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1. Como adicionar/atualizar um arquivo de calibragdo

Na primeira vez que for analisar um experimento no Software HRM, vocé tera que adicionar o
arquivo de calibracdo (.eds) gerado durante a calibracdo HRM do seu instrumento:

1. Abra o HRM Software v3.1 e clique em Analysis > Select Default Calibration File (Fig. 1a)

appliedbiosystems

by Thermo Fisher Scientific

Fig. 1a

2. Em Block type, selecione o tipo de instrumento que foi calibrado (Fig. 1b)
3. Cligue em Browse e busque o arquivo de calibragdo HRM (.eds) (Fig. 1b)
4. Clique em OK (Fig. 1b)
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Select the block type. then select the default HRM calibration file for

Gpesq:ermﬁants fram that instrument. The HRM calibration file and the |l
experiment file must be run using the same instrument, block type, 9
software version, HRM dye, and HRM master mix

Block Type |?50{1 Fast Real-time PCR System g]

(Ceronse ][ Remove |

appliedbiosystems

by Thermo Fisher Scientific

Fig. 1b

Toda vez que realizar nova calibracdo HRM em seu instrumento, o arquivo de calibracdo (.eds)
no software deverad ser atualizado:

1. Cliqgue em Analysis > Change Calibration File (Fig. 1c)
2. Cligue em Browse para buscar o arquivo de calibragdo HRM (.eds) e depois clique em OK
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Fig. 1c

2. Como analisar um experimento
1. Abra o HRM Software v3.1 e, no menu superior, clique em File > Open
2. Selecione o arquivo de corrida (.eds) e clique em OK

No menu ao lado esquerdo, haverd trés abas: Setup, Analysis e Export (Fig. 2a)

2.1 Setup

Na aba Setup, havera quatro janelas: Experiment properties, Define, Assign e Run Method (Fig.
2a).
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Experiment: Genotyping 7500 Fast Example Type: High Resolution Melt

> How do you want to identify this experiment?
‘ * . il
g.\ Sa6iip Experiment Name: Genotyping 7500 Fast Example Comments:
Barcode:

Experiment

| Properties User Name:

Define Reagents: MeltDactor™ Reagents

Assign Other experiment properties

(T ——— Instrument Type : 7500 Fast Real-Time PCR System
Block Type : 7500 Fast Instrument: {96 welis)
Experiment Type : High Resolution Melt

Run Mode : Fast

L_M Calibration File Name : genotyping calbration.eds

[

Fig. 2a

2.1.1 Experiment Properties

Essa janela ja estara preenchida com as informacdes colocadas no software do instrumento em
gue o experimento foi corrido (Fig. 2a). Caso necessario:

Experiment Name: modifique o nome do experimento

Barcode (opcional): modifique ou insira o codigo de barras da placa

User Name (opcional): modifique ou insira o nome do usuario

Reagents (opcional): modifique ou insira informacGes a respeito dos reagentes
Comments (opcional): modifique ou insira comentdrios

u B~ WN -
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2.1.2 Define

Essa janela ja& estara preenchida com as informacGes de Targets e Samples colocadas no
software do instrumento em que o experimento foi corrido (Fig. 2b). Caso necessario:

1 Nome dos Targets/Samples: cligue em cima dos alvos e amostras ja existentes e
modifique seus nomes. Para os alvos, também é possivel modificar o Reporter e o
Quencher

2 Adicione novos Targets/Samples: clique em New e adicione novos alvos e amostras

3 Delete Targets/Samples: clique em Delete para deletar alvos e amostras

Migh Resolution Melt Saftware v31. I
s AL |
Fle EGt Andhss Toos Heb

5 goen... S Gose

i) mport..

Experiment: Geno g 7500 Fas e Type: High Resolution Melt Reagents: MeltDoctor™ Reagents

Fig. 2b

Para definir os controles:

Esse campo devera ser preenchido no software HRM. O tipo de amostra usada como controle
dependerd do tipo de experimento:

e Experimentos de Deteccdo de Mutagbes — uma ou mais amostras wild type
podem ser usadas como controle. Para as amostras desconhecidas (Unknown), o
software ira classifica-las como wild type (caso o perfil de denaturacdo seja o
mesmo) ou como “variante X” (variante 1, variante 2, variante 3...)

e Experimentos de Genotipagem — trés amostras sdao usadas como controle:
homozigoto para o Alelo 1, homozigoto para o Alelo 2 e heterozigoto Alelo
1/Alelo 2. O software ird identificar as amostras desconhecidas (Unknown) pela
comparacgdo com os gendtipos conhecidos
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1. Cligue em New para adicionar um novo controle e editar seu nome (ex. Heterozygote)

2. Cligue em Delete para deletar controles ja criados

3. (Opcional) Para salvar essas informac¢Oes para experimentos posteriores, selecione um
controle clicando em cima do nome dele e clique em Save to Library

4. (Opcional) Para importar essas informacdes em experimentos posteriores, clique em Import
from Library > selecione o controle > clique em Add Selected Control(s)

Um exemplo de configuracdo é mostrado na Fig. 3a

Define Controls

m Sawe to Library

Control Name Color
1Heternzvgnte |_ =
‘Homuzvgote |_ o
‘Wild Type |_ =

Fig. 3a
2.1.3 Assign

Essa janela ja estara preenchida com as informacdes (layout da placa) colocadas no software
do instrumento em que o experimento foi corrido (Fig. 3b). Para localizar os controles na placa:

1. Selecione o pogco em que o controle foi pipetado (ex. Poco C2) e clique em assign para o
nome do controle (ex. Heterozygote) (Fig. 3b). Caso necessario, repita para os outros
controles
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2.1.4 Run Method

Type: High Resolution Melt Reagents: MeltDoctor™ Reagents

wek: [ 27 013

66 Emoty

Fig. 3b

Essa janela ja estarad preenchida com o protocolo de ciclagem do experimento. Ndo é possivel
editar as informacodes desta janela

3. Analysis

Na aba Analysis, utilize a janela High Resolution Melt Plots para fazer a andlise dos resultados
(Fig. 4). Quatro graficos serdo analisados: Raw Melt Curves, Derivative Melt Curves, Aligned
Melt Curves e Difference Plot (Fig. 4)
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Raw Melt Curves:

Esse grafico mostra o dado bruto de fluorescéncia (eixo y) em funcdo da temperatura (eixo x).
Os diferentes padrdes de melting sdo representados de acordo com a legenda (Fig. 5a)

B8 High Resolution Melt € v3.]
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i save - B gn;g‘ 7, 1mport.., - ) Bport... -+ &9 Create Side... & Print Report...
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Fig. 5a
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Utilize as func¢des logo acima do gréfico (Fig. 5b) para: zoom in (1), zoom out (2), imprimir a
figura (3), salvar a imagem do grafico (formato .jng) (4), alterar as propriedades do gréfico (5),
copiar a imagem do grafico (6) e omitir a legenda (7) (Fig. 5b)
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Derivative Melt Curves:

Esse grafico mostra o dado de fluorescéncia derivado (eixo y) em funcdo da temperatura (eixo

x) (Fig. 6)
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Fig. 6a

Fazer o ajuste das palhetas que definem a regido pré-melting e pds-melting, caso necessario:

1. Posicione o mouse em cima de uma das palhetas e arraste para a regido desejada. Elas
devem ficar proximas as regides de inflexdo da curva (Fig. 6a)
2. Repita este procedimento para o restante das palhetas (Fig. 6a)

3. Clique em Analyze (Fig. 6b)
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Fig. 6b

Aligned Melt Curves:

N

Esse grafico mostra as curvas de melting em relacdo a porcentagem de fluorescéncia (0 —
100%) (eixo y) em fungdo da temperatura (eixo x) (Fig. 7). As curvas de melting sdo alinhadas
com o nivel de fluorescéncia estabelecido para as regides pré-(100%) e pds-(0%) melting
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Fig. 7

Esse grafico mostra as curvas de melting alinhadas (eixo y) em funcdo da temperatura (eixo x)
utilizando uma amostra como referéncia (Fig. 8)

Vocé pode selecionar a amostra controle (ex. wild type) ou qualquer outra amostra como
referéncia. Apds a escolha, o software subtrai a fluorescéncia da curva referéncia das outras

curvas

Para selecionar a amostra referéncia:

1. Em Plot Settings, clique em Reference e selecione a amostra referéncia (Fig. 8)

Elaborado por: TFE
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Fig. 8

3.1 Analise de Silhouette score

Na aba Analysis, ao lado direito dos graficos, esta representado o layout da placa (Fig. 9a). Para
analisar os dados de silhouette score:

1. Clique na aba Well Table (Fig. 9a)
2. Na coluna Silhouette Score, verifique os valores atribuidos a cada amostra (Fig. 9b)
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Nota: o silhouette score deve estar entre 80 e 100

B4 Plate Layout \Well Table
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Fig. 9a
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3. Exportar os resultados

Fig. 9b

# Well  Omit Sample ... | Target... Variant... ffSilhouette Score Method Tml Tm2 Tm3 Dye:
17 BS ] bl
18 B6 [C]

19 B7 ]
20 B8 [T
21 B9 IF
22 BiO [
23 B11 (]
24 12 [T E
5 0 [ |
26 2 | sampleil(..5YT09 ControbHe... 96.4 fluto 84.1 SYTC|
27 @3 I’:_; Sample 2 (... 5YTO 9 ControkHo... 994 Quto 84.3 SYTCi
8 o4 [l sample3(..s¥TO9 ControbWi... 6.2 futo 839 SYTC|
29 5 [7]  sample 4(...5¥T09 wild Type 96.2 futo 83.9 SYTC
30 C6 7]  sample5{...5¥TO9 wild Type o5.2luto 83.9 SYTC| =
31 o7 [] sample6(..5¥YTOQ Heterozya... 97.1Juto 84.1 SYTC|
32 8 "] sample7(...s¥TOQ Homozygote 99.0futo 84.3 SYTC
33 o f Sample B {... 5YTO9 Homozygote 99.6Quto 843 SYTC|
34 o || sampleo(..syTO9 Hetarozyg... g7.2futo 4.1 SYTC|
35 c11 [¥] sYTO 9 SYTCi
36 12 T
37 DL I =
38 D2 EJ Sample 1 (... 5YTO9 Heterozyg... 96.5Quto 841 5YTC
3% D3 [ "] sample2(..syTO9 Homozygote 9g.1luto 84.3 SYTC
40 D4 "] sample 3 (... sYTO 9 wild Type 82.5Quto 83.8 SYTC
41 DS "] sample4(..syTo9  wid Type o1.0futo 83.9 SYTC
42 Do "] samples{..sYTo9  wid Type 02.7uto 83.9 S¥YTC
43 D7 I: Sample 6 (... SYTO 9 Heterozyg... 96.4 Quto 84.1 SYTQ
44 D8 "] sample7 (... sYTO 9 Homozygote 9g.5Quto 4.3 SYTC
45 D9 r Sample 8 (... SYTO 9 Homozygote 99 38uto 84.3 SYTC
46 DO || sampleg{..syTO9 Heterozyg... 06.6fluto 84.1 SYTC
47 D11 [¥] SYTO 9 SYTC
48 D12 ]
48 El Il
50 E2 L] Sample 1 (... 5YTO9 Heterozyg... 90.3Quto 84.2 70.9 SYTC
51 =2 I:_ Sample 2 (... SYTO 9 Homozygote 98.7 Quto 84.2 SYTC
52 E4 "] Sample3(..SYTO9  Wid Type o5.6Quto 83.8 SYTC
53 ES Sample 4 (... SYTO9  Wid Type o5.88uto 839 SYTC ~
i — \ 8] _ :
Omitted by Analysis: Omitted Manually: 3 Samples Used: O Targets Used: 1

Para exportar os resultados, cliqgue na aba Export (Fig. 10a) e configure os seguintes

parametros:

- Export Data To: selecione a opcao One File ou Separate Files para determinar se os dados
de Sample Setup, HRM Raw, HRM Difference e Results serdo exportados em um arquivo Unico
ou arquivos separados, respectivamente (Fig. 10a)
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- Export File Location: clique em Browse e escolha o local onde o arquivo exportado ficard
salvo no computador (Fig. 10a)

- Export File Name: caso necessdrio, modifique o nome do arquivo (Fig. 10a)

- File Type: selecione o formato que o arquivo deve ser exportado (.xls, .xIsx ou .txt) (Fig.
10a)
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Fig. 10a

Dentro das abas (Sample Setup, HRM Raw, HRM Difference, Results), selecione quais dados
devem ser exportados (Fig. 10b). Originalmente, todos os campos estardo marcados

Clique em Export no campo superior direito (Fig. 10b)
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Fig. 10b
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Para gerar um relatdério dos dados em formato .pdf, no menu superior, clique em Print Report
(Fig. 11a), selecione os dados a serem incluidos no relatério (Fig. 11b) e depois clique em Print

Report (Fig. 11b)

2 tigh Resciuion it Satwre 3 L T

Fle Edit Analysis Tools Help

&7 open.. [ Save~ B Elnse‘ B 1mport... - ) Bport... - 4@ Create Side... 5 print Report...

H Experiment: Genotyping 7500 Fast Example Type: High Resolution Melt

Export Data To: (@) One Fie () Separate Fies

[~ open fie(s) wt

Export Flle Location: C:\Applied Biosyste ms\HRM\experiments - Export Fie Name:|Ge

San etup HRM Raw HRM Difference Results

Select Content
= . well Well Loc... | Sample ... | Sample ... | Target.. | TargetC... Task Reporter | Quencher | Com

Fig. 11a

@@y Select data for the report. Click Print Preview to previeu the report content. Click Prink Report to send the report to the printer.

[¥] Experiment Summary Information about the experiment, including experiment name, experiment type,
file name, user name, run information, and comments.

[¥] HRM Summary Atable of Control Name Assignment.

[V] Plate Layout An illustration of the wells in the reaction plate. Displays the contents assigned to
each well.

¥

Resufts Table (By wel) A table of experiment results for each well, including sample, target, task, and

o call.

[/] HRM (Aligned Plot) Data collected during the melt curve stage.Displays melt curves as

- %(0-100%)against temperature(°C).

[¥] HRM (Difference Plot) Data collected during the melt curve stage.Displays normalized data as the
difference in fluorescence between the reference curve and the other melt

[+/] HRM (Derivative Reporter) Data collected during the melt curve stage Displays derivative reporter(-Rn)

o plotted against temperature (°C).

[V] HRM (Raw Reporter) Data collected during the melt curve stage Displays normalized reporter{Rn)

- plotted against tamperature (°C).

l nt Report I

=

Fig. 11b
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Para gerar um arquivo de power point com os graficos de resultados, no menu superior, clique
em Create Slides (Fig. 12a), selecione os graficos a serem incluidos no arquivo (Fig. 12b) e
depois clique em Create Slides (Fig. 12b)

# tigh Resoluion el Sorvere 2 1 T

Fle Edit Anayss Tools Help
=

r

Create Slides

E Open... I Save~ EI glase‘ g, 1mport... » 3 export...

Select Content
[ PR

Export Data To: @) One Fle () Separate Fles

L9 Create Slide...

H Experiment: Genotyping 7500 Fast Example

5 Print Report...

Export File Location: C:\Applied Biosystems\HRM\expe riments

HRM Raw HRM Difference

Results

Type: High Resolution Melt

[ open file(s) wt

Export Fle Name: Ge

Well

Well Loc... Sample ...

Fig. 12a

. | Target C... | Task

Reporter | Quencher | Comi

An illustration of the wells in the reaction plate. Displays the contents assigned to each well.

1Y Select the slides for your presentation, then click Create Shdes.

[¥] High Resalution Meft Curve Displays High Resolution Melt Curve aligned data plot.
’Z| High Resolution Melt Curve Displays High Resolution Melt Curve derivative data plot,
[¥] High Resolution Mett Curve Displays High Resolution Melt Curve difference data plot.
@ High Resolution Melt Curve Displays High Resaolution Melt Curve raw data plot.
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