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Zusammenfassung
ReSeqLIMS: Laborinformations- und Managementsystem
fiir die Hochdurchsatz-Resequenzierung

Schmitz-Hiibsch, David Johannes

Die molekulare Typisierung von Mikroorganismen ist zur Erkennung von Infektionsausbriichen und
langfristiger evolutionirer Trends von entscheidender Bedeutung. Hierzu haben sich in den letzten
Jahren zunehmend Methoden basierend auf Amplikon-Resequenzierungen etabliert. Neben den
laborseitigen Anforderungen fiir die Hochdurchsatz-Resequenzierung stehen insbesondere leis-
tungsfiahige Laborinformations- und Managementsysteme (LIMS) im Fokus, um die Laborablaufe

sicher zu verwalten und die Daten fiir weiterfithrende Analysen bereitzustellen.

Da gegenwirtig fiir die Hochdurchsatz-Resequenzierung nur wenige und sehr teure LIMS verfiigbar
sind, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit das so genannte ReSeqLIMS programmiert. Dieses
ReSeqLIMS wurde im Rahmen des vom BMBF geforderten Projektes Phylogenie, Bio-Informatik
und Amplikon-Resequenzierung von Zoonose-Erregern (PBA-Zoo) als Webanwendung in einer
Drei-Schichten-Architektur implementiert. Die Prasentationsschicht wurde mit Hilfe von JavaSer-
ver Faces (JSF), JavaScript und Facelets, die Logikschicht mittels Java programmiert. Zudem wurde
Hibernate als Middleware zwischen Logikschicht und Datenbank verwendet, um eine Daten-
bankunabhéngigkeit zu garantieren. Hier wurde eine PostgreSQL-Datenbank als Datenbasis fiir das

ReSeqLIMS ausgewihlt.

Die Funktionalitdt des ReSeqLIMS kann in Module differenziert werden. Das Kundenmodul um-
fasst das Anwender-, Konditions- und Rechnungsmanagement und ermoglicht u.a. die Registrierung
und Auftragsgenerierung, automatisiert die E-Mail-Kommunikation und stellt Ergebnisse zum
Download zur Verfiigung. Das Workflowmanagement ist Teil des Labormoduls. Hier sind die ein-
zelnen Arbeitsschritte in einen qualitdtsiiberwachten Workflow integriert, in dem geritespezifische
Arbeits- und Ausgabelisten verarbeitet und Proben inkl. der Verbrauchsmaterialien protokolliert
werden. Geridtespezifische Parameter wie z.B. die Anzahl der Kapillaren des DNA-Sequenzierers

oder die Arbeits- und Ausgabelisten des Pipettierroboters werden im Gerdtemodul verwaltet.

Mit dem ReSeqLIMS ist es mdglich, den Datenfluss wiahrend der verschiedenen Laborprozesse im
Hochdurchsatz zu steuern und die Resequenzierungsdaten fiir nachfolgende Downstream-Analysen
bereitzustellen. Die ReSeqLIMS-Webanwendung ist unter der Adresse http://www.pba-zoo.de zu

erreichen.
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1 Einleitung

Nach Schitzungen der World Health Organization (WHO) sind ca. 25% der
weltweiten jéhrlichen Todesfédlle des Menschen auf Infektionskrankheiten zuriickzufiih-
ren [1]. Durch das Anhaften oder Eindringen von Erregern in den Wirtsorganismus und
der dortigen Vermehrung entstehen Infekte, die bei Vorliegen von klinischen Sympto-
men wie z.B. Fieber oder Eiter als Infektionskrankheiten bezeichnet werden [29]. Zu
den Erregern von Infektionskrankheiten zihlen Mikroorganismen, die u.a. in Bakterien,
Pilze, Viren, Wiirmer, Prionen und Protozoen eingeteilt werden konnen. Etwa zwei
Drittel aller Infektionskrankheiten sind Zoonosen, die von Erregern durch die wechsel-
seitige Ubertragung zwischen Tier und Mensch verursacht werden [1]. Als priventive
MalBnahmen gegen Infektionskrankheiten haben sich Hygienestandards und Impfungen,
soweit diese fiir einen Erreger vorhanden sind, etabliert. Liegt bereits eine Infektion vor
werden Antibiotika (gegen Bakterien), Antimykotika (gegen Pilze) oder Virostatika
(gegen Viren) zur Behandlung eingesetzt. Fiir die Bestimmung einer geeigneten Thera-
pie ist eine genaue Diagnose mit der Bestimmung des Erregers und seiner Eigenschaften
von grundlegender Bedeutung. Die Entwicklung priaventiver MaBnahmen, Therapien
und Wirkstoffe erfordert detaillierte Kenntnisse sowohl der Anpassungsmechanismen
der Erreger im Wirt und auf spezifische Wirkstoffe als auch der Infektionswege.

Die vermehrte Personenmobilitit und der groBraumige Transport von Lebensmit-
teln und Tieren tragen dazu bei, dass sich Erreger extrem schnell verteilen. In Kranken-
hdusern treten Erreger wie z.B. Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)
[27,38] auf, die bei Patienten zu lebensgefihrlichen Infektionen flihren kénnen und
durch Dritte (z.B. Pfleger, Arzte und Besucher) iibertragen werden. Im Falle des Aus-
bruchs einer Infektionskrankheit miissen der verursachende Erregerstamm und dessen
Infektionswege schnellstmoglich zuriickverfolgt werden, um geeignete MalBnahmen

ergreifen zu konnen. Zudem hilft die Kenntnis der Infektionswege und -mechanismen
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bei der Entwicklung neuer praventiver MaBnahmen. In diesem Zusammenhang ist die
ausschlieBliche Identifizierung des Erregers nicht ausreichend, da sich die Erreger-
stimme einer Art erheblich, u.a. in ihrem Wirtsspektrum, den durch sie verursachenden
Symptomen und Krankheitsverldufen und der Inkubationszeit unterscheiden. Um aber
Infektionswege verfolgen und MalBnahmen ergreifen zu konnen, ist daher die weitere
Subtypisierung des Erregerstammes meist mittels genotypischer Verfahren erforderlich.
Die Methoden der Genotypisierung generieren durch die Analyse des Genoms oder ein-
zelner Abschnitte hieraus ein fiir den jeweiligen Erreger eindeutiges, charakteristisches
Ergebnis, den so genannten genetischen Fingerabdruck. Dadurch kénnen primér lokale
Geschehen wie z.B. Infektionsausbriiche innerhalb eines kurzen Zeitraums identifiziert
und die Infektionswege verfolgt werden [22]. Die Protokollierung periodisch auftreten-
der Infektionsausbriiche ermoglicht die Vorhersage ldngerfristiger Entwicklungstrends
iiber Jahre bzw. Jahrzehnte und eine Risikoabschitzung iiber die Verbreitung und Pa-
thogenitétsentwicklung von Krankheitserregern [2,66].

Seit Mitte der 80er Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurden Genotypisierun-
gen v.a. mit der Pulsed Field Gelelectrophoresis (PFGE)-Methode [57] durchgefiihrt,
die sich zu einem de-facto Standard entwickelt hatte. Hierbei wird das Genom mit spe-
zifischen, selten schneidenden Restriktionsenzymen in DNA-Fragmente zerstiickelt, die
auf einem Agarosegel entsprechend ihrer Linge aufgetrennt werden [17] und das ent-
stehende Bandenmuster anschlieBend als Charakteristikum fiir einen Erreger ausgewer-
tet. Wihrend Banden der Gelelektrophorese fiir DNA-Fragmente ab einer Lange von 30
Kilobasenpaaren (kb) eine einzige dicke Bande zeigen, konnen mit der PFGE DNA-
Fragmente bis zu einer Lange von 2.000 kb [57] sehr gut aufgeldst und damit eine sehr
hohe Aufldsung von Arten und Subgruppen erzielt werden [22]. Die PFGE-Methode ist
jedoch labortechnisch sehr aufwendig und zeitintensiv, weshalb sie fiir den klinischen
Alltag nur bedingt geeignet ist. Hinzu kommt, dass Methoden, die auf der Erstellung
eines durch Gelelektrophorese generierten genetischen Fingerabdruckes basieren,
schwierig zu standardisieren sind und die Ergebnisse liber die Zeit und damit sowohl
innerhalb eines Labores als auch zwischen verschiedenen Laboren nur schwierig zu
reproduzieren und zu vergleichen sind [2,17,45].

Fiir eine exakte Bestimmung des Genotyps eines Erregers bzw. zur Identifizierung
der Unterschiede zwischen Genomen, wire im optimalen Fall die DNA-Sequenzierung

vollstdndiger Genome erforderlich. Im klinischen Alltag ist die Bestimmung des Geno-
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typs eines Erregers auf Basis der DNA-Sequenzierung eines vollstindigen Genoms aus
zeitlichen, technologischen und wirtschaftlichen Griinden bisher noch nicht praktikabel.
Aktuelle Methoden der Genotypisierung, die eine DNA-Sequenzierung beinhalten, be-
schrianken sich stattdessen auf wenige Gene bzw. Genfragmente. Die Multilocus Se-
quence Typing (MLST)-Methode definiert ca. 450 Basenpaare (bp) lange DNA-
Fragmente von i.d.R. sieben Haushaltsgenen, die zur Genotypisierung von Bakterien
verwendet werden [15,17,22,73]. Haushaltsgene sind nicht regulative Gene, die unab-
hiangig vom Zelltyp und von dulleren Einfliissen exprimiert werden, da sie fiir grundle-
gende metabolische Funktionen eines Erregers verantwortlich sind. Die Anzahl der
Haushaltsgene und welche Haushaltsgene fiir die MLST-Methode verwendet werden ist
abhéngig von der zu analysierenden Spezies [17]. Nach der Amplifizierung der DNA-
Fragmente mittels der Polymerase Chain Reaction (PCR) und der anschlieBenden DNA-
Sequenzierung werden die Konsensussequenzen der jeweiligen DNA-Fragmente be-
stimmt. Die Konsensussequenzen definieren die Allele der analysierten Gene. Durch
den Vergleich der Konsensussequenzen mit Eintrdgen in MLST-Referenzdatenbanken
bereits sequenzierter und dokumentierter Allele, die jeweils mit einer Allelnummer ab-
gespeichert wurden, ergibt sich fiir den analysierten Organismus das Allelprofil, eine
Kombination von z.B. sieben Allelnummern. Der MLST-Sequenztyp, der zur Aufkla-
rung der verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen Bakterienarten und zur Differen-
zierung von Bakterien-Subgruppen verwendet werden kann wird wiederum durch das
Allelprofil definiert [22]. Neue Allele oder Sequenztypen werden nach einer Verifikati-
on in die Referenzdatenbanken iibernommen. Die standardisierten Protokolle der
MLST-Methode, die Verwendung der DNA-Sequenz anstelle von Bandenmustern auf
einem Agarosegel und die Normierung der Ergebnisse auf der Basis von Referenzda-
tenbanken machen die Ergebnisse der MLST-Methode reproduzierbar und innerhalb
sowie zwischen verschiedenen Laboren vergleichbar [17,41]. Ergebnisse von Metho-
den, die auf der Aufklidrung der DNA-Sequenz basieren, sind aufgrund des aus A, C, G
und T bestehenden DNA-Alphabets, das die vier DNA-Basen Adenin, Cytosin, Guanin
und Thymin kodiert, einfach in Referenzdatenbanken zu hinterlegen und zu verwalten.
Die MLST-Methode ist durch die Verwendung der PCR und der DNA-Sequenzierung
weitestgehend automatisierbar und wird als Hochdurchsatz-Methode im klinischen All-

tag eingesetzt. Durch die Fokussierung der MLST-Methode auf Haushaltsgene und
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nicht auf Gene, die mit der Virulenz der Erreger in Verbindung gebracht werden kon-
nen, ist die Auflésung von Subgruppen jedoch begrenzt [41].

Einen anderen Ansatz als die MLST-Methode verfolgt die Multi Loci Variable
Number Tandem Repeat (MLVA)-Methode [10,63], die auf dem Phidnomen basiert,
dass eine Vielzahl von kurzen Nukleotidabfolgen, die Minisatelliten mit einer Lange
von ca. 10 bp bis 100 bp, im Genom als tandemartige Wiederholungen (Tandem-
Repeats) auftreten. Die Anzahl der Wiederholungen kann zur Differenzierung von Ar-
ten und Subgruppen von Bakterien verwendet werden und lésst sich gut in Referenzda-
tenbanken verwalten [3,72]. Im Vergleich mit der PFGE-Methode ist die MLVA-
Methode wesentlich einfacher und weniger aufwendig durchzufiihren. Ein Nachteil der
MLV A-Methode ergibt sich aus den hohen Mutationsraten bei Bakterien und den damit
verbundenen Homoplasien, die insbesondere bei der Erstellung von phylogenetischen
Stammbiumen zu Fehlern filhren konnen [2]. Zusidtzlich sind die Ergebnisse der
MLV A-Methode z.T. schwierig zu reproduzieren und zwischen Laboren zu vergleichen,
da nur die Linge und nicht die DNA-Sequenz der Tandem-Repeats bestimmt wird.
Wihrend die MLST-Methode die DNA-Sequenz und die MLVA-Methode die Anzahl
der Tandem-Repeats spezifischer DNA-Fragmente fiir eine Genotypisierung analysiert,
basiert die Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)-Methode auf der Detektion ein-
zelner Nukleotidvariationen in einem Genom [41,43,52]. SNPs sind in grofer Anzahl
ungleichmafig, aber in bestimmten Regionen konzentriert auftretend, iiber das gesamte
Genom eines Individuums verteilt. In SNP-Analysen werden Nukleotidvariationen aus
kodierenden und nicht-kodierenden DNA-Sequenzen beriicksichtigt. Der Vorteil der
SNP-Analysen ergibt sich aus der einfachen und schnellen Bestimmung sowie der guten
Verwaltbarkeit der SNPs in Referenzdatenbanken. Die Verwendung der beschriebenen
Methoden zur Genotypisierung ist abhéngig von der Fragestellung und der zu analysie-
renden Spezies.

Das wiederholte Sequenzieren von bereits sequenzierten Genomen bzw. von
DNA-Fragmenten eines Organismus, z.B. in MLST- oder SNP-Analysen, wird héufig
als Resequenzierung bezeichnet. Wihrend in den Anfingen der DNA-Sequenzierung
die Aufklirung der Genomsequenz eines Organismus das primire Ziel war, zeigten For-
schungsarbeiten schon friih, dass das Sequenzieren eines Genoms zur Charakterisierung
einer Art nicht ausreichend ist. Je nach analysierter Subgruppe ergeben sich z.T. erheb-

liche Unterschiede in der DNA-Sequenz der Genome und der genetischen Ausstattung.
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Um die Funktion der Gene eines Erregers, dessen Anpassungsmechanismen oder Reak-
tionen auf verschiedene Substanzen verstehen zu konnen, ist daher das Pangenom, das
die gesamte genetische Information einer Art umfasst, entscheidend [41]. Dies ist zu-
mindest approximativ nur durch umfassende Resequenzierungsprojekte zu erhalten, die
in Variationsanalysen und Genotypisierungen differenziert werden konnen. Wéhrend in
Variationsanalysen bisher nicht bekannte Mutationen bzw. DNA-Sequenzunterschiede
wie z.B. SNPs und InDels (Insertionen und Deletionen) analysiert werden, werden mit
Methoden der Genotypisierung, die auf einer Resequenzierung basieren (z.B. MLST-
oder SNP-Analysen), bekannte Mutationen identifiziert. Die Ergebnisse von Methoden,
die auf der DNA-Sequenzierung basieren, sind einfach zu vergleichen, zu reproduzieren
und in Referenzdatenbanken zu verwalten. Der Goldstandard der DNA-Sequenzierung
ist die DNA-Sequenzierung nach Sanger, die qualitativ hohe DNA-Fragmente mit einer
Lange von bis zu 1.100 bp sequenzieren kann [14,55]. Die DNA-Fragmentlinge der
neuen DNA-Sequenzierungsverfahren wie z.B. der Pyrosequenzierung [40,53], der Se-
quencing-By-Ligation [59] oder der Sequencing-By-Synthesis [11] sind mit ca. 450 bp
bei der Pyrosequenzierung und ca. 100 bp bzw. ca. 25-75 bp bei den anderen Verfahren
deutlich kiirzer. Aufgrund des deutlich hoheren Durchsatzes pro Sequenzierungslauf
und den damit verbundenen geringeren Kosten pro DNA-Base im Vergleich zur DNA-
Sequenzierung nach Sanger [18,37] sind die neuen Verfahren aber insbesondere fiir
Resequenzierungsprojekte, in denen die DNA-Sequenz bereits sequenzierter Erreger als
Referenzsequenz vorliegt, sehr gut geeignet [11].

Seit Anfang 2008 wird das Institut fiir Hygiene des Universitétsklinikum Miinster
(UKM) vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) bei der Etablie-
rung einer interdisziplindren Bioinformatikplattform im Rahmen des Phylogenie, Bioin-
formatik und Amplikon-Resequenzierung von Zoonose-Erregern (PBA-Zoo) Projektes
gefordert. Zentraler Bestandteil des PBA-Zoo Projektes ist der Aufbau eines Amplicon
Re-Sequencing Centers, das Netzwerkpartner bei der Planung und Durchfiihrung von
Resequenzierungsprojekten, z.B. mit der MLST-Methode, unterstiitzt. Aufgrund des zu
erwartenden hohen Probenaufkommens wurde zur Optimierung der Sequenzierungsab-
laufe und zur Automatisierung von phylogenetischen und funktionellen Resequenzie-
rungsfragestellungen ein Pipettierroboter in den Laborworkflow integriert. Bei den er-
forderlichen Restrukturierungsmafinahmen, die zum Aufbau eines Hochdurchsatzlabo-

res notwendig waren, musste der Ausbau und die Implementierung einer leistungsfahi-
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gen Informationssystem-Infrastruktur beriicksichtigt werden. Die Informationssystem-
Infrastruktur umfasst die Hardware, Software, Netzwerke, Daten, Dienstleistungen und
die menschliche Arbeitskraft, die erforderlich ist, um z.B. in einem Labor die fiir das
Erreichen definierter Ziele erforderlichen Prozesse informationstechnisch bestmdglichst
zu unterstiitzen, zu automatisieren und zu steuern, um sie effizient und effektiv durch-
fiihren zu konnen. Die Zentrale Komponente in der Informationssystem-Infrastruktur
des PBA-Zoo Projektes ist ein Laborinformations- und Managementsystem (LIMS).

An ein LIMS im Kontext der Resequenzierung und insbesondere an das LIMS im
Rahmen des PBA-Zoo Projektes lassen sich spezifische Anforderungen definieren. Zur
DNA-Sequenzierung eines einzelnen Genomes im Shotgun-Sequencing Ansatz wird die
DNA-Probe kloniert und anschlieBend sequenziert. Fiir die Qualitdt der durch Frag-
ment-Assembling hergestellten Konsensussequenz ist die Qualitidt der Ausgangsproben
und die Qualitdt bzw. Anzahl der sequenzierten DNA-Fragmente entscheidend. Hier ist
eine Verfolgung und Protokollierung der einzelnen DNA-Proben bzw. der DNA-
Fragmente innerhalb der Prozesse des Laborworkflows nicht zwingend notwendig. In
Resequenzierungsprojekten liegt dagegen i.d.R. eine Vielzahl von DNA-Proben vor, die
z.B. mit der MLST-Methode analysiert werden sollen. Fiir jedes der z.B. sieben defi-
nierten Haushaltsgene wird wihrend der PCR aus einer DNA-Probe ein genspezifischer
Probenansatz hergestellt. Fiir die DNA-Sequenzierung werden die genspezifischen Pro-
benansitze in zwei Probenansitze aufgeteilt, um je einen Probenansatz mit Forward-
Primer und einen Probenansatz mit Reverse-Primer herzustellen. Im Ergebnis generiert
die MLST-Methode mit sieben zu analysierenden Haushaltsgenen fiir jede Ausgangs-
probe vierzehn Chromatogramme, die den Ausgangsproben und den entsprechenden
Genen eindeutig zuzuordnen sind. Zur Einhaltung der im Labor geltenden Normen und
Standards sowie zur Sicherstellung der Qualitit der Ergebnisse, sind auf sdmtlichen
Stufen des Laborworkflows die verwendeten Geréte, Reagenzien und Verbrauchsmate-
rialien fiir jede einzelne Probe zu protokollieren. Werden wihrend der Probenbearbei-
tung qualitative Méngel festgestellt, konnen anhand der vorliegenden Qualititsdaten die
Ursachen identifiziert und ausgewéhlte Proben ab einer spezifischen Stufe im Labor-
workflow wiederholt werden. Daher ist im Gegensatz zum Shotgun-Sequencing Ansatz
im Rahmen von Gesamtgenomsequenzierungen bei der Durchfiihrung von Resequenzie-
rungen einzelner DNA-Fragmente die eindeutige Identifizierung, Protokollierung und

Riickverfolgung der Proben iiber sdmtliche Stufen des Laborworkflows zwingend erfor-
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derlich. Eine zusitzliche besondere Anforderung an das LIMS im Rahmen des PBA-
Zoo Projektes ergab sich aus der notwendigen Integration des Pipettierroboters. Die
Module des Pipettierroboters wie z.B. die DNA-Normalisierung und das PCR-Setup
wurden als unabhingige Module implementiert. Das flihrt dazu, dass im Gegensatz zu
der Implementierung einer Prozesskette, die aus mehreren, zusammenhidngenden Modu-
len besteht, unabhingige Module in neuen Methoden wiederverwendet und zu neuen
Prozessketten zusammengesetzt werden konnen. Die Spezifikation der Reihenfolge und
der Informationsfluss zwischen den Modulen muss dafiir vom LIMS iibernommen wer-
den.

Da nach Analyse kommerzieller LIMS- und Open-Source-Softwareprodukte kein
Produkt identifiziert werden konnte, das den speziellen Anforderungen insbesondere an
das Datenmanagement des Pipettierroboters sowie an die Unterstiitzung der optimierten
Laborprozesse bereits durchgefiihrter Resequenzierungen und dem kalkulierten Kosten-
rahmen des PBA-Zoo Projektes entsprach, wurde hier eine Eigenentwicklung beschlos-
sen. Fiir diese Eigenentwicklung von Software war eine detaillierte Anforderungsanaly-
se erforderlich, in der der zu unterstiitzende Anwendungsbereich definiert, Anwender-
gruppen identifiziert, eine geeignete Softwarearchitektur spezifiziert wurde. Dariiber
hinaus wurde festgelegt, ob das LIMS als Desktop- oder Webanwendung zu implemen-

tieren ist.
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Ziel der vorliegenden Dissertation mit dem Titel ,,ReSeqLIMS: Laborinformati-
ons- und Managementsystem fiir die Hochdurchsatz-Resequenzierung* war die Bearbei-

tung folgender Fragestellungen:

1. Wie muss die Datenbasis des ReSeqLIMS fiir das Amplicon Re-Sequencing Center

aussehen?

2. Wie sind die Module des ReSeqLIMS zu implementieren, um die optimale Integra-

tion von Personen, Laborprozessen und Gerdten des Labores zu gewéhrleisten?

- Welcher Software-Typ (Desktop- oder Webanwendung) ist fiir das ReSeqLIMS

unter Beriicksichtigung der Zielgruppen besonders geeignet?

- Wie konnen den Kunden der Zugang und die intuitive Nutzung des ReSeqLIMS
ermdglicht und die Mitarbeiter in der Erledigung ihrer Forschungs- und Routi-

nearbeiten optimal unterstiitzt werden?

- Was ist bei der Implementierung des ReSeqLIMS zu beriicksichtigen, um die
existierenden Qualitdtsstandards und Normen des Labores sicherzustellen und
die Erweiterbarkeit bzgl. neuer Gerdte und Laborworkflows bzw. deren Verdn-

derungen und Anpassungen zu ermoglichen?
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2 Material und Methoden
2.1 Webanwendung und Java

Das Internet ist ein weltweites Rechnernetzwerk, in dem Rechner und lokale
Rechnernetzwerke verbunden sind. Wéhrend unter dem Begriff Internet allein die Infra-
struktur zu verstehen ist, ermoglicht erst die Bereitstellung und Nutzung von Internet-
diensten wie z.B. des World Wide Webs (WWW) sowie Electronic-Mail (E-Mail) und
des File Transfer Protocols (FTP) einen Austausch von Daten [12]. Die Kommunikation
in Rechnernetzwerken erfolgt iiber standardisierte Internetprotokolle, im WWW z.B.
Protokolle der Transmission Control Protocol/Internet Protocol (TCP/IP)-Familie. Ent-
sprechend dem Client-Server-Modell werden in einem Rechnernetzwerk Server

(Dienstanbieter) und Clients (Dienstnutzer) unterschieden (sieche Abb. 1) [48].

Abb. 1: Im Client-Server-Modell werden weltweit verteilte Clients und Server uber das
Internet miteinander verbunden.

Ein Dienst kann u.a. ein Prozess, ein Programm oder auch ein Betriebsmittel sein.
Die Anforderung eines Dienstes durch den Client wird als Request bezeichnet, die Be-
reitstellung des Dienstes durch den Server an den Client als Response. Zur erfolgreichen
Kommunikation zwischen Server und Client ist die eindeutige Identifikation eines

Rechners in einem Rechnernetzwerk erforderlich. Hierfiir wird im Internet der Uniform
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Resource Locator (URL), die global eindeutige Adresse von Rechnern, Ressourcen oder
Dokumenten, verwendet (siche Abb. 2) [12].

Name der

Protokoll Server Webanwendung

L http://www .pba-zoo.de/PBAZoo/index.faces

Internet Top-Level Datei
Dienst Domain

Abb. 2: Die URL wird zur eindeutigen Identifikation von Rechnern, Ressourcen oder
Dokumenten im Internet verwendet.

Eine Webanwendung ist ein Softwaresystem, das auf einem Server ausgefiihrt
wird und entsprechend der World Wide Web Consortium (W3C)-Spezifikationen [30]
implementiert ist [35]. Die von der Webanwendung bereitgestellten Inhalte und Dienste
konnen vom Client unter Verwendung des Internets iiber ein User-Interface genutzt
werden. Als User-Interface verwendet der Client i.d.R. einen Webbrowser, ein speziel-
les Computerprogramm zur Anzeige von Dokumenten und Daten im WWW unter Ver-
wendung des Hypertext Transfer Protocols (HTTP). Bei der Entwicklung von Weban-
wendungen ist zu beriicksichtigen, dass das HTTP-Protokoll zustandslos ist und aufei-
nander folgende Requests eines Clients als unabhéngige Transaktionen bearbeitet wer-
den. Daher ist ein Zugriff auf Informationen vorangegangener Requests ohne besondere
Vorkehrungen nicht moglich, da ein Request iibergreifender Informationsaustausch die
Identifikation des Clients am Server erfordert. Innerhalb einer Session, dem Zeitraum
der bestehenden Verbindung eines Clients und eines Servers, konnten durch die Identi-
fikation des Clients dessen Requests erkannt und einer Session zugeordnet werden. Zur
Identifikation des Clients wird eine Session-ID verwendet, die entweder direkt in der
Request-URL oder im HTTP-Header an den Server iibertragen werden kann. Die Uber-
tragung der Session-ID im HTTP-Header erfordert die clientseitige Verwendung von
Cookies, einer Textdatei, die nach dem Senden des Responses vom Server auf der
Clientseite gespeichert wird, wenn im HTTP-Header eine Cookie-Zeile iibertragen wird.
In einem Cookie kdnnen neben Informationen des Webservers auch benutzerspezifische
Einstellungen gespeichert werden. Stellt der Client nun einen Request an einen Server,
werden seiten- und serverspezifische Cookies im HTTP-Header mit tibertragen und er-

moglichen die serverseitige Client-Identifikation. Die Verwendung von Cookies muss
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clientseitig erlaubt sein entweder generell oder flir spezifische Webseiten. Responses
des Servers werden in Hypertext Markup Language (HTML)-Dateien im Webbrowser
dargestellt. Die textbasierte Auszeichnungssprache HTML eignet sich insbesondere fiir
die strukturierte Darstellung von Texten, Multimediaelementen und Hyperlinks.

Zur Implementierung einer Webanwendung konnen eine Vielzahl von Program-
miersprachen verwendet werden. Die Programmiersprache Java [32] wurde seit dem
Jahr 1991 von der Firma Sun Microsystems entwickelt und steht seit 1995 zum freien
Download zur Verfiigung. Die Plattformunabhingigkeit ist ein groer Vorteil von Java.
Finzig die Installation der Java-Runtime-Environment (JRE) ist zur Ausfiihrung von
Java-Programmen erforderlich, die aus der Java Virtual Machine (JVM), in der die Aus-
flihrung der Java Programme erfolgt und iiberwacht wird, sowie den Java-
Klassenbibliotheken besteht. Die Plattformunabhéngigkeit von Java wird dadurch er-
reicht, dass der Java-Quellcode zunéchst mit einem Compiler in plattformunabhédngigen
Bytecode iibersetzt wird. AnschlieBend wird der Bytecode in der JVM mit einem platt-
formspezifischen Interpreter in ausfithrbaren Programmcode iibersetzt. Das objektorien-
tierte Entwurfsparadigma der Programmiersprache Java kapselt Daten bzw. Eigenschaf-
ten und Methoden in einem Objekt. Die Eigenschaften eines Objektes sind von anderen
Objekten nicht direkt, sondern ausschlieBlich {iber die Methoden des Objektes manipu-
lierbar. Komplexe Systeme bestehen aus einer Vielzahl von Objekten, die durch das
Versenden und Empfangen von Nachrichten miteinander kommunizieren. Das abstrakte
Konstrukt der Klasse abstrahiert von einem Objekt, auch als Instanz einer Klasse be-
zeichnet, und stellt den Bauplan eines Objektes dar. Im Vergleich z.B. mit der Pro-
grammiersprache C wurde in Java auf die fehleranfillige Zeigerarithmetik verzichtet
und die Speicherverwaltung vom Garbage-Collector iibernommen. Dadurch konnten
sowohl die Programmierung von Software vereinfacht als auch Schwachstellen beseitigt

werden, iiber die Schadcode in Programme eingefiigt werden konnte.

2.2 Softwareentwicklung
2.2.1 Grundlagen der Softwareentwicklung

Die Entwicklung und Wartung komplexer Software erfordert einen hohen zeitli-
chen und finanziellen Aufwand. Die Komplexitdt von Prozessen und Systemen kann
durch die Zerlegung in Subprozesse bzw. -systeme mit definierten Abhingigkeiten er-

heblich reduziert werden [7]. In der Softwareentwicklung hat sich zur Komplexitatsre-
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duzierung ein strukturierter Prozess mit den Kernprozessen bzw. Phasen Planung, Ana-
lyse, Entwurf, Implementierung sowie Validierung und Tests etabliert [7]. Innerhalb des
Softwareentwicklungsprozesses sind die Ergebnisse vorangegangener Phasen Grundla-
ge und Rahmen fiir die folgenden Phasen. Riickkopplungen {iber die Ergebnisse in einer
Phase flihren zu Verdnderungen in den vorangegangenen Phasen, welche wiederum zu
Anpassungen in den nachfolgenden Phasen fiihren konnen. Je spéter im Entwicklungs-
prozess Anderungen in friithen Phasen durchgefiihrt werden miissen, umso zeitaufwen-
diger und teurer sind die daraus resultierenden Anderungen in nachfolgenden Phasen.
Daher liegt der Fokus vor der eigentlichen Implementierung der Software auf einer aus-
fiihrlichen und detaillierten Planung und Analyse, um spitere Anderungen in den Do-
kumenten und Modellen dieser Phasen moglichst vollstindig zu vermeiden.

Das zu implementierende Softwaresystem ist, ebenso wie der Softwareentwick-
lungsprozess, gekennzeichnet durch einen hohen Grad an Komplexitit. Um die Kom-
plexitdt von Softwaresystemen zu reduzieren, werden Softwarearchitekturen verwendet,
die die strukturierte und/oder hierarchische Anordnung von Softwaresystemkomponen-
ten und deren Bezichungen innerhalb eines Softwaresystems beschreiben [7]. Eine der
populérsten Softwarearchitekturen ist die Drei-Schichten-Architektur (siche Abb. 3)
[48].

Prasentationsschicht

S &b

Logikschicht

Datenschicht

N > 1

Abb. 3: Die Drei-Schichten-Architektur strukturiert ein Softwaresystem in eine Priasen-
tations-, Logik- und Datenschicht.

Die Strukturierung eines Softwaresystems erfolgt in der Drei-Schichten-

Architektur in eine Présentations-, Logik- und Datenhaltungsschicht. Die Kommunika-
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tion erfolgt nur zwischen unmittelbar benachbarten Schichten und Softwaresystemkom-
ponenten konnen nur exakt einer Schicht zugeordnet werden. Anderungen einzelner
Softwaresystemkomponenten konnen aufgrund der Verwendung von Schnittstellen zwi-
schen den Schichten ohne Anderungen in den benachbarten Schichten vorgenommen

werden.

2.2.2  Die Datenhaltungsschicht

Arbeitsabldufe in einem Unternehmen bestehen aus einer definierten Abfolge von
Aktivitdten, um eine spezifische Arbeitsaufgabe zu erreichen. Fiir einen Arbeitsablauf
ist das rdumliche und zeitliche Zusammenwirken von Mensch und Betriebsmitteln cha-
rakteristisch, durch das eine Eingabe in eine Ausgabe iiberfiihrt wird [49]. Ein- und
Ausgaben sind z.B. Arbeitsgegenstinde, Informationen und Energien. Eine grof3e Her-
ausforderung in vielen Unternehmen ist die effiziente, aktuelle und konsistente Bereit-
stellung von Informationen in Arbeitsabldufen, die in beliebigen Bereichen von unter-
schiedlichen Personen in einer Vielzahl von Formaten generiert werden. Effiziente Ar-
beitsabldufe basieren auf einer effizienten Datenorganisation, die ohne vorangegangene
Datenmodellierung nicht moglich ist [8]. Das Ziel der Erstellung eines Datenmodells ist
die redundanzfreie, vollstindige und funktionsunabhéngige Beschreibung der im rele-
vanten Unternehmensbereich auftretenden Datenstrukturen [8]. In einem dreistufigen
Prozess wird daher zunichst das semantische Datenmodell bzw. das Fachkonzept defi-
niert, das in das Datenverarbeitungs (DV)-Konzept iiberfiihrt wird, welches wiederum
die Basis fiir die anschlieBende Implementierung ist [8,56]. Das bekannteste und ein
leicht verstdndliches Modell zur Modellierung von Daten auf fachkonzeptioneller Ebene
ist das Entity Relationship Model (ERM) von Chen [16,61], das zwischen Entities, den
realen Gegenstinden bzw. Objekten des betrachteten Anwendungsbereichs, und den
Relationships, den Beziehungen zwischen den Entities, unterscheidet (siche Abb. 4).
Gleichartige Entities werden zu Entitytypen, gleichartige Relationships zu Relationship-
typen zusammengefasst. Die Darstellung der Entitytypen erfolgt im ERM durch Recht-
ecke, wihrend Rauten die Relationshiptypen repridsentieren. Die Studenten einer Uni-
versitét sind demnach als Entities aufzufassen, die z.B. zu den Professoren in Beziehung
stehen, da Studenten die Vorlesungen von Professoren besuchen (siche Abb. 4, Bei-
spiel). Die Entities Studenten kdnnen im Entitytypen ,,Student” zusammengefasst wer-

den. Die Relationships zwischen Studenten und Professoren werden zum Relationship-
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typen Professoren-Student-Zuordnung zusammengefasst. Entities besitzen Eigenschaf-
ten bzw. Attribute, z.B. Matrikelnummer und Namen. Jedes Attribut eines Entities ord-
net dem Entitytypen Werte einer Doméne zu, wobei die Domine alle Werte zusammen-

fasst, die eine Eigenschaft bzw. das Attribut eines Objektes annehmen kann.

ERM-Beispiel ERM-Elemente
Entitytyp Relationshiptyp
Om) Professor
fessor: . .
@% Uminterpretierter Hlerarchle/ Struktur
uor Entitytyp
©.n)
©n) Student
Pr r-
Student-
Kausur> Attribut Kardinalititen
= 0.1) (0,1)
Om) Klausur ((?’T)) : ((,?':))
(m) (1.n)

Abb. 4: Beispiel und ERM-Notation [8,56].

Wird ein Objekt eindeutig durch eine Eigenschaft identifiziert, ist das Attribut
durch Unterstreichen als Schliisselattribut zu kennzeichnen. Eignen sich mehrere Attri-
bute als Schliisselattribut, ist zu analysieren, welches Attribut als Schliisselattribut ver-
wendet werden kann. Attribute werden im ERM durch Ovale reprasentiert. Fiir die Re-
lationshiptypen konnen Komplexitdtsgrade (Kardinalititen) angegeben werden.
Kardinalititen definieren, wie oft ein Entitytyp in einem Relationshiptyp auftreten kann
bzw. muss. Die Kardinalitdt wird hdufig in der Max-Notation (z.B. 1:m) angegeben,
obwohl die Min-Max-Notation (z.B. (0,1):(0,m)) aufgrund der exakteren Abbildung der
Beziehungen zwischen Entitytypen vorzuziehen ist [36]. Wird vereinfachend ange-
nommen, dass ein Professor nur eine Vorlesung anbietet, bedeutet die (0,n):(0,m)
Kardinalitdt zwischen den Entitytypen Student und Professor, dass ein Student keine
oder bis zu n Vorlesungen besucht und die Vorlesung eines Professors von keinem oder
von bis zu m Studenten besucht wird. Entities konnen auch Relationships zu Entities
des gleichen Entitytypen eingehen. Je nach Kardinalitit dieser Relationships koénnen

Strukturen oder Hierarchien unterschieden werden. Wihrend in einer Struktur ein Enti-
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tytyp mehrere Vorgénger besitzen kann, hat in einer Hierarchie jedes Entity exakt einen
Vorgénger. Ein Sonderfall tritt auf, wenn Entities mit den Relationships anderer Entities
in Beziehung gesetzt werden. Da Relationships keine Beziehungen eingehen konnen, ist
der Relationshiptyp als uminterpretierter Entitytyp zu modellieren. Im Beispiel der Abb.
4 sind Priifungen nur fiir die Vorlesungen sinnvoll, fiir die sich ein Student eingeschrie-
ben bzw. angemeldet hat. Die Menge der von einem Studenten besuchten Vorlesungen
befindet sich im Relationshiptyp zwischen Student und Professor, der daher als umin-
terpretierter Entitytyp modelliert werden muss, um eine Verbindung mit dem Entitytyp
Klausur eingehen zu konnen.

Ist das Datenmodell auf Fachkonzeptebene erstellt, erfolgt die Uberfiihrung in das
DV-Konzept, dass auch als Datenbankmodell bezeichnet wird [8]. Das bekannteste Da-
tenbankmodell ist das Relationenmodell, das Grundlage der weit verbreiteten relationa-
len Datenbanken ist [36]. Eine Relation ist die mathematische Beschreibung einer zwei-
dimensionalen Tabelle. Jede Zeile der Tabelle beschreibt einen Datensatz, die Entities,
mit einer festen Anzahl von Attributausprigungen bzw. Spalten, den Eigenschaften der
Entities. Fiir die Uberfiihrung des ERMs in das relationale Datenbankmodell gilt, dass
Entity- und Relationshiptypen von (m:n)-Beziehungen jeweils zu Relationen werden,
wihrend bei (1:m)-Beziehungen der Entitytyp, dessen Entities mit der Kardinalitdt m im
entsprechenden Relationshiptypen auftreten, das Schliisselattribut des anderen Entityty-
pen als Nichtschliisselattribut in die Relation iibernimmt (siche Abb. 5) [36]. Der betei-

ligte Relationshiptyp wird nicht in eine Relation umgesetzt.

T BT

0,n) AB (O,m) B (1,1) AB (0,m) B
Relation A Relation A
keyA | attrA1 keyA | keyB keyB | attrB1 kevA | attrA1 #keyB keyB | attrB1

Abb. 5: Transformation eines ERMs in ein relationales Datenbankmodell am Beispiel
einer (0,n):(0,m)- und einer (1,1):(0,m)-Bezichung.

Die Implementierung der Datenbank erfolgt auf Basis des Datenbankmodells in

der Sprache eines spezifischen Datenbanksystems. Die Datenbanksprachen relationaler
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Datenbanken basieren auf dem Structured Query Language (SQL)-Standard [70]. Der
SQL-Standard beinhaltet Data Definition Language (DDL)-Befehle zur Beschreibung
und Erstellung der Datenbank, Data Manipulation Language (DML)-Befehle zur Mani-
pulation von Daten sowie weiterer Befehle, um SQL-Befehle in eine Programmierspra-

che zu integrieren [8,36].

2.2.3 Die Logikschicht

In der Logikschicht erfolgen die Berechnungen der Anwendung. Durch die Tren-
nung der Logik von der Priisentations- und Datenschicht konnen Anderungen, z.B. an
der Benutzerschnittstelle und auch an der Datenbank, ohne Anderungen in der Pro-
grammlogik vorgenommen werden. Die Berechnungen der Logikschicht basieren auf
Eingaben sowie der Interaktion mit den Anwendern und der zugrundeliegenden Daten-
basis. Die Implementierung der Logikschicht kann generell in allen Programmierspra-
chen wie Perl, C und Java erfolgen. Bei der Kommunikation zwischen dem objektorien-
tierten Java und einer auf Tabellen basierenden relationalen Datenbank besteht aller-
dings ein Paradigmenbruch, da Objekte mit Attributen im relationalen Modell als Zeile
bzw. Tupel abgebildet werden, in der die Spalten den Attributen entsprechen. Der Para-
digmenbruch zwischen Tupel und Objekt kann durch die Transformation von Objekten
auf Tabellen mit datenbankspezifischen Programmiersprachenkonstrukten iiberwunden
werden. Um nicht nur die Logik von der Datenhaltung zu trennen, sondern auch Daten-
bankunabhingigkeit zu garantieren, steht mit Hibernate [28] ein Open-Source Persistenz
and Mapping Framework zur Verfiigung. Dieses stellt Methoden bereit, die die Trans-
formation von Objekten auf Tabellen fiir die géngigsten relationalen Datenbanken iiber-
nehmen. Dazu werden in Extensible Markup Language (XML)-Dateien die Attribute
der Objekte den entsprechenden Spalten der relationalen Tabellen zugeordnet. Die De-
finition und Spezifikation der verwendeten Datenbank erfolgt ausschlielich zentral in
der Hibernate-Konfigurationsdatei. Ein Austausch der Datenbank erfolgt bei Verwen-
dung von Hibernate allein durch Anpassungen in der zentralen Konfigurationsdatei,

ohne Anderungen am Java-Quellcode vornehmen zu miissen.

2.2.4 Die Prisentationsschicht
In der Prisentationsschicht erfolgt die Implementierung des Graphical User-

Interfaces (GUI), der Benutzerschnittstelle bzw. Weboberfliche zur Interaktion der
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Webanwendung und des Clients. Das Front-End auf Clientseite ist der Webbrowser zur
Anzeige der serverseitig erzeugten HTML-Dateien. Da HTML ein statisches Anzeige-
format ist, konnen nach dem Laden der HTML-Seiten im Browser zunichst keine An-
derung mehr an Layout und Daten erfolgen. Das dynamische Verdndern bereits gelade-
ner HTML-Seiten ist erst durch Weiterentwicklungen wie JavaScript und Asynchronous
JavaScript and XML (AJAX) moglich. JavaScript ist eine clientseitige Skriptsprache,
die sich insbesondere fiir die Uberpriifung von Benutzereingaben, Anpassungen des
Layouts und weiterer Anzeigeeffekte wie Popups eignet. Der Quellcode von JavaScript-
Programmen wird in den HTML-Quelltext integriert und durch den Webbrowser ausge-
fiithrt. Bei der Implementierung von JavaScript-Programmen ist darauf zu achten, dass
kein einheitlicher JavaScript-Standard fiir alle Browser existiert. AJAX wird ebenfalls
von den gingigsten Webbrowsern unterstiitzt und ermdoglicht eine Kommunikation von
Server und Client, ohne dass die Webseite neu geladen werden muss bzw. es werden
nur die Bestandteile der Seite nachgeladen, deren Daten sich gedndert haben. Dieses
fiihrt zu reduzierten Lade- und Wartezeiten, da durch die asynchrone Kommunikation
wihrend des Senden und Empfangens der Anwender weiter mit der Benutzeroberflache
interagieren kann. Durch die Verwendung von AJAX kann auch bei Webanwendungen
ein desktopdhnliches Verhalten erzielt werden.

Serverseitig werden Servlets zur Erzeugung von dynamischen Webseiten verwen-
det, die im Servlet-Container ausgefiihrt werden. Servlets sind Java-Klassen, die Anfra-
gen von Clients empfangen, Berechnungen ausfiihren und die Ergebnisse im HTML-
Format an die Clients zuriicksenden. Das Servlet iibernimmt die Erzeugung und Uber-
tragung der Session-ID und speichert benutzerbezogene Daten der aktuell giiltigen Ses-
sion im Hauptspeicher des Servers. Wird die Session nach zu langer Inaktivitdt oder
nach Loschung ungiiltig, werden die Daten wieder entfernt. Bei der Verwendung von
Servlets ist zu beachten, dass zwischen Darstellung und Programmlogik nicht getrennt
wird. Anderungen an der Ergebnispriisentation erfordern daher Anderungen am Servlet,
wozu Programmierkenntnisse, z.B. beim Webdesigner, erforderlich sind. Die Web-
Programmiersprache JavaServer Pages (JSP) erlaubt im Gegensatz zu Servlets die
Trennung von Layout und Programmlogik zur Generierung von dynamischen Websei-
ten. JSP-Seiten sind HTML- oder XML-Dateien, in die direkt Java-Code eingebettet
werden kann. Um insbesondere die Lesbarkeit zu erhéhen, kann durch das Verwenden

einer Tag-Bibliothek der Java-Code einer JSP-Seite ausgelagert werden. Die Tag-
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Bibliothek der JSP-Spezifikation definiert Tags, die in der HTML/XML-Seite die Er-
gebnisposition und/oder das Layout der Ergebnispriasentation bestimmen. Die Verarbei-
tung der JSP-Tags mit evtl. angegebenen Parametern ist in den Tag-Klassen implemen-
tiert. JSPs trennen Programmlogik und Prisentation in unterschiedliche Dateien. Die
Ubersetzung der JSP-Seiten in Java-Quellcode erfolgt durch den JSP-Compiler, bei Be-
darf unter Verwendung der Tag-Klassen. Der erzeugte Java-Quellcode entspricht dem
eines Servlets und kann vom Webserver weiterverarbeitet werden.

Werden die HTML-Seiten von Webanwendungen betrachtet, konnen eine Viel-
zahl von Standardfunktionalititen identifiziert werden. Die Interaktion mit den Anwen-
dern erfolgt z.B. iiber Webformulare und die Eingabe von Benutzerdaten erfolgt in Ein-
gabefelder, die auf ihre Richtigkeit bzgl. Semantik und Syntax gepriift werden. Die Er-
gebnisse aus Datenbankabfragen werden héufig in Tabellen dargestellt, die Inhalte von
Komponenten wie z.B. Dropdown-Listen basieren auf den Daten einer Datenbank. Die
Navigation in einer Webanwendung wird durch Hyperlinks und Benutzerinteraktionen
festgelegt. Das JavaServer Faces (JSF)-Framework ist ein Programmierstandard, der
den Entwurfsrahmen und die Anwendungsarchitektur von Softwarekomponenten fiir die
Benutzeroberfliche einer Webanwendung definiert. Die in JSF bereits implementierten
Komponenten wie z.B. Dropdown-Listen, Tabellen, Formularfelder inklusive Uberprii-
fungsmechanismen und der Verbindung zu Datenquellen kénnen zur Zusammenstellung
einer Webseite durch einfaches Einbinden in HTML-Seiten verwendet werden. Hierfiir
stehen Tags aus Tag-Bibliotheken zur Verfiigung. Die Strukturierung der JSF-
Komponenten einer Seite erfolgt in einer Baumstruktur, die auch die Bearbeitungsrei-
henfolge beeinflusst. Fiir die Anzeige von JSF-Seiten sind komponentenspezifische
Renderer zur Trennung von Présentation und Logik definiert. Die Ergebnisseiten wer-
den in HTML oder in Extensible HTML (XHTML) an den Client zuriickgesendet. Die
Navigationsregeln werden zentral in einer Konfigurationsdatei erfasst. Das JSF-
Framework erméglicht die eigene Implementierung und Registrierung von Komponen-
ten im JSF-Framework. Die Verwendung von in JSF vorgefertigten Komponenten ent-
spricht dem Prinzip der Wiederverwendbarkeit Coderedundanzen zu vermeiden und
durch das Verwenden bereits implementierter Komponenten Zeit und Kosten zu sparen.
Das JSF-Framework sieht die Verwendung von AJAX nicht vor. Um trotzdem die Vor-
teile von AJAX nutzen zu konnen, sind Komponentenbibliotheken verfiigbar, die JSF-

Komponenten mit AJAX Funktionalitidten bereitstellen.
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Die Verwendung von JSP und JSF ist aufgrund der Unterschiede u.a. im Life-
Cycle z.T. mit Problemen behaftet. JSF nutzt JSP zur Erstellung der Ergebnisdateien.
Im Unterschied zu JSF verwendet JSP aber zur Strukturierung der Komponenten in ei-
ner Seite keine Baumdarstellung. Stattdessen werden die Elemente vielmehr entspre-
chend ihrer Position in der Seite von oben nach unten abgearbeitet, um auf den Request
einer Komponente einen unmittelbaren Response geben zu konnen. JSF dagegen ver-
wendet einen Komponentenbaum zur Strukturierung der Komponenten und trennt in
einem komplizierteren Life-Cycle klar zwischen der Erzeugung und dem Rendern der
Komponente in unterschiedlichen Life-Cycle-Phasen. Daher kann Facelets [46] JSP als
View-Handler ersetzen, da Facelets auf der Erstellung eines eigenen Komponentenbau-
mes aus den JSF Komponenten basiert. Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung von
Facelets ist die Unabhéngigkeit von einem spezifischen Web-Container, da JSF und JSP
auch ohne Java Platform Enterprise Edition (JEE)S und JSP 2.1 verwendet werden kon-
nen. Im Vergleich zu JSP erzeugt und kompiliert Facelets bei einem ersten Aufruf einer
Webseite im Hintergrund keinen Java-Bytecode, wodurch sich fiir die Seitenerstellung
gegeniiber JSP ein Zeitvorteil ergibt. Des Weiteren unterstiitzen JSP und JSF das in Fa-
celets implementierte Konzept des Templatings nicht, welches die einfache Strukturie-
rung einer Webseite z.B. mit einer einheitlichen Kopf-, Ful und Navigationsleiste er-
moglicht. Zusétzlich bietet Facelets eine verbesserte Debug-Moglichkeit mit einer Spe-
zifizierung der Fehlerlokalisation. Durch die ausschlieSliche Verwendung von XHTML
als Eingabeformat wird bei der Verwendung von Facelets allerdings die Markup-
Unabhéngigkeit von JSF aufgegeben. Damit konnen fiir die JSF-Komponenten nur Fa-
celets-spezifische Renderer verwendet werden. Das Verwenden von JSF-Komponenten
mit Renderern alternativer Anbieter ist mit Facelets nicht mehr moglich.

Die Eingabe von Daten iiber Webformulare ist ab einer bestimmten GroB3enord-
nung nicht mehr komfortabel und praktikabel, insbesondere wenn die Erfassung der
Daten z.T. bereits in Excel- oder Word-Dateien erfolgte. Das Auslesen von Informatio-
nen aus Dokumenten und die Transformation in ein zur weiteren Verarbeitung geeigne-
tes Format fiir z.B. eine Webanwendung erfolgt durch ein Verarbeitungsprozess, der als
Parsen bezeichnet wird. Computerprogramme, die diesen Prozess durchfiihren, werden
als Parser bezeichnet. In der Open-Source-Software Apache Poor Obfuscation Imple-
mentation (POI) steht eine Softwarebibliothek zur Verfiigung, die Methoden zum Par-
sen (Lesen) und Schreiben der gidngigsten Microsoft (MS)-Dokumente wie z.B. MS-
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Word, MS-Excel, MS-PowerPoint und MS-Outlook Dateien beinhaltet. Apache POI ist
in Java implementiert und kann als Application Programming Interface (API) in eine

Webanwendung integriert werden.

2.3 Entwicklungsumgebung und Versionshinweise verwendeter Software und
Bibliotheken fiir die ReSeqLIMS-Implementierung

Die Entwicklung von Software kann durch die Verwendung einer Integrated De-
velopment Environment (IDE) unterstiitzt werden. Eine IDE integriert einen Texteditor
zur Bearbeitung der Quellcodedateien sowie neben Compiler und Debugger je nach
Programmiersprache evtl. auch Interpreter und Linker. Zusétzlich stehen eine Vielzahl
von Formatierungs- und Strukturierungsfunktionen zur Verfiigung. Durch die Verwen-
dung einer IDE werden sowohl die Lesbarkeit des Quellcodes als auch die Ausfiihrung
und das Testen der Software erheblich vereinfacht. Fiir die Entwicklung von Software
mit der Programmiersprache Java eignet sich insbesondere Eclipse [20]. Eclipse ist ein
Open-Source-Software Projekt, das fiir die gingigsten Betriebssysteme erhéltlich ist und
iiber eine Vielzahl von Programmiersprachen spezifischen Plug-Ins verfiigt. Die Ent-
wicklung von dynamischen Webanwendungen wird durch Tools aus dem Web Tools
Platform (WTP)-Projekt [71] unterstiitzt und vereinfacht. Fiir die Versionskontrolle der
Webanwendung wird Subversion [21] verwendet.

Das ReSeqLIMS ist eine dynamische Java-Webanwendung. Fiir die Implementie-
rung wurde Eclipse in der Version 3.4.2 und Java in der Version 1.6 verwendet. Als
Webserver wurde der Apache Webserver 2.2.10 [64] in Verbindung mit Apache Tomcat
6.0 [6] als Servlet-Container aufgesetzt. Die Benutzer- bzw. Weboberfldache sollte als
ein benutzerfreundliches, intuitives und komfortables GUI implementiert werden. Dazu
wurde nicht die in JEES integrierte JSF-Implementierung, sondern Apache MyFaces
1.2.5 [46] verwendet. Der Vorteil von MyFaces gegeniiber der JSF-Implementierung in
JEES sind zusétzliche Komponenten wie z.B. die im ReSeqLIMS verwendete Kalen-
derkomponente. Um auch Komponenten mit AJAX-Unterstiitzung verwenden zu kon-
nen, wurde zusétzlich zu MyFaces die umfangreiche Komponentenbibliothek RichFaces
3.3.2 [50] integriert. Zur Nutzung des Templatings wird Facelets 1.1.15 eingesetzt [33].
Die Grundlage des ReSeqLIMS ist eine umfangreiche Datenbank, in der Labordaten
und Kundeninformationen persistent gespeichert werden. Hier wird die PostgreSQL-

Version 8.1.15 [47] verwendet, obwohl zum Zeitpunkt der Implementierung bereits
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PostgreSQL in der Version 8.4 verfligbar war. Um Datenbankunabhingigkeit zu errei-
chen, wurde die aktuellste Hibernate Version 3.5.5 verwendet, die nur bis zur Post-
greSQL Version 8.1. getestet wurde. Der Versuch Hibernate 3.5.5 [28] mit der Post-
greSQL Version 8.4 zu nutzen, wurde nach auftretenden Instabilititen wieder verwor-
fen. Neben der Datenbank ist eine konfigurierbare Ordnerstruktur auf dem Webserver
zur Speicherung der generierten Excel-, PDF- und Chromatogramm-Dateien erforder-
lich (sieche Anh. A, Abb. 33). Zum Einlesen und Schreiben von Excel-Dateien, z.B. der
Auftragsdatei und der Arbeits- und Ausgabelisten des Pipettierroboters, wird Apache
POI 3.5 beta 4 [5] verwendet. Die Arbeitsliste fiir den DNA-Sequenzierer wird mit Hil-
fe von Standard Java-Methoden im TXT-Format generiert. Das Versenden der system-
seitig generierten E-Mails erfolgt mit Hilfe von Sendmail [58] in der Version 8.13.8, das
in den Apache Webserver integriert wurde, und der Javamail-Bibliothek 1.4.2. Fiir das
Generieren der Portable Document Format (PDF)-Dokumente, wie z.B. der Rechnung
und dem Barcodeaufkleber-Anschreiben, wurde die iText-Bibliothek 2.1.7 [31] ver-
wendet. Die Erstellung der Flash-Tutorials der Hilfeseite erfolgte mit dem Programm
ViewletBuilder 4.5.8 x511 [68].

Die Webanwendung wurde mit den Standard-Webbrowsern Mozilla Firefox (Ver-
sion 3.6.3), Microsoft Internet Explorer (8.0.6001.18702), Apple Safari (Version 4.0.5)
und Google Chrome (Version 5.0.375.99) getestet.
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3 Ergebnisse
3.1 Das ReSeqLIMS-Datenmodell

Vor der Erstellung des Datenmodells erfolgt zundchst die Analyse des Anwen-
dungsbereiches, in der durch Abstraktion die Objekte bzw. Daten des Anwendungsbe-
reiches identifiziert und mit Hilfe des ERMs von Chen modelliert werden, die fiir das
ReSeqLIMS von grundlegender Bedeutung sind. In den folgenden Kapiteln wird das
ReSeqLIMS-ERM systematisch aufgebaut, aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden
aber jeweils nur die neuen ERM-Bereiche grafisch dargestellt und beschrieben. Die Be-
schreibung der ERMs in den folgenden Kapiteln erfolgt synchron zu der modularen
Einteilung des ReSeqLIMS in Kap. 3.2, um die modulare Struktur der ReSeqLIMS-
Webanwendung bereits hier zu betonen. Die definierten ERMs und Kardinalitdten sind
nicht als allgemeingiiltig zu verstehen, da das ReSeqLIMS-Datenmodell spezifisch an
die Anforderungen der Amplikon-Resequenzierung im Rahmen des PBA-Zoo Projektes
angepasst wurde. Auf eine Darstellung der Primérschliissel und Attribute wird in den
ERMs des Kap. 3.1 zugunsten einer besseren Lesbarkeit der ERMs nicht mit aufgefiihrt.

Die Uberfiilhrung der fachkonzeptionellen Darstellung der ReSeqLIMS-
Datenbank in das Datenbankmodell sowie der Implementierung des letzteren wird in
der vorliegenden Dissertation nicht behandelt. Stattdessen wird in Kap. 3.2 die Benut-

zerschnittstelle und Funktionalitit des ReSeqLIMS néher beschrieben.

3.1.1 Datenmodelle des ReSeqLIMS-Labormoduls
3.1.1.1 Methoden und Labororganisation

Ein Labor umfasst Arbeitsplidtze naturwissenschaftlicher Disziplinen, an denen
unter Einhaltung definierter Normen, Regeln und Vorschriften wissenschaftliche For-
schungen und Experimente durchgefiihrt werden. Um ein definiertes Ziel zu erreichen,
werden in einem Labor u.a. Methoden wie z.B. die MLST-Methode angewendet. Me-

thoden, die auf der Bestimmung der DNA-Sequenz basieren sind gemeinsam, dass mit
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der DNA als Ausgangsmaterial anhand der PCR eine Amplifizierung des Ausgangsma-
terials bzw. spezifischer Zielfragmente durchgefiihrt wird. Vor der DNA-Sequenzierung
werden dem Reaktionsgemisch Sequenzierprimer hinzugefiigt, die fiir die DNA-
Sequenzierung der Zielfragmente verwendet werden. Ein Primer(paar), das zur Sequen-
zierung samtlicher Zielfragmente einer Methode verwendet werden kann, wird als Uni-
versal-Primer(paar) bezeichnet, fragmentspezifische Primer demgegeniiber als individu-
elle Primer. Einer Methode muss mindestens ein Mastermix zugeordnet werden, der das
in der PCR zu amplifizierende Fragment definiert (siche Abb. 6). Die Anzahl der Mas-
termixe einer Methode ist vorgegeben durch die Anzahl der in der PCR zu amplifizie-
renden DNA-Sequenzbereiche. Fiir die PCR einer MLST-Methode mit sieben zu analy-
sierenden Haushaltsgenen sind sieben Mastermixe erforderlich. Den methodenspezifi-
schen Mastermixen (Methoden-Mastermix) muss jeweils mindestens ein Primer fiir die

Sequenzierung des DNA-Fragmentes zugeordnet werden (Methoden-Mastermix-

Primer).
Primer on
thoden-
Mastermix-
rime
Mastermix o)
(1,n)
ethoden>
astermi
Methode (.n)

Abb. 6: Eine Methode im Bereich der DNA-Sequenzierung benétigt mindestens einen
Mastermix fiir die PCR und mindestens einen Primer fiir die Sequenzierung.

Methoden konnen, vergleichbar mit einem Rezept, in einzelne Arbeitsschritte dif-
ferenziert werden. In den einzelnen Arbeitsschritten werden z.B. die Mengen und die
Qualitit des eingesetzten Ausgangsmaterials sowie der verwendeten Verbrauchsmateri-

alien des jeweiligen Arbeitsschrittes festgelegt. Die Laborstation definiert den inhaltli-
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chen Rahmen eines Arbeitsschrittes, wobei von konkreten Werten abstrahiert wird (sie-
he Abb. 7). Fiir die MLST-Methode konnen die Laborstationen DNA-Quantifizierung,
DNA-Normalisierung, PCR-Setup, PCR-Produktaufreinigung, Sequenzierungssetup,
Sequenzierungsproduktaufreinigung und die abschliefende DNA-Sequenzierung unter-
schieden werden. Die Reihenfolge der Laborstationen wird durch die paarweise Anord-
nung von Vorginger- und Nachfolger-Laborstation, die als Laborstationspaar bezeich-
net werden, festgelegt. Durch die Modellierung der Reihenfolge als Struktur und nicht

als Sequenz sind fiir eine Laborstation mehrere Vorginger und mehrere Nachfolger

moglich.

Methode (1,1)
(siehe Abb. 6)

Workflow )

Workflow-
Step
(0,n)
aborstation
paar

0,n) om)

Laborstation

Abb. 7: Methoden bestehen aus einer definierten Abfolge von Arbeitsschritten, die je-
weils an Laborstationen abgearbeitet werden.

Eine definierte Abfolge von Laborstationen zur Erreichung eines spezifischen Zie-
les, das durch ecine Methode definiert wird, wird als Workflow bezeichnet. Einem
Workflow muss mindestens ein Laborstationspaar zugeordnet werden (Workflow-Step).
Durch das weitere Hinzufligen von Laborstationspaaren konnen beliebige Workflows

modelliert werden (siche Abb. 8). Methoden, deren Arbeitsschritte auf eine identische
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Abfolge von Laborstationen abgebildet werden kénnen, werden dem entsprechenden

Workflow eindeutig zugeordnet (Workflow-Methode).

Workflow Amplikon-Resequenzierung

DNA- DNA- PCR- PCR- equenzierungs- Sequenzierungs-
Quantifizierung Normalisierung Setup Produktaufreinigung setup produktaufreinigung
DNA- PCR- PCR- equenzierungs- Sequenzierungs- DNA-
Normalisierung Setup Produktaufreinigung setup produktaufreinigung Sequenzierung

Abb. 8: Der Amplikon-Resequenzierung Workflow kann durch das paarweise Anord-
nen von Laborstationspaaren zusammengesetzt werden.

3.1.1.2 Materialien, Optionen und Trigermedien fiir Methoden

Fiir ein Labor gilt, dass die verwendeten Materialien in bestimmten Zustdnden
oder mit bestimmten Eigenschaften in Abhédngigkeit u.a. von den Verarbeitungs- und
Aufbewahrungsmoglichkeiten in einem Labor auftreten konnen. Zur differenzierten
Betrachtung eines Materials mit verschiedenen Eigenschaften muss den Materialien
mindestens eine Option zugeordnet werden (Material-Option, siche Abb. 9). Jedes Ma-
terial bendtigt mindestens ein Tragermedium (Plastikware) auf dem es im Labor trans-
portiert, verarbeitet und gelagert werden kann. Die Material-Option kann Auswirkungen
auf die wihlbare Plastikware haben, so dass die Bestimmung des Trigermediums durch
Zuordnung der Material-Option zu mindestens einer Plastikware erfolgen muss (Materi-
al-Option-Plastikware). Eine Methode ist beschrinkt auf die Verarbeitung bestimmter
Materialien, die evtl. zudem mit bestimmten Eigenschaften und auf gewiinschten Plas-

tikwaren vorliegen bzw. eingesendet werden sollen (Methoden-Option-Plastikware).
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Workflow
Step
iehe Abb @)
Methoden-
Naterial-
DNA-Strang %0
ethoden
DNA-Strang
M n
Methode (1,n) Material-
(siehe Abb. 6) Option-
Plastikware
ateri
Plastikware ©n) Option- ©.n)
\Pias\tikw e
Material (1,n) Material- (1,n)
Option
Option ©.n)

Abb. 9: Methoden lassen sich auf Material-Option-Plastikware Kombinationen und
optional auf eine Auswahl zu sequenzierender DNA-Stringe einschrianken.

Bei einer DNA-Sequenzierung konnen Forward-, Reverse- oder beide Strénge se-
quenziert werden. In der Zuordnung eines DNA-Stranges zu einer Methode wird festge-
legt, welche DNA-Striange eine Methode zur Sequenzierung anbietet. Werden der Me-
thode keine DNA-Stringe zugeordnet, handelt es sich um Methoden wie z.B. die Frag-
mentldngen-Analyse, die nicht mit dem Arbeitsschritt der DNA-Sequenzierung beendet
werden. Fiir die Modellierung der Methoden-DNA-Strang Zuordnung gilt, dass nicht
nur zwischen Forward- und Reverse-Strang unterschieden werden kann, sondern das im
ERM aus Abb. 9 auch die Moglichkeit von DNA-Stringen einzelner Gene zur Auswahl
bei einer Methode definiert ist. Den Workflow-spezifischen Laborstationspaaren kon-
nen Methoden-Material-Option-Plastikware Kombinationen zugeordnet werden. Da-
durch werden alle moglichen Workflow-spezifischen Laborstationspaare festgelegt, an
denen mit der Bearbeitung einer Methoden-Material-Option-Plastikware Kombinatio-

nen begonnen werden kann (Methoden-Material-Option-Plastikware-Workflow-Step).
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3.1.1.3 Verbrauchsmaterialien
An den Laborstationen werden zur Bearbeitung der Laborproben (siehe Kap.

3.1.1.4) Verbrauchsmaterialien eingesetzt (siche Abb. 10).

Laborstation 0,n) Laborprobe
(siehe Abb. 7) (siehe Abb. 11)
Verbrauchs- Fbrauchse
material ©n material- .1 Charge
Charge an

Person
(siehe Abb. 13)

Abb. 10: An einer Laborstation werden Verbrauchsmaterialien fiir die Bearbeitung der
Laborproben verwendet. Fiir die Qualitidtskontrolle werden die Verbrauchsmaterialien
in Chargen eingeteilt, die den Laborproben verbrauchsbezogen zugeordnet werden.

Die Zuordnung Laborstation-Verbrauchsmaterial definiert, welche Verbrauchsma-
terialien an welchen Laborstationen eingesetzt werden. Zur Qualititssicherung werden
die Verbrauchsmaterialien weiter in Chargen eingeteilt (siche Kap. 3.2.3.5). Chargen
sind i.d.R. definiert als ein oder mehrere Reaktionsgefdfle der angesetzten Verbrauchs-
materialien (Verbrauchsmaterial-Charge). Die den Chargen zugeordnete Person (sieche

Kap. 3.1.2.1) ist fiir die jeweiligen Chargen verantwortlich (Person-Charge).

3.1.1.4 Proben und Laborproben im ReSeqLIMS
Das ReSeqLIMS unterscheidet zwischen Proben, die von einer Person eingesen-

det werden, und Laborproben, die im Labor bearbeitet werden (siehe Abb. 11).
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Probe (.1

)ab/\m\ . Workflot
orproben- Step
Worfklow- on iehe Abb

Step

aborproben= (0,n) Charge
Charge (siehe Abb. 10)
aborproben: (0,n) Gerat
Device (siehe Abb. 16)
0111|010

0.1
Laborprobe Eg:; (! Chromatogramm

©.n] ]| 0N

m (1,n) | Arbeitslistenkopf

ALkopf (siehe Abb. 12)
aborproben (0,n) Mastermix
Mastermix (siehe Abb. 6)
aborprober (0,n) Plastikware

lastikware (siehe Abb. 9)

orprobe- ~
{aborproben (1,1)| Laborproben
werte
<wert

Abb. 11: Eine Probe besitzt immer einen startenden Workflow-Step, an dem die Bear-
beitung im Labor beginnt. Die Laborproben durchlaufen Workflow-Steps mit einem
definierten Ziel, z.B. der DNA-Sequenzierung.

Dadurch erfolgt eine strikte Trennung zwischen den Auftrags- und den Laborda-
ten. Die Zuordnung von genau einem Workflow-spezifischen Laborstationspaar zu einer
Probe definiert den Probe-Start-Workflow-Step, also die Laborstation, an der die Bear-
beitung der Probe beginnt. Die moglichen Workflow-Steps, an denen die Bearbeitung
der Probe beginnt, miissen in der Menge der Methoden-Material-Option-Plastikware-
Workflow-Step Kombinationen aus Abb. 9 enthalten sein. Proben, die zur Bearbeitung
im Labor freigegeben werden, werden als Laborproben bezeichnet. Jede Laborprobe
kann eindeutig der (Ausgangs-)Probe zugeordnet werden (Probe-Laborprobe-

Zuordnung). Der aktuelle Workflow-Step, der dem Bearbeitungsstand der Laborprobe
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entspricht, wird durch die eindeutige Zuordnung der Laborprobe zu einem Workflow-
Step definiert (Laborproben-Workflow-Step). An jedem Workflow-Step wird zu einer
Laborprobe die Vorgédnger-Laborprobe vermerkt, die nur im Falle der Start-Laborprobe
in einem Workflow nicht vorhanden ist. Jede Laborprobe befindet sich zu jeder Zeit in
einem Workflow auf einer Plastikware (Laborprobe-Plastikware). Wird eine Laborpro-
be zur weiteren Verarbeitung ausgewihlt und eine Arbeitsliste generiert, werden der zur
Laborprobe gehorende Arbeitslistenkopf (sieche Kap. 3.1.1.5) sowie das Gerit (siche
Kap. 3.1.3) mit dem die Bearbeitung erfolgt, zugeordnet. Der Mastermix bzw. das
Chromatogramm einer Laborprobe kann nur an spezifischen Workflow-Steps zugeord-
net werden, da eine Laborprobe nur im PCR-Setup mit einem bzw. mehreren Mastermix
verarbeitet wird bzw. die Zuordnung der Chromatogramme nur zu den sequenzierten
Laborproben erfolgt. In beiden Fillen ist die Angabe von Mastermix und Chromatog-
ramm zu der jeweiligen Laborprobe eindeutig. Zur Bearbeitung der Laborproben wer-
den an den Laborstationen Verbrauchsmaterialien eingesetzt, die aus Griinden der Qua-
litatssicherung protokolliert werden miissen. Dieses erfolgt durch Zuordnung der aktuel-
len Charge eines Verbrauchsmaterials zu der jeweiligen Laborprobe. Die Verwendung
von z.T. auch mehreren Verbrauchsmaterialien an einer Laborprobe ist optional, da z.B.
keine Zuordnung erfolgt, wenn die Protokollierung von Verbrauchsmaterialien an einer
Laborstation nicht notwendig ist. Treten dennoch qualitative oder technische Méngeln
wéhrend der Laborprozesse auf, kann das Wiederholen von Laborproben an spezifi-
schen Workflow-Steps erforderlich sein (siehe Kap. 3.2.3.4). Fiir die Wiederholung von
Laborproben muss die zu wiederholende Laborprobe, z.B. die bereits sequenzierte La-
borprobe nach der DNA-Sequenzierung, und die zu reaktivierende Laborprobe an der
Laborstation, ab der die Wiederholung erfolgen soll, unterschieden werden. Die zu wie-
derholende Laborprobe und die zu reaktivierende Laborprobe miissen iiber die Vorgén-
ger-Laborproben Verbindung evtl. auch iiber mehrere Workflow-Steps miteinander in
Beziehung stehen. An der reaktivierten Laborprobe wird die zu wiederholende Labor-
probe vermerkt (Wiederholer-Laborprobe). Die Laborprobenwerte der reaktivierten
Laborprobe(n) werden extra gesichert, da bei der anstehenden Wiederholung die alten
Laborprobenwerte der reaktivierten Laborprobe mit neuen Laborwerten iiberschrieben

werden.
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3.1.1.5 Arbeitslisten

Die Bearbeitung der Laborproben erfordert i.d.R. den Einsatz von Geriten, Mate-
rialien und Verbrauchsmaterialien. Die Informationen tiiber die Proben, die Reagenzien
und Verbrauchsmaterialien, die be- und verarbeitet werden sollen, sowie die Mengen
und das Bearbeitungsziel wird in Workflow-Step-spezifischen Arbeitslisten festgehal-
ten. Eine Arbeitsliste besteht aus einem Arbeitslistenkopf, der allgemeine Informationen
der Arbeitsliste enthélt, und den Arbeitslistenpositionen (siche Abb. 12). Einem Arbeits-
listenkopf muss mindestens eine Arbeitslistenposition zugeordnet werden, eine Arbeits-
listenposition kann nur in exakt einem Arbeitslistenkopf vorkommen. Eine Arbeitslis-
tenposition ist eine Menge von Laborproben auf einer spezifischen Plastikware (Ar-
beitslistenposition-Plastikware). Es gilt, dass auch Teilmengen von Laborproben einer
Plastikware in eine Arbeitsliste aufgenommen werden konnen, eine Arbeitslistenpositi-
on aber nicht auf mehrere Plastikwaren verteilt sein kann. Die Arbeitslistenpositionen
einer Arbeitsliste konnen von unterschiedlichen Plastikwaren (Ausgangsplastikwaren)
stammen. Die Arbeitslisten generierende Person ist definiert durch die Arbeitslisten-
kopf-Person Zuordnung. Neben methodenunabhéngigen Laborstationen, wie z.B. der
DNA-Normalisierung, ist an anderen Laborstationen wie z.B. dem PCR-Setup eine Un-
terscheidung der Laborproben nach den Methoden entsprechend der die Laborproben
bearbeitet werden sollen notwendig, da sich z.B. die eingesetzten Reagenzien und Pipet-
tiermuster je nach verwendeter Methode gravierend unterscheiden koénnen. Wird eine
Arbeitsliste an einer methodenspezifischen Laborstation generiert, wird durch die Ar-
beitslistenkopf-Methode die Methode der in einer Arbeitsliste enthaltenen Laborproben
festgehalten. Die Arbeitslistenkopf-Plastikware definiert die Zielplastikware, auf der die
Laborproben nach dem aktuellen Arbeitsschritt vorliegen werden. Es gilt, dass die La-
borproben nach einem Arbeitsschritt nur auf einem Typ Plastikware, aber auf mehreren

Plastikwaren desselben Typs vorliegen konnen.
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Plastikware (0,n)
(siehe Abb. 9) |[(o,n)

(0,n)
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Methode (0,n)
(siehe Abb. 6) .
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(1.n)

Arbeitslistenkopf

Arbeitslisten- | (1,1)
position

Abb. 12: Zur Bearbeitung von Workflow-Step-spezifischen Laborproben miissen Ar-
beitslisten generiert werden.

3.1.2 Datenmodelle des ReSeqLIMS-Kundenmoduls
3.1.2.1 Die Person als ein zentrales Objekt des ReSeqLIMS

Die Person ist ein zentrales Objekt des ReSeqLIMS. Eine Person muss sich u.a. an
der Webanwendung anmelden, Auftrige (siche Kap. 3.1.2.3) generieren und Arbeitslis-
ten zusammenstellen konnen. Personen werden in externe und interne Personen diffe-
renziert. Wihrend die externen Personen (Kunden) nur auf einen stark eingeschrinkten
Funktionsumfang Zugriff erhalten, stehen den internen Personen (Mitarbeitern) weitere
Funktionalititen zur Verfiigung, die insbesondere das Labormodul betreffen. Die Mitar-

beiter lassen sich bzgl. der zugeordneten Funktionalititen in weitere Untergruppen ein-
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teilen, je nachdem ob es sich z.B. um Doktoranden oder um technische Assistenten han-
delt. Generell werden zu einer Person Stammdaten wie z.B. Name, Vorname, Benutzer-
name und Passwort abgespeichert (siche Abb. 13). Die Adresse wird als eigenes Entity
modelliert, um jeder Person neben einer Adresse eine optionale Rechnungsadresse zu-
ordnen zu kénnen. Jede Adresse kann exakt einer Person zugeordnet werden. Eine Per-
son besitzt mindestens eine, im Falle der optionalen Rechnungsadresse maximal zwei
Adressen. Durch die zwingend erforderliche Einordnung in exakt eine Nutzergruppe
werden einer Person spezifische Zugriffsrechte auf Funktionalitdten zugeordnet (Perso-
nen-Nutzergruppe). Die Angabe exakt einer Organisation und optionaler Projekte zu
einer Person erfolgt zur Zuteilung von Material-Option Kombinationen, Methoden und
Konditionen (siche Kap. 3.1.2.2). Die Organisation wird als Organisationshierarchie
modelliert, die z.B. fiir die Zuordnung von Konditionen verwendet werden. Neben den
Methoden und Material-Optionen, die fiir simtliche Personen verfiigbar sind, kann der
Fall eintreten, dass bestimmte Methoden und Material-Optionen nur fiir eine spezifische
Personengruppe oder fiir einzelne Personen verfiigbar sein sollen. Personenspezifische
Methoden und Material-Optionen sind den Personen direkt zuzuordnen, wahrend fiir
Personengruppen die Zuordnung zu Projekten erfolgt, da Projekte als Konstrukte zur
Verwaltung organisationsiibergreifender bzw. eingeschrinkter Personengruppen ver-
wendet werden. Die Methoden und Material-Optionen, die einem Projekt zugeordnet
wurden, stehen sdmtlichen Personen zur Verfiigung, die wiederum dem Projekt zuge-
ordnet wurden. Um Auftrdge generieren zu konnen sind Barcodeaufkleber erforderlich,
die zur Auszeichnung der einzusendenden Plastikware zu verwenden sind. Einer Person

konnen beliebig viele Barcodes zugeordnet werden (Personen-Barcode).
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Abb. 13: Die Person ist ein zentrales Objekt des ReSeqLLIMS.

-33 .-



- Ergebnisse -

3.1.2.2 Die Konditionen des ReSeqLIMS
Konditionen konnen auf den drei Ebenen Organisation, Projekt und Person ange-

gebenen werden.

Organisations
Hierarchie

o1

Organisation Projekt Person Zeitspanne
(siehe Abb. 13) (siehe Abb. 13) (siehe Abb. 13)
£0.n) (0,
(o,n) (0.n) (0,n) (0,n) ©0m) (9,0, (0,n)
(0,n)
©n) Zeit
(0,n)

rgan Projekt
Kondition Kondition

©.n)
(0,n) Workflow-
(o,n) | Preiskategorie

©.n)

orkflows
Step-
rei

-Methoden-
Material

(1.n)

(1.n)

Abb. 14: Konditionen konnen auf den Ebenen Organisation, Projekt und Person defi-
niert werden und beziehen sich i.d.R. auf spezifische Methoden-Material-Option-
Plastikware Kombinationen.

Wiéhrend Konditionen einer Organisation sdmtlichen Personen dieser Organisati-
on zur Verfiigung stehen, wird das Konstrukt des Projektes dazu benutzt einer evtl. auch
organisationsiibergreifenden Personengruppe eine Kondition zuzuordnen. Konditionen,

die einer Person zugeordnet werden, gelten nur fiir diese Person. Eine Kondition wird
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definiert durch die Zuordnung einer Organisation, eines Projektes oder einer Person zu
einer Workflow-Preiskategorie zu einer bestimmten Zeit (siche Abb. 14). Die Modellie-
rung der Zeit ermdglicht neben der Modellierung des Datums der Konditionserstellung
auch die Angabe einer Zeitspanne, die als Struktur modelliert ist und die die Konditi-
onsgiiltigkeit definiert. Die Abrechnungsmoglichkeiten einer Methoden-Material-
Option-Plastikware Kombination werden durch die Zuordnung von mindestens einer
Workflow-Preiskategorie definiert. Die exakten Preise einer Workflow-Preiskategorie
(Workflow-Step-Preise) werden festgelegt durch Zuordnung der Workflow-Steps zu
einer Workflow-Preiskategorie. Die Aufsummierung der Preise fiir die einzelnen
Workflow-Steps von dem startenden bis zum abschlieBenden Workflow-Step bzgl. der
Laborproben, die den Proben eines Auftrages zuzuordnen sind, ergibt den Gesamtpreis

eines Auftrages.

3.1.2.3 Der Auftrag des ReSeqLIMS

Die Person-Labor-Interaktion beginnt mit einem Auftrag, der sowohl von den
Kunden als auch von den Mitarbeitern generiert werden muss, um Proben analysieren
zu konnen. Der Auftragskopf, der allgemeine Informationen eines Auftrages enthélt, die
fiir alle Auftragspositionen gelten, ist definiert durch die Beziehung von einer Person
und der Zeit (siche Abb. 15). Dadurch sind Auftragszeitpunkt und auftragsgenerierende
Person eindeutig definiert. Auftrige konnen von Mitarbeitern fiir Kunden und fiir ande-
re Mitarbeiter generiert werden. Die Person, die einen Auftrag fiir eine andere Person
generiert, wird durch die optionale Zuordnung des Auftragskopfes zu einer Person fest-
gelegt (Auftragskopf-Person). Eine Person verfiigt maximal iiber zwei Adressen (siehe
Kap. 3.1.2.1). Die fiir einen Auftrag zu verwendende Rechnungsadresse ergibt sich
durch die obligate Auftragskopf-Adresse Zuordnung. Die Angabe von E-Mail-
Adressen, die zusitzlich in die Labor-Person-Kommunikation bzgl. eines spezifischen
Auftrages mit einbezogen werden sollen, ist optional. Jeder Auftrag enthélt mindestens
eine Auftragsposition. Eine Auftragsposition ist definiert als Verbindung von Auftrags-
kopf und einer Methoden-Material-Option-Plastikware Kombination. Damit ist eindeu-
tig festgelegt, welches Material mit welcher Eigenschaft auf welchem Trigermedium
mit welcher Methode bearbeitet werden soll. Die Angabe des DNA-Stranges bzw. von
DNA-Stréngen, die zu sequenzieren sind, ist optional (Auftragspositions-DNA-Strang).

Fiir Methoden, die auf der DNA-Sequenzierung basieren, ist fiir alle eingesendeten Ma-
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terialien, die nicht direkt sequenziert werden konnen, der bzw. die DNA-Stringe anzu-

geben. Proben die direkt sequenziert werden konnen enthalten die Sequenzierprimer

bereits. Damit ist die Angabe der zu sequenzierenden DNA-Stringe auch bei Methoden,

die auf der DNA-Sequenzierung basieren, obsolet.

Sammel-
rechnung

Person
(siehe Abb. 13)

(O,n)

(O,n)

Adresse

0,1)

Auftragskopf=

(O,n)

Person

(siehe Abb. 13)

Auftragskopf=
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echnung
kopf Auftragskopf
(1.n)
E-Mail
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(0,n) Zeit (0,n) Probe
(siehe Abb. 11)
1,1
Workflow- @0
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Rrei rob
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Re S-
position- (1,1 (tn) |
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position 0,1) position 0,1)
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(siehe Abb. 9) NI A ; positions-
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(0.n)
(0.n)
Projekt

(siehe Abb. 13)

Abb. 15: Der ReSeqLIMS-Auftrage ist der Ausloser der Kunden-Labor Interaktion.
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Die Zuordnung eines Projektes ist optional und wird aus abrechnungstechnischen
Griinden vorgenommen (Auftragspositions-Projekt) (siche Kap. 3.1.2.2). Jeder Auf-
tragsposition muss mindestens eine Probe zugeordnet werden (Auftragspositions-
Probe), die durch ihren Barcode, bei Mikrotiterplatten zusétzlich durch ihre Plattenposi-
tion, eindeutig identifiziert werden kann.

Eine Rechnung wird fiir einen vollstindig bearbeiteten Auftrag generiert. Der
Rechnungskopf ist dem Auftragskopf entsprechend definiert durch die Beziehung einer
Person und eines Zeitpunktes. Ein Rechnungskopf kann max. einem Auftragskopf zu-
geordnet werden, ein Auftragskopf wird max. einem Rechnungskopf zugeordnet. Eine
Sammelrechnung wird durch das Zusammenfassen mehrerer Rechnungskopfe in einen
gemeinsamen Rechnungskopf erstellt. Wiahrend einem Rechnungskopf mindestens eine
Rechnungsposition zugeordnet ist, steht eine Rechnungsposition in Beziehung zu exakt
einer Auftragsposition, da eine Auftragsposition nur iiber genau eine Rechnungsposition
abgerechnet wird. Zur Definition der gewdhrten Kondition fiir eine Auftragsposition
erfolgt die Zuordnung einer Rechnungsposition zu einer Workflow-Preiskategorie-

Methode-Material-Option-Plastikware Kombination (Rechnungspositions-Preis).

3.1.3 Datenmodell des ReSeqLIMS-Geritemoduls

Das Gerdatemodul des ReSeqLIMS verwaltet die zur Bearbeitung von Methoden
eingesetzten Gerite eines Labores (sieche Abb. 16). Ein Gerdt muss genau einer Gerite-
gruppe zugeordnet werden, eine Gerédtegruppe kann mehrere Geréte beinhalten. In der
Zuordnung Geridtegruppe zu einer bestimmten Laborstation wird festgelegt, welche Ge-
rite an einer Laborstation verwendet werden konnen (Gerdtegruppe-Laborstation). Je
nach verwendetem Gerdt an einer Laborstation wird in der Gerdte-Plastikware-
Laborstation Beziehung definiert, welche und wie viele einer bestimmten Plastikware
an einer Laborstation auf einem Gerdt als Ausgangs- und Zielplastikware eingesetzt
werden konnen. Einem Gerét kdnnen optional Protokolle zugeordnet werden, die bei

einem Geréteeinsatz zur Verwendung kommen und ausgewahlt werden konnen.

-37 -



- Ergebnisse -
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Plastikware (0,n)
(siehe Abb. 9)

Abb. 16: Das ReSeqLIMS-Geriatemodul verwaltet gerdtespezifische Eigenschaften.

3.1.4 Moduliibergreifende Datenmodelle
3.1.4.1 Die Verwendung von Status zur Fortschrittsanzeige

Um den Fortschritt der Prozesssierung von Auftragen, Proben, Laborproben oder
Rechnungen einfach und iibersichtlich verfolgen zu konnen, erhalten die Objekte im
ReSeqLIMS einen kontextsensitiven Status, der dem aktuellen Bearbeitungsstand der
Objekte entspricht (sieche Anh. B). Der Status ist als eigenes Entity definiert (siche Abb.
17). Jedes Objekt, das einen Status besitzt, kann immer nur einen spezifischen Status
besitzen. Eine Ausnahme bilden die Laborstationen. Die Zuordnung von exakt zwei
Status zu einer Laborstation definiert einen Status flir Laborproben, die noch prozessiert
werden miissen, sowie einen Status flir Laborproben, die an der entsprechenden Labor-

station bereits prozessiert wurden.
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Abb. 17: Status geben im ReSeqLIMS Auskunft iiber den Fortschritt der Prozesssie-
rung von Auftrigen, Auftragspositionen, Proben, Laborproben und Rechnungen.

3.1.4.2 Konfiguration, Fehlermeldungen, Systembarcode und Datenbanksperre
Wihrend die bisher beschriebenen ERMs sich mindestens in einem Entity {iber-
schneiden und sich damit in ein einziges ERM zusammenfassen lassen, gibt es einige

Entities, die ohne Verbindung zu anderen Entities modelliert werden mussten. Diese
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sind insbesondere fiir konfigurations- und aktionsbedingte Einstellungen der ReSeq-
LIMS Anwendung notwendig.

Das Entity Konfiguration beinhaltet allg. Konfigurationseinstellungen des ReSeq-
LIMS wie z.B. Ordnerpfade, Adressen und E-Mail-Adressen. Die Konfigurationsein-
stellungen sind {iber die ReSeqLIMS-Weboberflache zu administrieren.

Die Nutzermeldungen werden zentral im Entity Nutzermeldungen modelliert und
konnen z.B. bei fehlenden, falschen oder falsch formatierten Eingaben als Feedback und
zur Benutzerfithrung angezeigt werden. Die Nutzermeldungen kénnen {iber die ReSeq-
LIMS-Weboberfliche administriert werden.

Um den Mehrbenutzerbetrieb zu gewéhrleisten, werden Aktionen, in denen
schreibend und lesend auf Datenbankdaten zugegriffen wird, exklusiv fiir einen Benut-
zer gesperrt. Um moglichst geringe Nutzungsbeschriankungen zu erhalten, werden spe-
zifische Sperrbereiche definiert. Der sperrende Nutzer, der Zeitpunkt der Sperre und der
Sperrbereich werden im Entity Arbeitsmodus modelliert. Gesperrte Bereiche werden bei
Inaktivitit des sperrenden Nutzers nach einer einzustellenden Zeitspanne automatisch
wieder freigegeben.

Der Barcode des ReSeqLIMS kann in einen alphanumerischen und einen numeri-
schen Bestandteil differenziert werden. Der alphanumerische Teil eines Barcodes be-
steht aus einem Buchstaben des Alphabets oder eines Sonderzeichens wie z.B. das @-
Zeichen, wobei Umlaute ausgeschlossen sind. Fiir systemintern generierte Barcodes
(siche Kap. 3.2.3.3) muss der zu verwendende Buchstabe sowie der numerische Teil

definiert werden. Beide Teile werden iiber das Entity Systembarcode modelliert.

3.2 Das ReSeqLIMS
3.2.1 Die ReSeqLIMS-Webanwendung

Die ReSeqLIMS-Webanwendung ist unter der Internetadresse http://www.pba-
zoo.de im WWW durch die Verwendung eines Webbrowsers erreichbar. Inkompatibili-
titen, die Auswirkungen auf die Darstellung oder Funktionalitit der ReSeqL.IMS-
Webanwendung haben, sind bei der Verwendung des Microsoft Internet Explorer, des
Mozilla Firefox, des Apple Safari und des Google Chrome (zu den jeweiligen Versio-
nen sieche Kap. 2.3) nicht aufgetreten. Die ReSeqLIMS-Webanwendung strukturiert das
Browserfenster in drei Abschnitte (siche Abb. 18).
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PBA-Zo0 Re-Sequencing Center

Welcome to the BMBF funded PBA-Zoo Re-Sequencing Center

DNA-sequence-based typing tools offer several keen advantages over DNA-banding pattern methods

B as well as phenotypical methods, as they are unambiguous (ACGT'), produce 'data for eternity’, are of

Iﬂ Login additive character, are simply portable between laboratories, and can easily be accessed through web-
linked applications, thus offering the possibility to be globally available. In addition, due to their

m unambiguous character, an international nomenclature can be applied.

News

Therefore, the BMBF funds as part of the cross-sectional activity PBA-Zoo (Phylogeny, Bioinformatics
and Amplicon Re-Sequencing of Zoonotic Pathogens) the establishment of a service for high-
throughput DNA sequence generation (multi-capillary machine and specimen handling robot) of
amplicons and data analysis that is offered to all BMBF zoonosis networks (BMBF Amplicon

Help Re-Sequencing Center at the University Hospital Minster).

Links @

Contact Funded by ©

Imprint * | Federal Ministry

Sequencing
Instructions

of Education
and Research

Abb. 18: GUI der ReSeqLIMS-Webanwendung. (A) zeigt die Navigationsleiste, (B) die
Kopfzeile, der Inhalt und die Funktionalitdt befindet sich in (C).

Auf der linken Seite befindet sich die Navigationsleiste (A), die einen Zugriff auf
die Hauptfunktionalititen der Anwendung ermdglicht. Die Kopfzeile (B) enthédlt den
Titel der ReSeqLIMS-Webanwendung. Der zentrale Bereich (C) ist der Content-
Bereich, der zur Anzeige des Inhaltes und der Funktionalitit genutzt wird. Als Sprache
der ReSeqLIMS-Webanwendung wurde Englisch festgelegt. Die ReSeqLIMS-
Webanwendung unterscheidet einen offentlichen und einen nicht-6ffentlichen Bereich.
Der offentliche Bereich umfasst Meniipunkte tiber die allgemeine Informationen z.B.
iiber verwendete Sequenzierungsprotokolle, eine Hilfeseite und eine Kontaktmdglich-
keit tiber ein Webformular zu erreichen sind. Auf der Hilfeseite sind grundlegende In-
formationen zur Verwendung der ReSeqLIMS-Webanwendung aufgefiihrt. Hier befin-
den sich neben zwei Tutorien, die in einer Flash-Animation den Registrierungs- und den
Bestellprozel3 erkldren, auch die fiir einen Auftrag zu verwendenden Auftragstemplates
(siehe Kap. 3.2.6.1) im Excel-Format, grundlegende Bedingungen an die einzusenden-
den Proben und die Anschrift, an die die Proben gesendet werden miissen. Fiir den
nicht-6ffentlichen Bereich ist eine Registrierung erforderlich.

Entsprechend des Datenmodells konnen im ReSeqLIMS ein Kunden-, ein Labor-

und ein Geridtemodul unterschieden werden (siche Kap. 3.1).
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3.2.2 Das ReSeqLIMS-Kundenmodul
3.2.2.1 Die ReSeqLIMS-Registrierung

Der Zugang zum nicht-6ffentlichen Bereich der ReSeqLIMS-Webanwendung ist
nur nach vorheriger Registrierung moglich. Wéhrend der Registrierung werden die Per-

sonenstammdaten per Webformular erfasst (siche Abb. 19).

PBA-Zoo Re-Sequencing Center

PBA-Zoo Re-Sequencing Center

Create a new user account (* mandatory field) Your account has been created succassfully!
Title :] It will be activated by our laboratory staff as soon as possible
Lasinameg [ An e-mail will inform you when your account is available for log in
= ” . [ "
ﬂ Name ) ﬂ Important. Your customer ID is 55
ick here to print a regisiration overview.
ome ome
News Companynsuirt | [News
Sequencing DepSiS s ) Sequencing
Instructions Street or P.O. Box* [ Instructions
Help PSS 7] Help
i ciy C—— 7]
Links e Links
Contact Contact
Couny: ]
Imprint Telephone® ] Imprint
@ e —
T =
Comment
(projects, networks, methods, etc.)
[ Add a separate billing address
Continue Registration

Abb. 19: Wihrend der Registrierung an der ReSeqLIMS-Webanwendung werden in
einem Webformular die Personenstammdaten erfasst (A). Nach der erfolgreichen Re-
gistrierung wird die Kundennummer generiert (B).

Durch das AbschlieBen der Registrierung wird ein neues Benutzerkonto angelegt,
indem die Personendaten mit einer eindeutigen ID (Kundennummer) in der Datenbank
abgespeichert werden. Im Gegensatz zu anderen Webanwendungen, bei denen nach
erfolgreicher Registrierung das Anmelden an der Webanwendung und damit der Zugriff
auf den nicht-6ffentlichen Bereich direkt moglich ist, muss ein Benutzerkonto der Re-
SeqLIMS-Webanwendung zunidchst durch einen Mitarbeiter aktiviert werden. Die ma-
nuelle Aktivierung eines Benutzerkontos ist erforderlich, da einer Person eine Nutzer-
gruppe und eine Organisation zugeordnet werden muss (siehe Kap. 3.1.2.1). Wéhrend
die Nutzergruppe die Funktionalitit definiert, die einer Person nach einem Login zur

Verfligung steht, ist die Zuordnung einer Organisation erforderlich, um die korrekte
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Zuteilung von Konditionen auf Organisationsebene zu gewéihrleisten. Zusatzlich konnen
bei der manuellen Benutzerkontenaktivierung die flir Auftrige bendtigten Barcodes
bzw. Barcodeautkleber einer Person zugeordnet und der Versand veranlasst werden. Als
Nebeneffekt der manuellen Benutzerkontenaktivierung ist zudem beabsichtigt und zu
erwarten, dass die Zahl der willkiirlichen Registrierungen ohne reales Nutzungsinteresse
stark eingeschriankt bzw. verhindert werden kann.

Der nach einem Login geladene Startbildschirm und die Anzahl der Meniipunkte
der Navigationsleiste sind abhingig von der Nutzergruppe der angemeldeten Person
(siche Abb. 20).

PBA-Zoo Re-Sequencing Center

‘You are logged in as David Schmitz-Hubsch

Choose Address & Check &
Specify Order Condition Confirm Order @
o .

ase always use the latest versiontt)

£ Logout

Home )

News

Place Order

Specify your order and load up the order Excel form

Your name David Schmitz-Hibsch
Your customer-ID 4
Method: Please select a metho

Order
Overview

strand
Material
Profile

opt
Sequencing phon

Instructions Plasticware:

il Upload Excel order form

Links Reset

Contact

Imprint

FFunded by

o

Contact

Abb. 20: Beispiele fiir Startbildschirme nach erfolgreichem Login an der ReSeqLIMS-
Webanwendung. Kunden sehen den ,,Place Order- (A), Mitarbeiter den ,,Order Over-
view“-Bildschirm (B). Die Meniipunkte der Navigationsleisten in (A) und (B) richten
sich nach den Nutzergruppen, z.B. fiir den Kunden (A) und den Administrator (B).

Wiéhrend der Administrator (sieche Abb. 20 (B)) auf alle Funktionen zugreifen
kann, werden die Nutzungsrechte fiir z.B. Labormitarbeiter und Kunden (siche Abb. 20
(A)) sukzessiv eingeschriankt. Eine Nutzergruppe im ReSeqLIMS besteht datenbanksei-
tig aus einer Folge von booleschen Variablen, die jeweils eine Funktionalitit reprasen-
tieren. Durch das Setzen der booleschen Variablen wird die Funktionalitit in der ent-
sprechenden Nutzergruppe freigegeben. Auf der Ebene des GUIs werden die boole-

schen Variablen dazu benutzt, die Funktionalititen nutzergruppenspezifisch ein- und
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auszublenden. Die Profildaten der registrierten Anwender kdnnen {iber die ReSeqLIMS-
Weboberfliche verwaltet werden. Von Anderungen ausgeschlossen sind ausschlieBlich
der Benutzername und die Kundennummer, die fiir die eindeutige Identifikation einer

Person verwendet werden.

3.2.2.2 Die ReSeqLIMS-Konditionsverwaltung

Die ReSeqLIMS-Konditionen konnen auf den drei Ebenen Organisation, Projekt
und Person zugeordnet werden (siehe Kap. 3.1.2.2). Das Konstrukt des Projektes er-
moglicht es neben organisations- und personenspezifischen auch organisationsiibergrei-
fende Konditionen an eine Gruppe von Personen zu vergeben. Generell konnen bei den
Konditionen des ReSeqLIMS zeit- und mengenbezogene Konditionen unterschieden
werden. Die zeitbezogenen Konditionen definieren Konditionsbedingungen fiir einen
bestimmten, befristeten Zeitraum ohne Beschrinkung der Auftragsmenge, wéhrend die
mengenbezogenen Konditionen Konditionsbedingungen definieren, die sowohl fiir ei-
nen Zeitraum als auch fiir eine spezifische Auftragsmenge gelten. Durch die Zuordnung
von  Methoden-Material-Option-Plastikware =~ Kombinationen = zu  Workflow-
Preiskategorien, die Bestandteil der Organisations-, Projekt- oder Personenkondition
sind, sind sowohl zeit- als auch mengenbezogene Konditionen immer auf eine oder
mehrere Methoden-Material-Option-Plastikware Kombinationen bezogen (siche Kap.
3.1.2.2). Fiir diese Kombinationen gelten die Workflow-Step-Preise, die der entspre-
chenden Workflow-Preiskategorie zugeordnet sind. Uber das ReSeqLIMS kénnen fiir
Kunden und Mitarbeiter zeitbezogene Standardkonditionen definiert werden, die ver-
wendet werden, wenn keine weitere Zuordnung von Konditionen zu Organisationen der
Organisationshierarchie sowie Projekten der Person bzw. der Person selber vorgenom-

men wurde.

3.2.2.3 Der ReSeqLIMS-Auftrag

Nach der Registrierung an der ReSeqLIMS-Webanwendung ist der Auftrag Aus-
16ser der Kunden-Labor Interaktion. Ein Auftrag ist definiert durch die Auftragsparame-
ter, die mit einer Dropdown-Komponente festgelegt werden (siche Abb. 20 (A)). Wie
die tlberwiegende Mehrzahl der mit Werten vorbelegten JSF- oder RichFaces-
Komponenten der ReSeqLIMS-Webanwendung, stammen die Auswahlelemente des

Auftragsdropdowns aus der ReSeqLIMS-Datenbank. Die Besonderheit des Auftrags-
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dropdowns ist die Verkettung mehrerer Dropdown-Listen. Durch die Verkettung wird
erreicht, dass die Elemente einer Dropdown-Liste durch den selektierten Wert der vo-
rangegangenen Dropdown-Liste bestimmt werden. Unzulédssige Methoden-Material-
Option-Plastikware Kombinationen konnen durch die verketteten Dropdown-Listen
ausgeschlossen werden. Die logisch sinnvolle Auswahlreihenfolge ist durch das Sperren
einer Dropdown-Liste, bis an der vorherigen Dropdown-Liste eine Auswahl erfolgte, fiir
den Nutzer intuitiv festgelegt. Das Einlesen der Auftragsdatei (siche Kap. 3.2.6.1), die
die Probendaten des Auftrages enthilt, ist erst nach der Auswahl der Auftragsparameter
moglich. Wahrend des Einlesens wird zur Vermeidung von nicht korrekten Eingaben
tiberpriift, ob Material und Plastikware der Auftragsdatei mit den Auftragsparametern
iibereinstimmt. Nur bei einer Ubereinstimmung werden die eingelesen Proben zur Kon-
trolle der Probenbarcodes und -namen tabellarisch angezeigt. Fiir die Proben eines Auf-
trages verwendet das ReSeqLIMS standardmiBig die glinstigste, zeitbezogene Konditi-
on, die fiir die Methoden-Material-Option-Plastikware Kombination des Auftrages ver-
fligbar ist, da fiir diese keine mengenmafige Beschrinkung besteht. Sind zusétzlich zu
den zeitbezogenen auch quantitative Konditionen verfiigbar, werden diese aufgrund der
Mengenbeschrankung fiir eine aktive Auswahl durch den Auftraggeber tabellarisch auf-
gelistet. Aus den maximal zwei Adressen einer Person kann wéhrend des Bestellprozes-
ses die als Rechnungsadresse zu verwendende Adresse ausgewihlt werden. Eine Uber-
sichtseite fasst die Auftragsinformationen iibersichtlich zusammen, das Bestitigen der
AGBs und das Absenden des Auftrages lésst einen rechtlich abgesicherten Auftrag zu-
stande kommen. Der dreistufige BestellprozeB3 fiir Kunden, der sich aufteilt in die Spezi-
fikation der Auftragsparameter, der anschlieBenden Auswahl von Kondition und Rech-
nungsadresse und der abschlieBenden Auftragsbestitigung, ist fiir Mitarbeiter zeitspa-
rend auf einen Schritt verkiirzt. Alle Einstellungen konnen direkt auf einer HTML-Seite
vorgenommen werden. Definieren Mitarbeiter eine Person fiir die sie einen Auftrag an-
legen wollen, orientieren sich die auswihlbaren Konditionen und Adressen nach der
spezifizierten und nicht nach der angemeldeten Person.

Die Zuordnung der Barcodes bzw. Barcodeaufkleber, die in einem Auftrag zur
Auszeichnung der Plastikware verwendet werden, erfolgt systemintern zu der Organisa-
tion, die in der Organisationshierarchie der Organisation einer Person am hdchsten
steht. Personen, die einer Organisation in der gleichen Organisationshierarchie zugeord-

net sind, konnen so auf die identische Menge von Barcodeautklebern zuriickgreifen.
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Dadurch konnen Personen, die einer Arbeitsgruppe angehoren, eine gemeinsame Menge
von Barcodeaufklebern verwenden. Die direkte Zuordnung einer Person zu einer Menge
von Barcodeaufklebern definiert gleichzeitig einen eindeutigen Ansprechpartner, an den
die Barcodeaufkleber versendet wurden. Die fiir einen Auftrag verwendeten Barcode-
aufkleber werden systemseitig aus der Menge verfligbarer Barcodeautkleber entfernt.
Uber das ReSeqLIMS konnen Mitarbeiter mit den entsprechenden Nutzungsrechten
personenspezifische Barcodeaufkleber-Thresholds definieren. Wird die Anzahl der fiir
eine Person verfiigbaren Barcodeautkleber unterschritten, wird systemseitig eine E-Mail
generiert, die die Labormitarbeiter iiber das Unterschreiten des Grenzwertes informiert
(siche Kap. 3.2.2.5). AnschlieBend kann das Versenden neuer Barcodeaufkleber veran-
lasst werden.

Die Benennung der Proben eines Auftrages obliegt vollstindig dem Auftraggeber.
Dies ist insbesondere unter dem Aspekt automatisierter Downstream-Analysen generier-
ter Chromatogramme von Bedeutung. Fiir eine geeignete Probenbenennung ist zu be-
achten, dass das ReSeqLIMS den Laborprobennamen systemseitig, im Amplikon-
Resequenzierung Workflow z.B. nach Beendigung der Laborprobenbearbeitung an den
Laborstationen PCR- und Sequenzierungssetup, um den Gen- und den Primernamen
erweitert. Als Trennzeichen der Namensbestandteile wird jeweils der Unterstrich ver-
wendet. Die sprechenden Dateinamen konnen von Software-Produkten wie z.B. Applied
Maths BioNumerics [13] und Ridom SeqSphere [51] verwendet werden, um die fiir eine
automatisierte Downstream-Analyse erforderliche Sortierung der Chromatogramme
automatisiert durchzufiihren. Die Sortierung erfolgt zundchst anhand des ersten Teiles
des Probennamens, der vom Auftraggeber vorgegeben wird. Eine sinnvolle Benennung
der Proben durch den Kunden entscheidet daher iiber die sinnvolle Kategorisierung der
Chromatogramme in einer an die Resequenzierung anschlieBenden automatisierten
Downstream-Analyse. Die kategorisierten Chromatogramme werden daraufhin anhand
des Gennamens in Allelen angeordnet, fiir die automatisiert eine Konsensussequenz
berechnet wird. Der automatisierte Abgleich der Konsensussequenz mit einer Referenz-
datenbank liefert die Allelnummer des identifizierten Allels zuriick. Die Allelnummer
Kombination einer Auftragsprobe definiert das Allelprofil und damit den resultierenden

MLST-Sequenztyp [22].
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3.2.2.4 Die ReSeqLIMS-Auftragsiibersicht

Der Status eines Auftrages kann unter dem Meniipunkt ,,Order Overview* abge-
fragt und verfolgt werden (sieche Abb. 21 X). Die Reiter zeigen die unterschiedlichen
Auftragskategorien. Die Einteilung der Auftrage in die jeweiligen Kategorien erfolgt
anhand des Auftragsstatus. Auftrage, die sich im Laborworkflow befinden, werden z.B.

unter der Kategorie ,,Arrived* angezeigt, bereits freigegebene Auftrige unter der Kate-

gorie ,,Approved”. Die Darstellung der Auftrage erfolgt tabellarisch, wobei zu jedem
Auftrag hierarchisch angeordnete Detailebenen abrufbar sind (siche Abb. 21 (A) - (D)).

PBA-Zoo Re-Sequencing Center

You e uggead 123 Bavid Sclinle-HCbh
Leave Work Mode | (Currenty logged by David Schmic-Hibsch)
[NotArrived 0| | Not Complety Arrived (0| | Arrived (121 | Finished (0| | Approved (12¢) | [ esigned (9]
{2 Logout Order Overview
H rder or Customer| ¢, Chromatogram Zip File Lice status X Reactvate Order @
eme jarc s [:] 0 . n ol
News w pprovea
Place Order Msey | 213520103253 108 “ Order appraved
Order Alses | 202010 33041 10w a order approve
Overview
M2 143200005325 108 (B s Order appraved
Profile
;;;;; 1402010 34747 108 w
List
Management Mses | 1205201011183 108 W
Laboratory | awez w
Management
mzo1 2
Consumables
Management
User Group Order Position Plate " Reactivats
Position sta
Management Barcodes Barcade Order Posit
- Mo o | mem
Management
sample Detailis)
Condition Positi Sampl Number of Edit
Management | | sarcose | POSton Sample Name Sorple  Mmberof e X B nctuto Sample | Show dtas
Project mool a oot HusECOA2_ECst002_1558_F 0 Sampie opproved | 7] e gets
management
Chromatogram Deail(s)
Billing -] (2),
By Extended sample name Chiomatogram Chromatogram date| MBQ Q20 ratio Sequence stausX
——— 1 HUSECOH2_ECH0002_LS_F | AL201_ACK_001_HUSECOA2 o " o o
Management
moo e oot HuSECOZ ECS007S 42 F o El (show detals
Search
maol o 001 HUSECOAZ_ECS0053 23 F 0 Bl Show detals
Scquencing
Insiructions e o oot HusECHZ ECS1100 275 F o E}
Help P oot HuSECOZ_ECS0204 40.F 0 El
Links mzl R 001 HUSECD42 ECS0266 307 F 0 a
Contact aL200 61 001_HUSECM2_ECs0406 61 F o 3
Imprint
mool m oot HuSECOA? ECsbaa 205 F o B}

Abb. 21: In der Auftragsiibersicht kann der Status (X) eines Auftrages eingesehen, De-
tailinformationen angezeigt ((A) - (D)) und z.B. die Chromatogramme in einer gezipp-
ten Ergebnisdatei heruntergeladen werden (E).

Auf der ersten Ebene (A) stehen die allgemeinen Auftragsinformationen, die den
Attributen des Auftragskopfes und zusammenfassbaren Informationen der Auftragsposi-
tionen entsprechen. Die zweite Ebene (B) beinhaltet Informationen der einzelnen Auf-
tragspositionen inkl. zusammenfassbarer Informationen der Proben, wéhrend die Pro-
beninformationen in der Detailansicht auf der dritten Ebene (C) angezeigt werden. Das
Laden und Anzeigen der Tabellen erfolgt erst bei einem Aufruf der jeweiligen Detail-
ebenen. Dadurch sind die Ladezeiten auf das Notwendigste reduziert. Aus Griinden der

Ubersichtlichkeit ist immer nur die Detailebene bzw. Detailebenenhierarchie eines Auf-
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trages sichtbar. Bei den freigegebenen Auftrigen kann zusitzlich eine Detailebene (D)
nach der Probenebene (C) aufgerufen werden, die Informationen der sequenzierten La-
borproben inklusive der verlinkten Ergebnisse, z.B. der Chromatogramme, anzeigt. Die
Ergebnisse eines Auftrages stehen auf Auftragsebene als gezippte Ergebnisdatei zum
Download zur Verfiigung (siche Abb. 21 (E)). Die Struktur der gezippten Ergebnisdatei
ist angelehnt an den Auftrag und dessen beinhaltender Proben (sieche Anh. C, Abb. 34).
Das Rechnungswesen schlieit einen Auftrag bzw. mehrere Auftrige mit der Er-
stellung einer Rechnung bzw. Sammelrechnung ab (siehe Kap. 3.2.6.3). Die fiir eine
Auftragsposition verwendete Kondition wird mit der Rechnungsposition, die der Auf-
tragsposition direkt zugeordnet ist, in der Datenbank abgespeichert und gewaihrleistet
die korrekte Abrechnung im Rechnungswesen. Auch das Rechnungswesen arbeitet mit
Status. Neben noch nicht verrechneten Auftragen (,,Unbilled*) gibt es offene (,,Open®)
und bezahlte (,,Paid*) Rechnungen (siche Anh. B). Die Statusverdnderungen der Rech-
nungen sind ausschlieBlich fiir den Mitarbeiter einsehbar. Nach der Rechnungserstel-
lung durch einen Mitarbeiter wird die generierte PDF-Rechnungsdatei automatisch an
die fiir die Rechnungen verantwortliche Person gesendet und von dieser nach einer
Uberpriifung dem Kunden per Post zugestellt. Die Rechnungsparameter, wie die fiir
Rechnungen und Riickfragen verantwortliche Person sowie die Zahlungsfrist, sind iiber

die ReSeqLIMS-Weboberfliche konfigurierbar.

3.2.2.5 Die ReSeqLIMS-E-Mail-Kommunikation

Die Kunden-Labor Interaktion wird unterstiitzt durch eine automatisierte E-Mail-
Kommunikation (sieche Abb. 22). Ziel der systemgestiitzten E-Mail-Kommunikation ist
die unmittelbare Benachrichtigung der Kunden, z.B. bei eingegangenen Auftrigen oder
bereitgestellten Auftragsergebnissen, ohne dass von Mitarbeitern manuell eingegriffen
werden muss. Nur die Beantwortung der Kontaktformular E-Mails erfolgt weiterhin

manuell durch einen Mitarbeiter.
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- -Kontaktformular tber GUI absenden-> Kontakt- ——Eingangs-Benachrichtigung——>

«———Sende-Bestitigung———— formular

Cmm e Antwort per E-Mail -~ - - ----------—-———————
Benachrichti Profil- Profil iiber GUI &nd

«———Benachrichtigung éinderungené__" rofil Uber andern-—---

—-Neues Passwort Gber GUI anfordern-> Passwort
<———Neues Passwort erhalten generieren

< -Rechnung Giber GUI generieren—-
Rechnungs-PDF——
Kunde Mitarbeiter

Rechnung

Mitteilung Threshold

Barcode unterschritten
«— Mitteilung Barcodes hinzugefugt—— Aufkleber  _Barcode-Aufkleber zugeordnet - —

«——Registrierungs-Bestatigung

Aktivierungs-Bestatigung +
Passwort

—Registrierungs-Benachrichtigung—
Registrierung
< ——-Neuen Account aktivieren- - ——

——————— Auftrag generieren-—-—---> ——NMitteilung neuer Auftrag——>

<—Bestatigung Probeneingang

< ——-Probeneingang kontrollieren— - -

oder
<Mitteilung Probeneingang unvolistandig- Auftrag

<—Mitteilung Auftrag abgeschlossen— c———== Auftrag freigeben - - - ---

Abb. 22: Darstellung der automatisierten E-Mail-Kommunikation des ReSeqLIMS.
Durchgezogene Linien reprdsentieren systemgenerierte E-Mails, gestrichelte Linien
repriasentieren manuelle Aktionen durch den Mitarbeiter oder den Kunden.

3.2.3 Das ReSeqLIMS-Labormodul
3.2.3.1 Allgemeines zum ReSeqLIMS-Labormodul

Das ReSeqLIMS-Labormodul ist mit seinem Listenmanagement (,,List Manage-
ment®) der Arbeits-/Sequenzier- und Ausgabelisten das umfangreichste Modul des Re-
SeqLIMS. Ziel des ReSeqLIMS-Labormoduls ist die liickenlose Verfolgung der Proben
bzw. Laborproben und Dokumentation aller Arbeitsschritte eines Workflows, von den
Proben eines Auftrages bis zu den Ergebnissen, um eine optimale Qualitdt und Prozess-
sicherheit zu garantieren. Die Arbeitsschritte eines Workflows sind durch die Integrati-
on der Gerite eines Labores sowie die Ubernahme unterstiitzender Aufgaben wie z.B.
das Erstellen der Arbeitslisten bestmoglich zu unterstiitzten, um den Hochdurchsatz von

Laborproben zu ermdglichen. Die Erfassung und Verfolgung der Proben von ihrem Ein-
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treffen im Labor bis zur Auftragsfreigabe nach der Qualitétspriifung der Resequenzie-
rungsergebnisse basiert auf der Verwendung von Barcodes. Bereits beim Eintreffen der
Proben eines Auftrages im Labor werden die Probenbarcodes erfasst und mit den Pro-
benbarcodes der Auftragsdatei systemseitig verglichen. Eine Freigabe der Proben fiir
das Labor ist erst nach der vollstdndigen und korrekten Erfassung der Auftragsbarcodes
moglich. Nach der Freigabe fiir das Labor ist jede Laborprobe durch ihren Barcode (bei
Verwendung von Reaktionsgefdllen) bzw. zusétzlich der Plattenposition (bei Verwen-
dung von Mikrotiterplatten) und ithrem Workflow-Step eindeutig identifizierbar. Der
Workflow-Step ist zur eindeutigen Identifizierung erforderlich, wenn Laborproben an
einer Laborstation nicht auf eine neue Plastikware pipettiert werden und dadurch keinen
neuen Barcode erhalten, wie es z.B. bei der PCR-Produktaufreinigung vorkommen
kann. Hier liegen anschlieBend systemtechnisch zwei Laborproben vor, eine unaufge-
reinigte und eine gereinigte Laborprobe, die anhand ihres Barcodes und ihrer Plattenpo-
sition nicht mehr unterschieden werden konnen. Wird zusétzlich der Workflow-Step zur
Identifikation verwendet, liegen auch systemseitig zwei differenzierbare Laborproben
vor. Fiir eine liickenlose Verfolgung der Laborproben von der Ausgangsprobe bis zu
den Ergebnissen in einem mehrstufigem Workflow (im Amplikon-Resequenzierung
Workflow z.B. den Chromatogrammen), ist die Verkettung der Laborproben erforder-

lich (sieche Abb. 23).

[ 1D T Barcode [ Pos. ]
Probe [Toor [ A1z3d | A1 ]

ID | Barcode [ Pos. [ V-ID] 1D ]

. [1ID ]
1. Laborstation [T A4 [ A1 [ - [ 1001 |
I

ID | Barcode | Pos. [ VIID] 1D ] ID | Barcode [ Pos. [ V-ID] 1D ]

ion | [ID ]
2. Laborstation [ 54—oas 1w 7 Toor] [ a6 [ 1 T oor]

ID | Barcode | Pos. [V-ID] ID ] ID | Barcode | Pos. [ V-ID ] ID ]

ion | I
3. Laborstation [ 4] A4567 [ G2 | 2 [ 1001 | [ 5] Ase78 | A1 | 3 [ 1001 |

Abb. 23: Verkettung der Laborproben iiber mehrere Laborstationen. An der ersten La-
borstation findet eine Laborprobenvervielfaltigung statt (Pos.: Platten-Position, V-ID:
Vorgénger-Proben-1D).

Werden die Laborproben an einer Laborstation bearbeitet, wird die ID der ur-
spriinglichen Laborprobe bei der Speicherung der neuen Laborprobe(n) vermerkt. Durch

die Vervielfiltigung von Laborproben, z.B. beim PCR-Setup, ergibt sich eine Baum-
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struktur, in der zu jeder Zeit alle Laborproben einer Probe in der Workflow-spezifischen
Reihenfolge der Laborstationen nachverfolgt und anhand ihres Barcodes, evtl. zusétz-
lich der Plattenposition, und dem Workflow-Step eindeutig identifiziert werden konnen.
Die eindeutige Identifizierung der Laborproben iiber alle Workflow-Steps eins
Workflow erméglicht, durch die Zuordnung von verwendeten Gerdten, Verbrauchsma-
terialien und Reagenzien, eine umfassende Dokumentation zu Zwecken der Qualitétssi-

cherung der Laborprozesse.

3.2.3.2 Der ReSeqLIMS-,,List Management*“-Bildschirm

Der ,,List Management“-Bildschirm kann in vier Fensterbereiche unterteilt wer-
den (siche Abb. 24 (A) - (D)), wobei die Anzeige einiger Fensterbereiche optional ist.
Das Arbeitslisten-Fenster (A) wird Workflow-iibergreifend angezeigt, wenn eine Ar-
beitsliste fiir den Pipettierroboter zur Bearbeitung ausgewéhlt wurde. Wird mehr als ein
Pipettierroboter verwendet, miissen alle in Bearbeitung befindlichen Arbeitslisten ange-
zeigt werden. Im Workflow-Fenster (B) werden die Laborstationen des ausgewéhlten
Workflows in der Workflow-spezifischen Reihenfolge angezeigt. Die Zahlen in den
Klammern hinter jeder Laborstation geben Auskunft {iber wartende, aktuell in Bearbei-
tung, verworfene und zu wiederholende Laborproben. Falls vorhanden, werden im
nachfolgenden Plastikwaren-Fenster (C) fiir den Amplikon-Resequenzierung Workflow
die Plastikwaren angezeigt, die noch sequenziert werden miissen, oder bei denen nach
erfolgter Sequenzierung die Chromatogramme den sequenzierten Laborproben noch
zuzuordnen sind. Das Auftrags-Fenster (D) zeigt Workflow-libergreifend die Auftrige,

die bereits abgeschlossen, aber noch nicht freigegeben wurden.

-51-



- Ergebnisse -

PBA-Zoo Re-Sequencing Center

You are logged in as David Schmitz-Hiibsch.

9 Logout

o | Frgors Minry
«of Education
and Research

WorkList Summary

Chosen Target

Generated on | “p . cticware

Barcode

ADDDZ (Well Plate (96)) 02.08.201011:2347 Well Plate (96) (13) David Schmitz-Hiibsch
ADD22 (Reaction Tube)
AD023 (Reaction Tube)
ADD24 (Reaction Tube)
ADD25 (Reaction Tube)

Laboratory Station
(pendingiresignirepeat)

Lab Station @

Workflow Menu

Worklist

Generated by | .o ratory Station

DNA Quantification

Refresh

Home AD026 (Reaction Tube)
News Read In OutputList = Read In Manual OutputList Ham“f::'[')it; ctory
Place Order
Order
Qverview
Select workflow: [Ampllccn Re-Sequencing :]
Profile
i Amplicon Re-Sequencing List Management .
ist @
Laboratory Station Lab Station
(pending/processingiresignirepeat) Menu
Laboratory DNA Quantification (513/0/0)
Open
Management
DNA Normalisation (0/0/0/0)
Open
Consumables
Management PCR Setup (0/9/0/0)
User Group PCR Product Purification (48/67 2/0/0)
Open
Management
Sequencing Setup (96/57 6/0/0)
User
Managemem Sequencing Product Purification (¥1152/0/0)
Open
Condition Sequencing Preparation (14/968/0/0)
Open
Management
. Sequencing (V1 183/0/0)
Project
management
Billing Waiting for Seq ing | Appro t
Management . Counts Select I
) ) Plasticware Barcode (Selected) Sample Repeai Type Detail View
Conilgurallon Well Plate (96) ADS94 96(0) O Show details
Management
Search Well Plate (95)  AL745 96(0) O Show details
Sequencing
Instructions Well Plate (96)  AL746 96(0) O Show details
Help Read |
ead In
sl Chromatograms Repeat Samples Work Mode
Contact Enter Work Mode
Imprint
Funded by Finished Laboratory Siations

Show Worklist

Amplicon Re-Sequencing

Fragment Analysis

Finished (2B8/0/0)

Finished (WD)

Details Download
Open Popup | | Download
Work Mode

Enter Work Mode

Abb. 24: Der ReSeqLIMS-Bildschirm des ,,List Management® ist unterteilt in das Ar-
beitslisten-Fenster (A), das Workflow-Fenster (B), das Plastikwaren-Fenster (C) und
das Auftrags-Fenster (D).

Nach der Auswahl einer Laborstation im Workflow-Fenster, werden an den me-
thodenunabhingigen Laborstationen wie z.B. der DNA-Normalisierung, die noch nicht
bearbeiteten (,,Pending samples®), in Bearbeitung befindlichen (,,Samples in process®),

verworfenen (,,Resigned*) und wiederholten Laborproben (,,Repeated*) durch Reiter
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getrennt voneinander tabellarisch angezeigt. An den methodenabhéngigen Laborstatio-
nen, z.B. des PCR- und Sequenzierungssetups, konnen nur Laborproben, die mit der
gleichen Methode bearbeitet werden sollen zusammen verarbeitet werden. An diesen
Laborstationen erfolgt nach der Auswahl einer Laborstation daher zunichst die Auswahl
der Methode, gefolgt von der methodenspezifischen Anzeige der Laborproben in den
bereits genannten Kategorien. Wahrend im ,,Order Overview* eine auftragsorientierte

Darstellung der Proben erfolgt, werden die Laborproben im ,,List Management® bar-

code- bzw. plastikwarenorientiert angezeigt (siche Abb. 25 (A) - (B)).

PBA-Zoo Re-Sequencing Center

You are logged in as David Schmit-Hibsch

Leave Work Mode | (Currently logged by David Schmiz-Hiibsch)

h | Penaing sampies (4a) | [ Samples in process (672) | [ Resigned sampies (0)| _Repeat mode
O Logout
g Laboratory Station: PCR Product Purification
Home . Number Carrier Position on Carrier | Counts | Select ..
Method Gene Primer Plasticware Barcode "o et PO e | (Selectod) Sample D¥i View
News C perfiingens partal phospholipase Csequencing | - - wellPlate 95) | A1324 o 0 4500 [] | Hidedetais
Place Order
Order Number of selected samples0
Overview
Select Al | Deselect Al

Profile

List Choose target plasticware| Please select | || Create Workiist
Management
Laboratory g i

Management
Select dovice
Consumables
Management ‘ Plate/Reaction Tube Detail(s)

: ) Position Error Sample Repeat Select Edit
User Group OrderID Date of Orde  Option Method Gene Primer Sample Nam: P B Status
Management Plate Code Comment  Counter Sample Sample
” 105 110670101078 Netavptcatie TR Ty p . pr o o H
Iser

Management 1045 110620101029 Notapplicable b1 LoVakezs9riopa 0 0 d o o
@ity 1045 110620101029 Notapplicable = L0VakL88#6cpa 0 o a O o H
Management 0 | 110620101028 Netoppicabie o veeeme o B : o o
Project 10845  11.06201010:29  Notay El L0Vak#L7S#1cpa 0 0 ed o o
management

1095 110620001029 Nota FL LoVakeL75#4cna 0 0 a o o
Billing
Manaer e 10945 110620101029 Notapplicable = LovakeL75#5cna 0 0 a o o

1095 110620101029 Notapplicable e fryme—— o o a
Configuration o o
Management 1095 110620101029 Notapplicable I Lovake1s1#1cpa o o a o o
Search 10845 110620101029 Notapplicatie 62 Lovake149+2cpa o o a = o

Abb. 25: Die Reiter einer Laborstationsansicht im ,,LList Management® zeigen die La-
borproben Status-spezifisch an. Abschnitt (A) zeigt die Plastikwaren, (B) die darauf
enthaltenen Laborproben.

Durch das Pipettieren von Laborproben aus Reaktionsgefdlen bzw. Mikrotiterp-
latten auf eine oder mehrere Mikrotiterplatten, verteilen sich die Laborproben eines
Auftrages beim Durchlaufen des Laborworkflows auf mehrere Mikrotiterplatten, eine
Mikrotiterplatte kann Laborproben eines oder mehrerer Auftrdge beinhalten. Zur Redu-
zierung der Ladezeiten und zur Erhohung der Ubersichtlichkeit wurde eine zweistufige
Darstellung der Plastikwaren definiert (siche Abb. 25 (A) - (B)). Auf der ersten Ebene

(A) werden allgemeine Informationen zu den Laborproben der Plastikware angezeigt, in
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der Ansicht der Detailebene (B) werden die Daten der auf einer Plastikware enthaltenen
Laborproben aufgelistet.

Fiir die Bearbeitung von Laborproben ist das Generieren einer Arbeitsliste (siche
Kap. 3.2.6.2) obligat. In Abhéngigkeit von der Laborstation, der gewahlten Zielplastik-
ware und dem verwendeten Gerédt ist die Anzahl der Ausgangsmikrotiterplatten/-
reaktionsgefdfle und Zielmikrotiterplatten beschrinkt (siehe Kap. 3.1.3). Nach Auswahl
der Laborproben fiir eine Bearbeitung wird die Anzahl der ausgewéhlten Ausgangs- und
bendtigten Zielplastikwaren liberpriift. Nur bei einer erfolgreichen Plausibilitatspriifung
wird die Arbeits- oder Sequenzierliste erstellt. Kurzinformationen zu den erstellten und
noch nicht bearbeiteten Arbeitslisten werden tabellarisch unter der Kategorie ,,Samples
in process angezeigt. Zusitzlich konnen Detailinformationen zu jeder Arbeitsliste per

Popup abgerufen und ausgedruckt werden (siche Abb. 26 A-D).

PBA-Zoo Re-Sequencing Center

‘Worklist name WL3_PCRSetup_20100212_ 082237 .xls
Worklist generated on 12.02.2010 07:22:37
Worklist generated by ~ Ramminger, Isabell

Chosen target plate type Well Plate (96) (91)
Number of target plate(s) 1

Worklist Info Positions
Chosen Source Chosen Source Number samples of
Plasticware Barcode chosen Barcode

= Usages s
PCR Mastermix Source Pasition Genename Needed PCR mastermix velume (ul) Needed Reaction Tube(s) of PCR Mastermix

Selected Plate Positions
Source Barcode p°;"l°" Sample Name
AT [ 1

Print

Abb. 26: Das Arbeitslistenpopup an der Laborstation PCR-Setup enthélt detaillierte
Informationen u.a. bzgl. der Ausgangs- und Zielplastikwaren sowie der beinhaltenden
Laborproben.
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Das Arbeitslistenpopup informiert den Labormitarbeiter tiber die Anzahl und den
Typ der Zielplastikware (A), die Ausgangsplastikwaren in einer Kurzzusammenfassung
(B), optional evtl. verwendete Reagenzien mit der Angabe der bendtigten Mengen und
Positionen am Pipettierroboter (C) sowie einer tabellarischen Auflistung der Laborpro-
ben einer Arbeitsliste (D). Die Arbeitslisten werden am Pipettierroboter manuell ausge-
wiahlt. Um Verwechselungen zu vermeiden, muss die aktuelle Arbeitsliste aktiv im Re-
SeqLIMS ausgewaihlt werden, die anschlieend in einen Arbeitsordner des Pipettierro-
boters kopiert wird, der sich in der ReSeqLIMS-Ordnerstruktur befindet (siche Anh. A,
Abb. 33). Die Auswahl der Arbeitsliste am Pipettierroboter erfolgt durch den direkten
Zugriff auf den Arbeitsordner, da die ReSeqLIMS-Ordnerstruktur iiber ein Netzlauf-
werk lokal eingebunden wurde. Das Auswédhlen und Kopieren weiterer Arbeitslisten
tiber die ReSeqLIMS-Weboberfliche wird daraufhin bis zur Freigabe der aktuellen Ar-
beitsliste bzw. bis die vom Pipettierroboter generierte Ausgabeliste eingelesen wurde
blockiert. Die Prozessnummer in der Arbeitsliste (siche Kap. 3.2.6.2), die mit der Mo-
dulnummer des Pipettierroboters iibereinstimmt, wird zusitzlich auf Aquivalenz mit
dem ausgewihlten Modul verglichen, um die korrekte Wahl des gewdhlten Moduls am
Pipettierroboter zu gewihrleisten. Die Ausgabeliste (siche Kap. 3.2.6.2) des Pipettierro-
boters wird in einen Ausgabeordner gespeichert, der der Laborstation des ausgewihlten
Moduls zuzuordnen ist (siche Anh. A, Abb. 33). Das Einlesen der Ausgabeliste des Pi-
pettierroboters in das LIMS erfolgt iiber das Arbeitslisten-Fenster des ,,List-
Managements®. Nur bei Vorliegen einer Ausgabeliste in einem Ausgabeordner, der der
Laborstation der ausgewéhlten Arbeitsliste entspricht, ist das Einlesen einer Ausgabelis-
te des Pipettierroboters iiber die ReSeqLIMS-Weboberfldche freigeschaltet. Um die
eindeutige Zuordnung von aktueller Arbeitsliste und einzulesender Ausgabeliste sicher
zu stellen, muss das Einlesen der Ausgabelisten manuell angestoen werden und ist bei
mehr als einer Ausgabeliste im entsprechenden Ausgabeordner nicht moglich.

Eine Ausnahme bei den Laborstationen bildet die Laborstation DNA-
Sequenzierung z.B. im Amplikon-Resequenzierung Workflow. Anstelle der Arbeitslis-
ten flir den Pipettierroboter im Excel-Format werden hier speziell formatierte Sequen-
zierlisten fiir den ABI-Sequenzierer im TXT-Format generiert (siche Kap. 3.2.6.4). Fiir
die DNA-Sequenzierung muss die Sequenzierliste nicht ausgewidhlt werden, da ansons-
ten der vom DNA-Sequenzierer unabhéngig arbeitende Pipettierroboter blockiert wer-

den wiirde. Der DNA-Sequenzierer generiert keine Ausgabeliste, die anschlieBend ein-
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gelesen werden kann. Nach der DNA-Sequenzierung liegt eine Menge von Chromatog-
rammen vor, die den sequenzierten Laborproben zugeordnet werden miissen. Fiir jedes
Chromatogramm generiert der DNA-Sequenzierer zudem eine Sequenzdatei mit der
DNA-Sequenz der sequenzierten Laborprobe und, bei hinreichender Qualitét der Ergeb-
nisse, eine Protokolldatei mit Informationen des Sequenzierprozesses. Die Benennung
der Dateien erfolgt durch den DNA-Sequenzierer auf Basis des Namens der Laborpro-
be, dem zusitzlich der Barcode und die Position der Laborprobe auf der Sequenzier-
Mikrotiterplatte angehidngt werden. Die Zuordnung der Chromatogramme und der Zu-
satzinformationen zu der sequenzierten Laborprobe erfolgt iiber das Plastikwaren-
Fenster des ,,List Managements*. Die Dateien werden dazu in einen spezifischen Ordner
der ReSeqLIMS-Ordnerstruktur kopiert. Eine manuell zu aktivierende Funktion des
ReSeqLIMS extrahiert anschlieBend Barcode und Mikrotiterplattenposition aus den
Dateinamen, anhand derer mit Hilfe der Datenbank eine eindeutige Zuordnung der
Chromatogramme und der Zusatzinformationen zu der sequenzierten Laborprobe mog-
lich ist. Fiir eine Methode mit abschlieBender Fragmentlingen-Bestimmung kdnnen wie
bei der DNA-Sequenzierung die Ausgabe- bzw. Fragmentdateien des DNA-

Sequenzierers liber den Dateinamen entsprechend zugeordnet werden.

3.2.3.3 Das manuelle Bearbeiten von Laborproben

In einem Hochdurchsatz-Laborworkflow kann es sinnvoll sein, Arbeitsschritte
manuell durchzufiihren und nicht auf den Pipettierroboter zuriickzugreifen. Zur system-
seitigen, liickenlosen Verfolgung und Protokollierung der Laborproben miissen auch die
manuell durchgefiihrten Arbeitsschritte systemtechnisch im LIMS erfasst werden. Das
ReSeqLIMS bietet eine Funktion, mit der durch das manuelle Generieren von Arbeits-
und Ausgabelisten die manuelle Bearbeitung der Proben in eine Verarbeitung mit dem
Pipettierroboter transformiert wird (siche Abb. 27 (A) - (B)). Damit werden die Labor-
proben nicht nur liickenlos verkettet, sondern ist auch die Protokollierung der Reagenzi-
en und Verbrauchsmaterialien fiir jede einzelne Laborprobe moglich. Nach Auswahl der
manuellen Listengenerierung im Arbeitslisten-Fenster des ,,List Managements* ist die
Ziellaborstation, an der die Laborproben als ,,Pending samples‘“-Laborproben vorliegen
sollen, und die verwendete Zielplastikware zu wéhlen sowie evtl. benétigte Daten wie
die Konzentration und verwendete Normalisierungspuffer Mengen anzugeben (siche

Abb. 27 (A)). Durch die Angabe der Ziellaborstation konnen auch mehrere Workflow-
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Steps tibersprungen werden. Fiir die Erstellung der zwischen der Ausgangs- und der
Ziellaborstation liegenden Arbeitslisten wird die als Zielplastikware angegebene Plas-
tikware mit systemseitig generierten Barcodes verwendet. Die Zielausgabeliste, die
identisch ist mit der Ausgabeliste der Laborstation, die im Workflow vor der Ziellabor-
station liegt, wird in tabellarischer Form angezeigt (siche Abb. 27 (B)). Die Reiter re-
prisentieren die Anzahl der benétigten Zielplastikwaren, zu denen jeweils der Zielbar-
code anzugeben ist. Das Speichern der Zielausgabeliste mit den angegebenen Barcodes
bewirkt, dass alle Zwischenlisten und Zwischenlaborproben mit einem systemgenerier-
ten Barcode versehen, generiert und abgespeichert werden. Die Simulation von Arbeits-
listen beschriankt sich auf die Laborstationen, die mit dem Photometer und dem Pipet-

tierroboter arbeiten. Eine Simulation der DNA-Sequenzierung und damit von Chroma-

togrammen ist nicht sinnvoll.
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Abb. 27: Fiir manuelle Arbeitsschritte im Labor ist das Erstellen der Zielausgabeliste
tiber die ReSeqLIMS-Weboberfliche erforderlich. In Abschnitt (A) werden Ziellabor-
station und -plastikware definiert, Abschnitt (B) zeigt plattenspezifisch die generierten
Ausgabelisten, zu denen der Zielbarcode angegeben werden muss.
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3.2.3.4 Das Wiederholen von Laborproben

In den bisherigen Beschreibungen eines Laborworkflows wird von einem strin-
genten Durchlaufen der Arbeitsschritte ausgegangen. Treten innerhalb des Labor-
workflows UnregelméBigkeiten auf oder erreichen die Chromatogramme nicht die er-
forderliche Qualitdt, ist das Wiederholen von Arbeitsschritten ausgewéhlter Laborpro-
ben notwendig. Die Wiederholung von Laborproben ist nur méglich, wenn die zu reak-
tivierende Laborprobe in einem Workflow-Step nicht vollstdndig verbraucht wurde.
Laborproben kénnen im ReSeqLIMS auf Laborproben-, Gen- und Primerebene wieder-
holt werden, in dem der Status der Laborprobe an der ausgewéhlten Wiederholerlabors-
tation auf ,,Pending samples* zuriickgesetzt wird. Die Laborproben, die zwischen der
reaktivierten Laborprobe und der zu wiederholenden Laborprobe liegen, werden ver-
worfen. Falls bereits Chromatogramme generiert wurden kann vom Benutzer festgelegt
werden, ob vorliegende Chromatogramme geldscht werden oder erhalten bleiben sollen.
Die Auswahl der Wiederholerebene definiert wie viele Laborproben verworfen und re-
aktiviert werden. Wird z.B. fiir die MLST-Methode eine Laborprobe nach erfolgter
DNA-Sequenzierung fiir eine Wiederholung auf Laborprobenebene ausgewihlt, werden
allein an der Laborstation DNA-Sequenzierung vierzehn Laborproben, optional zusétz-
lich der Chromatogramme, verworfen. Ist die Wiederholerlaborstation die DNA-
Sequenzierung miissten dort dementsprechend vierzehn Laborproben, an der Laborsta-
tion der PCR-Produktaufreinigung sieben und an der Laborstation der DNA-
Normalisierung nur eine Laborprobe reaktiviert werden. An den nicht methodenspezifi-
schen Laborstationen unterscheidet sich die Auswahl und Bearbeitung der zu wiederho-
lenden Laborproben nicht von den anderen Laborproben. An methodenspezifischen
Laborstationen erfolgt die Verarbeitung der zu wiederholenden Laborproben dagegen
separat von den anderen Laborproben, da z.B. beim PCR-Setup fiir die Wiederholerla-
borproben nur spezifische Gene zur Wiederholung ausgewédhlt wurden und damit die
Verbrauchsmengen und die Positionen der Reagenzien auf dem Pipettierroboter von der
urspriinglichen Methode abweichen. Eine Ausnahme bilden hier die Wiederholerlaborp-
roben auf Laborprobenebene. Da die gesamte Laborprobe und nicht nur spezifische Ge-
ne oder Primer zu wiederholen sind, unterscheidet sich die Behandlung der Laborproben

nicht vom Ablauf der urspriinglichen Methode.
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3.2.3.5 Die Verwendung von Verbrauchsmaterialien

Fiir die Verbrauchsmaterialien findet im Gegensatz zu den Reagenzien keine Be-
rechnung der Verbrauchsmengen an den Laborstationen statt. Verbrauchsmaterialien
werden den Laborstationen zugeordnet, an denen sie verwendet werden konnen (siche
Kap. 3.1.1.3). Zu den Verbrauchsmaterialien sind anschlieend iiber die ReSeqLIMS-
Weboberfliche Chargen anzulegen, die Verbrauchsreihenfolge der Chargen festzulegen
und die aktuelle Charge zur Verwendung an den Laborstationen auszuwéhlen. An den
Laborstationen erfolgt ausschlielich die Anzeige der aktuellen und der nachfolgenden
Chargen. Die aktuelle Charge eines Verbrauchsmaterials wird automatisch bei der Ge-
nerierung der Arbeitsliste fiir jede Laborprobe protokolliert. Ist eine aktuelle Charge
aufgebraucht oder werden von einem Verbrauchsmaterial zwei Chargen bei der Bear-
beitung der nédchsten Arbeitsliste bendtigt, ist dies aktiv vom Nutzer vor der Erstellung

der Arbeitsliste anzugeben und die nachfolgende Charge zu aktivieren.

3.2.4 Das ReSeqLIMS-Geritemodul

Im Gerédtemodul des ReSeqLIMS werden die Eigenschaften der verwendeten Pho-
tometer, Pipettierroboter und DNA-Sequenzierer verwaltet und konfiguriert. Dazu ge-
hort neben der Definition des Layouts von Arbeits- und Ausgabelisten fiir den verwen-
deten Pipettierroboter auch die Definition des Layouts der Sequenzierliste. Die geréte-
spezifischen Parameter beziehen sich u.a. auf die vom Sequenzierer verwendeten Proto-

kolle und die Positionen der Reagenzien auf dem Pipettierroboter.

3.2.5 Die ReSeqLIMS-Statusberechnung

Der Status eines Auftrages, einer Auftragsposition, der Proben und der Laborpro-
ben ergibt sich aus dem Status der direkt untergeordneten Auftragsebene bzw. der direkt
nachfolgenden Proben und Laborproben. Entscheidend ist jeweils der niedrigste Status,
der sich aus der Workflow-spezifischen Anordnung der Laborstationen und deren Status
fiir noch nicht bearbeitete und bearbeitete Laborproben ergibt (siche Kap. 3.1.4.1). An-
dert sich der Status einer Laborprobe, muss der Status der vorrangegangenen Laborpro-
be unter Beriicksichtigung der dieser Laborprobe nachfolgenden Laborproben gepriift
werden (siche Abb. 28, 1. - 4.). Eine Uberpriifung des Status auf einer nichsthdheren
Ebene muss nur bei Statusdnderungen auf der aktuellen Ebene durchgefiihrt werden. Fiir

den Kunden werden nur die Status ,,Not arrived®, ,,Arrived®, ,,In Process* und ,,Appro-
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ved verwendet. Der Mitarbeiter sicht jeweils den exakten Auftrags- bzw. Probenstatus
(sieche Anh. B). Durch das Wiederholen von Laborproben ist es moglich, dass der Auf-
tragsstatus auf einen fritheren Status zurilickspringt. Dem Kunden Statusspriinge zu
kommunizieren ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit und Versténdlichkeit nicht sinn-

voll.

i

SRORE IS TORO) CIGRE RSO
S &|E bbb

Abb. 28: Berechnung der Statusdnderungen bei Laborproben, wenn die Statusreihen-
folge A, B und C ist (von niedrig nach hoch). Der zu C veridnderte Status in 2. fiihrt auf
der nichsthoheren Ebene in 3. ebenfalls zu einer Statusdnderung. Diese Statusdnderung
fiihrt auf der ndchsthoheren Ebene in 4. nicht mehr zu einer weiteren Statusverdanderung,
da auf der darunterliegenden Ebene noch zwei Laborproben mit einem niedrigerer Sta-
tus vorliegen, die damit den Status auf der ndchsthdheren Ebene bestimmen.

ey 2. (n) 3. 4 (n)

3.2.6 Die ReSeqLIMS-Dokumente
3.2.6.1 Auftragstemplates im Excel-Format

Die ReSeqLIMS-Webanwendung stellt Auftragstemplates im Excel-Format zur
Verfligung, um den Kunden eine einfache Mdoglichkeit der Auftragsgenerierung anbie-
ten zu konnen. Da sich das Layout der Auftragstemplates an der Plastikware orientiert,
gibt es Auftragstemplates flir Reaktionsgefdle und jeweils flir 96er- und 384er-
Mikrotiterplatten (sieche Abb. 29 (A) - (C)), die zusitzlich in den drei Versionen Stan-
dard, Intern und Raw vorliegen, wovon ausschlieBlich das Standardformat externen Per-
sonen zum Download zur Verfiigung steht. Dieses besteht aus zwei Arbeitsbléttern. In
das erste Arbeitsblatt werden die auftragsrelevanten Daten in Abschnitt (A) und die
Probennamen in Abschnitt (B) eingetragen. Das Layout der Tabelle im ersten Arbeits-
blatt der Auftragstemplates fiir die Mikrotiterplatten représentiert das originale Platten-

layout mit den entsprechenden Spalten- und Zeilenbeschriftungen. Desweiteren stehen
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im unteren Bereich des Arbeitsblattes Funktionen zur Verfiigung, die zum Eintragen der
Probendaten benutzt werden kénnen, wozu z.B. das Anhédngen des Barcodes an einge-
tragene Probennamen gehort (sieche Abb. 29 (C)). Eine Besonderheit ist der Button
,Paste Clipboard Content®. Diese Funktion erlaubt es dem Kunden Daten in einer ande-
ren Excel-Datei zu kopieren und passend in das Plattenlayout einzufiigen. Das zweite
Arbeitsblatt ist ein nicht-editierbarer Kontrollbogen, in dem die Probendaten des ersten
Arbeitsblattes tabellarisch zusammengefasst werden. Die Ubertragung der Daten vom

ersten in das zweite Arbeitsblatt erfolgt automatisch.

(D) 9 -« ; 96WellPlateOrderTemplateV5.xls [Kompatibilitatsmadus] - Microsoft Excel
J Start Einfagen Seitenlayout Formeln Daten Uberprafen Ansicht Entwicklertools

=’ Ausschneid =
iy Ausschneioen Verdana MEE |

= Zeilenumbruch

- £3 Kopieren
Einfiigen | F & U St A [E Verbinden und zentrieren - ||| &3~ o 0p0|| %8 %] _ Beding ATl
- J Format abertragen = — = 8028l Eormatierung - farmatieren

Zwischenablage i} Sehriftart Ausrichtung Zahi Formatvoriagen

| B c D E F G H ] K L [ N

‘' mar—=8 BMBF funded PBA-Zoo Re-Sequencing Center
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Use Plate Pasition

#opend Plate Position

Prefix Plate Position
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33
= Clear Content Paste Clipbaard Content

7 | I —
H b ¥ 96WellPlate Data /¥

Abb. 29: Auftragstemplates flir Probendaten einer 96er Mikrotiterplatte. Abschnitt (A)
beinhaltet allgemeine Auftragsinformationen, Abschnitt (B) die Probennamen, die mit
Hilfsfunktionen aus Abschnitt (C) erstellt werden kdnnen.

Das Interne-Format des Auftragstemplates beinhaltet im zweiten Arbeitsblatt eine
zusitzliche, editierbare Spalte zum Eintragen von Probenkonzentrationen. Im Gegensatz
zu dem Standard- und Internen-Format besteht das Raw-Format des Auftragstemplates

ausschlieBlich aus einem Arbeitsblatt, vergleichbar mit den zweiten Arbeitsblittern der
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anderen Formate, mit dem Unterschied, dass die Probendaten durch Kopieren aus ande-
ren Dateien direkt eingefligt werden konnen. Unterstiitzende Funktionen zum Generie-
ren des Probennamens sind hier nicht vorhanden. Das Raw-Format ermdglicht das ein-
fache Kopieren von bereits vorliegenden spaltenorientierten Probendaten in einer ande-
ren Excel-Datei. Durch Copy&Paste ist die Verwendung des Raw-Formats fiir Mitarbei-
ter hdufig die schnellste Form, um ihre Probendaten auftragsgerecht aufzubereiten. Die
Programmierung der Funktionalitdt der Auftragstemplates erfolgte in Visual Basic for
Applications (VBA). Zur Vermeidung von Fehleingaben und Verdnderungen interner
Formeln der Auftragstemplates sind die Zellen der Arbeitsblétter bis auf die Bereiche,
in die Daten eingetragen werden miissen, gesperrt. Im Raw-Format wurde auf das Sper-
ren der Zellen verzichtet, um damit das problemlose Copy&Paste zu ermoglichen. Zum
Einlesen eines Auftrages in das ReSeqLIMS muss stets die aktuellste Version der Auf-
tragstemplates verwendet werden, da die Versionsnummer aus dem ersten Arbeitsblatt
beim Einlesen des Auftragstemplates systemseitig abgefragt wird. Neben der Version
wird ein weiteres, verstecktes Arbeitsblattfeld abgefragt, das einen Schliissel enthélt, um

die Echtheit des ReSeqLIMS-Auftragstemplates zu verifizieren.

3.2.6.2 Arbeits- und Ausgabelisten des Pipettierroboters

Die Arbeits- und Ausgabelisten des Pipettierroboters sind im Excel-Format defi-
niert und enthalten alle notwendigen Informationen zur liickenlosen Protokollierung der
Laborproben in einem Workflow (siche Abb. 30 (A) - (B)). Das Arbeiten mit Arbeits-
und Ausgabelisten ist notwendig, da die aufeinander folgenden Arbeitsschritte eines
Workflows wie z.B. die DNA-Normalisierung und das PCR-Setup als eigenstidndige
Module des Pipettierroboters implementiert wurden. Das hat den Vorteil, dass die Mo-
dule in mehreren Workflows verwendet werden konnen. Der Nachteil unabhéngiger
Module ist der fehlende Informationsaustausch zwischen den aufeinander folgenden
Arbeitsschritten. Die Reihenfolge der Arbeitsschritte und der Informationsfluss werden
daher erst durch die Workflow-Steps und die Arbeits- und Ausgabelisten im ReSeq-
LIMS definiert, wodurch zusétzlich sichergestellt wird, dass die Arbeits- und Ausgabe-
listen nur in der Workflow-spezifischen Reihenfolge generiert und eingelesen werden
konnen. Durch die offene Implementierung der Module des Pipettierroboters waren
umfassende Anpassungen der Arbeits- und Ausgabelisten an die Erfordernisse der La-

bormitarbeiter, der Qualitétsstandards und Laborprozesse mdglich. Die Zuordnung von
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Informationen aus den Excel-Dateien erfolgt durch Parsen der Spalteniiberschriften.
Wihrend die Reihenfolge der Spalten fiir den Pipettierroboter nicht von Bedeutung ist
und nur die Spalteniiberschriften exakt libereinstimmen miissen, sind sowohl die exak-
ten Spalteniiberschriften als auch die Reihenfolge der Spalten fiir das ReSeqLIMS strikt
einzuhalten. Zusitzlich gilt, dass fiir jede Arbeits- und Ausgabeliste die eindeutige Iden-

tifikation der Laborproben zu jeder Zeit gewéhrleistet sein muss.
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Abb. 30: Beispiel einer Arbeits- (A) und der zugehodrigen Ausgabeliste (B) an der PCR-
Setup Laborstation.

Wie in Kap. 3.2.3.1 beschrieben, wird dazu der in den Arbeits- und Ausgabelisten
enthaltene Barcode, im Falle der Mikrotiterplatte zusétzlich die Plattenposition, und der
Workflow-Step verwendet, der in der Arbeitsliste reprasentiert wird durch die Process-
Number, die wihrend des Hochladens der Arbeitsliste am Pipettierroboter mit dem aus-
gewdhlten Modul bzw. dessen Modulnummer abgeglichen wird. Stimmen die beiden
Werte nicht iiberein, ist das Starten eines Moduls am Pipettierroboter nicht moglich. Die
Arbeitsliste (siche Abb. 30 (A)) wird widhrend der Modulausfithrung um den Zielbar-
code, die Zielplattenpositionen der Mikrotiterplatte und laborstationsspezifische Para-
meter fiir jede Laborprobe ergédnzt und als Ausgabeliste (siche Abb. 30 (B)) im Ausga-
beordner der Laborstation des jeweiligen Moduls abgespeichert. Beim Einlesen der

Ausgabeliste des Pipettierroboters in das ReSeqLIMS werden die Ausgangsbarcodes
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und Ausgangsplattenpositionen der Mikrotiterplatte oder die Ausgangsbarcodes der
Reaktionsgefifle dazu verwendet, die Ausgangs- und Zielproben miteinander zu verket-
ten (siehe Kap. 3.2.3.1). Das Anfiigen von Gen- oder Primernamen an die Laborproben-
namen erfolgt durch das ReSeqLIMS erst beim Einlesen der entsprechenden Ausgabe-
listen von PCR- oder Sequenzierungssetup. Dazu wird auf Spalteninformationen der
Ausgabelisten zuriickgegriffen, denen entnommen werden kann, welcher Laborprobe

welcher Mastermix oder welcher Primer hinzu pipettiert wurde.

3.2.6.3 ReSeqLIMS-generierte Dokumente im PDF-Format

Die Rechnung des ReSeqLIMS wird im PDF-Format erstellt. Im oberen Bereich
der Rechnung kénnen die Absenderadresse (rechts) und der Adressbereich des Empfén-
gers (links) differenziert werden (sieche Abb. 31 (A)). Im Auftragsbereich einer Rech-
nung werden die Auftrage durch ihre Auftrags-ID eindeutig identifiziert (siche Abb. 31
(C)). Der Auftrags-ID nachstehend befinden sich die zu einem Auftrag gehorenden Auf-
tragspositionen mit den Auftragspositionsparametern (siche Abb. 31 (D)). Die tabellari-
sche Abrechnung der Auftragspositionen erfolgt Workflow-spezifisch fiir jede in An-
spruch genommene Laborstation (sieche Abb. 31 (E)). Handelt es sich um eine Sammel-
rechnung, befinden sich im Auftragsbereich mehrere Auftrags-IDs inklusive der dazu-
gehorenden Auftragspositionen und der tabellarischen Abrechnung blockweise unterei-
nander, die tabellarische Abrechnung allerdings ohne eine Addition der Mehrwertsteuer.
In Sammelrechnungen werden die Nettobetridge der beinhaltenden, einzelnen Auftrige
bzw. Auftragspositionen nach der blockweisen Auflistung der selbigen tabellarisch auf-
summiert und anschlieBend die Mehrwertsteuer zu der Gesamt-Nettosumme hinzuge-
rechnet. Die Rechnung wird abgeschlossen durch die FuB3zeile mit der Bankverbindung
und dem Zahlungsziel (siche Abb. 31 (F)). Neben der Rechnung wird das Anschreiben
fiir den Kunden zur Versendung von Barcodeauftkleber ebenfalls im PDF-Format er-
zeugt. Wahrend der Adressenbereich des Barcodeaufkleber-Anschreibens mit dem der
ReSeqLIMS-Rechnung vergleichbar ist, mit dem Unterschied, dass keine Rechnungs-
spezifische Daten aufgefiihrt werden, ist der Auftrags- und FuBbereich der Rechnung
durch ein kurzes Anschreiben ausgetauscht (siche Abb. 31 (G)).
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Abb. 31: PDF-Dokumente des ReSeqLIMS. (A), (C) - (F) zeigt eine Rechnung, (B) und
(G) das Barcodeaufkleber-Anschreiben.

3.2.6.4 Die Sequenzierliste

An der Laborstation DNA-Sequenzierung wird keine Arbeitsliste, sondern eine
Sequenzierliste erzeugt. Wahrend die Arbeits- und Ausgabelisten im Excel-Format ge-
neriert werden, wird die Sequenzierliste fiir den bzw. die DNA-Sequenzierer als TXT-
Datei abgespeichert. Das Format der TXT-Datei orientiert sich jeweils an den spezifi-
schen Anforderungen der im Labor eingesetzten DNA-Sequenzierer. Nach der Auswahl
der Sequenzier-Mikrotiterplatte und des zu verwendenden DNA-Sequenzierers werden
zunéchst die Sequenzierpriorititen und das zu verwendende Sequenzer-spezifische Se-
quenzierprotokoll der einzelnen Laborproben festgelegt. Die Spalten der anschlieend
generierten Sequenzierliste sind z.B. fiir den zurzeit im Labor verwendeten DNA-
Sequenzierer durch das TAB-Zeichen getrennt (siche Abb. 32). Der Container-Name
entspricht dem Barcode der zu sequenzierenden Mikrotiterplatte, der Container-Type

dem Plattentyp (z.B. 96er oder 384er Mikrotiterplatte).
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_Sequencing A0477_20100311_143001.txt - WordPad

Datei Bearbeiten Ansicht  Einfilgen Format  #

D & # =] &
Barcode + k:ont,ainer arne Description ContainerType AppType Owner Operator
Plaslikwarc_.‘-p‘uq’?’? S6-Tell Regular IFH IFH

App3erver AppInstance

SequencinglAnalysis

Well Sample Name Comment Priority Results Group 1 Instrument Protocol 1 Anslysis Protocol 1

A1 EO7_207_ECs000z_f 100 IFH  Seq 700bp_I Seq 700bp_Z

Bl EO07_207_ECs0076_f 100 IFH  Seq 700bp 2 Seq 700bp 2

c1 E07_207_EC=s0083_f 100 IFH  Seq 700bp_ I Seq 700bp Z

D1 EO7_207_ECs0100_f 100 IFH Seq 700bp_I Seq 700bp_Z

E1 EO07_2z07_ECs0204_f 100 IFH  Seq 700bp_Z Seq 700bp Z

F1 EO07_207_ECs0268_f 100 IFH  Seq 700bp_Z Seq 700bp 2

Gl ED7_z07_ECs0406_f£ 100 IFH Seq 700bp_Z Seq 700bp_Z

H1 EO7 207 ECs0444 £ 100 IFH  Seq 700bp I Seq 700bp Z

a2 EO07_207_ECs0002_r 100 IFH  Seq 700bp_Z Seq 700bp 2

Bz EO7 207 ECs0076 r 100 IFH Seq 700bp I 3eq 700bp

Plattenposition  Laborprobenname Prioritit Sequenzierprotokoll

Abb. 32: Beispiel einer ReSeqLIMS-Sequenzierliste. Das Format ist spezifisch an den
vom Labor verwendeten DNA-Sequenzierer angepasst.

- 66 -



- Diskussion -

4 Diskussion

Im Rahmen des PBA-Zoo Projektes wurde mit dem ReSeqLIMS ein LIMS spezi-
ell fiir die Verwendung in Amplikon-Resequenzierungsprojekten entwickelt, um deren
spezifischen Anforderungen zu entsprechen. Nach einer detaillierten Analyse des An-
wendungsbereiches wurde zundchst das ReSeqLIMS-ERM erstellt, das als Grundlage
fiir die Struktur der SQL-Datenbank verwendet wurde. Basierend auf der ReSeqLIMS-
Datenbank wurde anschlieBend das ReSeqLIMS als Webanwendung bestehend aus
Kunden-, Labor- und Gerdtemodul implementiert. Das ReSeqLIMS integriert die am
Laborworkflow beteiligten Personen, Laborprozesse und verwendeten Geréte optimal in
einen qualitdtsiiberwachten Workflow. Dadurch ist es moglich, die Proben- und Quali-
titsdaten effektiv und effizient wihrend der Laborprozesse im Hochdurchsatz zu steuern
und zu verwalten. Die webbasierte Client-Server-Architektur macht das ReSeqLIMS
durch die Verwendung eines Standard-Webbrowsers plattformunabhéngig einsetzbar.
Die Weboberfldche bietet zudem ein intuitives Benutzerinterface fiir Kunden und Mit-
arbeiter, um zu jedem Zeitpunkt Zugriff auf die aktuellen Auftrags- und Laborprozess-
informationen zu erhalten. Die Resequenzierungsergebnisse sind durch die vom ReSeq-
LIMS wéhrend des Laborworkflows vorgenommene Erweiterung der kundendefinierten
Probennamen um Gen - und Primernamen sehr gut fiir nachfolgende, automatisierte
Downstream-Analysen geeignet.

Mit dem ERM von Chen wurde fiir das ReSeqLIMS-Datenmodell (siche Kap.
3.1) eine Entwurfsmethode fiir den fachkonzeptionellen Entwurf gewéhlt, die den Da-
tenbankentwurf sehr gut unterstiitzt, und die Datenintegritit und -konsistenz durch die
Transformationsregeln der Uberfilhrung des ERMs in das DV-Konzept auch im relatio-
nalen Datenbankmodell und der Implementierung sicherstellt. Die Datenintegritét be-
trifft die logische Korrektheit, Giiltigkeit und Genauigkeit der Daten in Datenbanken

[8]. Nur die fiir eine Anwendung relevanten Daten sind in das Datenmodell zu iiber-
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nehmen, die Beziehungen und die definierten Wertebereiche der Daten miissen korrekt
sein. Das redundante Speichern von Daten in der Datenbank ist zu vermeiden. Die Da-
tenkonsistenz wird auch als Transaktionskonsistenz bezeichnet. Konsistente Daten sind
in sich stimmig und widerspruchsfrei [8]. Verdnderungen an den Daten diirfen nicht zu
ungiiltigen Datenbankzustdnden fiithren. Im ERM definieren Entities die anwendungsre-
levanten Daten und Relationships die Beziehungen der Daten. Durch die Vergabe von
Primérschliisseln ist die eindeutige Identifizierung der Entities und damit die Entityin-
tegritdt sichergestellt. Die referentielle Integritdt im Datenbankmodell wird durch die
Transformationsregeln des Fach- in das DV-Konzept (siehe Kap. 2.2.2, Abb.5) einge-
halten, da nur Primérschliissel von Tabellen zu Fremdschliisseln in anderen Tabellen
werden konnen. Das ReSeqLIMS-ERM ist ein grundlegendes Dokument zur Dokumen-
tation der Datenbasis, die unmittelbar mit der Leistungsfahigkeit und der Implementie-
rung des ReSeqLIMS in Beziehung zu setzen ist. Sind im ReSeqLIMS-ERM einer Per-
son maximal zwei Adressen zugeordnet (siche Kap. 3.1.2.1), ist eine Anpassung des
ERMs notwendig, wenn diese Beschridnkung fiir das ReSeqLIMS geéndert werden soll.
Wihrend ein ERM durch die leichte Lesbarkeit gut anzupassen und zu erweitern ist,
wirken sich Anderungen des ERMs immer auf die Datenbank und auf die Implementie-
rung des ReSeqLIMS in z.T. nicht unerheblicher Art und Weise aus.

Im Rahmen des PBA-Zoo Projektes musste zunichst festgestellt werden, ob evtl.
eine existierende LIMS-Ldsung zur Verfligung steht, die den spezifischen Anforderun-
gen des PBA-Zoo Projektes entspricht. Dazu wurden die kommerziellen LIMS-
Softwareprodukte GeneSifter von Geospiza [26], Geneus von GenoLogics [25], Simatic
IT Unilab von Siemens [60], Nautilus und SampleManager von Thermo Fischer Scienti-
fic [65] und STARLIMS von STARLIMS [62] und als Vertreter von Open-Source-
Softwareprodukten die LIMS-Losungen T.IL.M.S. [42], PACLIMS [19], SLIMS [67],
2D-LIMS [44], MMP-LIMS [54], die Variant Identification Pipeline [18] und je eine
LIMS-Losung fiir das Mutationsscreening von Kandidatengenen [69] und fiir die Geno-
typisierung von Getreide [34] analysiert (siche Anh. D, Tab. 1). Voraussetzung zur
Aufnahme in die Analyse war eine vergleichbare Anwendungsumgebung oder ein ver-
gleichbares Softwarekonzept, das den Anforderungen an das ReSeqLIMS entsprach.
Fiir eine mogliche LIMS-Eigenentwicklung wurden bei der Analyse der genannten Pro-
dukte der Aufbau, die Funktionalitit, die Zielgruppen und die Implementierungsstrate-

gie genauer betrachtet (siche Anh. D, Tab. 2). Die kommerzielle Software ist gekenn-
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zeichnet durch einen modularen Aufbau und eine hohe Konfigurierbarkeit. Dadurch
iiberdecken die Softwareprodukte ein breites Anwendungsspektrum. Wahrend
STARLIMS mit der Probenverwaltung nur einen geringen Teil der notwendigen Funk-
tionalitdt abdeckt, entsprechen die anderen kommerziellen Softwareprodukte hinsicht-
lich der Funktionalitit den  Anforderungen an eine  Hochdurchsatz-
Resequenzierungsumgebung, inkl. einer Workflow-orientierter Prozessabbildung, einer
Probenverfolgung, einer Qualitdtssicherung, der verwendeten Client-Server-Architektur
und der Implementierung einer webbasierter Benutzerschnittstelle. Die Funktionalititen
ibersteigen die tatsdchlichen Anforderungen des ReSeqLIMS sogar bei weitem. Alle
kommerziellen Softwareprodukte umfassen z.B. umfangreiche Analyse- und Berichts-
module, die im ReSeqLIMS vorerst nicht vorgesehen sind. Die Gerite und Plastikwaren
der groflen Anbieter sind bereits in groBer Anzahl vordefiniert. Neben den initialen An-
schaffungskosten und den Kosten fiir Customizing und Restrukturierungsmafinahmen,
miissen im Rahmen der Einfiihrung von kommerziellen LIMS-Produkten neben den
laufenden Kosten in Form von Lizensierungskosten oder Kosten fiir Wartungsvertrage
auch Kosten fiir Mitarbeiterschulungen beriicksichtigt werden. Nachtriigliche Anderun-
gen an der LIMS-Software zur Verbesserung der Benutzerfiihrung oder Anpassungen an
sich verdndernde Laborprozesse, bediirfen der kostenpflichtigen Entwicklungsarbeit
seitens der Hersteller, falls diese angeboten wird. Beziiglich der Nutzung, Weiterent-
wicklung und Anpassung kommerzieller LIMS besteht eine Abhéngigkeit vom Herstel-
ler. Der Vorteil von kommerziellen Softwareprodukten ist die relativ kurzfristige Ver-
fiigbarkeit und Nutzbarkeit der Software, wenn nach einem komplexen Auswahlverfah-
ren eine geeignete LIMS-Software aus der Vielzahl der Anbieter bestimmt wurde. Die
betrachtete Open-Source-Software ist von Laboren fiir ein spezifisches Projekt entwi-
ckelt worden, weil die verfligbare kommerzielle Software iiberdimensioniert ist, zu teu-
er ist oder den spezifischen Anforderungen nicht ausreichend angepasst werden kann
[4,44,67,69]. Sind fiir einen Anwendungsbereich keine kommerziellen LIMS-
Softwareprodukte vorhanden, ist die Eigenentwicklung hiufig die einzige Moglichkeit
einer addquaten LIMS-Losung [4]. Eine Eigenentwicklung kann durch die Herstellerun-
abhingigkeit einfacher und schneller an sich dndernde Prozesse und Benutzerwiinsche
angepasst werden, wenn die dazu benétigte Arbeitskraft aufgebracht und investiert wird.
Die Kosten der Entwicklung von Individualsoftware {ibersteigen jedoch nicht selten die

Kosten von kommerziellen Softwareprodukten, insbesondere auch unter Beriicksichti-
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gung der nach der Einfiithrung der Eigenentwicklung entstehenden Kosten, da z.B. fiir
die Fehlerbeseitigung keine Updates bezogen werden kénnen, sondern interne Arbeits-
kraft gebunden wird. Durch die gezielte Entwicklung fiir spezifische Projekte sind die
mafgeschneiderten LIMS-Losungen nur eingeschrinkt konfigurierbar und umfassen
ausschlieBlich Module, die exakt an die im jeweiligen Anwendungsfall gegebene Labor-
infrastruktur angepasst wurden. Erweiterungen, Anpassungen und der Einsatz in ande-
ren Anwendungsumgebungen sind mit Implementierungsaufwand verbunden, der durch
die teilweise angewendete Modularisierung der Software erleichtert werden soll.

Die Analyse der kommerziellen und Open-Source-Software ergab, dass kein
Softwareprodukt fiir die spezifischen Anforderungen und den kalkuliertem Kostenrah-
men verfligbar war. So unterschied sich beispielweise die fiir den Hochdurchsatz geeig-
nete Open-Source-Software z.T. erheblich in ihren Laborworkflows von dem Labor-
workflow des Instituts fiir Hygiene des UKMs. Insbesondere die Arbeitslistengenerie-
rung des Pipettierroboters hétte in allen Fillen eine nachtragliche Implementierung und
Integration erforderlich gemacht. Eine kommerzielle Software wurde aufgrund der er-
forderlichen Anschaffungs-, der Anpassungs- und der laufenden Kosten ausgeschlossen.
Nach der Analyse der ausgewidhlten kommerziellen und Open-Source-Software, wurde
das ReSeqLIMS daher als Eigenentwicklung realisiert, um es exakt an die optimierten
und standardisierten Prozesse und an die gegebene Infrastruktur des Instituts fiir Hygie-
ne in Miinster anpassen zu konnen.

Fir das ReSeqLIMS stand die Implementierung als Web- oder als Desktopan-
wendung zur Auswahl. Da Webanwendungen von den Clients plattformunabhingig mit
einem Webbrowser als Front-End verwendet werden konnen, wurde dieser Weg fiir die
Implementierung des ReSeqLIMS gewdhlt, da dadurch eine lokale Installationen von
Software, fiir die evtl. administrative Rechte erforderlich wire, entfallen wiirde. Auller-
dem ist damit ist die Nutzung der gleichen und aktuellsten Version der Webanwendung
durch alle Clients garantiert sowie eine zentral oder dezentral organisierte Datenhaltung
durch die Webanwendung mdglich, die den zu jeder Zeit realisierbaren Zugriff auf die
aktuellste, konsistente Datenbasis garantiert. Die Performance und Erreichbarkeit der
Webanwendung ist durch die Nutzung des Internets stark abhédngig von der Bandbreite
und Ausfallwahrscheinlichkeit, die dem Client von seinem Netzanbieter zur Verfiigung
gestellt wird, was jedoch heutzutage aufgrund der hohen Internetbandbreiten kein gro-

Bes Problem mehr darstellt.
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Das ReSeqLIMS-Kundenmodul integriert die Personen bzw. Anwender in das
ReSeqLIMS und automatisiert und optimiert Prozesse wie die Registrierung neuer An-
wender, den Zugriff auf den Status und die Ergebnisse von Auftragen sowie das Rech-
nungswesen. Da die Nutzung der ReSeqLIMS-Webanwendung fiir Kunden und Mitar-
beiter iiber eine Weboberfliche mit einem Standard-Webbrowser mdéglich ist, ist hochs-
te Flexibilitit bzgl. der Zugriffsmoglichkeiten unabhédngig von Betriebssystem und
Webbrowser gegeben. Anbieter von Sequenzierungsleistungen wie Eurofins [23], LGC
Genomics [39], GATC [24] und Beckman Coulter Genomics [9] sind ebenfalls im In-
ternet mit einem Webauftritt vertreten. Vergleichbar mit den genannten Anbietern von
Sequenzierungsleistungen differenziert die ReSeqLIMS-Webanwendung einen 6ffentli-
chen Bereich, in dem Informationen zu angebotenen Serviceleistungen, Verfahrensan-
leitungen fiir Bestellungen, Anforderungen an die einzusendenden Proben und evtl. vor-
handene Auftragstemplates, zur Verfiigung gestellt werden, und einen nicht-6ffentlichen
Bereich. Fiir die Generierung von Auftridgen, den Zugriff auf den Auftragsstatus und die
Ergebnisse ist bei allen Anbietern eine Registrierung erforderlich. Im Gegensatz zu an-
deren Anbietern erfolgt im ReSeqLIMS eine Benutzerkontenaktivierung durch Mitar-
beiter des Amplikon Re-Sequencing Centers. Die manuelle Benutzerkontenaktivierung
ermOglicht sowohl eine bessere Kontrolle der Registrierungen als auch die erforderliche
Zuordnung einer Organisation und einer Nutzergruppe zu den neu registrierten Anwen-
dern. Je nach zugeordneter Nutzergruppe erhélt der Anwender nur Zugriff auf die Daten
und Funktionen, die zur Bearbeitung seiner Aufgaben erforderlich sind. Zur Standardi-
sierung des Bestellprozesses ist die Generierung von Auftrdgen ausschlielich mit den
auf der ReSeqLIMS-Weboberfliche bereitgestellten Auftragstemplates moglich. Auf
Webformulare zur Eingabe von Probendaten, wie sie von einigen der genannten Anbie-
ter zur Verfligung gestellt werden, wurde verzichtet, da die erforderliche Online-
Auftragsgenerierung mit den Auftragstemplates der komfortabelste Weg ist auch grof3e
Datenmengen einer z.B. voll belegten 384er Mikrotiterplatte in das ReSeqLIMS zu la-
den. Die Verantwortung der Korrektheit der Auftragsdaten liegt beim Kunden. Die
Rechnungsgenerierung fiir freigegebene Auftrige kann mit dem ReSeqLIMS zeitnah
durchgefiihrt und das Rechnungswesen durch die Verfolgung des Rechnungsstatus er-
leichtert und beschleunigt werden. Systemgenerierte E-Mails geben den Kunden Feed-
back bzgl. Registrierung, Auftragsstatus und Ergebnisverfligbarkeit. Einige Anbieter

verwenden zur Anzeige der Auftrige bzw. der Probendaten anstelle einer tabellarischen
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Anzeige, wie sie zurzeit im ReSeqLIMS verwendet wird, eine layoutbezogene grafische
Anzeige der Plastikware (z.B. [25,26]). Hierdurch ist der Inhalt der Mikrotiterplatte
intuitiv abrufbar. Die Anzeige der Plastikwaren-bezogenen Proben in einer an der Plas-
tikware orientierten, grafischen Anzeige ist auch fiir das ReSeqLIMS zu erwégen und in
folgenden Versionen des ReSeqLIMS evtl. zu iibernehmen. Wéhrend die Auftrage zur-
zeit nach der Auftragsfreigabe weiterhin im ReSeqLIMS in der Kategorie der freigege-
benen Auftrage liber den Meniipunkt ,,Order Overview* einsehbar sind (siche Abb. 21),
ist in den néchsten Versionen des ReSeqLIMS geplant, freigegebene Auftrage nach ei-
nem bestimmten Zeitraum aus der Kategorie der freigegebenen Auftrige durch das Set-
zen des Auftrages, der Auftragspositionen sowie der Proben und Laborproben auf den
neuen Status ,,Archived* zu entfernen. Die Auftrige wiirden dadurch zur Dokumentati-
on weiter erhalten bleiben, gleichzeitig die Ansicht der freigegebenen Auftrige aber
deutlich {ibersichtlicher gestaltet werden. Uber eine Suchfunktion wiren die Auftrige
weiterhin {iber die ReSeqLIMS-Suchfunktion fiir Mitarbeiter abrufbar. Fiir die Chroma-
togramme der freigegebenen Auftrige gilt dann, dass der Download-Link (siche Abb.
21 (E)) der freigegebenen Auftriige fiir drei Monate zur Verfiigung steht. Uber das Re-
SeqLIMS konnen die nach den drei Monaten nicht mehr verlinkten gezippten Ergebnis-
dateien mit den Chromatogrammen in Backupordnern organisiert werden. Die Anzahl
der Chromatogramme in einem Backupordner wird sich nach einer iiber die ReSeq-
LIMS-Weboberflache definierbaren Megabyte (MB) oder Gigabyte (GB)-Grof3e rich-
ten, so dass die Backupordner anschliefend auf CD oder DVD archiviert werden kon-
nen. Die Backupordner bzw. CDs oder DVDs erhalten einen eindeutigen Schliissel, der
den Chromatogrammen der archivierten und gezippten Ergebnisdateien zugeordnet
wird. Damit ldsst sich die CD/DVD auf der sich spezifische Chromatogramme befinden
iber das ReSeqLIMS abfragen.

Aufgabe des Labormoduls ist die optimale und effiziente Unterstiitzung der Pro-
zesse in einem Labor sowie die Integration der Laborprozesse, der beteiligten Personen
und der verwendeten Gerdte in einen qualitétsiiberwachten Laborworkflow. Das Re-
SeqLIMS-Labormodul definiert durch das Konstrukt des Workflows die Abfolge der
Laborstationen zur Bearbeitung von Methoden. Photometer, Pipettierroboter und DNA-
Sequenzierer sind durch die Generierung und das Einlesen der Arbeits-/Sequenzier- und
Ausgabelisten in einen Laborworkflow integriert. Mitarbeiter haben zu jeder Zeit Zu-

griff auf die aktuellsten Labordaten, das Generieren der Arbeits- und Ausgabelisten ist
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zeitsparend und fehlerfrei moglich. Die gezielte Auswahl von Arbeitslisten zur weiteren
Verarbeitung sorgt fiir Prozesssicherheit bei der Verbindung des ReSeqLIMS und des
Pipettierroboters. Eingebaute Sicherheitsmechanismen wie z.B. die ProcessNumber in
den Arbeitslisten verhindern die unsachgemifB3e Bedienung des Pipettierroboters. Plau-
sibilititspriifungen, u.a. bei der Auswahl der Plastikware an einer Laborstation, unter-
stiitzen die Mitarbeiter bei der Bearbeitung von Auftrigen. Zusétzlich ermdglicht die
eindeutige Identifizierung der Laborproben durch Verwendung von Barcodes, Platten-
position und Workflow-Step die fiir die Amplikon-Resequenzierung zwingend erforder-
liche Probenverfolgung auf jeder Stufe iiber den gesamten Laborworkflow. Das fiir Re-
sequenzierungsprojekte mafigeschneiderte ReSeqLIMS integriert Laborworkflow, Gera-
te und Mitarbeiter, minimiert Fehlerquellen, wie sie z.B. bei dem manuellen Erstellen
von Arbeitslisten auftreten konnten, erzeugt Zeitvorteile und steuert den Proben- und
Datenfluss wihrend der verschiedenen Laborprozesse im Hochdurchsatz. In den folgen-
den ReSeqLIMS-Versionen wird das Labormodul um eine Auftrags- bzw. laborproben-
spezifische Laborprobeniibersicht ergéinzt. In dieser ist es nach der Selektion einer La-
borprobe mdglich, sich den Verlauf sémtlicher Vorgénger- und Nachfolgerlaborproben
mit den Verbrauchs- und Qualitdtsinformationen anzeigen zu lassen. Wéhrend die bis-
herige Implementierung nur die Laborstations-spezifische Ansicht der Laborproben
tiber das Workflow-Fenster des ,,List Managements™ ermoglicht, ist damit die Ansicht
der Proben bzw. Laborproben eines Auftrages iiber alle Workflow-Steps mit den rele-
vanten Informationen in einer Ansicht mdglich. Das automatisierte Starten von Modu-
len des Pipettierroboters durch das Hochladen der Arbeitsliste in den Arbeitsordner des
Pipettierroboters und das automatisierte Einlesen der Ausgabeliste in das ReSeqLIMS,
sobald der Pipettierroboter die Ausgabedatei in den entsprechenden Laborstation-
spezifischen Ordner gespeichert hat, ist zundchst nicht vorgesehen. Unter dem Aspekt
der weiteren Automatisierung des Laborworkflows wére die direkte Kommunikation
zwischen LIMS und Pipettierroboter, soweit dies moglich ist, zu implementieren. Die in
Kap. 3.2.3.5 beschriebene Vorgehensweise bei der Verwendung der Verbrauchsmateria-
lien ist z.Z. noch nicht vollstdndig implementiert.

Das Geratemodul ist verantwortlich fiir die Integration der Gerite eines Labores in
das ReSeqLIMS. Es werden geritespezifische Eigenschaften wie z.B. das Format der
Arbeits- und Ausgabeliste des Pipettierroboters, die Anzahl der Kapillaren, das Format

der Sequenzierliste und die verfligbaren Sequenzierprotokolle eines DNA-Sequenzierers
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verwaltet. In kommerziellen Softwareprodukten steht eine Vielzahl von Geriten als
,Default“-Gerdte zur Verfiigung. Eine derartige Implementierung einer Vielzahl von
Geriten ist fiir das ReSeqLIMS nicht sinnvoll. Vielmehr muss der Schwerpunkt des
ReSeqLIMS darauf liegen, das Hinzufiigen von Gerédten iiber die ReSeqLIMS-
Weboberfliche zu unterstiitzen. Wihrend das Anlegen neuer Geriéte iiber die ReSeq-
LIMS-Weboberflache mit der Definition gerdtespezifischer Attribute moglich ist, ist das
Anlegen bzw. Definieren von Formaten fiir die Arbeits- und Ausgabelisten zurzeit noch
nicht méglich. Das Format von Arbeits- und Ausgabelisten ist fest im Quellcode defi-
niert. Das Hinzufligen neuer Gerite mit anderen Arbeits- und Ausgabelistenformaten ist
nur durch Implementierung der neuen Formate im Quellcode moglich. Eine Funktion
zur einfachen Definition des Formates von Arbeits- und Ausgabelisten iiber die ReSeq-
LIMS-Weboberfliache oder die Verwendung von XML-Dateien, die das Format der Ar-
beits- und Ausgabelisten definieren, sollte in den folgenden ReSeqLIMS-Versionen
angestrebt werden. Das gleiche gilt ebenso fiir die Sequenzierliste des DNA-
Sequenzierers.

Im ReSeqLIMS ist die Protokollierung und laborprobenspezifische Zuordnung
von Probenwerten sowie der in einem Arbeitsschritt verwendeten Verbrauchsmateria-
lien und Geréte durch die eindeutige Identifikation einer Laborprobe iiber sdmtliche
Workflow-Steps einer Methode moglich. In diesem qualitétsiiberwachten und integrier-
ten Workflow werden auftretende Qualititsméngel schnell erkannt und kénnen gezielt
zurilickverfolgt werden. Im Falle auftretender Qualitétsbeeintrachtigungen oder Verfah-
rensfehler bietet die Wiederholerfunktion des ReSeqLIMS die Moglichkeit Laborproben
evtl. auch mehrmals zu wiederholen (siehe Kap. 3.2.3.4). Das Ziel des ReSeqLLIMS ist
es, durch eine effektive Protokollierung von Qualititsdaten dem Anspruch der hochsten
Ergebnisqualitit gerecht zu werden.

Die Erweiterbarkeit und Konfigurierbarkeit ist ein Schwerpunkt bei der Imple-
mentierung des ReSeqLIMS. Neue Methoden, Materialien, Optionen, aber auch neue
Laborstationen konnen iiber die ReSeqLIMS-Weboberfliche angelegt werden. Durch
die Kombination von Laborstationspaaren konnen beliebige Laborworkflows definiert
werden. Die bereits implementierten Laborworkflows sind stark orientiert an der modu-
laren Arbeitsweise des Pipettierroboters und der Generierung von Arbeits- bzw. Se-
quenzierlisten sowie dem Einlesen von Ausgabelisten bzw. Sequenzierungsergebnissen

an den einzelnen Laborstationen. Neue Methoden oder Gerite, die von dem bisherigen
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Laborworkflow in groBerem Malle abweichen, sind nur durch entsprechenden Pro-
grammieraufwand in das ReSeqLIMS zu integrieren. Die geplante Integration eines
NextGeneration-Sequenziergerdtes in das ReSeqLIMS wiirde der im ReSeqLIMS ver-
wendeten Laborstruktur entsprechen. Auch der NextGeneration-Sequenzierer bendtigt
eine Arbeitsliste, um Proben zu verarbeiten. Die vom NextGeneration-Sequenzierer
generierten Ergebnisse miissten den Ausgangsproben wiederum zugeordnet werden. Fiir
die Integration des NextGeneration-Sequenzierers steht die Definition der neuen Ar-
beits- und Ausgabenlistenformate im Vordergrund. Hier ist entscheidend, in wie weit
der NextGeneration-Sequenzierer mit den vom ReSeqLIMS definierten Datenstrukturen
und umgekehrt arbeiten kann, da sich der Laborworkflow des NextGeneration-
Sequenzierers erheblich vom bisherigen auf der DNA-Sequenzierung nach Sanger ba-
sierendem Laborworkflow unterscheidet. Eine separate Betrachtung von z.B. PCR-
Setup und Sequenzierungssetup ist nun nicht mehr moglich. Die Zuordnung von Ver-
brauchsmaterialien ist nur noch zu dem gesamten Prozess und nicht mehr zu Laborpro-
ben der einzelnen Workflow-Steps moglich. Fiir eine detaillierte Statusanzeige des Fort-
schrittes einzelner Laborproben wére eine direkte Kommunikation zwischen LIMS und
NextGeneration-Sequenzierer erforderlich.

Das ReSeqLIMS wird im Labor des Instituts fiir Hygiene des UKMs bereits im
Routineeinsatz und fiir den Resequenzierungsservice, der als Dienstleistung fiir die
Netzwerkpartner angeboten wird, eingesetzt. Dadurch konnte der Bedarf der Optimie-
rung bestehender und weiterer Funktionalitdten identifiziert werden, deren Implementie-
rung aktuell und in den folgenden Versionen des ReSeqLIMS erfolgt. Die Weboberfla-
che und die Benutzerfithrung werden u.a. durch Sortierungsfunktionen in den Tabellen,
dem moglichen Ein- und Ausblenden von Tabellenspalten, der evtl. sinnvollen grafi-
schen Darstellung bisher tabellarisch angezeigter Daten und der farblichen Unterstiit-
zung von Selektionen, Auswahlmoglichkeiten und Qualitdtsmerkmalen optimiert und
den Benutzerwiinschen weiter angepasst. Die Endkontrolle der Resequenzierungsergeb-
nisse lieBe sich z.B. durch ein intuitives Ampelsystem unterstiitzen. Chromatogramme,
die eine sehr gute Qualitit aufweisen, wiirden in einer Tabelle griin markiert, eine not-
wendige manuelle Uberpriifung von Chromatogrammen mit einer Qualitit im Grenzbe-
reich mit Gelb gekennzeichnet, eine nicht ausreichende Qualitit wiirde durch eine rote
Markierung ausgewiesen. Ziel ist es, die Benutzerfreundlichkeit und intuitive Verwen-

dung der ReSeqLIMS-Weboberflache weiter zu optimieren. Um das direkte Arbeiten an
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der Datenbank mittels SQL-Befehlen vollstindig umgehen zu kénnen, sind zudem noch
einige administrative Funktionalitidten fiir das ReSeqLIMS zu implementieren. Gleich-
zeitig gilt, wie bereits fiir die Arbeits-/Sequenzier- und Ausgabelisten beschrieben, dass
durch die Auslagerung von Quellcode in einfacher zu konfigurierende XML-Dateien
oder durch Funktionen, die iiber die ReSeqLIMS-Weboberfliche verwendet werden
konnen, auch fiir die systemseitig generierten PDF-Dokumente (sieche Kap. 3.2.6.3)
durch eine weitere Auslagerung der Textbausteine, wie z.B. dem Text des Anschreibens
fiir das Versenden von Barcodeaufklebern, aus dem Quellcode eine weitere Flexibilisie-
rung in den folgenden ReSeqLIMS-Versionen erfolgen muss. Hier gilt, dass sich bei der
Verianderung der Textbausteine in einem PDF-Dokument insbesondere Probleme bei
deren Anordnung und dem Layout der neu generierten Dokumentenversion ergeben, da
Verdnderungen zu unerwiinschten Seiten- und Zeilenumbriichen fithren konnen. Daher
besteht die Herausforderung der Implementierung darin, auch nach vorgenommenen
Anderungen an den Dokumenten iiber die ReSeqLIMS-Weboberfliche eine weiterhin
korrekte Anordnung der Textbausteine in den PDF-Dokumenten zu garantieren.

Wihrend das Management der Listen und Dokumenten einer weiteren Flexibili-
sierung bedarf, ist fiir die Fortschrittsbeschreibung von Auftrigen, Auftragspositionen,
Proben, Laborproben und Rechnungen, die im ReSeqLIMS iiber die Vergabe von kon-
textsensitiven Status erfolgt, eine Optimierung erforderlich. Die Statusberechnungen
erfolgen rekursiv basierend auf einer Baumstruktur, die sich durch die Verkniipfung von
Auftriagen, Auftragspositionen, Proben und den Laborproben ergibt (siche Kap. 3.2.5).
Zurzeit zeigt sich, dass die rekursive Berechnung des neuen Status insbesondere in den
spaten Workflow-Steps des Amplikon-Resequenzierung Workflows wie z.B. der Se-
quenzierungsproduktaufreinigung bei stark gefiillten 96er Mikrotiterplatten einige Zeit
in Anspruch nimmt. Die benoétigte Zeit diirfte sich bei der Verwendung von 384er
Mikrotiterplatten noch einmal steigern. Daher ist in den folgenden ReSeqLIMS-
Versionen die algorithmische Losung der iterativen Statusberechnung basierend auf der
Baumstruktur zu optimieren und ggf. durch eine andere algorithmische bzw. im Be-
darfsfall durch eine konzeptionell andere Losung zu ersetzen.

Mit dem ReSeqLIMS ist ein LIMS entwickelt worden, dass speziell fiir die An-
wendung im Rahmen von Hochdurchsatz-Resequenzierungen konzipiert wurde. Durch
die Integration der Laborprozesse inkl. der Proben- und Qualitdtsdaten, beteiligter Per-

sonen und Gerdte in einen qualitdtsiibberwachten Workflow, wird die Laboreffizienz
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gesteigert und die Protokollierung von Proben- und Qualititsdaten ermoglicht. Zusatz-
lich generiert die Automatisierung der Kundenkommunikation, die Erstellung von geré-
tespezifischen Listen und die Verwendung von Auftragstemplates sowie allgemein der
ReSeqLIMS-Weboberfliche Zeitvorteile und verhindert Fehleingaben durch manuelle
Arbeiten. Die Implementierung als Webanwendung macht das ReSeqLIMS zudem uni-
versell verfligbar und ermoglicht den leichten Zugriff auf aktuelle Auftrags- und Labor-
informationen durch den Kunden und die Mitarbeiter.

Der néchste wichtige Entwicklungsschritt des ReSeqLIMS wird die Integration
eines NextGeneration-Sequenzierers. Dieser ist in den bestehenden Laborworkflow zu
integrieren, wobei die Herausforderung darin bestehen wird, die neuen Informations-
strukturen und den im Vergleich zu dem auf der DNA-Sequenzierung nach Sanger ba-
sierenden verdnderten Laborworkflow des NextGeneration-Sequenzierers, in das Re-
SeqLIMS zu integrieren. Insbesondere im Zusammenhang mit dem NextGeneration-
Sequenzierer treten zudem Fragestellungen des Datenmanagements in den Vordergrund,
da die pro Sequenzierungslauf generierten extrem hohen Datenmengen effizient und
effektiv verwaltet werden miissen. Die Performance des ReSeqLIMS ist aktuell bzgl.
der Statusberechnung noch zu verbessern und darf sich trotz des Managements auch
grofler Datenmengen nicht verringern. Mit der zunehmenden Anzahl an generierten
Auftrigen werden Suchfunktionen bzw. Suchmasken zum Auffinden von Auftrégen,
Rechnungen, Mikrotiterplatten und Proben zunehmend wichtiger, die im ReSeqLIMS in
adaquater Weise angepasst und zur Verfiigung gestellt werden miissen. Neben den Me-
thoden der Genotypisierung, die auf einer Resequenzierung von DNA-Fragmenten ba-
sieren, sollen in das ReSeqLIMS auch andere Methoden der Genotypisierung wie z.B.
MLVA integriert werden. Die MLVA-Methode wird zurzeit im ReSeqLIMS angelegt,

um damit auch das Angebot an Methoden weiter zu erhdhen.
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Anhang
A Die Ordnerstruktur des ReSeqLIMS

Die Ordnerstruktur des ReSeqLIMS befindet sich zentral auf einem Webserver
und ist damit jederzeit fiir die Webanwendung zu erreichen. Durch das Einbinden der
Ordnerstruktur als Netzlaufwerk in die Ordnerstruktur eines beliebigen Arbeitsplatz-
rechners, kann auch lokal bequem auf alle Ordner der ReSeqLIMS-Ordnerstruktur auch
lokal zugegriffen werden. Im Ordner ,,orderFiles” werden die Auftrage der Kunden ge-
sichert (siche Abb. 33).

T approved
= [ archive
+ [Dolstorage
{Jtmp_chromatograms
+ Dwlstorage
ZbillingDocuments
+ [Dfinished
D newBarcodelabelDocuments
TinewMethod
= [Jolstorage
001_dnaQuantification
{202 _dnaNormalisation
03 _pcrSetup
{004 _pcrProductPurification
05_sequencingSetup
{006 _sequencingProductPurification
07_sequencingPreparation
{208 sequencing
D Addinginternalstandard
[ Fragmentanalysis
DorderFiles
Ztmp_chromas
Ztmp_orderFiles
= Dwlstorage
00 _currentWorklist
{201 _dnaQuantification
002_dnaNormalisation
{303 pcrSetup
04_pcrProductPurification
{005 _sequencingSetup
[ 06_sequencingProductPurification
{007 _sequencingPreparation
08 _sequencing
D Addinginternalstandard
[ Fragmentanalysis

Abb. 33: Die ReSeqLIMS-Ordnerstruktur.

Die Ordner ,,wlstorage* und ,,olstorage* beinhalten die vom ReSeqLIMS bzw.
vom Pipettierroboter generierten Arbeits- und Ausgabelisten. Die Laborstation-
spezifischen Unterordner ermoglichen, dass Arbeits- und Ausgabelisten in den Ordnern
der Laborstation abgespeichert werden, an der die Arbeits- und Ausgabelisten generiert
worden sind. Wéhrend die abgearbeiteten Auftrige vor ihrer Endkontrolle im Ordner
»finished* abgelegt werden (z.B. im Amplikon-Resequenzierung Workflow in Form

einer gezippten Ergebnisdatei, die die generierten Chromatogramme enthélt), werden
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die nach einer finalen Qualitdtskontrolle freigegebenen Auftrige im Ordner ,,approved*
abgelegt. Die Ordner ,,newBarcodeLabelDocuments* und ,,billingDocuments* enthalten
PDF-Dateien, die zum Versenden der Rechnungen oder neuer Barcodeaufkleber erstellt
werden. Die mit tmp_ bezeichneten Ordner ,,tmp_orderFiles” und ,,tmp chromas® bein-
halten Auftragsdateien und Chromatogramme, die noch einer weiteren Bearbeitung
bzw. Uberpriifung unterzogen werden, bis sie in ihren Zielordner weiterkopiert werden
konnen. Das Anlegen neuer Methoden kann durch den Import einer Excel-Datei erfol-
gen. Zu Dokumentationszwecken wird die Excel-Datei im Ordner ,,newMethod* abge-

speichert.

- 11 -
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B Status des ReSeqLIMS
Status flir Auftrage, Auftragspositionen, Proben und Laborproben

Not arrived

Arrived

Quantification in process
Quantification finished
Normalization in process
Normalization finished

PCR setup in process

PCR setup finished

PCR product purification in process
PCR product purification finished
Sequencing setup in process
Sequencing setup finished
Sequencing product purification in process
Sequencing product purification finished
Sequencing preparation in process
Sequencing preparation finished
Sequencing in process

Sequencing finished

Adding internal standard in process
Adding internal standard finished
Fragment analysis in process
Fragment analysis finished

Order approved (nur fiir Auftrige)

Order position approved (nur fiir Auftragspositionen)
Sample approved (nur fiir Proben)

Ok (nur fiir Laborproben)

Resigned

Status fiir Rechnungen

Unbilled
Open
Paid
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C Die Struktur der gezippten Ergebnisdatei des Amplikon-Resequenzierung
Workflow
Die Struktur der gezippten Ergebnisdatei des Amplikon-Resequenzierung
Workflows orientiert sich an der Struktur des Auftrages und der (Auftrags-) Proben
(siche Abb. 34).

St & 10939

= [3 A0002_A1
& sample10_adkEc_M13f A0986_A01.abl
& sample10_adkEc_M13r_A0986 BOl.abl
sample10_fumCEc_M13f_A0986_C01.abl
izl LAsig L
@ sample10_fumCEc_M13r_A0986_DO01.abl
& sample10_gyrBEc_M13f A0986_E0l.abl
@ samplel0_gyrBEc_M13r_A0986_F01.abl
& samplel0_icdEc_M13f AD986_GO01.abl
& sample10_icdEc_M13r_ A0986_H01.abl
sample10_mdhEc_M13f_A0986_A02.abl
ozl ( LAlzics

@ sample10_mdhEc_M13r_A0986_B02.abl

B sample10_purAEc_M13f A0986_C02.abl

& samplel0_purAEc_M13r_A0986_D02.ab1l
& sample10_recAEc_M13f A0986_E02.abl

B sample10_recAEc_M13r_A0986 F02.abl
= [3 A0002_B1
@ samplel1_adkEc_M13f A0986_G02.abl
& sample1l_adkEc_M13r A0986_HOZ2.abl
sample11_fumCEc_M13f A0986_A03.abl
izl LAz _

Abb. 34: Die Struktur der gezippten Ergebnisdatei ist definiert durch den Auftrag und
die (Auftrags-) Proben. Die Probennamen-Bestandteile samplel0 und samplel! sind
vom Kunden vorgegeben. Genname, Primername, Barcode und Plattenposition der Se-
quenzierplatte werden systemseitig an den Probennamen angehéngt.

Auf der obersten Ebene befindet sich ein Ordner, der entsprechend der Auftrags-
ID benannt wird. Die nidchste Ebene umfasst Ordner, die entsprechend der Barcodes der
Auftragspositionen benannt sind. Handelt es sich bei einer Auftragsposition um eine
Mikrotiterplatte, sind die Barcode-Ordnernamen zusétzlich mit der jeweiligen Platten-
position versehen. In den Barcode/Position-Ordnern sind ausschlieBlich die Chromatog-
ramme zu finden, die der entsprechenden Probe eindeutig zuzuordnen sind. AusschlieB3-
lich zur Zuordnung der Chromatogramme zu den sequenzierten Laborproben sowie zu
Zwecken der Dokumentation und Qualititssicherung enthélt der Chromatogrammname

zusitzlich den Barcode und die Plattenposition der Sequenzierplatte.

D Analysierte kommerzielle und Open-Source-Softwareprodukte
Im Rahmen des PBA-Zoo Projektes wurden kommerzielle und Open-Source-
Softwareprodukte auf eine FEignung fir den Einsatz in Hochdurchsatz-

Resequenzierungen im Institut fiir Hygiene des Uniklinikum Miinster analysiert. In Tab.

-1V -
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1 wird die Funktionalitdt der Softwareprodukte kurz beschrieben. Tabelle 2 zeigt detail-

liert die Funktionalitét, die Softwarearchitektur und die verwendeten Programmierspra-

chen und Datenbanken der analysierten Softwareprodukte aus Tab. 1.

Geospiza GeneSifter

Geospiza GeneSifter ist ein umfangreiches LIMS fiir den Einsatz in einem
Hochdurchsatz-Labor. Es erméglicht die Probenverfolgung und die Proto-
kollierung von Qualititsdaten iiber alle Schritte eines Workflows und ist
sehr variabel konfigurierbar. Eine Vielzahl an Instrumenten, Plastikwaren
etc. sind bereits vordefiniert.

Thermo Fischer Scien-
tific Nautilus/Sample
Manager

Thermo Fischer Scientific Nautilus und Sample Manager sind geeignet fiir
Probenverfolgung und Protokollierung von Informationen in einem
Workflow. Eingesetzt in Forschung- und Entwicklungslaboren.

GenoLogics Geneus

Exklusiv fiir den Genomik Bereich entwickeltes LIMS. Ermoglicht Proben-
verfolgung, Integration der Laborinstrumente, Online-Auftragsgenerierung
und Ergebnisverwaltung.

Siemens Simatic IT
Unilab

LIMS Losung mit Spitzenplatz in der Prozess-Industrie. Verwaltet und kon-
figuriert den vollstindigen Workflow im Labor bzgl. Proben, Analysen,
Instrumenten und Berichten. Fokus: Qualitétssicherung und Effizienzsteige-
rungen.

STARLIMS LIMS zur Verwaltung, Archivierung und Riickverfolgung von Daten ver-
schiedener Formate.

T.LM.S. TagMan Information Management System (T.I.M.S) Proben-Management
basiert auf dem Einlesen von TagMan Arbeits- und Ausgabe Dateien.

PACLIMS Komponenten LIMS fiir Hochdurchsatz funktionale Genomik-Analysen.

SLIMS Das Sample-based LIMS (SLIMS), ermoglicht die Anzeige, die Bearbeitung
und das Anlegen von Probeninformationen. Programm zum Plattenmana-
gement.

2D LIMS LIMS fiir 2-D Gelelektrophorese basierenden Proteomik Workflow. Unter-
stiitzt Verarbeitung von Import- und Export-Daten von Massenspektroskopie
und 2-D Gel-Image Analyse Software.

MMP-LIMS Das Maize Mapping Projekt (MMP)-LIMS wird in einer Hochdurchsatz-

Umgebung zur Erstellung einer Genkarte eingesetzt. Ziel: Datenmanage-
ment, Datenqualitit und -zugriff sicherstellen und den Datenaustauch zwi-
schen Forschergruppen unterstiitzen.

Canditate gene mutati-
on screening

LIMS in einer Hochdurchsatz-Umgebung, die striktes Prozessmanagement
und sorgfiltige Datenverfolgung bzw. -protokollierung erfordert.

Crop Genotyping

LIMS in einer Hochdurchsatz-Umgebung. Zur Handhabung der grof3en
Datenmengen sind die Probenverfolgung und die Protokollierung von Daten
auf jeder Stufe eines Workflow notwendig.

Variant Identification
Pipeline

Pipeline fiir diagnostische Resequenzierungsprojekte. Automatische Analyse
eines Single GS-FLX Amplikon-Resequenzierungslauf, von den Raw-Daten
bis zu maligeschneiderten Berichten.

Tab. 1: Kurze Beschreibung der ausgewéhlten kommerziellen und Open-Source-
Softwareprodukte, die auf einen Einsatz im Rahmen des PBA-Zoo Projektes analysiert

wurden.
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tific Nautilus/Sample | X | X X X X X X -1 X X - X X| - X X| - -
Manager
GenoLogics Geneus X | X X X - X X X X X - X X| X - X| X -
Stemens Simatic IT | | v | X X | X| X |X| X | X | Oracle X x| - - x| - -
Unilab
StarLIMS X | X X X - X - - X - NET - - - - X| - -
. . lokale
T.I.M.S. - - X - - - - X - - | VisualBasic X - - - - - Datenbank
PACLIMS X X X X - - X| - - Perl - X| - - X| - PostgreSQL
SLIMS x| x| - X x| - |- x| -] Javasse N Dg;?&rggt&
2D LIMS X| x| x . x| - - x| - POS;?ITPSQL o] -] x| - :
VisualBasic
MMP-LIMS X | x| - X X | - - x| X | - |JavaApplets | X |-| - S L\;iilj grcaccelzs
Perl )
Canditate gene mutati- x| x X X ) X ) ) ) ) ISP X x| - X o MySQL
on screening
CropGenotyping | X | X | X | x | x | x| x |x| - | - ljf;;ig‘;trsk X |-| x| x |x| - Ms(;sstggszggw
Variant .Ider?tlﬁcatlon ) ) i ) X i X x| - ) Perl X i ) ) x| - MySQL
Pipeline

Tab. 2: Ausgewihlte Funktionalititen der kommerziellen und Open-Source-Software aus Tab. 1. Wihrend das ,,X* eine Funktion nach-
weist, bedeutet der ,,- nur, dass in der jeweiligen Publikation diese Funktionalitét nicht erwdhnt wurde und daher im Rahmen dieser Ana-

lyse davon ausgegangen werden muss, dass diese Funktion nicht vorhanden ist.
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