614_red
BTA_SPL120614_blue 18

<Zuick || Weiter> | [ Fertigstellen | | Abbrechen

BTA:

Da BTA die zu normalisierenden Banden enthélt aber keine Normalisierungsreferenzen miissen Sie hier lediglich den Bildtyp auswéhlen. Klicken
Sie auf “Fertigstellen” um die Einstellungen abzuschlieRen. Die Berechnung ist automatisch erfolgt und die Ergebnisse konnen durch Auswahl
des Tabs “Auswertung" angezeigt werden.



3.4 Ergebnisse und Datenexport

Die Ergebnisse der SPL-Normalisierung werden im Tab “Auswertung” angezeigt (vgl. 2.2.3). Fiir die verschiedenen Méglichkeiten des Daten-
exports siehe Kapitel 2.2.4.

T Project Comparator =)
GLO_SPLI2. GTO_SPLL2. ETO_SPLI2. ETA SPLL2. Uberiagerung Spur 1 Ergebris | Eiuelspur | AlleSpuren|
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§
5
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H
z
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30.000.
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nicht- Targetprotein @ SPLnomalsiertes |
Projekt Spur Bande Volumen  SPL-Volumen SPL-Faktor
BTA_SPLL20GLA blue B spurt Target 1 15626148 15628148 1,00
BTA_SPLL206LA blue B spur2 Target 1 18257100 6753 0637
BTA_SPLL206LA blue B spur3 Target 1 14496137 6770 0608
BTA_SPLL206LA blue B spurd Target 1 272075 75550482 o
BTA_SPLL206LA blue B spurs Target 1 1648195 64930408 025
BTA_SPLL206LA blue B Spur6 Target 1 20895518 88002414 027
Einstellungen | Uberlsgerung | Auswertung

Das SPL-normalisierte Volumen, das im Tab “Ergebnis” bzw. in der csv-Exportdatei “SPL-Daten Targetprotein” angegeben ist, ist das SPL-
normalisierte Bandenvolumen der Targetproteinbanden in BTA. Es ist normalisiert gegen die Beladung, das Labeling sowie den Gesamtprote-
ingehalt der eingesetzten Probe.

Der SPL-Faktor, der im Tab “Ergebnis" bzw. in der csv-Exportdatei “SPL-Daten Targetprotein” angegeben ist ein zusammengesetzter Fak-
tor und enthdlt NF Load, NF Label und NF Total. Fiir die Ausgabe von NF Load und NF Label verwenden Sie bitte den csv-Export “SPL-alle
Daten". Hier werden die SPL-Faktoren fir alle Projekte ausgegeben.
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