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Uéel pouziti

Ugel pouziti

Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx se softwarem CFX Manager Dx jsou uréeny k provadéni
fluorescenéni PCR pro detekci a kvantifikaci sekvenci nukleové kyseliny. Systémy a software jsou
uréeny k diagnostickému pouziti in vitro vySkolenymi laboratornimi techniky. Systémy by se mély
pouzivat s diagnostickymi testy nukleové kyseliny tfetich stran, vyrobenymi a oznaenymi k

diagnostickym uceltm.
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Ce

Oznaceni CE — nafizeni (EU) 2017/746 o
diagnostickych zdravotnickych
prostredcich in vitro

Preklady

Dokumenty k produktu mohou byt k dispozici v jinych jazykovych mutacich na elektronickych médiich.
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Bezpecnost a shoda s predpisy

Pro bezpecny provoz systému CFX96 Dx nebo CFX96 Deep Well Dx se softwarem CFX Manager Dx,
oznacovaného v tomto dokumentu jako systém Systém CFX Dx, spole¢nost Bio-Rad durazné
doporucuje dodrzovat bezpecnostni specifikace uvedené v této kapitole a v celém tomto navodu.

Dulezité: Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx jsou schvaleny pro pouZiti jako in vitro
diagnostické (IVD) zdravotnické prostredky.

Bezpecnostni vystrazné stitky

Vystrazné Stitky umisténé na pfistroji a v této pfirucce vas upozorfiuji na mozné zdroje zranéni nebo
poskozeni. Tabulka 1 popisuje kazdy bezpec€nostni vystrazny Stitek.

Tabulka 1. Vyznam bezpeénostnich vystraznych stitk

lkona Vyznam

Vystrazné upozornéni na nebezpeci poskozeni téla nebo zafizeni
Provozovani systému CFX Dx bez seznameni se s touto pfiru¢kou mize
predstavovat nebezpedi Urazu. Z bezpecnostnich divodu tento pfistroj nepouzivejte
zpUsobem, ktery neni uveden v této pfiru¢ce. Toto zafizeni smi obsluhovat pouze
kvalifikovany laboratorni personal vy$koleny k bezpeénému pouzivani elektrickych
zafizeni. Se v&emi ¢astmi systému manipulujte vzdy opatrné a vzdy méjte Cisté,
suché ruce.

materialy

PFi manipulaci s biologicky nebezpe&nymi vzorky dodrzujte doporu¢ena
bezpecénostni opatfeni a pokyny a dodrzujte mistni pfedpisy specifické pro vasi
laboratof a pracovisté.

f Vystrazné upozornéni na zachazeni s biologicky nebezpecnymi

Vystrazné upozornéni na nebezpeci popaleni

Termocykler vytvari dostatek tepla, aby zpUsobil vazné popaleniny. BEhem provozu
vzdy pouzivejte ochranné bryle nebo jinou ochranu oci. Pfed otevienim vika a
vyjmutim vzork( vzdy nechte blok vzorku vychladnout. VZdy zachovavejte
maximalni vzdalenost, aby nedoslo k nahodnému popaleni kize.
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Bezpecnost a shoda s piedpisy

lkona Vyznam

Vystrazné upozornéni na nebezpeci vybuchu
Bloky se vzorky mohou byt za normalniho provozu tak horké, Ze se kapaliny za¢nou
varit a mohou explodovat.

Specifikace pro bezpecné pouzivani a shoda s predpisy

Tabulka 2 obsahuje specifikace pro bezpeéné pouzivani systému Bio-Rad CFX Dx pro detekci PCR v
realném Case. Aby se zajistila shoda s limity FCC pro tfidu A, museji se s témito pfistroji pouzivat

dodavané stinéné kabely.

Tabulka 2. Podminky bezpeéného pouziti

Aspekty pouziti

Jmenovity pfikon

Podminky bezpeéného pouziti

100-240V AC, 50-60 Hz, 850 W max.

Kategorie prepéti

Pojistky 10 A, 250V, 5 x 20 mm, rychly typ (pocet: 2)
Prostredi Pouze pro pouziti v krytych prostorech
Teplota pro pouziti 15-31°C

Skladovaci teplota -20az60°C

Relativni vihkost

Az 80 % (nekondenzujici)

Nadmorska vySka

Az2000 mn. m.

Stuperi znecisténi

2

Shoda s predpisy

Systém detekce PCR v realném Case CFX Dx byl testovan a shledan v souladu se vSemi pfisluSnymi

pozadavky nasledujicich bezpec€nostnich a elektromagnetickych norem:

m |EC61010-1:2010 (3. vyd.), EN61010-1:2010 (3. vyd.). Elektrické zafizeni pro méfeni, kontrolu a
laboratorni pouziti — Cast 1: V&eobecné pozadavky

m |[EC61010-2-010:2014, EN 61010-2-010:2014. Bezpecnostni poZzadavky na elektricka zafizeni
pro méfeni, regulaci a laboratorni pouziti. Cast 2-010: Zvlastni pozadavky na laboratorni

vybaveni pro ohfev materiald
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Rizika

m |EC61010-2-081:2015, EN 61010-2-081:2015. Bezpecnostni pozadavky na elektricka zafizeni
pro méfeni, regulaci a laboratorni pouziti. Cast 2-081: Zvlastni pozadavky na automatické a
poloautomatické laboratorni vybaveni pro ucely analyzy a jiné ucely (véetné Dodatku 1)

m  |[EC61010-2-101:2015 (2. vyd.). Bezpeénostni pozadavky na elektricka zafizeni pro méreni,
regulaci a laboratorni pouziti. Zvlastni pozadavky na in vitro diagnostické (VD) zdravotnické
vybaveni

B |EC61326-1:2012 (tfida A), EN 61326-1:2013 (tfida A). Elektricka zafizeni pro méfeni, kontrolu a
laboratorni pouZiti. PoZzadavky na EMC, Cast 1: V&eobecné pozadavky

B |EC61326-2-6:2012, EN 61326-2-6:2013 (tfida A). Elektricka zafizeni pro méfeni, kontrolu a
laboratorni pouziti. Pozadavky EMC. Zvlastni pozadavky na in vitro diagnostické (VD)
zdravotnické vybaveni

Dulezité: Toto zafizeni generuje, pouziva a mlze vyzarovat vysokofrekvenéni energii, a pokud
neni instalovano a pouzivano v souladu s poskytnutou instruktaZni dokumentaci, maze zpUsobit
Skodlivé ruseni radiové komunikace. Provoz systému v obytnych zénach pravdépodobné zpusobi
Skodlivé ruseni, v takovém pfipadé bude uZivatel muset toto ruSeni na vlastni naklady odstranit.

Rizika

Systém detekce PCR v realném ¢ase CFX Dx je zkonstruovan tak, aby fungoval bezpecné a
efektivné, pokud je pouzivan zptsobem pfedepsanym vyrobcem. Pokud se systém detekce PCR v
realném ¢ase CFX Dx nebo kterékoli z jeho souéasti pouzivaji jinym zpisobem nez uréenym
vyrobcem, jeho ochranné mechanismy nemusi fungovat. Spole¢nost Bio-Rad Laboratories, Inc.,
neodpovida za zadné zranéni ani poSkozeni majetku zplsobené pouzitim tohoto zafizeni
nespecifikovanym zpusobem nebo Upravou pfistroje neprovedenou spole¢nosti Bio-Rad nebo jejim
zplnomocnénym zastupcem. Servis systému detekce PCR v redlném €ase CFX Dx smi provadét
pouze kvalifikovany personal spole¢nosti Bio-Rad.

Biologicka rizika

Systém CFX Dx pro detekci PCR v realném Case je laboratorni vyrobek. Pokud se vS§ak vyskytnou
biologicky nebezpeéné vzorky, dodrzujte nasledujici pokyny a postupuijte podle mistnich smérnic
platnych pro vasi laboratof a pracovisté.

Poznamka: Béhem normalniho provozu tohoto pfistroje se neuvoliiuji Zzadné biologicky
nebezpecné latky.
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Bezpecnost a shoda s piedpisy

VSeobecna bezpeénostni opatieni

B Vzdy pouzivejte laboratorni rukavice, plast a bezpecnostni bryle s bocnimi kryty nebo ochranné
bryle.

B Nedotykejte se rukama Ust, nosu a oci.

B VSechny fezné rany a odfeniny zcela zakryjte jesté pfed zahajenim prace s potencialné
infek&nimi materialy.

B Po pracis potencialné infekénimi materialy si jeSté pfed odchodem z laboratofe peclivé umyjte
ruce mydlem a vodou.

B Pfed zahajenim prace na pracovnim stole si sundejte naramkové hodinky a Sperky.

B Uchovavejte viechny infekéni nebo potencialné infekéni materialy v nerozbitnych nepropustnych
nadobéch.

B Pfed opusténim laboratofe si sundejte ochranny odév.

BV rukavicich nepiste, neberte telefony, nerozsvécejte svétla a nedotykejte se predmétd, kterych
se ostatni lidé mohou dotykat bez rukavic.

B Rukavice ¢asto ménite. Sejméte je okamzité, pokud jsou viditelné kontaminovany.
B Nevystavujte latky, u kterych nelze provést fadnou dekontaminaci, potencialné infekénim latkam.

B Podokonéeni prace s biologicky nebezpecnym materialem dekontaminujte pracovni plochu
vhodnym dezinfekénim prostfedkem (napf. v domacnosti pouzivanym dezinfekénim pfipravkem
nafedénym v poméru 1:10).

Specificka bezpeénostni opatieni pro IVD

B VSechny pacientské vzorky jsou potencialnim biologickym rizikem a podle toho se s nimi musi
zachézet pfi dodrZzovani vdeobecnych bezpelnostnich opatfeni.

B Béhem normalniho provozu tohoto pfistroje se neuvolriuji Zadné biologicky nebezpecéné latky.
Povrchova dekontaminace

VYSTRAHA! Pied provadénim postupt dekontaminace pfistroj vzdy vypnéte a
odpojte od elektrické sité, aby nedoslo k urazu elektrickym proudem.

Nasledujici oblasti Ize Cistit jakymkoli baktericidnim, virucidnim nebo fungicidnim dezinfekénim
prostfedkem nemocnicni kvality:

B VnéjSi kryt a podvozek
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Rizika

B Vnitfni povrch reakéniho bloku a jamky reakéniho bloku
B Ovladaci panel a displej

P¥i pfipravé a aplikaci dezinfekéniho prostfedku postupujte podle pokyn(i poskytnutych vyrobcem
produktu. Po pouziti dezinfekéniho prostfedku nékolikrat oplachnéte reakéni blok a jamky reakéniho
bloku vodou. Po oplachnuti vodou diikladné reakéni blok a jamky reakéniho bloku vysuste.

Diilezité: Nepouzivejte abrazivni nebo korozivni €istici prostfedky nebo silné alkalické roztoky.
Tyto prostfedky mohou poskrabat povrchy a poskodit reakéni blok, coz by vedlo ke ztraté
pfesného tepelného fizeni.

Likvidace biologicky nebezpecného materialu

Nasledujici potencialné kontaminované materialy likvidujte v souladu s mistnimi a statnimi pfedpisy
platnymi pro laboratof:

B Klinické vzorky;
B reagencie;

B pouZité reagenéni nddobky nebo jiné spotfebni materialy, které mohou byt kontaminované.

Chemicka rizika

Systém CFX Dx detekce PCR v realném €ase neobsahuje zadné potencialné nebezpeéné chemickeé
materialy.

Rizika spojena s vybusnosti nebo horlavosti

Systém CFX Dx pro detekci PCR v realném Case nepfedstavuje Zadna neobvykla nebezpedi z
hlediska hoflavosti nebo vybuchu, pokud je spravné pouzivan tak, jak je stanoveno spole¢nosti Bio-
Rad Laboratories.

Rizika spojena s elektrickym proudem

PFi praci se systémem CFX Dx pro detekci PCR v realném €ase nehrozi obsluze Zadna mimofadna
rizika spojené s elektrickym proudem, pokud se systém nainstaluje a obsluhuje spravné bez
provedeni fyzické Upravy a pokud se pfipoji ke zdroji elektrického proudu o nalezité specifikaci.
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Bezpecnost a shoda s piedpisy

Doprava

Pfed pfesunutim nebo pfepravou systému CFX Dx pro detekci PCR v realném ase nebo jeho
optického reakéniho modulu ¢i zakladny pro termocykler je nutné provést postupy dekontaminace.
Systém CFX Dx pro detekci PCR v realném Case a optické reakéni moduly vzdy pfesouvejte nebo
pfepravujte v samostatnych kontejnerech s dodanym obalovym materidlem, ktery pfistroj ochrani pfed
poskozenim. Pokud nemate vhodné kontejntery k dispozici, obratte se na mistni pobo€ku spole€nosti
Bio-Rad.

Baterie

Termocykler Systém CFX Dx pouziva lithium kovovou knoflikovou baterii 3 V a nikl metalovy
hydridovy akumulator 4,8 V pro zachovani nastaveni €asu a provoznich dat v pfipadé vypadku
stfidavého proudu. Pokud po vypnuti jednotky nezlistane nastaven ¢as nebo provozni data, maze to
znamenat, Ze baterie jsou jiz slabé. Pokud k tomu dojde, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti
Bio-Rad pro pomoc.

Nepokousejte se baterie sami vymeénit. Kontaktujte technickou podporu spole¢nosti Bio-Rad.

Likvidace

Systém detekce PCR v realném Case CFX Dx obsahuje elektrické materialy; ty nesmi byt zlikvidovany
jako netfidény odpad a musi byt shromazdovany oddélené podle smérnice Evropské unie

2012/19/EU o odpadnich elektrickych a elektronickych zafizenich — smérnice OEEZ. Pred likvidaci se
obratte na mistniho zastupce spole€nosti Bio-Rad a poZadejte o informace o pokynech pro vasi zemi.

Zaruka

Na systém detekce PCR v redlném €ase CFX Dx a jeho pfislusenstvi se vztahuje standardni zaruka
Bio-Rad. Podrobnosti o zaruce ziskate v mistni pobo&ce spole¢nosti Bio-Rad.
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Kapitola 1 Uvod

Systémy pro amplifikaci PCR v realném ¢ase CFX Dx spole¢nosti Bio-Rad uréené k in vitro
diagnostice (IVD) odpovidaji nejnovéjSimu technickému pokroku a umoznuji kvantifikaci PCR se
standardni kfivkou, analyzou exprese genu, alelickou diskriminaci a analyzou koncovych bodu.
Systémy CFX Dx jsou tvofeny dvéma hardwarovymi moduly a softwarem:

B Modul optické reakce CFX96 Dx nebo CFX96 Deep Well Dx (ORM)

B Termocykler C1000 Dx

m  Software CFX Manager Dx

PFi pouziti se softwarem CFX Manager Dx mUzete

B ihned generovat vysledky pomoci Startup Wizard (Pravodce spusténim);

B zadavat nebo upravovat informace o jamkach pfred cyklem, béhem né&j i po ném;

B interpretovat komplexni data a udélat si dokonaly obrazek o své studii exprese genu diky
nastrojam, jako napfiklad analyza kontrol PrimePCR a nastroj pro vybér referenéniho genu;

B sestavovat komplexni hlaSeni obsahujici data PCR v realném Case.

Systémy detekce PCR CFX Dx

Tabulka 3 obsahuje seznam vyrobku pro 1VD detekci PCR spole¢nosti Bio-Rad dodavanych s
pristrojem Systém CFX Dx.

Poznamka: Systém CFX Dx je dodavan se softwarem CFX Manager Dx, termocyklerem C1000
Dx a modulem optické reakce CFX96 Dx nebo CFX96 Deep Well Dx.

Tabulka 3. Systémy IVD detekce PCR CFX

Katalogové €islo Popis

1845097-1VD CFX96 Dx ORM *
1844095-1VD CFX96 Deep Well Dx ORM
1841000-1VD Termocykler C1000 Dx
12007917 Software CFX Manager Dx v3.1

* Opticky reakéni modul
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Kapitola 1 Uvod

Urcené pouziti

Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx se softwarem CFX Manager Dx jsou uréeny k provadéni
fluorescen&ni PCR pro detekci a kvantifikaci sekvenci nukleové kyseliny. Systémy a software jsou
urceny k diagnostickému pouZiti in vitro vySkolenymi laboratornimi techniky. Systémy by se mély
pouzivat s diagnostickymi testy nukleové kyseliny tfetich stran, vyrobenymi a oznaenymi k
diagnostickym uceltim.

Kde najit vice informaci

Tento dokument vysvétluje, jak bezpecné nastavit a pouzivat systémy CFX96 Dx a CFX96

Deep Well Dx pro detekci PCR v realném Case, které jsou oznac¢eny znackou CE-IVD. Tyto systémy
jsou v tomto dokumentu ozna€ovany jako Systém CFX Dx. Vedle toho tento dokument vysvétluje, jak
se systémem Systém CFX Dx pouzivat software Software CFX Manager Dx.

Tip: Pro otevfeni internetovych stranek spole¢nosti Bio-Rad kliknéte na logo Bio-Rad v pravém
hornim rohu libovolného okna Software CFX Manager Dx. Tyto stranky obsahuji odkazy na
technické poznamky, navody, informace o vyrobcich a technickou podporu. Na strankach rovnéz
najdete mnoho technickych zdroj tykajicich se riznych metod a aplikaci souvisejicich s PCR,
PCR v redlném Case a expresi genu.
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Kapitola 2 Nastaveni termocykleru C1000 Dx

Tato kapitola vysvétluje, jak nastavit termocykler systémua Systém CFX DxC1000 Dx na vasem
pracovisti.

Tip: Nez budete termocykler nastavovat, se seznamte s termocyklerem a jeho optickym
reakénim modulem, porty a pfisluSenstvim.

Pozadavky na pracovisté

Tabulky v této kapitole obsahuji seznam pozadavkud na mistnost, prostfedi a napajeni nezbytnych pro
uspésnou instalaci a pouzivani termocykleru Systém CFX Dx.

Poznamka: Umistéte sv(j termocykler Systém CFX Dx na rovny, suchy povrch s dostate¢nym
proudénim chladného vzduchu, abyste zajistili jeho spravny provoz.

Pozadavky na stolni prostor

Tabulka 4. Pozadavky na stolni prostor pro termocykler Systém CFX Dx

Polozka Specifikace
PFikon Maximalné az 850 W
Frekvence 50-60 Hz, jedna faze
USB porty 5A,1B
Rozméry $:13" 33 cm

H:18"; 46 cm

V:14"; 36 cm
Hmotnost 47 |b; 21 kg
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Kapitola 2 Nastaveni termocykleru C1000 Dx

Pozadavky na prostredi

Tabulka 5. Pozadavky na prostredi pro termocykler Systém CFX Dx

Parametr Rozsah Rozsah vihkosti

Provozni podminky 15-31°C Relativni vihkost 0—80 %,
59-87,8 °F nekondenzujici

Skladovaci podminky 15-31°C Relativni vihkost 0-80 %,
59-87,8 °F nekondenzujici

Pozadavky na elektrické napajeni

Napajeni termocykleru Systém CFX Dx musi byt stabilni a musi odpovidat specifikacim, aby byl
zajistén fadny provoz. Napéjeci kabel pfipojeny do napéjeciho pfivodu musi mit jmenovitou hodnotu 7
A nebo vice.

Tabulka 6. Pozadavky na elektrické napajeni Systém CFX Dx

Polozka Specifikace

Sitové vstupni napéti 100-240V AC; 50-60 Hz, jedna faze
Maximalni spotfeba energie <850 W

Pocet napajecich zasuvek Minimalné 2 zasuvky:

B 1 zasuvka pro termocykler

B 1 zasuvka pro pocita¢ se softwarem CFX Manager Dx
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Prehled systému

Prehled systému

Obrazky v této ¢asti zobrazuji hlavni komponenty zakladny termocykleru C1000 Dx.

Celni pohled

LEGENDA

1. Opticky reakéni modul — obsahuje opticky systém pro sbér fluorescenénich dat a bloku
termocykleru. Systémy detekce PCR v realném ¢ase CFX Dx podporuji modul CFX96 Dx
nebo CFX96 Deep Well Dx.

2. Stavova LED kontrolka — signalizuje, Ze se blok pravé pouziva.

3. Tlacitko vika — otevira nebo zavira viko optického reakéniho modulu a uzavira reakéni
komoru.

4. Zakladna termocykleru C1000 Dx —poskytuje systémovy vykon a komunikaci a obsahuje
optické reakéni moduly CFX96 Dx a CFX96 Deep Well.

5. Displej a tlacitka na prednim panelu — umozriuje ovladani systému v samostatném
rezimu.
Dulezité: Aby byla zajisténa integrita dat studie gent IVD, software CFX Manager Dx
nepodporuje data vygenerovana termocyklerem v samostatném rezimu.

6. Vyhfivané vnitini viko — udrzuje teplotu vika, aby nedochazelo ke kondenzaci a
vyparovani.

7. Blok na vzorky/reakéni blok — umistuji se do n&j reakéni nadobky, véetné zkumavek a

mikrodesticek.
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Kapitola 2 Nastaveni termocykleru C1000 Dx

Zadni pohled
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1. Eternetovy port — pfipojuje termocykler C1000 Dx k vasi siti.

2. Port USB typu B — pfipojuje termocykler C1000 Dx k pocitaci se softwarem CFX Manager
Dx.

3. Porty USB typu A —k pfenosu dat na jednotku USB flash a z této jednotky.
Dulezité: Aby byla zajisténa integrita dat studie gen(i IVD, software CFX Manager Dx
nepodporuje data vygenerovana termocyklerem v samostatném rezimu.

4. Sériovy testovaci port — pouze pro servisni testovani.

5. Chladici otvory — chladi termocykler.
Diulezité: Nezakryvejte chladici otvory. Pro optimalni provoz zajistéte, aby za
zakladnou termocykleru mohl cirkulovat vzduch.

6. Vstup napdjeni — stfidavy proud; pouzijte dodany napajeci kabel.

7. Vypina¢ — kolébkovy spinac pro zapnuti a vypnuti termocykleru.

8. Pojistky — technické Udaje o pojistkach naleznete v €asti Specifikace pro bezpe¢né

pouzivani a shoda s pfedpisy na strané 16.
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Optické reakéni moduly

Optické reakéni moduly

Termocykler C1000 Dx je kompatibilni s nasledujicimi optickymi reakénimi moduly spole¢nosti Bio-
Rad pro detekci PCR v realném Case.

B Opticky reakéni modul CFX96 Dx
B Opticky reakéni modul CFX96 Deep Well Dx

Vybrany opticky reakéni modul CFX Dx a termocykler jsou dodavany v samostatnych balenich.
S optickym reakénim modulem je dodavan i software CFX Manager Dx.

Dulezité: Opticky reakéni modul je kalibrovan pro zakladnu termocykleru, se kterou je dodavan.
Proto nepouZivejte opticky reakéni modul s jinou zakladnou termocykleru a naopak zakladnu
termocykleru s jinym optickym reakénim modulem.

Soucasti obou optickych reakénich modull je pIné nastavitelné vyhfivané viko, které Ize spolehlivé
pouzit s Sirokym spektrem reak&nich nadobek. Kazdy opticky reakéni modul ma v sobé chladici
ventilatory pro rychly ohfev a chlazeni.

Kazdy opticky reakéni modul CFX Dx je tvofen témito komponenty:
B Vyhfivané vnitini viko — udrzuje teplotu vika, aby nedochazelo ke kondenzaci a vyparovani.

B Blok na vzorky / reakéni blok — umistuji se do néj reakéni nadobky, v€etné zkumavek a
mikrodesticek.

B Tlaéitko vika — otevira a zavira viko a utésnuje reakci.

B Stavova LED kontrolka — pokud sviti, signalizuje, Ze se blok pravé pouziva.

Doporucené objemy vzorki

Kdyz pouzivate termocykler C1000 Dx, je maximalni objem vzorku uréen typem pouZzitého reakéniho
modulu. Tabulka 7 uvadi doporu¢ené objemy pro kazdy reakéni modul.

Tabulka 7. Limit velikosti a objemu reakénich modult

Doporuéené objemy vzorkd, pl

Pocet jamek Pocet bloku (Horni limit)
96jamkovy 1 10-50
96jamkovy, hluboké 1 10-125
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Kapitola 2 Nastaveni termocykleru C1000 Dx

Instalace termocykleru C1000 Dx

Zakladna termocykleru C1000 Dx se dodava v samostatné krabici oddélené od optického reakéniho
modulu. Baleni obsahuje:

B Termocykler C1000 Dx se zakladnou

B Pfivodni $nidra

B 1 kabel USB

Instalace termocykleru C1000 Dx:

1. Rozbalte a nastavte termocykler C1000 Dx se zakladnou.
2. Pripojte rek&ni modul k zakladné.

3. Odstrante zajistovaci Sroub.

Tato &ast podrobné vysvétluje tyto ukoly.

Rozbaleni a usazeni termocykleru C1000 Dx

Dulezité: Pred pouzitim termocykleru si pfeététe informace v Bezpeénost a shoda s predpisy na
strané 15 a Bezpec€nostni vystrazné stitky na strané 15.

Tip: Pfi usazovani se ujistéte, Ze mate okolo termocykleru dostatek prostoru na pocitac, na
kterém pobé&zi software CFX Manager Dx.

Jak rozbalit a usadit termocykler se zakladnou
1. Najdéte krabici se zakladnou termocykleru.
2. Vyjméte zakladnu z obalu.

Tip: Uchovejte obal pro budouci pouziti. Pokud vam né&jaka poloZzka chybi nebo je
poskozena, obratte se na mistni pobo¢ku spole¢nosti Bio-Rad.

3. Umistéte zadkladnu termocykleru na rovny, suchy povrch s dostate€nym proudénim chladného
vzduchu, abyste zajistili jeji spravny provoz.

4. Najdéte v obalu napajeci $ridru a pfipojte jeden jeji konec do napajeci zdirky na zadni strané
termocykleru.

Dulezité: V tuto chvili jeSté pristroj nezapinejte.

5. Pfipojte k zadkladné IVD modul reakce. Pfejdéte na Pfipojeni optického reakéniho modulu na
strané 29.
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Instalace termocykleru C1000 Dx

Pripojeni optického reakéniho modulu

Spole€nost Bio-Rad dodava opticky reakéni modul CFX96 Dx nebo CFX96 Deep Well se zakladnou
termocykleru C1000 Dx (dodava se ve zvlastni bedné). Opatrné rozbalte opticky reakéni modul a
oveéfte, Zze se napajeci a USB kabely nachazeji uvnitf pfepravniho kontejneru.

Dulezité: Kazdy opticky reakéni modul je kalibrovan pro zakladnu termocykleru, se kterou je
dodavan. Proto nepouzivejte opticky reakéni modul s jinou zakladnou termocykleru.

Zajistéte, aby zakladna termocykleru C1000 Dx spocivala na rovném, suchém povrchu s dostate€nym
proudem chladného vzduchu, aby mohla spravné fungovat.

Pfipojeni reakéniho modulu k zakladné termocykleru

1.  Umistéte termocykler C1000 Dx na vhodné misto s aretacni liStou dolu.

2. Zvednutim optického reakéniho modulu pomoci vyfezu po stranach nad boéni ventilaéni otvory a
umistéte modul do oddilu pro reakéni modul C1000 Dx a ponechte v prostoru asi 2 cm volného
mista. Po umisténi by mél opticky modul zakryvat logo Bio-Rad na predni strané oddilu.
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Kapitola 2 Nastaveni termocykleru C1000 Dx

3. Tahnéte za aretacni ty¢ nahoru, dokud neni v jedné roviné se stranami oddilu pro modul. Tato
akce pfesune modul dopfedu a zamkne jej na misté.

4. Zkontrolujte, zda je modul zcela a v rovné poloze usazen v zakladné termocykleru C1000 Dx.
Mezi modulem a zakladnou by nemél byt Zadny dalSi prostor.

5. Zapojte napdjeci Sniru do zadni ¢asti zakladny termocykleru C1000 Dx a do pfislusné elektrické
zasuvky a poté stisknéte spina¢ napajeni na zadnim panelu termocykleru C1000 Dx a spustte
systém.

Odstranéni zajist'ovaciho Sroubu

Dilezité: Optické reakéni moduly spole¢nosti Bio-Rad jsou dodavany s ¢ervenym zajistovacim
Sroubem ve vnitfnim viku, ktery stabilizuje opticky reakéni modul b&éhem pfepravy. Pfed pouzitim
optického reakéniho modulu je nutné zajistovaci Sroub vyjmout.

Jak odstranit zajiSt'ovaci Sroub

1. Termocykler C1000 Dx rozpozna pfitomnost zajistovaciho Sroubu v optickém reakénim modulu a
zobrazi hladeni s pokynem k odstranéni tohoto Sroubu.

Shipping Screw is inserted.

1. Open Optical Module lid -- press manual button below the Bio-Rad logo.
2, Remove RED Shipping Screw from hole adjacent to left side of well B1

2, Close Optical Module lid -- press manual button positioned in font of
OCK .,

4, Press F1 (Screw Removed) to confirmn Shipping Screw has been
remowved,

e To checkfremowe the shipping screw status follow the instructions
abowve,

| femese —
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Instalace termocykleru C1000 Dx

2. P¥iodstrafiovani zajiStovaciho Sroubu postupujte podle pokynt. Nasledujici obrazek ukazuje
polohu zajistovaciho Sroubu.

Poznamka: Pokud budete muset z libovolného divodu reakéni modul vratit, musite
zajistovaci Sroub znovu upevnit na toto misto. Uchovavejte Sroub na bezpecném a
pristupném misté.

Zakladani desti¢ek se vzorky

Pro zajisténi rovhomérného ohfevu a chlazeni vzorkd musi byt desticky v piném kontaktu s reakénim
blokem. Chcete-li zajistit odpovidajici kontakt, postupujte nasledovné:

B Pred vloZzenim vzork( zkontrolujte, zda je blok Cisty.

B Jednotlivé zkumavky, prouzky se zkumavkami nebo mikrodesti¢ky pevné zatlacte do jamek
bloku.

B P¥ipouziti jedné nebo nékolika zkumavek pouzijte ram na zkumavky (katalogové €. 1849000
nebo €. 1849001) nebo nasadte alespori jednu prazdnou zkumavku do kazdého rohu bloku,
abyste zajistili rovhomérny tlak na jednotlivé zkumavky.
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Kapitola 2 Nastaveni termocykleru C1000 Dx

Zakladani desticek do optického reakéniho modulu

Dulezité: Pri spusténi Systém CFX Dx vzdy vyvazujte prouzky se zkumavkami nebo pfidavejte
uzavéry zkumavek do rohovych jamek, abyste zajistili rovhomérny tlak vyhfivaného vika po
celém bloku.

Jak zakladat desticky do optického reakéniho modulu
1. Otevrete motorizované viko jednim z nasledujicich zpUsobu:

BV podokné Detected Instruments (Detekované nastroje) softwaru CFX Manager Dx kliknéte
na polozku Open Lid (Otevfit viko).

B Na karté Start Run (Spustit cyklus) softwaru kliknéte na poloZzku Open Lid (Otevfit viko).
B Stisknéte tlacitko vika na pfedni strané pfistroje.

2. Umistéte mikrodesticku, jednotlivé zkumavky nebo prouzky se zkumavkami s utésnénymi viky do
bloku.

Diulezité: Ujistéte se, Ze jsou zkumavky zcela utésnéné, aby nedoslo k tniku materialu.
Tip: Pro optimalni vysledky zalozte vzorky o objemu 10—-25 pl pro Systém CFX Dx.

3. Propfesnou analyzu dat ovéite, Ze orientace reakci v bloku pfesné odpovida orientaci obsahu
jamek na karté Plate (Desti¢ka) softwaru CFX Manager Dx.

Tip: Obsah jamek muizete upravovat pomoci softwaru CFX Manager Dx pfed cyklem, béhem
ného i po ném.

4. Uzavfete motorizované viko jednim z nasledujicich zplsobu:
B Stisknéte tlacitko vika na pfistroji.

BV podokné Detected Instruments (Detekované néstroje) softwaru kliknéte na polozku Close
Lid (Zavfit viko).

B Na karté Start Run (Spustit cyklus) softwaru kliknéte na polozku Close Lid (Zavfit viko).

Dulezité: Dbejte na to, aby pfi zavirani nebylo viko ni¢im blokované. Ackoliv je zac¢lenén
bezpecnostni mechanismus, ktery pfi zjiSténi pfekazky zabrani zavfeni vika, nenechavejte
na trase vika pred uzavienim zadné predméty.
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Spotiebni material pro PCR — plastové dily a reagencie

Pokud chcete najit a objednat doporucené plastové dily a spotfebni materialy pro systém CFX Dx,
jdéte na internetové stranky spole€nosti Bio-Rad. Na tyto stranky se dostanete z poloZzek nabidky
Help > PCR Plastic Consumables Web Site (Napovéda > Internetové stranky s plasty a spotfebnimi
materialy pro PCR) v softwaru CFX Manager Dx. Dale vam se snadnym vybérem a objednanim
spotfebniho materialu a reagencii pro vase konkrétni zafizeni a potfeby PCR pomuze néstroj pro
vybér plastovych dilG a nastroj pro vybér reagencii.

Detekce pripojenych pfristroju

PFi instalaci instalator softwaru Software CFX Manager Dx automaticky nainstaluje do pocitace se
softwarem Software CFX Manager Dx ovladace pfistroje. CFX Manager Dx po spusténi softwaru
rozpozna pfipojené pfristroje.

Dulezité: Pfed instalaci softwaru musite od pocitace se softwarem CFX Manager Dx odpojit
termocykler C1000 Dx. Pfi instalaci softwaru neni nutné vypinat termocykler.

Jak detekovat pripojené pfristroje

1. Pokud jste tak doposud neucinili, zapojte hranaty (male) konec dodaného kabelu USB typu B do
portu USB typu B na zadni strané zakladny .

2. Druhy konec zapojte do USB portu pocitace se softwarem CFX Manager Dx.

3. Pokud jesté neni termocykler v provozu, zapnéte jej stisknutim vypinace napajeni na zadni strané
pristroje.
4. Spustte software Software CFX Manager Dx.

Software automaticky rozpozna pfipojeny pfistroj a zobrazi v podokné Detected Instruments
(Detekované nastroje) okna Home (Domu) jeho nazev.

Poznamka: Pokud se pfistroj v podokné Detected Instruments (Detekované nastroje) neobjevi,
ujistéte se, Ze je USB kabel spravné pfipojen. Pro opétovnou instalaci ovladact vyberte v okné
Home (Domu) softwaru Software CFX Manager Dx moznost Tools > Reinstall Instrument Drivers
(Nastroje > Znovu instalovat ovladace pfistroje).
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Kapitola 2 Nastaveni termocykleru C1000 Dx

Odpojeni reakéniho modulu Systém CFX Dx

Dulezité: Pfed odpojenim reakéniho modulu vypnéte termocykler C1000 Dx (viz Vypnuti
termocykleru C1000 Dx na strané 34). Chladici Zebra v reakénim modulu mohou byt bezprostfedné
po provedeni protokolu nebo inkubace horka. Pfed odpojenim reakéniho modulu se ujistéte, ze
jsou Zebra chladna.

Jak odpojit opticky reakéni modul od zakladny termocykleru

1. Na zadni strané zakladny termocykleru zatlagte na pojistnou ty€, abyste odjistili a uvolnili opticky
reakéni modul.

) ® w
‘ / /
uampn el L JalTTTT]. R
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2. Opatrné vytahnéte opticky reakéni modul z vyhrazeného prostoru s vyuzitim vyfezu po stranach.
3. Polozte opticky reakéni modul na &isty, rovny povrch, kde bude chranén pfed nérazy,

poskrabanim a padem.

Vypnuti termocykleru C1000 Dx

Jak vypnout termocykler

1. Po cyklu stisknéte tlacitko pro otevieni vika na pfedni strané optického reakéniho modulu CFX,
abyste ziskali pFistup k vzorkim zalozenym v bloku.

2. Vyjméte vzorky z bloku a stisknéte tlacitko pro uzavieni vika.

3. Provypnuti systému stisknéte vypina¢ napajeni na zadnim panelu termocykleru C1000 Dx .

34 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Kapitola 3 Instalace softwaru CFX Manager Dx

Tato kapitola vysvétluje, jak nainstalovat software CFX Manager Dx.

Software CFX Manager Dx je nezbytny pro analyzu PCR dat ze systémid CFX96 Dx a CFX96 Deep
Well Dx v realném ¢ase. Timto softwarem mlzete uvedené systémy rovnéz ovladat v rezimu
softwarového ovladani.

Informace o instalaci termocykleru Systém CFX Dx a modulu optické reakce jsou uvedeny v kapitole
Nastaveni termocykleru C1000 Dx na strané 23.
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Kapitola 3 Instalace softwaru CFX Manager Dx

Pozadavky na systém

Tabulka 8 uvadi minimalni a doporu¢ené systémové pozadavky pro pocitac se softwaremSoftware
CFX Manager Dx (oznacovany jako pocita¢ CFX Manager Dx).

Tabulka 8. Pozadavky na pocita¢ pro software Software CFX Manager Dx

Systém

Operacni systém

Minimalni
Microsoft Windows 7 SP1
Pro

Doporucené

Jedna z nasledujicich moznosti:
B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (32- a 64bitovy)
B Microsoft Windows 10 Pro (pouze 64bitovy)

B Microsoft Windows 10 Enterprise (pouze
64bitovy)

Dilezité: Zabezpecené spousténi musi byt na systémech Microsoft Windows 10 Pro i Enterprise

neaktivni.

Porty

2 vysokorychlostni porty
USB 2.0

2 vysokorychlostni porty USB 2.0

Misto na pevném 128 GB 128 GB

disku

Rychlost 2,4 GHz, Dual Core 2,4 GHz, Quad Core

procesoru

RAM 4 GBRAM 8 GB RAM

Rozliseni 1024 x 768 s rezimem true 1280 x 1024 s rezimem true color

obrazovky color

Cte¢ka PDF Ctetka PDF Adobe nebo &tecka PDF Windows z

nékteré z podporovanych sad Microsoft Office:
m 2007
m 2010
m 2013
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Instalace softwaru CFX Manager Dx

Dulezité: Pfed instalaci nebo upgradem softwaru musite od pocitace CFX Manager Dx odpojit
vSechny pfipojené pfistroje. P¥i instalaci softwaru neni nutné vypinat termocykler. Ujistéte se, Zze
jste ulozili vSechny cykly a Ze neprobihaji Zadné experimenty.

Poznamka: Pokud instalujete software Software CFX Manager Dx na systému Windows 10, pred
zahajenim instalace se ujistéte, Ze je deaktivovano zabezpecené spousténi.

Instalace Software CFX Manager Dx
1.V pfipadé potieby odpojte od pocitace vSechny pfipojené pfistroje.

Najdéte a odpojte USB kabel pfistroje z pocitace se softwarem CFX Manager Dx. Konec
zapojeny do pristroje mizete ponechat na misteé.

2. Prihlaste se k pocitaci se softwarem CFX Manager Dx s opravnénimi administratora.
3. Dejte CD softwaru CFX Manager Dx do CD jednotky pocitace.

4. Automaticky by se méla objevit spoustéci stranka softwaru. Na spoustéci strance dvakrat kliknéte
na moznost Install Software (Instalovat software).

Poznamka: Pokud se spoustéci stranka neotevie automaticky, pfejdéte na CD jednotku,
otevrete slozku CFX_Manager a dvakrat kliknéte na soubor setup.exe pro spusténi priivodce
instalaci softwaru.

Tip: V privodci instalaci kliknéte na tlaCitko Documentation (Dokumentace) pro vyhledani
dohledatelnych kopii poznamek k vydani, navod pro pfistroje a dal$i dokumentace.

5. Prodokonéeni instalace postupujte podle pokynt na obrazovce. Po dokonéeni se na pracovni
ploSe pocitace objevi ikona softwaru CFX Manager.

6. Podokongeniinstalace mizete CD disk bezpe¢né vysunout.

Detekce pripojenych pristrojt

Béhem instalace instalator softwaru CFX Manager Dx automaticky nainstaluje ovladace nastroje do
pocitace se softwarem CFX Manager Dx. CFX Manager Dx po spusténi softwaru rozpozna pfipojené
pristroje.

Jak detekovat pripojené pfristroje

1. Pokud jste tak doposud neucinili, zapojte hranaty (male) konec dodaného kabelu USB typu B do
portu USB typu B na zadni strané& zakladny pfistroje.

2. Druhy konec (port) zapojte do USB portu pocitace se softwarem CFX Manager Dx.

Navod k pouziti | 37



Kapitola 3 Instalace softwaru CFX Manager Dx

3. Pokud jesté neni pfistroj v provozu, zapnéte jej stiskem vypinace napajeni na zadni strané
pfistroje.

4. Spustte software CFX Manager Dx.

Software automaticky rozpozna pfipojeny pfistroj a zobrazi v podokné Detected Instruments
(Detekované nastroje) okna Home (Domu) jeho nazev.

Poznamka: Pokud se pfistroj v podokné Detected Instruments (Detekované nastroje) neobjevi,
ujistéte se, Ze je USB kabel spravné pfipojen. Pro preinstalovani ovladacl vyberte v okné Home
(Domi) softwaru CFX Manager Dx polozky Tools > Reinstall Instrument Drivers (Nastroje >
Znovu instalovat ovladale pfistroje).

Softwarové soubory

Tabulka 9 uvadi typy souboru softwaru Software CFX Manager Dx.

Tabulka 9. Typy soubort softwaru Software CFX Manager Dx

Typ souboru Koncovka Podrobnosti

Protokol .prcl Obsahuje podrobnosti o nastaveni protokolu pro
provedeni cyklu PCR.

Desticka .pltd Obsahuje podrobnosti o nastaveni desti¢ky pro
provedeni cyklu PCR.

Data .pcrd Obsahuje vysledky experimentu a analyzy PCR.

Cyklus PrimePCR .csv Obsahuje protokol a usporadani desti¢ky pro desticky
PrimePCR.

Genova studie .mgxd Obsahuje vysledky vice cykl(l PCR a analyzy exprese
genu.

LIMS .plm Obsahuje informace o nastaveni desticky a protokolu,
které jsou nezbytné pro provedeni LIMS kompatibilniho
cyklu.
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Doporucena opatreni pro sitové zabezpeceni

Spole€nost Bio-Rad doporucuje, abyste pfi realizaci opatfeni v ramci sitového zabezpeceni pocitace
pouzivaného se systémem CFX96 Dx spolupracovali s vlastnim oddélenim IT. Napfiklad:

B Nainstalujte a nakonfigurujte vhodné aplikace pro antivirovou ochranu a firewall.

Dulezité: Nakonfigurujte antivirovy program tak, aby skenovani pogitace probihalo mimo
pracovni dobu nebo ve chvili, kdy pFistroj neni v aktivnim provozu. Pokud se skenovani
antivirového programu spusti, zatimco software CFX Manager Dx pracuje na experimentu,
muZze dojit k zruSeni pracovniho cyklu a ke ztraté dat.

B Software CFX Manager Dx nema funkci pferuseni relace uZivatele v pfipadé& neaktivity. VyuZijte
opatreni pro zabezpeceni pfistupu, které obsahuje systém Windows nebo aplikace tfetich stran
(napfiklad dle potfeby vyuzivejte spofi¢ obrazovky s nutnosti pfihlaseni).

B Zabezpeceni pfenosnych médii:
O Na ochranu dat pouzivejte na svém USB zafizeni hesla a Sifrovani.
O Pro vSechna pfenosna média deaktivujte funkce automatického spusténi a prehravani.
O  Pfikazdém pfipojeni USB paméti aktivujte USB skenovani.

B Pouzivejte zalohovaci nastroj, ktery usnadni obnovu dat.
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Kapitola 4 Pracovni plocha

CFX Manager Dx poskytuje rozhrani pro nastaveni desti¢ek, pfipravu protokolt PCR, jejich spousténi
na pfistrojich CFX Dx a analyzu dat z cyklt PCR.

Software CFX Manager Dx obsahuje pét primarnich pracovnich ploch:
B Okno Home (Dom)

B Startup Wizard (Priivodce spusténim)

B Okno Protocol Editor (Editor protokolu)

B Okno Plate Editor (Editor desti¢ek)

B Okno Data Analysis (Analyza dat)

Kazda pracovni plocha je zobrazena a stru¢né popsana v této kapitole.
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Okno Home (Domti)

Software CFX Manager Dx se otevie v okné Home (Dom() a zobrazi se nastroj Startup Wizard
(Pravodce spusténim), ze kterého muizete nastavit experiment, provést nebo zopakovat cyklus nebo
analyzovat stavajici cyklus. Z okna Home (Dom() mGzete také prohliZet protokoly aplikaci a pfistroj,
vytvaret a spravovat uzivatele a ziskat pfistup k riznym uzitenym nastrojim. Vice informaci
naleznete v Kapitola 5, Okno Home (Dom{).

B8 CEX Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

2 [ R & R

(3] Detected Instrumert(s}
- %2 crxesowi
2 crosow2
: fix CFX96I01
e CPXoB02
Startup Wizard ==
ﬂ&} Run setup
Select instrument CFX96
@ Repeat run
@. Analyze Select run type
User-defined PrimePCR
Selected Instrument
[ J—
Al nstruments
B View Summary

Instrument(s) CFX96-5IMO0:Idle, CFX96-5IM02:Idle, CO6FDeepWell-5IMO0:Idle Useradmin | 2/12/2018 4:41 PM
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Startup Wizard (Pruvodce spusténim)

Startup Wizard (Prtvodce spusténim)

Pomoci nastroje Startup Wizard (Privodce spousténim) mazete rychle nastavit a provadét uzivatelem
definované experimenty nebo vybrat a provést experiment PrimePCR. Rovnéz je mozné pfes tohoto
priivodce zopakovat cyklus nebo analyzovat data cyklu.

Startup Wizard

Hﬁ} Run setup

@ Repeat run
@h.ﬂ.nahﬂe

Select instrument

Select run type

User-defined

CFX36

PrimePCR

=
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Okno Protocol Editor (Editor protokolu)

V nastroji Protocol Editor (Editor protokolu) miizete vytvaret, otevirat, kontrolovat a upravovat
protokol. MGzZete také zménit teplotu vika pro otevieny protokol. Funkce Protocol Editor (Editor
protokol) je podrobné popsana v Kapitola 6, VVytvareni protokolu.

Protocol Editor - New

File Settings Tools ?

H é Insert Step  After ~  Sample Volume pl | Est. Run Time 01:09:00

1 950 C for3:00
E_!Mi'w — 2 90 C for010

3 550 C for0:30
@mm + Plate Read

— 4 GOTO2 39 more times

[5] et GOTO END
B et ek Curve
e Add Piate Readto Step
R_ﬂnﬂpt'm-
[ Delete 20

oK Cancel
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Okno Plate Editor (Editor desticek)

Okno Plate Editor (Editor desticek)

V nastroji Plate Editor (Editor desti¢ek) muzete vytvaret, otevirat, kontrolovat a upravovat desticky.
Funkce nastroje Plate Editor (Editor destiCek) jsou podrobné popsany v Kapitola 7, Pfiprava desticek.

Plate Editor - New

File Settings Editing Tools T
% v can Mode | All Channels v < Well Groups... race Styles... | = Spreadsheet View/Importer 5| Plate Loading Guide
100% Scan Mod S5 Well Group Trace Styl Spreadsheet View/Imp Plate Loading Guid
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 n 12 (7] st
LDOE+06
1Hr
A Test Sample Type Standard ~
Demo
Load Target Name
B FAM Actin v
O svon
c Load Sample Name
Hr -
Load Biological Set Name
D
Test v
Load Replicate #
E 2 s
Replicate Series
F Load Concentration
1.00E+06
<Al>
G
Wiell Note
H
| Experment Setings
| #|  Cear Reploate
4 Clear Wells
View View
Piate Type: BRCIEr () Target Name @ Concentration (] Sample  [] Well Group 7] Biclogical St [7] Wl Note oK el

Navod k pouziti | 45



Kapitola 4 Pracovni plocha

Okno Data Analysis (Analyza dat)

V okné Data Analysis (Analyza dat) mGzete prohlizet a porovnavat data cyklu, provadét statistické

analyzy, exportovat data a vytvaret hlaSeni pfipravena k publikovani. Podrobné informace k polozce
Data Analysis (Analyza dat) naleznete v Kapitola 9, Pfehled analyzy dat. A také v Kapitola 10,
Podrobnosti o analyze dat.

B Data Analysis - Gene Ex Multiplex - Time Ce

e | 2

-
File  View Settings Export Tools E\atasatup'

Quantification Quantification Data Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information

=

Amplification El Standard Curve El
25 J
201
g
1% T 15
z
10
5 1
2 3 4 5 [ 7 8
107 4 Log Starting Quantity
t * O Stndam
o 10 20 3 40 50 X Unknom
Cycles ] Log Scale —— FAM  E=305% R"2=D 530 Slope=3 573 y-int=35 408
A FaM I HEX [ TexasRed []Cy5 Step Number. |3~
Wel O Fuor & Target 4| Contert §| Sample O Ca &z
a F03 FAM Tubuin  Sid-1 di1 622 [T
Fl4  FAM Tubulin  5id-2 di-2 1114
B F05  FAM Tubulin  5id3 di-3 1440
= F05  FAM Tubuin  Sid4 di-4 1776
F07  FAM Tubulin  5id5 di'5 2110
D FI8FAM Tubuin  Std6 di-6 247 |=
. F09  FAM Tubuin  Std-7 di-7 2787
E
G
I~
H IET| W — ]
Completed [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit =
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Kapitola 5 Okno Home (Domu)

Software CFX Manager Dx poskytuje rozhrani pro vytvareni protokold PCR, jejich provadéni na
systémech CFX Dx a analyzu dat cyklu PCR.

Tato kapitola pfedstavuje software Software CFX Manager Dx a popisuje funkce pfistupné z okna
Home (Dom().
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Okno Home (Domti)

Software CFX Manager Dx se otevie v okné Home (Dom() a zobrazi se nastroj Startup Wizard
(Praivodce spusténim), ze kterého mizete nastavit, provést nebo zopakovat cyklus nebo analyzovat
stavajici cyklus. Z okna Home (Domu) muGzZete také prohliZet protokoly aplikaci a pFistrojl, vytvaret a
spravovat uzivatele a ziskat pfistup k rdznym uzite€nym nastrojim.

B CFY Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

ZhEmEaR Q@

& Detected Instrument(s)

. 5 crxesowt

ol

B CcrxesDw2

o

L BB Crxosm

- ooz ®
@ Startup Wizard ==

H(H}Run setup
@ Repeat run

@ Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

[

Select instrument CFX96 <

Selected Instrument

g U G

Al Instruments

B View Summay @

Instrument(s) CFX96-SIMO8:Idle, CFX96-5IM0%:Idle, C96FDeepWell-SIMOD:Idle User:admin | 2/12/2018 4:41 PM

LEGENDA

1. Zahlavi softwaru obsahuje nazev softwaru a pfihlaSeného uzivatele.

2. Panel nabidek umozriuje rychly pfistup k pfikazim nabidek File (Soubor), View (Zobrazit),
Users (Uzivatelé), Run (Cyklus), Tools (Nastroje), Window (Okno) a Help (Napovéda).

3. PFikazy na panelu nastrojl umozriuji rychly pfistup k moznostem nabidek.

4. Levy panel ukazuje pfistroje pfipojené k pocitaci se softwarem CFX Manager Dx a
obsahuije tlacitka, kterymi mizete ovladat viko a zobrazovat stav pfistroja.

5. Hlavni panel obsahuje pracovni okno. Vychozim pracovnim oknem na obrazovce Home
(Domu) je Startup Wizard (Priivodce spusténim).

6. Na stavovém fadku jsou uvedeny nazvy pfipojenych pfistrojl a pfihlaSeny uzivatel.
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Prikazy nabidky File (Soubor)

New (Novy) — otevie dialogové okno, ze kterého mlzete zvolit vytvofeni nového protokolu, tabulky nebo
genove studie.

Open (Otevrit) — otevie dialogové okno, ze kterého muzete zvolit navigaci a otevieni existujiciho
protokolu, desticky, datového souboru, genové studie, souboru LIMS, nebo soubor cyklu PrimePCR.

Recent Data Files (Posledni datové soubory) — zobrazi seznam naposledy otevienych soubor(
PCR.

Repeat a Run (Opakovat cyklus) — otevie Prizkumnika Windows do umisténi ulozenych soubort
PCR, ve kterém muzete vyhledat cyklus, ktery se ma opakovat.

Exit (Odejit) — zavie CFX Manager Dx.

Prikazy nabidky View (Zobrazit)

Application Log (Protokol aplikaci) — zobrazuje protokol o pouZiti softwaru od po¢atecni instalace
az po aktualni den.

Run Reports (Hlaseni o cyklu) — zobrazi seznam hlaseni o cyklu.

Startup Wizard (Pravodce spusténim) — zobrazi v hlavnim panelu Startup Wizard (Priivodce
spusténim).

Run Setup (Nastaveni cyklu) —zobrazi v hlavnim panelu okno Run Setup (Nastaveni cyklu).

Instrument Summary (Souhrn nastrojti) — zobrazi v hlavnim panelu okno Instrument Summary
(Souhrn nastroja).

Detected Instruments (Detekované nastroje) — pfepina mezi zobrazenim a nezobrazovanim
pfipojenych nastroju v levém podokné. Ve vychozim nastaveni software zobrazuje v levém podokné
pfipojené nastroje.

Toolbar (Panel nastroji) — pfepina mezi zobrazenim a nezobrazovanim panelu nastroju v horni

Casti obrazovky. Ve vychozim nastaveni software zobrazuje panel nastroju.

Status Bar (Stavovy Fadek) — piepind mezi zobrazenim a nezobrazenim stavového fadku ve spodni
Casti obrazovky. Ve vychozim nastaveni software zobrazuje stavovy fadek.

Show (Zobrazit) — otevie dialogové okno, ze kterého muzete
B Zobrazit nebo blokovat zobrazeni protokolu Status (Stav).
B Otevfit a zobrazit datovou slozku CFX Manager Dx.
B Otevfit a zobrazit datovou sloZku uZivatele.

B Otevfit a zobrazit slozku se soubory LIMS.
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Otevrit a zobrazit slozku PrimePCR.
Zobrazit historii cyklu.

Zobrazit vlastnosti vSech pfipojenych nastroju.

Prikazy nabidkyUser (Uzivatel)

Select User (Vybrat uzivatele) — otevie obrazovku Login (PFihlaseni), na které m{izete vybrat
uzivatele z rozeviraciho seznamu User Name (UZivatelské jméno) a pfihlasit se do aplikace.

Change Password (Zménit heslo) — otevie dialogové okno Change Password (Zménit heslo), ve
kterém mohou uzivatelé své heslo do softwaru Software CFX Manager Dx.

User Preferences (Uzivatelské predvolby) — otevie dialogové okno User Preferences (Uzivatelské
predvolby), ve kterém mohou uzivatelé ménit vychozi nastaveni pro

odesilani a pfijem e-mailovych oznameni pfi dokon&eni cyklu,
ukladani datovych soubort,

vytvareni protokolll pomoci nastroje Protocol Editor (Editor protokolu) nebo Protocol
AutoWriter (Automaticky generator protokolu),

vytvareni desticek,

analyzu dat,

provadéni analyzy exprese genu,
stanoveni kvality dat,

export dat pro pfistroj CFX Dx.

User Administration (Sprava uzivatel() — otevre dialogové okno User Administration (Sprava
uzivateld), ve kterém mohou administratofi vytvaret uzivatele, ménit povoleni roli a pfifazovat role

uzivatelim.

Bio-Rad Service Login (Servisni prihlaseni Bio-Rad) — pouze pro pouziti pracovniky technického
servisu Bio-Rad. Tento pfikaz nepouzivejte.
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Prikazy nabidky Run (Cyklus)

User-defined Run (Cyklus definovany uzivatelem) — otevie okno Run Setup (Nastaveni cyklu), ve
kterém mUZete nastavit uzivatelem definovany protokol a desticku a nasledné provést experiment s
PCR na vybranych pfistrojich.

PrimePCR Run (Cyklus PrimePCR) - otevfe kartu Start Run (Spustit cyklus) v okné Run Setup
(Nastaveni cyklu) s nactenym vychozim protokolem PrimePCR a rozlozenim desti¢ky na zakladé
vybraného pfistroje.

End-Point Only Run (Cyklus pouze s koncovymi body) — otevfe kartu Start Run (Spustit cyklus) v
okné Run Setup (Nastaveni cyklu) s naétenym vychozim protokolem koncovych bodu a rozloZzenim
desticky na zakladé vybraného pfistroje.

Qualification Run (Cyklus kvalifikace) — otevfe kartu Start Run (Spustit cyklus) v okné Run Setup
(Nastaveni cyklu) s na¢tenym vychozim protokolem kvalifikace Bio-Rad a rozlozenim desticky pro
vybrany pfistro;.

Prikazy nabidky Tools (Nastroje)

Master Mix Calculator (Kalkulacka Master Mix) — otevie Master Mix Calculator (Kalkulacka Master
Mix), ve které mlzete vytvorit reakéni smés a tisknout vypocty.

Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu) — otevie dialogové okno Protocol
AutoWriter (Automaticky generator protokolu), ve kterém muzete snadno vytvofit novy protokol.

T, Calculator (Kalkulacka Ta) — otevfe nastroj T, Calculator (Kalkulacka Ta), ve kterém mizZete
snadno spocitat teplotu hybridizace primer(.

Dye Calibration Wizard (Privodce kalibraci barviva) — otevie nastroj Dye Calibration (Privodce
kalibraci barviva), ve kterém mUzete kalibrovat pfistroj pro novy fluorofor.

Reinstall Instrument Drivers (Preinstalovat ovladace pristroje) — pfeinstaluje ovladace, které fidi
komunikaci se systémy Bio-Rad PCR v realném Case.

Zip Data and Log Files (Zip Data a soubory protokolu) — otevie dialogové okno, ve kterém muzete
vybrat soubory, které chcete komprimovat a ulozZit do zazipovaného souboru pro uloZzeni nebo
odeslani e-mailem.

Batch Analysis (Analyza davek) — otevie dialogové okno Batch Analysis (Analyza davek), ve
kterém mUizete nastavit parametry pro analyzu vice nez jednoho datového souboru najednou.

Options (Moznosti) — otevie dialogové okno, ve kterém mUizete
m  Konfigurovat nastaveni e-mailového serveru.

m  Konfigurovat nastaveni exportu pro LIMS a dal$i datové soubory.
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Prikazy nabidky Help (Napovéda)

Tip: Nabidka Help (Napovéda) je k dispozici na panelu nastrojl ve vS§ech oknech Software CFX
Manager Dx.

Open Operation Manual (Otevrit navod k pouziti) — otevie PDF soubor tohoto navodu.

Gene Expression Gateway Web Site (Vychozi internetové stranky pro expresi genu) — otevie
domovskeé stranky spole¢nosti Bio-Rad pro Systém CFX Dx.

PCR Reagents Web Site (Internetové stranky pro PCR reagencie) — otevie internetové stranky
spole¢nosti Bio-Rad pro PCR reagencie, na kterych si mizete objednat PCR reagencie, supermixy,
barviva a soupravy.

PCR Plastic Consumables Web Site (Internetové stranky s plasty a spotfebnimi materialy pro
PCR) — otevre internetové stranky spolec¢nosti Bio-Rad s plastovymi dily a spotfebnimi materialy pro
PCR, na kterych si muzete objednat desticky, tésnéni desti¢ek, zkumavky, uzavéry a dalsi plastové
pFisluSenstvi pro PCR.

Software Web Site (Internetové stranky softwaru) — otevre internetové stranky spole¢nosti Bio-
Rad pro software pro analyzu PCR, na kterych si miizete objednat aktualizované verze softwaru
Software CFX Manager Dx této spole¢nosti.

About (O softwaru) — zobrazi informace o autorskych pravech a verzi softwaru CFX Manager Dx.

Prikazy panelu nastrojt

=
— otevre Prizkumnika Windows, ve kterém muzete prochazet a otevirat datovy soubor nebo

soubor studovaného genu.

)

— otevie Master Mix Calculator (Kalkulacka Master Mix).

WN -

— otevie okno Run Setup (Nastaveni cyklu).

— otevie okno Run Setup (Nastaveni cyklu) s vychozim protokolem PrimePCR a rozloZzenim

desti¢ky na zakladé vybraného pfistroje.

— otevfe Startup Wizard (Privodce spusténim).
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Startup Wizard (Pravodce spusténim)

Kdyz se spusti software CFX Manager Dx, pracovni podokno zobrazi priivodce Startup Wizard
(Prtvodce spusténim). Z dialogového okna Startup Wizard (Pravodce spusténim) mizete

B Vybrat nastroj z detekovanych pfistroju a nastavit uzivatelem definovany cyklus nebo cyklus
PrimePCR.

B Otevfit a opakovat cyklus.

B Otevfit soubor s daty pro analyzovani vysledku z jednoho cyklu nebo souboru studovaného genu
pro ziskani vysledkl z nékolika cykld exprese genu.

Startup Wizard @

um Run setup

Select instrument CFx9s v
@ Repeat run
ﬁh Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Tyto ukoly jsou podrobné vysvétleny v dalSich kapitolach.

Stavovy radek

V levé Casti stavového rfadku ve spodni €asti hlavniho okna softwaru je zobrazen aktualni stav
detekovanych pfistrojii. Na pravé strané stavového fadku je vidét jméno aktualniho uzivatele a datum
a Cas.
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Panel Detected Instruments (Detekované nastroje)

Podokno Detected Instruments (Detekované nastroje) zobrazuje kazdy pfistroj, ktery je pfipojen k pocitadi
CFX Manager Dx. Ve vychozim nastaveni se kazdy nastroj zobrazi jako ikona a jeho sériové Cislo se
zobrazi jako jeho nazev.

Nasledujici obrazek napfiklad zobrazuje &tyfi detekované nastroje:
®  Dvatermocyklery C1000 s reakénimi moduly CFX96 Deep Well (CFX96DW1 a CFX96DW?2)
B Dvatermocyklery C1000 s reakénimi moduly CFX96 (CFX96101 a CFX96102)

2  Detected Instrument(s)

C

" CRxgsDW1
& crxosow2
' crxosint
I crroso

Selected Instrument

@ View Status

&7 Open Lid
ﬂ Close Lid
All Instruments

% View Summary

V tomto podokné muzete provadét nasledujici akce:
B Zobrazit vlastnosti a kalibrovana barviva pro vybrany pfistroj.

DalSi informace o vlastnostech pfistroje naleznete v ¢asti Zobrazeni vlastnosti nastroje na strané
59.

B Zobrazit stav pfipojeného pfistroje.
B Otevfit motorizované viko na vybraném pfistroji.
B Zavfit motorizované viko na vybraném pfistroji.

B Zobrazit stav vSech pfipojenych pFistroji.
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Zobrazeni stavu pripojeného pristroje

Okno Home (Domu)

» V podokné Detected Instruments (Detekované nastroje) vyberte cilovy nastroj a postupuijte

nasledovné:

B Kliknéte na polozku View Status (Zobrazit stav) v €asti Selected Instrument (Vybrané

pfistroje).

m  Kliknéte pravym tlacitkem mysi a v zobrazené nabidce vyberte pfikaz View Status (Zobrazit

stav).

Objevi se dialogové okno Run Details (Podrobnosti o cyklu) zobrazujici kartu Run Status (Stav

cyklu). Stav vybraného pfistroje se zobrazi pod podoknem stavu spusténi, napfiklad:

_;J Run Status | [AZ] Realtime Status @ Time Status

Fun Status

Idle

£ Open Lid £} Close Lid

Flash Block
¥ indicator

Otevieni nebo uzavieni vika pristroje

Fun Information
Protocol

Plate:

Sample Volume:
Scan Mode:
Data File Name:

Hotes

» Vpodokné Detected Instruments (Detekované nastroje) vyberte cilovy pfistroj a postupujte

nasledovné:

m  Kliknéte na polozku Open Lid (Otevfit viko) nebo Close Lid (Zavfit viko) v ¢asti Selected

Instrument (Vybrané pfistroje).

m  Kliknéte pravym tlacitkem mysi a vyberte pfisluSnou akci v zobrazené nabidce.

B Otevrete dialogové okno Run Details (Podrobnosti o cyklu) a vyberte kartu Run Status (Stav

cyklu) a kliknéte na Open Lid (Otevfit viko) nebo Close Lid (Zavfit viko).
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Zobrazeni stavu v§ech pfipojenych pristrojl
» Postupuijte nasledovné:

BV ¢asti All Instruments (VSechny nastroje) v podokné Detected Instruments (Detekované
nastroje) kliknéte na polozku View Summary (Zobrazit souhrn).

BV panelu nabidky vyberte polozky View > Instrument Summary (Zobrazit > Souhrn nastroja).

Zobrazi se dialogové okno Instrument Summary (Souhrn nastroja):

B O uu il | o 21| £ >4 Show: | All Blocks v | P
Block Name: & Type Status User Remaining
@‘\H CFX56D Iclle: admin
CFX36DW2 CFX36D Idle: admin
CFX36i01 CFX36 Idle admin
CFX56102 CFX96 Idle admin

4 Blocks

Tip: Pokud systém detekuje pouze jeden pfipojeny pfistroj, €ast All Instruments (VSechny
nastroje) se na panelu Detected Instruments (Detekované nastroje) neobjevi. Chcete-li
zobrazit souhrn nastroje pro jeden nastroj, vyberte polozky View > Instrument Summary
(Zobrazit > Souhrn nastroja).
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Ovladaci prvky panelu nastroji Instrument Summary (Souhrn nastrojt)

Tabulka 10 uvadi seznam ovladacich prvkud a funkci na panelu nastroji Instrument Summary (Souhr
nastroja).

Tabulka 10. Ovladaci prvky panelu nastroji Instrument Summary (Souhrn nastrojut)

Tlaéitko Nazev tlacitka Funkce
Vytvofit novy cyklus Vytvori cyklus na vybraném bloku
b otevienim okna Run Setup (Nastaveni
cyklu).
a Zastavit Zastavi aktualni cyklus na vybranych
blocich.
H u Pozastavit Pozastavi aktualni cyklus na

vybranych blocich.

: Pokracovat Obnovi aktualni cyklus na vybranych
Wb ,
blocich.
@ Indikator Flash Block Blika indikator LED na viku vybranych

* bloku.

é Otevfit viko Otevfe motorizované viko na
vybraném pfistroji.

é Zavrit viko Zavie motorizované viko na vybraném
pfistroji.

% Skryt vybrané bloky Skryje vybrané bloky v seznamu
Instrument Summary (Souhrn
nastrojl).

P Zobrazit vSechny bloky Zobrazi vybrané bloky v seznamu

- Instrument Summary (Souhrn
nastrojl).
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Tlacitko Nazev tlacitka

Show: | All Blocks v Zobrazit

Funkce

Vyberte bloky, které chcete zobrazit v
seznamu. Vyberte jednu z moznosti
pro zobrazeni vSech zjisténych bloku,
v§ech necinnych blokd, vSech bloki,
které jsou spustény aktualnim
uzivatelem, nebo vSech bézicich
bloku.
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Zobrazeni vlastnosti nastroje

Okno Home (Domu)

Na panelu Detected Instruments (Detekované nastroje) mlzete zobrazit podrobnosti o vybraném
nastroji, véetné jeho vlastnosti, stavu jeho pfepravniho Sroubu a seznamu jeho kalibrovanych barviv

(fluorofora).

X )
éx Properties Shipping Screw J'k_ Calibrated Dyes

e e —
Click Rename button to apply.

Property Current

C1000 Thermal Cycler

Nickname CFX86101
Model CFX96
Serial Numbers
Base CFX96-5IMD2
Block CFX96-5IMD2A
Shuttle CFX36-5IMD2S
Optical Head CFX36-5IMD20
Firmware Versions
HC12 1.0.165.0 Rev A
FX2 13500
PXAZ70 32128125
CFX DSP 112400
8051 Motorized Lid 54000
More Info
Available Storage 352 MB
Tatal RAM 34 MB
USB Serial Number 1816531045

Zobrazeni vlastnosti nastroje

» V podokné Detected Instruments (Detekované nastroje) kliknéte pravym tlacitkem mysi na cilovy

pfistroj a v zobrazené nabidce vyberte polozku Properties (Vlastnosti).
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Karta Properties (Vlastnosti)

Karta Properties (Vlastnosti) obsahuje technické podrobnosti o vybraném nastroji véetné modelu,
sériovych Cisel jeho soucasti a verzi firmwaru. Vychozi nazev nastroje (jeho sériové &islo) se objevi na
mnoha mistech, v€etné podokna Detected Instruments (Detekované nastroje) a v zahlavi dialogového
okna Instrument Properties (Vlastnosti nastroje). Nastroj mizete pfejmenovat, abyste ho mohli
snadnéji identifikovat.

PFejmenovani nastroje

» Nakarté Instrument Properties (Vlastnosti nastroje) zadejte nazev do pole Rename
(Pfejmenovat) v horni ¢asti karty Properties (Vlastnosti) a kliknéte na Rename (Pfejmenovat).

Novy nazev se objevi v fadku Nickname (Pfezdivka) na karté Properties (Vlastnosti) stejné jako v
zahlavi panelu Instrument Properties (Vlastnosti nastroje) a v podokné Detected Instruments
(Detekované nastroje).

Karta Shipping Screw (Sroub pro pfepravu)

Karta Shipping Screw (Sroub pro pfepravu) zobrazuje aktualni stav pfepravniho roubu pro vybrany
nastroj (odstranény nebo instalovany). Karta obsahuje také pokyny pro instalaci nebo demontaz
¢erveného Sroubu pro prepravu.

Tip: Pokud software detekuje Sroub pro pfepravu, zobrazi se v dialogovém okné Instrument
Properties (Vlastnosti nastroje) automaticky karta Shipping Screw (Sroub pro pFepravu). PFi
odstranovani Sroubu pro pfepravu postupujte podle pokyn.

Poznamka: Pfed pouzitim nastroje je nutné Sroub pro pfepravu odstranit. DalSi informace
naleznete v ¢asti Odstranéni zajistovaciho Sroubu na strané 30.
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Karta Calibrated Dyes (Kalibrovana barviva)

Okno Home (Domu)

Karta Calibrated Dyes (Kalibrovana barviva) zobrazuje kalibrované fluorofory a desti¢ky pro vybrany

nastroj.

Puophoe (| Cremd O PeTye 0 5% o Dae o Emm 0
1 % 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10
2 2 BR White Factory 01/08/2008 10:
3 |Cal Orange 560 2 BR Clear Factory 07/05/2013 14
4 Cal Orange 560 2 BR Whie Factory 01/08/2008 10:
5 |Cal Red 610 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10
§ |CalRed 610 3 BR Whie Factory 01/08/2008 10:
7 o5 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10
g 05 4 BR White Factory 01/08/2008 10:
g G55 4 BR Clear Factory 07/05/2013 14
10 G55 4 BR White Factory 01/08/2008 10:
11 FAM 1 BR Clear Factory 01/08/2008 10
12 [FAM 1 BR White Factory 01/08/2008 10:
13 HEX 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10
14 HEX 2 BR White Factory 01/08/2008 10
15 |Quasar 670 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10
16 |CGuasar 670 4 BR White Factory 01/08/2008 10:
17 Quasar 705 5 BR Clear Factory 01/08/2008 10
18 | CGuasar 705 = BR White Factory 01/08/2008 10:
19 ROX ] BR Clear Factory 01/08/2008 10

FFFFFFIFFIFFIFIFIFFTFIFIFIT

[l

Chcete-li zobrazit podrobné informace o kalibraci, klepnéte na tlacitko Informace ve sloupci Detail

(Podrobnosti).
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Nez zaCnete

Nastaveni uzivatelskych predvoleb

Tip: Pro pouziti softwaru Software CFX Manager Dx neni nutné tyto ikony provadeét. Tuto ¢ast
muzete klidné pfeskocit nebo tyto Ukony provést kdykoliv jindy.

V softwaru CFX Manager Dx m(zZete pfizpusobit své pracovni prostfedi. Pokud vas spravce vytvofil
uzivatele softwaru, maze si kazdy uzivatel pfizplsobit své viastni pracovni prostfedi. Jestlize vas
administrator zadné uzivatele nevytvofil, plati zmény predvoleb pro kazdého, kdo se pfihlasi do
softwaru CFX Manager Dx. (Informace o tvorbé uzivateld CFX Manager Dx jsou uvedeny v Pfiloha B,
Sprava uzivatell a roli CFX Manager Dx.)

Napfiklad v nabidce Users > User Preferences (Uzivatelé > Uzivatelské predvolby) muzete provadét
nasledujici:

B Nastavit e-mailové oznameni o dokonceni cyklu.
B Zmeénit vychozi nastaveni
[0 umisténi pro ukladani soubort
O souborl nastaveni cyklu
[0 predpony nazvu souboru
B Nastavit vychozi parametry pouZité pfi tvorb& nového protokolu a desticky.
B Nastavit vychozi parametry analyzy dat a exprese genu.
B Pfizpusobit vychozi parametry kontroly kvality.
B Prizpusobit parametry dat pro export dat.
V nabidce Tools (Nastroje) mlizete provadét nasledujici:
B Vytvofit Master Mix.
B Kalibrovat barviva pro konkrétni pfistroj.

Poznamka: Tvorba Master Mixu a kalibrace barviva jsou k dispozici kazdému, kdo se pfihlasi do
softwaru CFX Manager Dx.

Tato &ast podrobné vysvétluje, jak tyto ukony provadét.
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Nez zaCnete

Nastaveni e-mailovych oznameni

Muzete software CFX Manager Dx pfipojit ke svému serveru odchozi posty, aby mohl odesilat e-
mailova oznameni o dokonéeni cyklu na seznam uzivatel(l. K seznamu uzivateld mizete rovnéz
pfipojit datovy soubor a hlaSeni z analyzy. Pokud jde o nastaveni pfipojeni mezi softwarem CFX
Manager Dx a vasim SMTP serverem, viz ¢ast Pfipojeni CFX Manager Dx na SMTP Server na strané
64.

Poznamka: Moznosti pfistupu uzivatele k funkcim nastaveni e-mailu zaviseji na uzivatelské
skupiné a povolenich pfifazenych spravcem. Podrobnosti o spravé uzivatelu a jejich rolich jsou
uvedeny v ¢asti Sprava uzivatelll na strané 261.

Jak nastavit e-mailova oznameni

1. Vyberte moznosti Users > User Preferences (Uzivatelé > Uzivatelské pfedvolby) a otevie se
dialogové okno User Preferences (Uzivatelské predvolby).

Otevre se dialogové okno User Preferences (UzZivatelské pfedvolby) s kartou Email (E-mail).

User Preferences

[ = Protocol (D) Pite (7] Data Anyss | Gene Expression ac 3 custom Expor
Emai Netfication Upon Fun Completion

To:

[
Provide one email address per line

[] Attach Data File

[] Astach Analysis Report (.pdf) File

Configure Outgoing Emai Outgeing emai has not been configured

Restore Defaults oK Cancel

Poznamka: Jestlize systém zjisti, Ze jste nenastavili platny SMTP server pro software CFX
Manager Dx, budete o tom informovani. Kliknutim na polozku Configure Outgoing Email
(Konfigurovat odchozi e-mail) oteviete dialogové okno Options (Moznosti), kde mlzete
nakonfigurovat e-mailovy SMTP server. Vice informaci je uvedeno v ¢asti Pfipojeni CFX
Manager Dx na SMTP Server na strané 64.

2. Vtextovém ramecku To (Komu) zadejte e-mailovou adresu kazdé osoby, kterou chcete
informovat o dokon&eni cyklu. VSichni pfijemci obdrzi po dokonéeni cyklu e-mail.

Poznamka: Kazdou e-mailovou adresu musite zadat na samostatném rfadku. Za kazdou e-
mailovou adresou stisknéte Enter nebo Return.
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3. (Volitelné) V textovém ramecku cc (Kopie) zadejte e-mailovou adresy pfijemci, kterym chcete
poslat kopii kazdého e-mailového oznameni.

4. (VoliteIné) Ve vychozim nastaveni obdrzi vSichni pfijemci kopii datového souboru v pfiloze.
Odznacte toto zaskrtavaci poli¢ko, pokud datovy soubor nechcete ke kopii pfidat.

5. (Volitelné) Vyberte moznost Attach Analysis Report (Pfipojit hlaSeni o analyze), abyste k e-mailu
pfipojili PDF soubor hlaSeni o analyze.

6. Kliknutim na OK ulozite zmény a zavrete dialogové okno User Preferences (Uzivatelské
pfedvolby).

Jak upravit e-mailovou adresu pfijemce

» Upravte e-mailovou adresu podle potieby a kliknéte na OK.
Jak odstranit prijemce e-mailu

1. Vyberte pfijemce e-mailu a stisknéte tlacitko Delete (Odstranit).
2. Kliknutim na OK ulozite zmény a zavrete dialogové okno.

Dulezité: Kliknutim na moznost Restore Defaults (Obnovit vychozi hodnoty) v dialogovém okné
User Preferences (Uzivatelské pfedvolby) se obnovi vSechny pfedvolby na vSech kartach na
puvodni tovarni nastaveni. P¥i kliknuti na toto tlagitko postupujte opatrné.

Pripojeni CFX Manager Dx na SMTP Server

Diulezité: Néktefi komeréni poskytovatelé webmailu (napfiklad Yahoo! a Gmail) maji zvySenou e-
mailovou bezpecénost. Pokud pouzijete tyto ucéty, musite povolit nastaveni Allow less secure
apps (Povolit méné zabezpecené aplikace) v nastaveni Uctu, které umozni CFX Manager Dx
odesilat e-maily. Dal$i informace naleznete v informacich o zabezpeceni poskytovatele sluzeb
webmailu.

PFed odeslanim e-mailového oznameni musite navazat spojeni ze softwaru CFX Manager Dx na svij
e-mailovy server.

Pripojeni CFX Manager Dx na e-mailovy server
1. Postupujte nasledovné:

B Vyberte polozku User > User Preferences (Uzivatel > UzZivatelské pfedvolby) a kliknéte na
polozku Configure Outgoing Email (Konfigurovat odchozi e-mail) na karté Email (E-mail).

B Vyberte Tools > Options (Nastroje > Moznosti).
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Nez zaCnete

Otevre se dialogové okno Options (Moznosti) a zobrazi kartu Email (E-mail).

Emal #.) Data Bxport Settings

SMTP Server Name: |smtp.gmail com
e.g. smtp.myCompany com. Contact your IT Administrator to get the SMTP server name.
Port: 587 =

Use SSL:
Use Defauk “From” Address:

Authentication Required
User Name: | syour account name >@gmail com

Password

Test Emai Address

Test Atachment: [] 05 : Test Emai

Zadejte pro vasi spole¢nost nasledujici informace:

B SMTP Server Name (Nazev serveru SMTP) — nazev odchoziho e-mailového serveru vasi
spolecnosti.

B Port—cislo portu serveru SMTP. To je obvykle 25.

B Use SSL (Pouzit moznost SSL) — moznost Secure Sockets Layer (SSL). Toto nastaveni
vyzaduji nékteré servery SMTP. Pokud to ve vasi spole€nosti neni vyzadovano, zruste
zaSkrtnuti tohoto policka.

B Use Default “From” Address (Pouzit vychozi adresu ,,0d“) — nazev e-mailového
serveru ve vasi spolec¢nosti Servery SMTP vyzaduiji, aby vSechny odeslané e-maily mély
adresu ,,0d*, ktera je z urCité domény, napfiklad jméno@VaseSpolecnost.com. V takovém
pfipadé zruste zaskrtnuti tohoto poli¢ka a zadejte platnou e-mailovou adresu.

B Authentication Required (Pozadovano ovéfeni) — pokud vase stranky vyzaduji ovéfeni
uctu, ovérte, zda je toto polic¢ko zaskrtnuto.

B User Name (Jméno uzivatele) — jméno ovéfeného uctu. To je vyzadovano pouze v
pfipadé, zZe je vybrana moznost Authentication Required (Pozadovano ovéfeni).

B Password (Heslo) — heslo pro ovéfeny Ucet. To je vyzadovano pouze v pfipadég, ze je
vybrana moznost Authentication Required (Pozadovano ovéreni).
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3. Chcete-li ovéfit, zda jsou nastaveni serveru SMTP spravna, zadejte do textového pole Test Email
Address (Test e-mailové adresy) platnou e-mailovou adresu a kliknéte na polozku Test Email
(Testovat e-mail).

Poznamka: Nékteré servery SMTP nepovoluji pfilohy a jiné povoluji pFilohy pouze do urcité
velikosti. Pokud planujete e-mailové datové soubory nebo hlaseni pomoci softwaru CFX
Manager Dx, vyberte polozku Test Attachment (Pfiloha testu) a nastavte pro polozku
Attachment Size in MB (Velikost pfilohy v MB) hodnotu 5 megabytt (MB) nebo vice.

4. Klepnutim na tlacitko OK ulozte zmény a zaviete dialogové okno.

Zména vychoziho nastaveni souboru

Na karté Files (Soubor) dialogového okna User Preference (Uzivatelské pfedvolby) mizete ménit
nasledujici:

B Vychozi umisténi pro ukladani souborti CFX Manager Dx
B Vychozi soubory pro nastaveni cyklu

B Vychozi parametry pro nazvy souboru

Jak zménit vychozi nastaveni souboru

1. Vyberte moznost Users > User Preferences (Uzivatelé > Uzivatelské pfedvolby) a otevie se
dialogové okno User Preferences (Uzivatelské predvolby).

2. Vdialogovém okné User Preferences (UzZivatelské pfedvolby) vyberte kartu Files (Soubory).

User Preferences = o

[ Emei | (3 Fies Protocol (EZ3) Piate [ (7] Data Analysis EEE Gene Expression ac 53, custom Bxpot
Defaut Folder for Fie Creation
Protocal: |C:\Users\Pubic\Documents\Bio-Rad\CFX\Users \admin

Plate: |C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad \CFX\Users\admin

J
J
Data Fie: |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\admin ]
]

Gene Study: |C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\adrmin

Fie Selecton for Fun Setup
Protocol: |G Rad\C \ExpressLoad\CFX_

Plate (36 Wel): [C Rad\Ci Expr 2d\Quick Plate_96 wells_SYBR Only pitd |

Pate (384 Wel): [C Al Rad\C \ExpressLoad\Quick Plate_384 wells_SYBR Only pitd |

Plate (48 Wel): [C:\Users\Pubic\ \Bio-Rad\CFX\! \ExpressLoad\Quick Plate_48 wells_FAM ptd ]

Data Fie
Prefix Part 1. Pat2 Pat3: Sufix
DatafieNeme: | | |User v [Date v [nsumentName  v|[ ]
Preview: admin_2017-07:28 1640-31_nstrumentName

Restore Defauts oK Cancel
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6.

Nez zaCnete

V Casti Default Folder for File Creation (Vychozi slozka pro tvorbu soubor(i) najdéte a vyberte
vychozi sloZku, do které chcete ukladat nové soubory. Pro kazdy typ souboru mizete vybrat jiné
umisténi:

Protokol

Desticka
m  Datovy soubor
B Genova studie

V &asti File Selection for Run Setup (Vybér souboru pro nastaveni cyklu) najdéte a vyberte cilové
soubory protokolu a desti¢ky, které se maji zobrazit, kdyz oteviete okno Experiment Setup
(Nastaveni experimentu).

V &asti Data File (Datovy soubor) definujte pfedponu nebo pfiponu datovych soubor(. Pro kazdy
dil vyberte z rozeviraciho seznamu novou hodnotu. V textovych rameccich Prefix (Pfedpona) a
Suffix (Pfipona) mizete také uvést vlastni hodnoty predpony a pfipony.

Software CFX Manager Dx zobrazi pod ramecky pro vybér nahled nazvu souboru.

Kliknutim na OK ulozite zmény a zaviete dialogové okno.

Dulezité: Kliknutim na moznost Restore Defaults (Obnovit vychozi hodnoty) v dialogovém okné
User Preferences (Uzivatelské predvolby) se obnovi vSechny pfedvolby na vSech kartach na
pavodni tovarni nastaveni. PFi kliknuti na toto tlaGitko postupuijte opatrné.
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Nastaveni vychozich parametrti protokolu

Nastaveni vychozich parametra protokolu pro Protocol Editor (Editor protokolu) a
Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu)

1. Vyberte Users > User Preferences (Uzivatelé > UZivatelské pfedvolby), aby se otevrelo dialogové
okno User Preferences (Uzivatelské predvolby).

2. Vdialogovém okné& User Preferences (UzZivatelské predvolby) vyberte kartu Protocol (Protokol).

User Preferences

I:l Emai [T Fies Protocol [E23) Plate J Data Analysis EEE Gene Expression % ac [—g Custom Export
Pretocol Edtor
Sample Volume: 25

Shut Off Lid When Block 35
Temperature Goes Below.

")

O e

h o
Protocol AutoWriter

Annealing Temperature: 60,0

Amplicon Length: 100 bp

Restore Defaults oK Cancel

3.V ¢asti Protocol Editor (Editor protokolu) zadejte hodnoty pro nasledujici nastaveni, ktera se
zobrazi v editoru Protocol Editor (Editor protokolu):

B Sample volume (Objem vzorku) — objem kazdého vzorku v jamkach (v pl).

B Lid Shutoff temperature (Teplota vypinani vika) — teplota v °C, pfi které se ohfivac vika
vypne béhem cyklu.

4. 'V &asti Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu) zadejte hodnoty pro nasledujici
nastaveni, ktera se zobrazi v nastroji Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu):

B Annealing temperature (Teplota hybridizace) — teplota v °C pro experimenty, které
pouzivaji iProof DNA polymerazu, iTag DNA polymerazu nebo jiné polymerazy.

®  Amplicon length (Délka amplikonu) — délka amplikonu v parech bazi (bp).
5. Kliknutim na OK ulozite zmény a zaviete dialogové okno.

Dulezité: Kliknutim na moznost Restore Defaults (Obnovit vychozi hodnoty) v dialogovém okné
User Preferences (Uzivatelské pfedvolby) se obnovi vSechny pfedvolby na vSech kartach na
puvodni tovarni nastaveni. Davejte pozor pfi klepnuti na toto tlacitko.
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Nastaveni vychozich parametru desticky

Nez zaCnete

Zmeény, které provedete na karté Plate (Desticka), jsou dostupné vSem uzivatelim softwaru. Zmény
provedené béhem nastaveni desti¢ky jsou uzivatelim k dispozici po uloZzeni a zavieni souboru

desticky.

V dialogovém okné User Preferences (Uzivatelské predvolby) mizete provadét nasledujici akce:

B Nastavit vychozi parametry desticky.

B Pfidavat nové nazvy cilt a vzork( do pfislusnych knihoven.

B Odstranit nové nazvy cild a vzorku z pfisluSnych knihoven.

Nastaveni vychozich parametru desticky

1. Vyberte Users > User Preferences (Uzivatelé > Uzivatelské pfedvolby), aby se otevielo dialogové
okno User Preferences (Uzivatelské predvolby).

2. Vdialogovém okné User Preferences (UzZivatelské pfedvolby) vyberte kartu Plate (Desticka).

User Preferences

EI Email E] Files Protocol @ Plate m Data Analysis I! Gene Expression Qc E‘i Custom Export
Settings
Plate Type: |BR Clear ~ | Fluorophores:
Plate Size: | 96 Wells « | ] FAM [] Texas Red O wvic
[~] SYBR [[] Cal Red 610
Units: | copy number ~ | | HEX O s
O Ter [ Tex 615
Scientific Motation ] Cal Orange 560 [ Guasar 670
] Cal Geld 540 [] Guasar 705
Scan Mode: | All Channels + | |] ROX [ Cy55
Libraries
Target Names Sample Names:
Actin OHr
GAPDH THr
2Hr
Use text boxes to enter additional names, one name per line.
Restore Defaults oK Cancel
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3. Zadejte hodnoty pro nasledujici nastaveni nového souboru desti¢ek. Tyto hodnoty se objevuji v
okné Plate Editor (Editor desti¢ek):

B Plate type (Typ desticky)
B Plate size (Velikost desticky)
B Units (Jednotky) — koncentrace spoustéci Sablony pro jamky, které obsahuji standardy.

CFX Manager Dx pouziva tyto jednotky k vytvoreni standardni kfivky na karté Data Analysis
Quantification (Kvantifikace dat analyzy).

B Scientific notation (Védecky zapis) — kdyZ je vybran, software CFX Manager Dx zobrazi
jednotky koncentrace ve védeckém zapisu.

B Scan mode (Rezim skenovani) — pocet nebo typ kanall, které maji byt skenovany béhem
cyklu.

B Fluorophores (Fluorofory) — vychozi fluorofory, které se objevuji v editoru Plate Editor
(Editor desti¢ek) nactenych kontrol jamek.

B Libraries (Knihovny)— nazvy cilG a vzork, které obvykle pouzivate ve svych
experimentech:

[0 Target names (Nazvy cill) — nazvy cilovych gent a sekvenci.

O Sample names (Nazvy vzorki) — nazvy experimentalnich vzorkd nebo identifikaéni
charakteristika vzorkd (napfiklad My$1, My$2, Mys3).

4. Kliknutim na OK ulozite zmény a zavrete dialogové okno.
Pfidani nového nazvu cile nebo vzorku

» Do pole pfislusné knihovny zadejte nazev cile nebo vzorku a kliknéte na tlacitko cile nebo vzorku
a kliknéte na tlacitko OK.

Odstranéni nazvu cile nebo vzorku

» Vpiislusném poli knihovny vyberte nazev, stisknéte klavesu Delete a kliknéte na tlacitko OK.

Diulezité: Nazvy, které odstranite z knihovny, jsou ze softwaru trvale odstranény a uzivatelim jiz
nejsou k dispozici. Pro obnoveni moznosti do vychozich nazvii CFX Manager Dx, kliknéte na
Restore Defaults (Obnovit vychozi). Kliknutim na moznost Restore Defaults (Obnovit vychozi
hodnoty) v dialogovém okné User Preferences (UzZivatelské pfedvolby) se obnovi vSechny
predvolby na vSech kartach na plvodni tovarni nastaveni. Pfi odstrafiovani vychozich nazvi CFX
Manager Dx a pfi klepnuti na toto tlacitko budte opatrni.
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Nastaveni vychozich parametri analyzy dat

Nastaveni vychozich parametr( analyzy dat

1.

Nez zaCnete

Vyberte poloZky Users > User Preferences (UZivatelé > UZivatelské pfedvolby), aby se otevielo
dialogové okno User Preferences (Uzivatelské predvolby).

V dialogovém okné User Preferences (Uzivatelské pfedvolby) vyberte kartu Data Analysis

(Analyza dat).

User Preferences

PCR Quartitation
Baseline Setting:

Cq Determination Mode:
Threshold Calc. Mode:
Baseline Calc. Mode
Log View:

End Paint
End Cycles to Average:

Mett Curve

Well Selector

Restore Defaults

Peal Type:

Well Labels:

(® Fluorophore () Targat

Baseline Subtracted Curve Fit

(O) Regression (® Single Threshold

Auto Threshold Manual Thresheld (RFU):

| Emai Files [7] Protocol (222 Plate a Analysis Gene Expression =] QC 1 Custom Export
] £ Fies 7] (5 P[] Dats tnabvsis =)

Analysis Mode

Auto Baseline Manual Baseline (Cycle Range): |2

Con @ Off

PCR: 5 5 End Poirt Only Run:|2 5

(@) Postive () Negative

(® Sample Type () Target Name

() Sample Name

0.00

OK Cancel

V &asti Analysis Mode (Rezim analyzy) vyberte rezim, ve kterém chcete analyzovat data (bud
Fluorophore (Fluorofor), nebo Target (Cil)).

V ¢asti PCR Quantitation (Kvantifikace PCR) nastavte vychozi parametry pro nasledujici

moznosti:

B Baseline Setting (Zakladni nastaveni) — zakladni metoda pro rezim analyzy.

B Cq Determination Mode (Rezim stanoveni hodnoty Cq) — rezim, ve kterém jsou hodnoty
Cg vypocteny pro kazdou fluorescencni stopu (bud regresni, nebo jednoprahovou).
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B Threshold Calc. Mode (Rezim vypoc. prahové hodnoty) — cilové mnozstvi koncového
bodu.

Vychozi hodnota je Auto (Automaticky). To znamena, Ze software automaticky vypocita cil
koncového bodu. Chcete-li nastavit konkrétni prahovou hodnotu, zruste zaskrtnuti policka
Auto (Automaticky) a zadejte hodnotu koncového bodu vypocitanou v jednotkach relativni
fluorescence (nebo RFU). Maximalni hodnota je 65 000,00 RFU. Datové soubory pro
nasledujici cykly budou pouzivat toto nastaveni prahu.

B Baseline Calc. Mode (Rezim vypo€. zakladni hodnoty) — zakladni hodnota pro vSechny
trasy.

Vychozi hodnota je Auto (Automaticky). To znamena, Ze software automaticky vypocita
zakladni hodnotu pro v8echny trasy. Chcete-li nastavit konkrétni zakladni hodnotu, zruste
zaSkrtnuti poli¢ka Auto (Automaticky) a zadejte minimalni a maximalni hodnoty pro rozsah
cyklu (1 az 9999). Datové soubory pro nasledujici cykly budou pouzivat tento rozsah cyklu.

B Log View (Zobrazeni protokolu) — urcuje, jak bude software zobrazovat data amplifikace:
O On (Zapnuto) — data amplifikace jsou zobrazena v semilogaritmickém grafu.
O Off (Vypnuto) — (vychozi) data amplifikace jsou zobrazena v linearnim grafu.

5.V ¢asti End Point (Koncovy bod) vyberte pocet koncovych cykld, které se maiji pfi vypoctu
koncového bodu primérovat:

B PCR - pocet koncovych cykld k priméru pro data kvantifikace (vychozi hodnota je 5).

B End Point Only run (Cyklus pouze koncovy bod) — po¢et koncovych cyklt k priméru dat
koncovych bodu (vychozi hodnota je 2).

6. V &asti Melt Curve (Kfivka tani) vyberte typ vrcholu, ktery chcete detekovat (bud’ pozitivni, nebo
negativni).

7. V Casti Well Selector (Nastroj pro vybér jamky) vyberte, jak zobrazit popisky jamky (podle typu
vzorku, nazvu cile nebo nazvu vzorku).

8. Kliknutim na OK ulozite zmény a zaviete dialogové okno.

Dulezité: Kliknutim na moznost Restore Defaults (Obnovit vychozi hodnoty) v dialogovém okné
User Preferences (Uzivatelské pfedvolby) se obnovi vSechny pfedvolby na vSech kartach na
puvodni tovarni nastaveni. Davejte pozor pfi klepnuti na toto tlacitko.
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Nez zaCnete

Nastaveni vychozich parametri datového souboru exprese genu
Jak nastavit vychozi parametry nového datového souboru exprese genu

1. Vyberte mozZnosti Users > User Preferences (UzZivatelé > UZivatelské pfedvolby) a otevie se
dialogové okno User Preferences (Uzivatelské predvolby).

2. Vdialogovém okné User Preferences (Uzivatelské predvolby) vyberte kartu Gene Expression
(Exprese genu).

User Preferences — [m] X
] Email ) Fies Protocol (23 Plate [(7] Data Analysis alil] Gene Bxpression ac 53, custom Bxpot
Gene Expression Settings
Relative To: @ Zero (O Control
X-Axis: (O Sample (@ Target
Y-Ais: @ Linear (O Log2 O Log 10
Scaling: O Lowest O Highest @® Unscaled
Method: (O ACq (@ AACq
EmorBar: (O Std. Dev. (@ Std. Emor Mean
1 3
Emor Bar Multiplier
Sample Types to Exclude: NTC [J NRT []] Negative Control [ ] Positive Control [ ] Standard
Restore Defaults oK Cancel

3. Stanovte hodnoty nasledujiciho nastaveni:

B Relative to (Vzhledem k) — sestavi graf z dat exprese genu vzhledem ke kontrole
(s pocatkem v bodé 1) nebo nule:

[0 Zero (Nula) — software kontrolu ignoruje. Toto je vychozi hodnota, kdyz neni v okné
Experiment Settings (Nastaveni experimentu) pfifazen zadny kontrolni vzorek.

[0 Control (Kontrola) — software vypocita data vzhledem ke kontrolnimu vzorku
pfifazenému v okné Experiment Setup (Nastaveni experimentu).

B X-axis (Osa X) — sestavi graf vzorku nebo cile na ose X.

B Y-axis (Osa Y)—sestavi graf v linearnim, log2 nebo log10 méfitku na ose Y.
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B Scaling (Uprava méfitka) — moznost Gpravy méfitka grafu (vychozi moznost je bez tpravy
méfitka):

O Highest (Nejvyssi) — software upravi méfitko grafu podle nejvyssiho datového bodu.
O Unscaled (Bez upravy méritka) — software prezentuje data v grafu bez upravy méfitka.

B Mode (Rezim) —rezim analyzy, bud relativni mnoZzstvi (AC), nebo normalizovana exprese
(AAC).

B Error Bar (Chybova usecka) — variabilita dat prezentovana jako smérodatna odchylka (Std.
Dev.), nebo jako standardni chyba praméru (Std. Error Mean).

B Error Bar Multiplier (Nasobitel chybové usecky) — nasobitel smérodatné odchylky
pouZity k sestaveni grafu chybovych usecek (vychozi hodnota je 1).

Nasobitel mizete zvysit na 2 nebo 3.

B Sample Types to Exclude (Vyloucené typy vzorki) — typy vzork(, které budou vylouc¢eny
z analyzy.

Muzete vybrat jeden nebo nékolik vzorku, které budou vylouceny z analyzy. Pokud chcete
vyloucit v§echny typy vzork(, odznacte zaskrtavaci policka vSech vybranych typ( vzork(.

4. Kliknutim na OK ulozite zmény a zaviete dialogové okno.

Dulezité: Kliknutim na moznost Restore Defaults (Obnovit vychozi hodnoty) v dialogovém okné
User Preferences (Uzivatelské pfedvolby) se obnovi v§echny pfedvolby na vSech kartach na
puvodni tovarni nastaveni. Pi kliknuti na toto tlagitko postupujte opatrné.

Prizplsobeni pravidel pro kontrolu kvality

V softwaru CFX Manager Dx m(zZete nastavit pravidla kontroly kvality, ktera se pouZziji na data v okné
Data Analysis (Analyza dat). Software validuje data proti nastavenym pravidliim.

Poznamka: Ve vychozim nastaveni jsou povolena vdechna pravidla kontroly kvality.

Tip: Jamky, které nesplriuji parametry QC (Kontrola kvality), mGzZete snadno vyloucit z analyzy v
modulu QC okna Data Analysis (Analyza dat).
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Prizplasobeni pravidel pro kontrolu kvality

1. Vyberte polozky Users > User Preferences (Uzivatelé > Uzivatelské pfedvolby) a otevie se
dialogové okno User Preferences (Uzivatelské predvolby).

2. Vdialogovém okné User Preferences (UzZivatelské pfedvolby) vyberte kartu QC (Kontrola kvality).

User Preferences

[ email (5 Fies Protocel (EE0 Piste 7] Data Anavsis ] Gene Expresson oc 53 custom Bxpor
Description o Value @ Use @
Negative control with a Cq less than 18 =
NTC with a Cq less than 38 M
NRT with a Cq less than 32 M4
Postive control with a Cq greater than 30 M
Unknown wihout a Cq %]
Standard without a Cq %]
Efficiency greater than 1100 M
Efficiency less than %00 M
Std Curve A2 less than 0.9%0 4
Replicate group Cq Std Dev greater than 020 4
Bestore Defaults oK Cancel

kde:

B NTC (Kontrola bez templatu) — kontrola bez templatu

B NRT (Bez reverzni transkriptazy) — bez reverzni transkriptazy

B Efficiency (Uéinnost) — Gginnost reakce

B Std Curve R*2 (Std kiivka R*2) — R ¢tvercova hodnota pro standardni kfivku

B Replicate group Cq Std Dev (Vyp. std. odch. skupiny replikati) — smérodatna odchylka
vypoctena pro kazdou skupinu replikat(

3. Ukazdého pravidla QC (Kontrola kvality) postupuijte nasledovné:
B Chcete-li pouzit vychozi hodnotu, nedélejte nic.

B Chcete-li zménit hodnotu, kliknéte na textové pole Value (Hodnota), zadejte novou hodnotu a
stisknéte klavesu Enter.

B Chcete-li pravidlo zakazat, zruste zaskrtnuti policka Use (Pouzit).
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4.

Kliknutim na tlagitko OK ulozte zmény a zaviete dialogové okno.

Diulezité: Kliknutim na tlagitko Restore Defaults (Obnovit vychozi hodnoty) v dialogovém okné
User Preferences (Uzivatelské pfedvolby) se obnovi vSechny pfedvolby na vSech kartach na
puvodni tovarni nastaveni. Pfed klepnutim na toto tladitko budte opatrni.

Prizplisobeni parametr(i pro export dat

Data CFX Manager Dx mGzete exportovat v nasledujicich formatech:

Text (.txt)

CSV (.csv)

Excel 2007 (.xIsx)
Excel 2003 (.xIs)
XML (.xml)

HTML (.html)

Muzete urcit typ dat pro export a pfizpusobit vystup exportovanych dat.

Prizplisobeni parametra pro export dat

1.

Vyberte Users > User Preferences (Uzivatelé > Uzivatelské pfedvolby) a otevfe se dialogové
okno User Preferences (UzZivatelské pfedvolby).

V dialogovém okné User Preferences (Uzivatelské pfedvolby) vyberte kartu Custom Export
(Vlastni export).

User Preferences

] Emal 31 Fies Protocel [E2E) Plate  |7] Data Anabvss ErEr—m ac [ Custom Export

Export Format: | CSV (*.csv) e

Data to Export
Inciude Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Vel Well

Fluorophore
Target Name
Content

Sample Name

Fluorophore
Target Name
Corttent.

Replcate Number
Sample Name
Biclogical Set Name
Wiel Note

ntification

Cq
Starting Quantty

OORORRIEE

[« D m

=]
&
g

o
£

Starting Quantty

Cq Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

OOORIE]

=
I3

Curve

WMek Temperature

Wek Peak Height

Wek Peak Begin Temperature
Wek Peak End Tempersturs

End Point

7 End Pori Call Customize Column Names...
[ End RFU

Restore Defaulis OK Cancel
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3. Vrozeviracim seznamu Export Format (Format exportu) vyberte format, do kterého chcete data
exportovat.

4. 'V Casti Data to Export (Data do exportu) zaskrtnéte nebo odznacte zaskrtavaci poli¢ka pro typ
dat, ktera maji byt exportovana. Vybrané polozky se zobrazi v seznamu Exported Columns
(Exportované sloupce).

Poznamka: Ve vychozim nastaveni jsou informace o cyklu zahrnuty do zahlavi. Odznacte
toto zaskrtavaci poli¢ko, pokud nechcete zahrnout informace o cyklu.

5. Mduzete zménit pofadi zobrazeni vystupu vybranych polozek.

V seznamu Exported Columns (Exportované sloupce) zvyraznéte poloZku a potom kliknéte pro
pohyb nahoru nebo dolud na tla¢itka se Sipkami vlevo od seznamu.

6. Volitelné mlzete zménit nazvy sloupcl vystupu vybranych polozek:
a. Kliknéte na Customize Column Names (Upravit nazvy sloupcu).
Zobrazi se dialogové okno Column Name Customizer (Vlastni nazev sloupce).

b. Pro kazdy vychozi nazev sloupce, ktery chcete zménit, zadejte novy nazev do pole Custom
Name (Vlastni nazev).

c. Postupujte nasledovné:

m  Kliknutim na tlacitko OK ulozte zmény a vratte se na kartu Custom Export (Vlastni
export). Novy nazev se zobrazi v zavorkach vedle vychoziho nazvu sloupce v seznamu
Exported Columns (Exportované sloupce).

m  Kliknutim na tlacitko Cancel (Zrusit) zruSte zmény a vratte se na kartu Custom Export
(Vlastni export).

7. Kliknutim na tla€itko OK uloZte zmény a zavfete dialogové okno.

Dulezité: Kliknutim na tlacitko Restore Defaults (Obnovit vychozi hodnoty) v dialogovém okné
User Preferences (Uzivatelské predvolby) se obnovi vSechny pfedvolby na vSech kartach na
plGvodni tovarni nastaveni. Pfed klepnutim na toto tlagitko budte opatrni.
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Vytvoreni reakéniho Master Mix

Diky nastroji Master Mix Calculator (Kalkulacka Master Mix) softwaru CFX Manager Dx mizete

snadno vypocitat pozadovany objem kazdého komponentu ve vasem Master Mixu. Tabulku s

vypoctem Master Mixu muzete vytisknout na své vychozi tiskarné a vypocty pro kazdy cil ulozit pro

pozdéjsi pouziti.

Jak vytvorit reakéni Master Mix pomoci nastroje Master Mix Calculator (Kalkulacka

Master Mix)

1. Abyste otevreli nastroj Master Mix Calculator (Kalkulacka Master Mix), postupujte nasledovné:
B Vyberte moznosti Tools > Master Mix Calculator (Nastroje > Kalkulacka Master Mix).

B Na panel nastroju kliknéte na moznost Master Mix Calculator (Kalkulacka Master Mix).

Objevi se Master Mix Calculator (Kalkulacka Master Mix).

Master Mix Setup
IR % [ Choose SYBR Green Target to Calculate
Reacton Vokume Per Wel 20 —- u [ SYBR Jarpet_1
Template Volume 10 & u
Supermix Concentration 20 | x
Bxcess Reaction Voume 5[5 %
Component Volume Per Reaction ()  Total Volume for 96 Reactions + (5)%

Pit | SetasDefaut RestoreDefats ~ OK  Cancel
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2. 'V &asti Reaction (Reakce) vyberte metodu detekce:
B SYBR® Green/EvaGreen
B Probes (Sondy)

3. Abyste vytvorili novy cil, kliknéte v ¢asti Target (Cil) na moznost Create New (Vytvofit novy).
V rozeviracim seznamu cill se objevi novy nazev cile.

4. (VoliteIné) Jak zménit vychozi nazev cile:
a. Vrozeviracim seznamu cild zvyraznéte nazev cile.
b. Vkolonce Target (Cil) zadejte novy nazev cile.
c. Stisknéte tlacitko Enter.
5. Nastavte po¢ate€ni a koncovou koncentraci pfimého a zpétného primeru a vdechny sondy.
6. V Casti Master Mix Setup (Nastaveni Master Mix) nastavte hodnotu
B poctu reakci v cyklu
B reakéniho objemu na jamku
B objemu templatu na jamku
B koncentrace supermixu na jamku
B nadbyte¢ného reakeéniho objemu na jamku
7. (Volitelné) Provedte kroky 2—6 pro potfebny pocet cill.
8. V ¢&asti Choose Target to Calculate (Vybrat cil k vypoctu) vyberte cil, ktery chcete vypocitat.
Tip: MUzete soucasné vypocitat bud jeden, nebo nékolik, nebo vSechny cile.

Vypocitané objemy pozadovanych komponent( pro kazdy vybrany cil se objevi v tabulce Master
Mix.

9. Kliknutim na moznost Set as Default (Nastavit jako vychozi) nastavite mnoZstvi zadana v ¢astech
Target (Cil) a Master Mix Setup (Nastaveni Master Mix) jako nové vychozi hodnoty.

10. Kliknutim na OK ulozite obsah dialogového okna Master Mix Calculator (Kalkulacka Master Mix).
Jak vytisknout tabulku s vypoctem Master Mixu
» Abyste vytiskli tabulku s vypoctem Master Mixu, kliknéte na moznost Print (Tisk).

Tabulka s vypoctem se vytiskne na vasi vychozi tiskarné.
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Jak ulozit tabulku s vypoctem Master Mixu jako PDF

» Zménite svou vychozi tiskarnu na ovlada¢ PDF a kliknéte na moZnost Print (Tisk) v nastroji Master
Mix Calculator (Kalkulacka Master Mix).

Jak odstranit cile
» Vrozeviracim seznamu cill vyberte cil a kliknéte na moznost Remove (Odstranit).

Dulezité: Odstranénim cile ze seznamu cilli se tento cil odstrani i ze vSech vypocti Master
Mixu, pro ktery je pouzit. Pfi odstrafovani cile postupujte opatrné.
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Kalibrace novych barviv

Systémy CFX96 Dx jsou z vyroby kalibrovany pro bézné pouzivané fluorofory v desti¢kach s bilymi a
¢irymi jamkami. Tabulka 11 uvadi fluorofory a kanaly, pro které je kazdy pfistroj kalibrovan.

Poznamka: Systémy CFX96 také zahrnuji kanal uréeny pro chemii FRET. Tento kanal
nevyzaduje kalibraci pro specificka barviva.

Tabulka 11. Tovarné kalibrované fluorofory a kanaly

Fluorofory Kanal Excitace, nm Detekce, nm
FAM, SYBR® Green | 1 450-490 515-530
VIC, HEX, CAL Fluor Gold 540, Cal Fluor 2 515-535 560-580
Orange 560

ROX, Texas Red, CAL Fluor Red 610, 3 560-590 610-650
TEX 615

CY5, Quasar 670 4 620-650 675-690
Quasar 705, Cy5.5 5 672-684 705-730
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Kalibrace novych barviv pro systémy CFX

1.V okné Home (Domi) vyberte cilovy nastroj v podokné Detected Instruments (Detekované
nastroje).

2. Vyberte polozku Tools > Calibration Wizard (Nastroje > Privodce kalibraci), chcete-li otevit
pravodce Dye Calibration (Kalibrace barviva).

Dye Calibration - Base S/N [$IM81435] - Optical Reaction Module $/N [TB3BR0G617] |mem|
Calibrated Fucrophores
Fuorophore () Channel ) Plate Type f‘"gf‘"‘ o Date o DO grn o et
Calibrate Mew or Bxisting Fuorophores
Flucrophare Plate Type Channel Plate column Fuor Color Addto Plate
v | |BR Clear v w v
Settings
Notes
Calibration Status
B Calibrate 0 yew Pate

Jiz kalibrované fluorofory pro cilovy pfistroj se objevi v tabulce Calibrated Fluorophores
(Kalibrované fluorofory).

3. 'V casti Calibrate New or Existing Fluorophores (Kalibrace novych nebo existujicich fluorofort)
vyberte v rozeviracim seznamu fluorofor, ktery chcete kalibrovat.

Neni-li v seznamu uveden nazev fluoroforu, zadejte tento nazev do textového pole a pfidejte jej
do seznamu.

4. \Vyberte typ desticky pro fluorofor.

Neni-li v seznamu uveden typ desticky, zadejte jeho nazev do textového pole a pfidejte jej do
seznamu.

5. Vyberte kanal pro fluorofor.

6. Vyberte sloupec desticky pro fluorofor.

7. (Volitelné) Zadejte barvu, kterou chcete pfifadit fluoroforu.

8. Pro pfidani fluoroforu kliknéte na polozku Add to Plate (Pfidat do desticky).

9. (Volitelné) Opakujte kroky 3-8 pro pfidani kazdého fluoroforu, ktery chcete kalibrovat pro
desticku.
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14.

15.

Nez zaCnete

okno Pure Dye Plate Display (Zobrazeni desti¢ky pro Cisté barvivo).
Toto okno pouzijte jako voditko pro vkladani barviv do desticky.
Pfipravte si 96jamkovou destic¢ku pro kalibraci barviva:

a. Pridejte pipetou do kazdé jamky roztok barviva podle vzoru zobrazeného na displeji Pure
Dye Plate Display (Zobrazeni desti¢ky pro Cisté barvivo).

b. Pro kazdy fluorofor naplrite do &ty jamek 50 ul (96jamkova destiCka) roztoku barviva 300 nM.
VSimnéte si, Ze alespori polovina destiCky obsahuje prazdné jamky.

c. Desti¢ku utésnéte tésnici metodou, kterou pouzivate ve svém experimentu.
Umistéte kalibracni desti¢ku do bloku a zavfete viko.

V priivodci Dye Calibration (Kalibrace barviva) kliknutim na polozku Calibrate (Kalibrovat) a OK
potvrdte, Ze je desticka v bloku.

Jakmile software Software CFX Manager Dx dokongi cyklus kalibrace, zobrazi se dialogové
okno. Kliknutim na tla¢itko Yes (Ano) dokoncCete kalibraci a oteviete prohlize¢ Dye Calibration
Viewer (Prohlize¢ kalibrace barviva).

Klepnéte na tlacitko OK a okno se zavre.
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Kapitola 6 Vytvareni protokolu

Protokol je sada kroku, které jsou provadény v konkrétnim poradi. V softwaru CFX Manager Dx jsou
vS§echny kroky pfidruzeny k moznostem na pfistroji. Kroky napfiklad instruuji pfistroj, aby kontroloval
teplotu bloku a vika, udrZzoval teplotni rozdil bloku, pfecetl desti¢ku nebo provedl analyzu kfivky tani.
Kazda moznost je stanovena pro riizné typy desti¢ek a cykl.

CFX Manager Dx nabizi dvé moznosti vytvareni protokolU: Protocol Editor (Editor protokolu) a
Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu).

Funkce nastroje Protocol Editor (Editor protokolu) zahrnuji nasledujici:
B Standardni ovladaci prvky pro rychlé vytvareni protokolu

B Schopnost rychle vypocitat gradient pro vybrany pocet fadku

B Schopnost rychle vypocitat dobu cyklu pro vybrany typ desti¢ky

B Schopnost upravovat kroky protokolu

B Schopnost ukladat protokoly pro opétovné pouziti

B Schopnost vytisknout protokol na vychozi tiskarné

Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu) automaticky generuje pfizpusobeny protokol
PCR s kroky horkého startu, po¢ate¢ni denaturace, hybridizace a prodlouzZeni na zakladé vami
zadanych parametr. Nasledné mlZete zobrazit grafické znazornéni navrhu protokolu a tento protokol
upravit, spustit nebo ulozit.
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Okno Protocol Editor (Editor protokolu)

Pomoci nastroje Protocol Editor (Editor protokolu) mlzete vytvaret, otevirat, kontrolovat a upravovat
protokoly. Ve vychozim nastaveni se nastroj Protocol Editor (Editor protokolu) otevie s obecnym
protokolem pro desti¢ku s 96 jamkami pro detekci v realném ¢ase ve dvou krocich.

Protocol Editor - New

File Settings Tools @ ?

H ‘gf Insert Step  After ~ | Sample Volume |25 |l | Est. Run Time 07:09:00 ®

! 1 2 3 4
o5 O 950 C
/ 300 010 i
| \ 550 C S =
| 030 o
i m T
) :
I ¥ x
2 ot 50 20 Ceon
3 550 C for0:30
Inse GQTO END
EA] et Mek Curve
i Acd Piate Readto Step ® @
Siep Options
Mﬂdee Step
oK Cancel
LEGENDA
1. Panel nabidek poskytuje rychly pfistup k pfikazim nabidek File (Soubor), Settings
(Nastaveni) a Tools (Nastroje).
2. Panel nastrojl umozriuje rychly pFistup k uloZeni a tisku protokolu, k vioZzeni kroku,

stanoveni objemu vzorku a zobrazeni pfedpokladané doby trvani cyklu protokolu.

3. Hlavni podokno obsahuje grafické zobrazeni protokolu.
4. V dolnim podokné je pfehled protokolu.
5. V levém podokné jsou ovladaci prvky protokolu, které mGzete pfidavat, abyste protokol

pfizpUsobili svym potfebam.
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Prikazy nabidky File (Soubor)
Save (Ulozit) — ulozi aktualni protokol.
Save As (Ulozit jako) — ulozi aktualni protokol s novym nazvem nebo do nového umisténi.

Close (Zavrit) — zavie nastroj Protocol Editor (Editor protokolu).

Prikaz nabidky Settings (Nastaveni)

Lid Settings (Nastaveni vika) — otevfe dialogové okno Lid Setting (Nastaveni vika), ve kterém
muzete ménit nebo nastavovat teplotu vika.

Prikazy nabidky Tools (Nastroje)

Gradient Calculator (Kalkulacka gradientu) — otevfe dialogové okno, ze kterého mGzete vybrat typ
bloku pro krok gradientu. Vychozi hodnota je 96 jamek.

Run time Calculator (Kalkulacka doby trvani cyklu) — otevie dialogové okno, ze kterého mlzete
vybrat typ desti¢ky a rezim skenovani, abyste mohli vypocitat odhadovany &as trvani cyklu v okné Run
Setup (Nastaveni cyklu). Vychozi hodnota je 96 jamek, vdechny kanaly.

Prikazy panelu nastrojt

B

— ulozi soubor aktualniho protokolu.

aln

— vytiskne vybrané okno.

Insert Step | After v
— pomoci tohoto pfikazu vyberte, kam maji byt vioZzeny kroky vzhledem k

aktualné vybranému kroku.

Sample Volume pl

zavislosti na typu bloku:

— pomoci tohoto pfikazu zadate objem vzorku v pl. Objemy vzorku se lisi v

B Pro 96jamkovy, hluboky blok je rozsah 0—125 pl.

B Pro 96jamkovy blok je rozsah 0-50 pl.
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Est. Run Time 01:09:00

— zobrazi odhadovanou dobu cyklu na zakladé kroka protokolu, rychlosti

rampy a typu vybraného bloku.

?

— zobrazi napovédu k protokoltm.

Ovladaci prvky pro upravu protokolu

Levé podokno okna Protocol Editor (Editor protokolu) nabizi ovladaci prvky pro vytvareni protokold.

Kazdy prvek je tvofen sadou parametrd, které predstavuji kroky protokolu. Kazdy parametr mizete
upravit nebo je pfidavat ¢i odstranovat tak, abyste protokol pfizpUsobili svym potfebam. Tato kapitola
popisuje moznosti téchto ovladacich prvku.

.‘r—“_r;! Insert Step u
Insert Gradient
Insert GOTO -

E‘y Insert Melt Curve
i3l Add Piate Read to Step
Step Options ]

_jJQelete Step

Insert Step (Vlozit krok) — vlozi krok pfed nebo za vybrany krok.
Teplotu a dobu prodlevy miizete upravit v grafickém znazornéni
protokolu nebo v pfehledu protokolu.

Insert Gradient (Vlozit gradient) — viozi krok Gradient na zakladé
typu bloku jamek vybraného v kalkula¢ce gradientu. Rozsah
gradientu muZete upravovat na panelu Gradient, ktery se otevie po
vloZeni kroku Gradient.

Insert GOTO (Vlozit GOTO) — vlozi krok cyklovani (smy¢ky), ktery
software upozorni, aby konkrétni kroky v sekvenci opakoval po
stanoveny pocet cykli. Opakovani zacne po dokonceni prvniho
cyklu. Mlzete napfiklad software informovat, aby proved| 39

opakovani krok(l 2—4. Po poslednim opakovani provede software kroky 2—4 celkem 40krat. Krok
navratu (GOTO) a pocet cykll mGzete upravit v grafickém znazornéni protokolu nebo v pfehledu

protokolu.

B Insert Melt Curve (Vlozit kiivku tani) — vloZi krok ¢teni kfivky tani.

B Insert Plate Read to Step (Vlozit ¢teni desticky do kroku) — pfida povel pro &teni desticky do
vybraného kroku. P¥i ¢teni desti¢ky se zméfi mnozstvi fluorescence na konci cyklu. Krok ¢teni
desticky je obecné poslednim krokem smyc¢ky GOTO.

Tip: Po pfidani povelu pro ¢teni desticky do kroku se tlagitko zméni na Remove Plate Read
(Odstranit ¢teni desticky), kdyz tento krok vyberete.
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B Remove Plate Read (Odstranit ¢teni desticky) — odstrani povel pro &teni desti¢ky z vybraného
kroku.

Tip: Po odstranéni povelu pro &teni desticky z kroku se tladitko zméni na Add Plate Read to
Step (Pridat ¢teni destiCky do kroku), kdyz tento krok vyberete.

B Step Options (Moznosti kroku) — otevie dialogové okno Step Options (Moznosti kroku) a
zobrazi dostupné moznosti pro vybrany krok. Podrobné informace o moznostech kroku jsou
uvedeny v ¢asti Moznosti kroku na strané 89.

Tip: Do nabidky Step Options (Moznosti kroku) se rovnéz dostanete kliknutim pravym
tlaCitkem mysSi na krok v grafickém zobrazeni.

B Delete Step (Vymazat krok) — vymaze vybrany krok z protokolu.

Moznosti kroku

Otevrete dialogové okno Step Options (MozZnosti kroku), zobrazi se vam moznosti, které mizete
pridat, zménit nebo odstranit z kroku.

Step Options

‘

Step 1
[] Plate Read
Temperature |gs5 g  *
Gradient | ] =«
Increment | | sc/eyde
RampRate [ | acfeec
Time :3:00 : secfcyde
Extend : ] secfcyde
[] Beep
0K Cancel

B Plate Read (Cist desti¢ku) — je-li toto policko zaskrtnuto, pFida se do kroku &teni desticky.
B Temperature (Teplota) — stanovi cilovou teplotu pro vybrany krok.

B Gradient — stanovi rozsah gradientu pro krok; rozsah je 1-24 °C.

nejvyssi teplotou za blokem (na tomto obrazku fadek A).
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Increment (PFirtistek) — hodnota zvyseni (nebo snizeni) teploty vybraného kroku; tato hodnota
je v kazdém cyklu pfidana k cilové teploté. Rozsah je +0,1-10 °C.

Poznamka: Pro sniZeni teploty zadejte pfed Ciselnou hodnotu zaporné znaménko (-)
(napfiklad -5 °C).

B Ramp Rate (Rychlost ohifevu/ochlazovani) — rychlost ohfevu/ochlazovani pro vybrany krok;
rozsah zavisi na velikosti bloku.

B Time (Doba)— doba prodlevy pro vybrany krok.

®  Extend (Prodlouzeni) — doba, o kterou se vybrany krok prodlouzi nebo zkrati (v sekundach); tato
moznost je v kazdém cyklu pfidana k dobé prodlevy; rozsah je 1-60 s.

B Beep (Zvukovy signal) — je-li toto poli€ko zadkrtnuto, zazni na konci kroku zvukovy signal.

Tip: Pokud zadate Cislo mimo rozsah moznosti, software tuto hodnotu zméni na nejblizsi
udaj v daném rozsahu.
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Tvorba protokolu v nastroji Protocol Editor (Editor
protokolu)

Pomoci nastroje Protocol Editor (Editor protokolu) mizete vytvaret vlastni soubory protokolu.
Soucasné muzete upravovat a ukladat jiz ulozené soubory protokolt nebo vzorové soubory protokolu
dodané se softwarem Software CFX Manager Dx.

Abyste vytvofili novy soubor protokolu, postupujte nasledovné:

Otevrete soubor protokolu v nastroji Protocol Editor (Editor protokolu).

Tip: V nastroji Protocol Editor (Editor protokolu) mGzete otevfit novy nebo stavajici protokol.
B Nastavte novy protokol.

B Pridejte do protokolu kroky z podokna s ovladacimi prvky pro protokoly.

B Upravte vlastnosti krokd.

B Ulozte protokol.

Tip: Informace o tvorbé nového protokolu z jiz uloZzeného vzorového souboru protokolu jsou
uvedeny v €asti Otevieni stavajiciho protokolu v nastroji Protocol Editor (Editor protokolu) na
strané 93.

Otevieni nového souboru protokolu v nastroji Protocol Editor
(Editor protokolu)
CFX Manager Dx nabizi vice moznosti otevieni nového souboru protokolu:
B Zokna Home (Domu)
B Zdialogového okna Startup Wizard (Prlivodce spusténim)
B Zdialogového okna Run Setup (Nastaveni cyklu)
Jak otevrit novy soubor protokolu z okna Home (Domu)
» Vyberte moznost File > New > Protocol (Soubor > Novy > Protokol).
Otevre se okno Protocol Editor (Editor protokolu), které zobrazi vychozi soubor protokolu.

Tip: Informace o nastaveni vychoziho souboru protokolu jsou uvedeny v ¢asti Zména
vychoziho nastaveni souboru na strané 66.

Navod k pouziti | 91



Kapitola 6 Vytvareni protokolt

Otevieni nového souboru protokolu z nastroje Startup Wizard (Privodce spusténim)

1.V okné Home (Domi) postupujte nasledovné, abyste otevieli nastroj Startup Wizard (Privodce
spusténim), pokud jesté neni otevien:

B Vyberte moznosti View > Startup Wizard (Zobrazit > Privodce spusténim).
B Na panelu nastroja kliknéte na Startup Wizard (Priivodce spusténim).

Ve vychozim nastaveni nastroj Startup Wizard (Priivodce spusténim) zobrazi kartu Run Setup
(Nastaveni cyklu) s vybranym pfistrojem CFX96.

2. 'V pfipadé potfeby vyberte typ pfistroje z rozeviraciho seznamu.
3. Jako typ cyklu kliknéte na User-defined (Definovany uZivatelem).

Otevre se dialogové okno Run Setup (Nastaveni cyklu), na karté Protocol (Protokol) a zobrazi
vychozi soubor protokolu.

4. Kliknéte na Create New (Vytvofit novy).
Otevre se okno Protocol Editor (Editor protokolu), které zobrazi vychozi protokol v realném Case.
Jak otevrit novy protokol z dialogového okna Run Setup (Nastaveni cyklu)

1.V okné Home (Dom) postupujte nasledovneé, abyste otevreli dialogové okno Run Setup
(Nastaveni cyklu):

B Vyberte moznost Run > User-defined Run (Cyklus > Cyklus definovany uzivatelem).

B Na panelu nastroju kliknéte na moznost User-defined Run Setup (Nastaveni cyklu
definovaného uzivatelem).

Otevrie se dialogové okno Run Setup (Nastaveni cyklu), na karté Protocol (Protokol) a zobrazi
vychozi soubor protokolu.

2. Kliknéte na Create New (Vytvofit novy).

Otevie se okno Protocol Editor (Editor protokolu), které zobrazi vychozi protokol v realném Case.
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Otevreni stavajiciho protokolu v nastroji Protocol Editor (Editor
protokolu)

CFX Manager Dx poskytuje soubory protokolu vzorku, které miiZzete upravovat a ukladat jako vlastni
nové protokoly. MUzZete také vytvofit novy protokol z existujiciho vlastniho protokolu.

Otevieni souboru protokolu vzorku
1.V okné Home (Dom) vyberte polozky File > Open > Protocol (Soubor > Otevfit > Protokol).

Ve vychozim nastaveni se Prizkumnik Windows otevie do umisténi slozky soubord vzorku CFX
Manager Dx.

2. Oteviete slozku Sample files (Soubory vzorku). Zobrazi se nasledujici slozky:

B ConventionalProtocols (Bézné protokoly) — obsahuje pfiklady soubort protokolu pro
tradi¢ni analyzu PCR.

B DataFiles (Datové soubory) — obsahuje pfiklady datovych souborti, které mizete pouzit k
prozkoumani funkci CFX Manager Dx.

B MeltCalibration (Kalibrace tani) — obsahuje ukazkové soubory protokoll pro pouZiti s
programem Bio-Rad software pro pfesnou melt analyzu.

B Plates (Desticky) — obsahuje soubory vzorovych desticek.

B RealTimeProtocols (Protokoly v redlném ¢ase) — obsahuje pfiklady soubort protokolu
pro analyzu PCR v realném Case.

3. Otevrete slozku protokolu pro typ cyklu, ktery chcete provést, bud ConventionalProtocols (Bézné
protokoly), anebo RealTimeProtocols (Protokoly v redlném ¢ase).

4. Vyberte poZzadovany protokol a kliknéte na tlacitko Open (Otevfit).
Protokol vzorku se otevie v okné Protocol Editor (Editor protokolu).

5. Vyberte polozky File > Save As (Soubor > Ulozit jako) a uloZte protokol s novym nazvem nebo do
nove slozky.
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Otevieni stavajiciho protokolu
1.V okné Home (Dom) postupujte nasledovné:

B Vyberte polozky File > Open > Protocol (Soubor > Otevfit > Protokol), prejdéte na cilovy
soubor, vyberte ho a kliknéte na polozku Open (Otevfit).

B Otevrete Startup Wizard (Privodce spusténim) a postupujte nasledovné:
O Chcete-li zobrazeny protokol upravit, kliknéte na tlacitko Edit Selected (Upravit vybrany).

O Chcete-li upravit jiny existujici protokol, kliknéte na tlacitko Select Existing (Vybrat
stavajici) a prejdéte na cilovy soubor.

Protokol se otevie v okné Protocol Editor (Editor protokolu).
2. Vyberte polozZky File > Save As (Soubor > UloZit jako) a uloZte protokol s novym nazvem nebo do
nové slozky.
Nastaveni nového protokolu

Tip: Pokud vas soubor protokolu obsahuje pozadované parametry (napfiklad, pokud upravujete
stavajici soubor desticky), mlzZete tuto €ast pfeskocit. Pfejdéte na Pfidani krokd do protokolu na
strané 96.

Nové soubory protokolu vyZaduji nasledujici parametry:
B Typ bloku

B Rezim skenovani pro zvoleny typ bloku

B Teplotavika

®  Objem vzorku
Nastaveni typu bloku

CFX Manager Dx automaticky vypocitava teplotni pfirdstky pro kroky gradientu podle typu bloku.

Poznamka: Typ desky nastaveny v editoru Protocol Editor (Editor protokolu) musi byt stejny jako
desti¢ka v reakénim modulu.

Nastaveni typu bloku

PV okné Protocol Editor (Editor protokolu) vyberte Tools > Gradient Calculator (Nastroje >
Kalkulacka gradientu) a v rozeviracim seznamu, ktery se objevi, vyberte pfislusny typ desticky.

Vybér rezimu skenovani pro zvoleny typ bloku

Abyste urcili dobu cyklu protokolu, vyberte typ cilového bloku a rezim skenovani.
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Jak vybrat typ bloku a rezim skenovani

» Vokné Protocol Editor (Editor protokolu) vyberte poloZzky Tools > Run time Calculator (Nastroje >
Kalkula¢ka doby cyklu) a v otevieném rozeviracim seznamu zvolte vhodny typ desti¢ky a rezim
skenovani.

Nastaveni teploty vika
Software CFX Manager Dx nastavi vychozi teplotu vika 105,0 °C.
Pokud to protokol vyZzaduje, mizete zmeénit vychozi nastaveni nebo vypnout ohfivac vika.

Tip: Vychozi teplotu vika mizete zménit v dialogovém okné User Preferences (Uzivatelské
predvolby). Viz ¢ast Nastaveni vychozich parametr( protokolu na strané 68.

Nastaveni teploty vika

1.V okné Plate Editor (Editor desticek) vyberte Settings > Lid Settings (Nastaveni > Nastaveni
vika).

Zobrazi se dialogové okno Lid Settings (Nastaveni vika).

2. Postupuijte nasledovné:
B Vyberte User Defined (UzZivatelsky definovana) a do textového pole zadejte hodnotu teploty.
B Vyberte Turn Off Lid Heater (Vypnout ohfiva¢ vika).

3. Dotykem na tla¢itko OK zmény potvrdte a zavrete dialogové okno.

Nastaveni objemu vzorku

Standardné nastavuje CFX Manager Dx objem vzorku pro kazdou jamku na 25 pl. Rozsah Systém
CFX Dx je vSak 0—125 pl.

Pristroj pouziva jeden ze dvou rezim(i regulace teploty, aby urcil, kdy vzorek dosahne cilové teploty v
protokolu:

B Calculated mode (Vypocitany rezim) — kdyZz je objem vzorku nastaven na objem odpovidajici
bloku, pfistroj vypocita teplotu vzorku na zakladé objemu vzorku. Toto je vychozi rezim.

B Block mode (Rezim bloku) — kdyZ je objem vzorku nastaven na nulu (0) l, pfistroj zaznamena
teplotu vzorku stejné jako nameérfenou teplotu bloku.

Nastaveni objemu vzorku pro konkrétni blok

» Vokné Plate Editor (Editor desti¢ek) zadejte spravnou hodnotu na panelu nastroji do textového
pole Sample Volume (Objem vzorku).
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Tip: Vychozi objem vzorku mazete zménit v dialogovém okné User Preferences (Uzivatelské

predvolby). Vice informaci naleznete v €asti Zména vychoziho nastaveni souboru na strané 66.

Pridani krok( do protokolu

Jak pridat krok do protokolu

1.
2.

Otevrete protokol v okné Protocol Editor (Editor protokolu).

Urcete, kam chcete novy krok vlozit. Na panelu nastroja vyberte v rozeviracim seznamu Step
(Krok) moznost Before (Pfed) nebo After (Za).

V grafu vyberte krok, pfed kterym nebo za ktery chcete viozit novy krok.
V levém podokné kliknéte na poloZku Insert Step (VIozZit krok).

Chcete-li zménit teplotu nebo dobu prodlevy, kliknéte na vychozi hodnotu v grafu nebo v pfehledu
protokolu a zadejte novou hodnotu.

(Volitelné) V levém podokné kliknéte na Step Options (Moznosti kroku), otevie se dialogové okno
Step Options (Moznosti kroku), ve kterém muizZete upravovat dostupné moznosti pro vybrany
krok.

Tip: Dialogové okno Step Options (Moznosti kroku) mlzete otevfit pfes nabidku po kliknuti
pravym tla¢itkem mysi na podokno grafu nebo podokno pfehledu protokolu.

Abyste ulozili zmény v protokolu, kliknéte na OK a nasledné na Yes (Ano).
Otevre se dialogové okno Save As (Ulozit jako)

V dialogovém okné Save As (Ulozit jako) zadejte nazev nového souboru protokolu a kliknéte na
polozku Save (Ulozit).
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Vlozeni kroku Gradient

Jak vlozit krok Gradient

1. Ujistéte se, Ze velikost destiCky pro gradient je stejna jako typ bloku pfistroje, 96 jamek.
2. Pokud jste tak doposud neucinili, vyberte velikost desti¢ky pro gradient:

Vyberte polozky Tools > Gradient Calculator (Nastroje > Kalkulacka gradientu) a zvolte v
rozeviracim seznamu odpovidajici typ jamky.

3. Na panelu nastroju vyberte v rozeviracim seznamu Insert Step (Vlozit krok) moznost Before
(Pfed) nebo After (Za).

4. V grafu nebo na pfehledovém panelu vyberte krok, pfed kterym nebo za ktery chcete vlozit krok
Gradient.

5. Nalevém panelu kliknéte na Insert Gradient (Vlozit gradient). Novy krok Gradient bude v grafu a v
prehledovém podokné zvyraznén, napfiklad:

Protocol Editor - 2stepAmp.prcl

File Settings Tools ?
H .‘E,. Insert Step  After ~ | Sample Volume |25 ul  Est. Run Time 01:33:00
1 ) ; 3 ; 4 5
%0 C %0 C |
300 0:10 N ! 650 C_ !
550 ¢ i 550 C T
0:30 | 0:30 0 Rl
(- T D
0
| 2
i39 x
—= 1950 C for3:00 Gradient
24 insen e 2 950 C for0:10 Step 4
3 550 C for030 A leso
EMW + Plate Read -
4 Grﬂﬂm /1650 C for 0:30 B |64.5
D 5 GOTO2 33 maore times C (633
D D [614
=N E [52.0
F [57.0
i Add Piate Read to Step G [s5.7
H |s5.0
Step Options Range
— 10.0
U5l Delete Step
oK Cancel

Teplota kazdého Fadku v gradientu se objevi v tabulce Gradient v pravém podokné.
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Pfi upravé rozsahu teploty gradientu postupujte nasledovné:
B Kliknéte na vychozi teplotu v grafu nebo v pfehledovém podokné a zadejte novou teplotu.

m  Kliknéte na Step Options (Moznosti kroku) pro zadani rozsahu gradientu v okné Step Options
(Moznosti kroku).

B Zménte hodnotu Range (Rozsah) v tabulce Gradient.

Chcete-li upravit dobu prodlevy, kliknéte v grafickém nebo textovém zobrazeni na vychozi dobu a
zadejte novou hodnotu.

Kliknutim na OK a poté na Yes (Ano) zmény uloZite.

Vlozeni kroku GOTO

Poznamka: Krok GOTO nelze vlozit do souboru GOTO; nelze vytvofit vnofené smycky GOTO.

Jak vlozit krok GOTO

1.

Na panelu nastrojl vyberte v rozeviracim seznamu Insert Step (Vlozit krok) moznost Before
(Pfed) nebo After (Za).

V grafu vyberte krok, pfed kterym nebo za ktery chcete vlozit krok GOTO.
V levém podokné kliknéte na Insert GOTO (Vlozit GOTO).

Chcete-li zménit pocet krokli GOTO nebo opakovani GOTO, vyberte v grafu nebo na
pfehledovém panelu vychozi hodnotu a zadejte novou hodnotu.

Klepnutim na OK a poté na Yes (Ano) zmény uloZite.

Vlozeni kroku Krivka tani

Tip: Neni mozné vlozit krok KFfivka tani dovnitf smycky GOTO.

Poznamka: Krok Kfivka tani obsahuje na zacatku 30s prodlevu, ktera neni v protokolu
zobrazena.

Jak vlozit krok Krivka tani

1.

2.

Na panelu nastrojl vyberte v rozeviracim seznamu Insert Step (Vlozit krok) moZnost Before
(Pfed) nebo After (Za).

V grafu vyberte krok, pfed ktery nebo za ktery chcete vlozit krok Kfivka tani.
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3. Nalevém panelu kliknéte na Insert Melt Curve (Vlozit kfivku tani). Novy krok Kfivka tani bude v
grafu a v pfehledovém podokné zvyraznén, napfiklad:

Protocol Editor
File Settings Tools T
H E' Insert Step | After ~ || Sample Volume ul Est. Run Time 01:33:00
| {_soc | %0 C 950 C
; : 500 i m c 05 C 0:10 600 ¢ | -
' i i 030 i 0
| i : =] -
| i | o
= | 4
i i 39 x
[ 1500 C for 10:00
24 inset e 2 950 C for5:00
3 MeltCurve to 35.0 increment 0.5

(M) insert Gradient for005  +Plate Read

4 950 C for(:10
[ nsent G | 5 600 C for030
e L 6 GOTO4 .39 moretimes

END
A insert Mk Curve
-
0y Delete Step
QK Cancel

4. Chcete-li upravit rozsah teploty tani nebo dobu pfirastku, vyberte v grafu nebo v pfehledovém
podokné vychozi hodnotu a zadejte novou hodnotu.

5. Kliknutim na OK a poté na Yes (Ano) zmény ulozite.
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Pridani nebo odstranéni ¢teni desticky

Tip: Po pfidani povelu pro &teni desticky do kroku se tladitko zméni na Remove Plate Read
(Odstranit ¢teni desti¢ky), kdyz tento krok vyberete.

Jak pridat ¢teni destiCky do kroku

1.

4.

Na panelu nastrojl vyberte v rozeviracim seznamu Insert Step (Vlozit krok) moZnost Before
(PFed) nebo After (Za).

V grafu vyberte krok, pfed ktery nebo za ktery chcete vlozit krok ¢teni desticky.

Chcete-li pfidat ¢teni desti¢ky do vybraného kroku, kliknéte v levém podokné na moznost Add
Plate Read to Step (Pfidat ¢teni desticky do kroku).

Kliknutim na OK a poté na Yes (Ano) zmény ulozite.

Jak odstranit ¢teni desti¢ky z kroku

» V grafu vyberte krok, jenz obsahuje ¢teni desticky, a v levém podokné kliknéte na polozku

Remove Plate Read (Odstranit ¢teni desticky).

Zména moznosti kroku

Zména moznosti kroku pro vybrany krok

1.
2.

V grafu nebo na pfehledovém panelu vyberte cilovy krok.

V levém podokné kliknéte na poloZku Step Options (MozZnosti kroku). Otevie se dialogové okno
Step Options (Moznosti kroku).

Pfipadné kliknéte pravym tlaCitkem mysi na cilovy krok v libovolném podokné a v zobrazené
nabidce vyberte poloZzku Step Options (MozZnosti kroku).

Pfidani, uprava nebo odstranéni moznosti:

B Do pfisludného textového pole zadejte hodnotu.

B Upravte hodnotu v konkrétnim textovém poli.

B Oznacte nebo odznacte zaskrtavaci policko.

Kliknutim na tlagitko OK ulozite zmény a zavfete dialogové okno Step Options (Moznosti kroku).

Klepnutim na OK a poté na Yes (Ano) protokol uloZite.
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Vymaz kroku
Vymazani kroku v protokolu

1.V grafu nebo na pfehledovém panelu vyberte krok.

2. Chcete-li odstranit vybrany krok, kliknéte na levém panelu na moznost Delete Step (Odstranit
krok).

3. Klepnutim na OK a poté na Yes (Ano) protokol ulozite.

Kopirovani, export nebo tisk protokolu
Jak kopirovat protokol

» Kliknéte pravym tlacitkem mysi na pfehled protokolu a vyberte moznost Copy Protocol (Kopirovat
protokol).

Prehled mazete viozit do souboru .txt, .xls, .doc nebo .ppt.
Jak exportovat protokol

1. Kliknéte pravym tlagitkem mysi na pfehled protokolu a vyberte moznost Export Protocol
(Exportovat protokol).

Otevre se dialogové okno Save As (Ulozit jako).
2. (Volitelné) V Prizkumnikovi Windows prejdéte do sloZky, do které chcete soubor protokolu uloZit.
3. Do pole File name (Nazev souboru) zadejte nazev exportovaného souboru protokolu.
4. Kliknéte na Save (Ulozit).
Jak vytisknout protokol
» Kliknéte pravym tlacitkem mysi na pfehled protokolu a vyberte moznost Print (Tisk).

Na své vychozi tiskarné muazete vytisknout pfehled protokolu.
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Vytvoreni protokolu pomoci nastroje Protocol AutoWriter
(Automaticky generator protokolu)

Dulezité: Spole¢nost Bio-Rad neruci za to, Ze provedeni protokolu vytvofeného pomoci nastroje
Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu) vzdy povede k produktu PCR v realném
Case.

Nastroj Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu) softwaru CFX Manager Dx
automaticky vytvari protokoly cyklt na zakladé nasledujicich vstupnich parametr(:

B Amplicon length (Délka amplikonu) — pfedpokladana délka produktu PCR
B Annealing temperature (Teplota hybridizace) — reakcni T, pro pouZzité primery

Pokud je T, neznama, muiZete pro jeji automaticky vypocet na zakladé sekvenci primert pouzit
nastroj T, Calculator (Kalkulacka T,).

Poznamka: Hodnota T, je upravena na zakladé informaci o teploté tani primeru (T,,), ktera
vychazi z vybraného enzymu a rychlosti protokolu.

B Enzyme type (Typ enzymu) — enzym polymeraza DNA (polymeraza iTaq, iProof DNA, nebo
Other (Jiné))

Pokud pouzijete jiny enzym nez iTag nebo iProof DNA, mizZete zadat dal$i informace, véetné
rozsahu gradientu, doby aktivace horkého startu (s) a doby kone¢ného prodlouzeni (s).

B Run speed (Rychlost cyklu) — rychlost reakce (standardni, rychla, ultrarychla)

Nastroj Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu) optimalizuje protokol podle
vybraného nastaveni rychlosti. Celkova doba cyklu je uréena poétem kroku a cykld, dobou
inkubace v kazdém kroku a dobou dosaZzeni homogennosti pfi cilové teploté.

Na zakladé vami zadanych parametr( a standardnich pokyn(i PCR nastroj Protocol AutoWriter
(Automaticky generator protokolu) automaticky vygeneruje pfizplisobeny protokol PCR s kroky
horkého startu, po€ateéni denaturace, hybridizace a prodlouzeni. Nasledné miizete zobrazit grafické
znazornéni navrhu protokolu a tento protokol upravit, provést nebo ulozit.
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Vytvoreni protokolu pomoci nastroje Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu)

Jak vytvofrit novy protokol nastrojem Protocol AutoWriter (Automaticky generator

protokolu) softwaru CFX Manager Dx

1.V okné Home (Dom) vyberte Tools > Protocol AutoWriter (Nastroje > Automaticky generator

protokolu).

Objevi se dialogové okno Protocol AutoWriter (Automaticky generator protokolu).

Protocol AutoWriter
Enter Target Values/Enzyme

Ampheen Length 100 b Ta Caleulater...

Aeeaing Tempersture (Ta) (600 [3]C @it () ioroat O Other

Erter Anneaing temperature or use the Ta Calculator. The Anneaing temperature wil
be automatically adjusted based on enzyme and speed selections

¥ using iProof, 3°C will be added to the Ta.

Type
f \ N\ N\ A N
{ A\ AV AV WA
L / \ f / A { \
Standard Fast
Preview
) 1 2 3
%50 C 950 C
300 010

f 500 C
i 020

==
LE
Addtional Parameters (Optional)

Gradient Range T
Hot Start Activation s

Final Edension L

\ A [ @ ReshimePpcR
\/ Orr
Fun Time
Urafast

01:01:00

4 5

720 C
015

M x
Cancel

2. 'V ¢&asti Enter Target Values/Enzyme (Zadat cilové hodnoty/enzym) postupujte nasledovné:

B Zadejte teplotu hybridizace (T,) pro primery, pokud ji znate.

Tip: Vice informaci naleznete v €asti Pouziti nastroje Ta Calculator (Kalkulacka Ta) na

strané 104.

Poznamka: Pro informace o vypoctech pouZitych nastrojem T, Calculator (Kalkulacka

T,) viz Breslauer a kol. 1986.

B Zadejte délku amplikonu v parech bazi (bp).

B Vyberte typ enzymu ze seznamu moznosti (polymeraza iTag DNA, polymeraza iProof DNA

nebo Other (Jiné)).

Tip: Pokud jako typ enzymu zvolite Other (Jiné), aktivuji se parametry v ¢asti Additional
Parameters (Optional) (Dal$i parametry (volitelné)).
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3. Jestlize jste jako typ enzymu vybrali Other (Jiné), mizete do protokolu pfidavat nasledujici
parametry:

B Rozsah gradientu
B Aktivacni teplota horkého startu
B Doba koneéného prodlouzeni

4. 'V c&asti Type (Typ) presurite posuvnou listu pro vybér rychlosti protokolu (Standard (Standardni),
Fast (Rychla), Ultrafast (Ultrarychla)). Software CFX Manager Dx upravi celkovou dobu cyklu.

5. Vyberte provadény typ PCR (vychozi je Real-time PCR (PCR v redlném Case)).

Pfi pouziti PCR v realném Case pfida software CFX Manager Dx krok ¢teni desti¢ky pro sbér dat o
fluorescenci.

6. V Casti Preview (Nahled) protokol zkontrolujte. Podle potfeby mizete provadét zmény.
7. Postupujte nasledovné:

®  Kliknutim na OK novy protokol ulozite. Po uloZeni se protokol otevie v nastroji Startup
Wizard (Privodce spusténim). Po kliknuti na polozku Edit Selected (Editovat vybrané)
muZete v protokolu provadét zmény. MiZete napfiklad zménit teplotu vika a objem vzorku.

m  Kliknutim na Cancel (Zrusit) okno zavfete bez ulozeni protokolu.

Pouziti nastroje T, Calculator (Kalkulacka Ta)

Je-li teplota hybridizace pro primer neznama, muazete pro vypocet hodnoty pouzit nastroj T, Calculator
(Kalkulacka Ta). Hodnotu miizete pouzit k vytvoreni protokolu v okné Protocol AutoWriter
(Automaticky generator protokolu) nebo Protocol Editor (Editor protokolu).

O nastroji T, Calculator (Kalkulacka Ta)

Nastroj T, Calculator (Kalkulacka Ta) po€ita hodnotu T, pro kazdy primer a hodnotu T, pro protokol
pfi standardni rychlosti.

Hodnota T, pro protokol vychazi z primérnych hodnot T,,, primera s pouZitim nasledujicich pravidel:

®  Pokud je rozdil mezi hodnotami T, primerG >4 °C, pak T, = (nizsi z obou hodnot T,,, primer( + 2)
-4°C

B Pokud je rozdil mezi hodnotami T,,, <4 °C, pak T, = (prdmér hodnot T, primeru) — 4 °C
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Pouziti nastroje Ta Calculator (Kalkulacka Ta)

Metoda pocitani part bazi
Pro kazdy primer pouzivé T, Calculator (Kalkulatka Ta) metodu pocitani pard bazi pro sekvence 14
parQ bazi (bp) nebo méné.
T =(WA+xT)*2)+ ((y*G+z*C) * 4)
kde w, x, y azjsou €isla bazi A, T, G, a C vdaném poradi.

Metoda ,,nejblizSich sousedu”

(pofadi nebo mira nahodnosti oligonukleotidu), entalpii (teplo uvolnéné nebo absorbované
oligonukleotidem), volnou energii a teplotou.

AH=AG+T*AS
kde:
B AH = hodnota entalpie, cal/mol*K
B T =teplota, Kelvin
B AS = hodnota entropie, cal/mol*K
B AG = Gibbsova volna energie v cal/mol*K

Zmeéna entropie a entalpie se vypocita pfimo souctem hodnot pro nukleotidové pary uvedené v
Tabulka 12 (Breslauer et al. 1986).

Vztah mezi volnou energii a koncentraci reaktant( a produkt( v rovnovaze je dan vztahem:
AG = R*T*In ((DNA * Primer)/(DNA + Primer))

kde R je plynova konstanta (1,986 cal/mol*K).

Nahrazeni G ve dvou rovnicich a feSeni pro T dava
T = AH/(AS + R*Ln((DNA * Primer)/(DNA + Primer)))

za pfedpokladu, Ze koncentrace komplexu DNA a DNA-primeru je stejna.

Empiricky bylo stanoveno, Ze b&éhem pfechodu z jednovliaknové DNA na B-formu existuje 5 kcal volné
energie (3,4 kcal) (Sugimoto et al. 1996). To je pravdépodobné spiralova iniciacni energie. Pfidani
Upravy pro stl nakonec dava rovnici, kterou kalkulacka T, pouziva:

T = (AH — 5(kcal/K*mol))/(AS + (R * In(1/(primer)))) + 16,6 log,, (SaltMolarity)
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Kapitola 6 Vytvareni protokolt

Neni nutna zadna konstantni hodnota pro koncentraci soli, protoze riizné parametry byly stanoveny
pfi 1 M NaCl a hodnota log4gz 1 je nula.

Termodynamické vypocty pfedpokladaiji, Ze hybridizace probiha pfi pH 7,0. Vypocty T,,, pfedpokladaji,
ze sekvence nejsou symetrické a obsahuiji alespon jednu G nebo C.

Oligonukleotidova sekvence by méla byt alespori 14 bazi dlouhd, aby poskytla rozumné hodnoty T,.
Méné nez 14 bazi pouziva metody parovani zakladnich para (viz Tabulka 12 nize).

Tabulka 12. Breslauerovy interakéni konstanty

Interakce AH AS AG
AA TT 9,1 24 1,5
AT TA 8,6 23,9 1,5
AC TG 6,5 17,3 1,3
AG TC 7,8 20,8 1,6
TA AT 6 16,9 0,9
TT AA 9,1 24 1,9
TC AG 5,6 13,5 1,6
TG AC 5,8 12,9 1,9
CA GT 5,8 12,9 1,9
CT GA 7,8 20,8 1,6
CcC GG 11 26,6 3,1
CG GC 11,9 27,8 3,6
GA CT 5,6 13,5 1,6
GT CA 6,5 17,3 1,3
GC CG 11,1 26,7 3,1
GG CcC 11 26,6 3.1
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Pouziti nastroje T, Calculator (Kalkulacka T,)
Jak pouzivat nastroj T, Calculator (Kalkulacka T,)
1. Abyste otevieli nastroj T, Calculator (Kalkulacka T,), postupujte nasledovné:

B Pokud se aktualné nachazite v nastroji Protocol AutoWriter (Automaticky generator
protokolu), kliknéte na T, Calculator (Kalkulacka T).

BV okné Home (Domu) vyberte polozky Tools > T, Calculator (Nastroje > Kalkulacka Ta).

Otevre se dialogové okno T, Calculator (Kalkulacka Ta).

Ta Calculator X

Forward Primer
W 5 |
Reverse Primer
QO ° |
Forward Tm Average of primer Tm's
Q) | || 'c
- Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTaq)
9 < |
Calculate oK Cancel

2. Do textového ramecku Forward Primer (P¥imy primer) zadejte nebo vlozte sekvenci pfimého
primeru.

Tip: Pro zadani sekvence mlzete rovnéz vyuzit tladitka A, T, G, C na levé strané
dialogového okna.

3. Do textového ramecku Reverse Primer (Zpétny primer) zadejte nebo vlozte sekvenci zpétného
primeru.

4. Kiliknéte na Calculate (Vypocitat).

Néstroj T, Calculator (Kalkulacka T,) vypocita a zobrazi T, pro kazdy primer a prdimérné hodnoty
TmaT,, napfiklad:
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Ta Calculator X

W

U,
©
©

5

5

Forward Primer

CTG GAG CCT TCAGTT GCAG |
-Hever.'.e Primer

|GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC |
Forward Tm Average of primer Tm's
59.7 | C (583 |'c

Reverse Tm Ta at Standard Speed (Tag)
569 | ¢ [543 |

oK Cancel

Pokud jsou hodnoty T, primer( vice nez 4 °C od sebe, pouzije nastroj Protocol AutoWriter
(Automaticky generator protokolu) niz8i hodnotu T, primert + 2 °C jako zaklad pro vypocet
hodnoty T, kterou mizete dale upravit zménou enzymu a rychlosti reakce.

Nastroj T, Calculator (Kalkukacka Ta) vygeneruje teplotu hybridizace pro standardni rychlost s
polymerazou iTaq DNA. Pfi pouziti jiného enzymu nastaveni rychlosti automaticky upravi
hodnotu T,.

5. Postupujte nasledovné:

B Pokud jste nastroj T, Calculator (Kalkulacka Ta) otevieli z nastroje Protocol AutoWriter
(Automaticky generator protokolu), kliknéte na OK. Vratite se do nastroje Protocol AutoWriter
(Automaticky generéator protokolu). Teplota hybridizace se automaticky upravi.

B Pokud jste nastroj T, Calculator (Kalkulacka Ta) otevieli z nabidky Tools (Nastroje),
zaznamenejte si vypocty a kliknéte na moznost Cancel (Zrusit). Kalkulacka se zavre.
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Soubor desti¢ky obsahuje informace o parametrech cyklu, jako je rezim skenovani, fluorofory a obsah
jamky. Po spusténi software CFX Manager Dx propoji obsah jamky s fluorescenénimi daty
shromazdénymi béhem cyklu a aplikuje pfislusnou analyzu v okné Data Analysis (Analyza dat). Pro
vytvofeni standardni kfivky jsou napfiklad pouzity jamky naplnéné standardnim typem vzorku.

Software CFX Manager Dx poskytuje dvé moznosti pro vytvoreni destic¢ek: Plate Editor (Editor
desticek) pro PCR v realném Case a Setup Wizard (Prdvodce nastavenim) pro analyzu normalizované
exprese genu.

Plate Editor (Editor desti¢ek) obsahuje nasledujici funkce:
B Standardni fluorofory a typy vzork(, které maji byt pfifazeny jamkam desti¢ek
B Schopnost nastavit referenéni cil a kontrolni vzorek pro analyzu exprese genu

B Schopnost upravovat nastaveni desticky pred spusténim cyklu, béhem cyklu nebo po dokonéeni
cyklu

B Schopnost ukladat soubory desti€ek pro opakované pouziti
B Schopnost vytisknout soubor desti¢ky na vychozi tiskarnu

Setup Wizard (Pravodce nastavenim) vas provede vytvorenim rozlozeni desti¢ky pro analyzu
normalizované exprese genu. Setup Wizard (Priivodce nastavenim) mizete pouzit pfed spusténim
cyklu, béhem cyklu nebo po dokonéeni cyklu.
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Okno Plate Editor (Editor desticek)

Pomoci nastroje Plate Editor (Editor desti¢ek) mlzete vytvaret vlastni desticky nebo ménit stavajici
desticky.

Plate Editor - New

File Settings Editing Teols 0 ?
& 18 Scan Mode | All Channels || (S Well Groups... | Trace Styles... | =3 Spreadsheet View/Importer  (E35] Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 121 (45  Soloct Fuoropheres
1.O0E+06
A 1Hr
Test Sample Type Standard ~
Demo
Load Target Name
B FAM Actin ~
W ST
c ® Load Sample Name
@
Load Biclogical Set Name
D Test ~
Load Replicate #
E 2 —
Replicate Series
F Load Concentration:
1.00E+06
<All>
G Dilution Series
Wel Note
H
) Experiment Settings
@ Clear Repiicate #
@ Clear Wells
View View ®
Plate Type: BRCar () Target Name (@) Concentration [] Sample [7] Well Group ] Biological Set [7] Well Note oK Eance)
LEGENDA
1. Panel nabidek poskytuje rychly pfistup k pfikazim nabidek File (Soubor) a Settings
(Nastaveni) i k moznostem nastrojl pro Upravu desticek.
2. Panel nastroji poskytuje rychly pfistup k ddlezitym funkcim zakladani desticek.
3. Hlavni podokno obsahuje prehled desticky a moznosti pro desti¢ku, které mazete pouzit.
4. Pravé podokno obsahuje moZnosti, kterymi mazete svou desticku pfizpusobit.
5. Spodni podokno zobrazuje typ desti¢ky a poskytuje rychly pfistup k moznostem zobrazeni.
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Prikazy nabidky File (Soubor)

Save (Ulozit) — ulozi datovy soubor desticky do umisténi stanoveného na karté File (Soubor) v
dialogovém okné User Preferences (Uzivatelské pfedvolby). Vice informaci naleznete v ¢asti Zména
vychoziho nastaveni souboru na strané 66. Tato polozka nabidky je dostupna pouze pfi vytvareni
nového souboru desticky.

Save As (Ulozit jako) — uloZi otevieny soubor desti¢ky s novym nazvem, ktery zadate. Tato polozka
nabidky je dostupna pouze pfi vytvareni nového souboru desticky.

Extract Plate (Extrahovat desticku) — otevie dialogové okno, ve kterém mUzete extrahovat/ulozit
soubor desti¢ky (.pltd). Tato poloZzka nabidky je dostupna pouze pfi zobrazeni nebo Upravach
stavajiciho souboru desticky.

Print (Tisk) — vytiskne otevieny datovy soubor desticky.

Close (Zav¥it) — zavfe nastroj Plate Editor (Editor desticek).

Prikazy karty Settings (Nastaveni)

Plate Size (Velikost desticky) — poskytuje moznosti, ze kterych mlzete vybrat velikost destic¢ky pro
dany cyklus.

Poznamka: Systém CFX Dx mGzZe pouzivat pouze 96jamkovou desticku.

Plate Type (Typ desticky) — umoznuje vybrat typ jamek na desti¢ce, na které jsou ulozeny vzorky,
bud jako BR White (BR bila), nebo BR Clear (BR ¢&ira). Pro pfesnou analyzu dat musi byt zvoleny typ
desti¢ky shodny s typem destic¢ky pouzitym v cyklu.

Number Convention (Konvence €isel) — umozriuje vybrat nebo zrusit vybér moznosti zobrazeni
jednotek ve védeckém zapisu. Vychozi nastaveni je zobrazeni jednotek ve védeckém zapisu.

Units (Jednotky) — umozZiiuje vybrat jednotky, které se maji zobrazovat v tabulkach pfi kvantifikaci
neznamych hodnot oproti standardni kfivce.

Prikazy nabidky Editing Tools (Nastroje pro upravy)

Setup Wizard (Privodce nastavenim) — otevie nastroj Setup Wizard (Prdvodce nastavenim),
ve kterém muzete definovat parametry rozloZeni a analyzy pro aktualni desti¢ku. Nastroj Setup
Wizard (Priivodce nastavenim) mizete pouzit pfed spusténim cyklu, béhem néj i po jeho dokonceni.

Spreadsheet View/Importer (Zobrazeni/import tabulky) — otevfe dialogové okno View (Zobrazit),
které ukazuje rozlozeni desticky jako Sablonu ve formatu tabulky. V tomto dialogovém okné muzete
exportovat nebo importovat data o Sabloné desti¢ky ve formatu .csv.

Flip Plate (Otogit destiéku) — otoi obsah desticky o 180°.
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Prikazy panelu nastrojt

[Ei] UloZi aktualni soubor desticky.
Zobrazi rozeviraci seznam, ze kterého muzete zvysit nebo snizit zvétseni
o S
nahledu desticky.

Zobrazi rozeviraci seznam, ze kterého muazete vybrat rezim skenovani, jenz
{8 Scan Mode |FRET pristroji fekne, ze kterych kanalt ma béhem cyklu shromazdovat data o
fluorescenci.

Otevie Well Groups Manager (Spravce skupin jamek), ve kterém muzete

";, Well Groups...
vytvaret skupiny jamek pro aktualni desti¢ku.

I@ Trace Styles... Zobrazi dialogové okno, ve kterém muzete zvolit barvy a symboly pro trasy
amplifikace.

Otevre dialogové okno View (Zobrazit), které ukazuje rozloZeni desticky
= Spreadsheet View/Importer ;a0 $ablonu ve formatu tabulky. V tomto dialogovém okné muZete
exportovat nebo importovat data o Sabloné destiCky ve formatu .csv.

(£%) Plate Loading Guide  Zobrazi nezbytné kroky pro nastaveni destigky a zalozeni jamek.

112 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Vytvoreni souboru desticky pomoci Plate Editor (Editor desticek)

Vytvoreni souboru desticky pomoci Plate Editor (Editor
desticek)

Pomoci nastroje Protocol Editor (Editor desti¢ek) mizete vytvaret vlastni soubory desticky. Mizete
také upravovat a ukladat jiz ulozené soubory desti¢ek nebo soubory vzorku dodané se softwarem
Software CFX Manager Dx.

Abyste vytvofili novy soubor desticky, postupujte nasledovné:
B Otevrete souboru desti¢ky v nastroji Plate Editor (Editor desti¢ek)
B Vyberte typ desticky.
Poznamka: Typ desky pro soubor desti¢ky musi byt stejny jako destic¢ka v reakénim modulu.
B Vyberte rezim skenovani, ktery ma byt pouzit v protokolu.
B Vyberte fluorofory, které se maji pouzit na desticce.
B Vyberte typy vzork(, cile a vzorky.
BV pfipadé potifeby vyberte replikaty.
B UloZte uspofadani desticky.

Tip: Chcete-li vytvofit novou desti¢ku z dfive ulozenych nebo souborl desti¢ek, viz Otevieni
stavajiciho souboru desti¢ky v nastroji Plate Editor (Editor desti¢ek) na strané 115.

Otevieni nového souboru desti€ky v nastroji Plate Editor (Editor
desticek)

Software CFX Manager Dx nabizi nékolik moznosti, jak otevfit novy soubor desticky:

B Zokna Home (Domu)

B Zdialogového okna Startup Wizard (Prlivodce spusténim)

B Zdialogového okna Run Setup (Nastaveni cyklu)

Jak otevrit novy soubor desti¢ky z okna Home (Domi)

» Vyberte moznosti File > New > Plate (Soubor > Novy > Desticka).

Otevre se okno Plate Editor (Editor desticek), které zobrazi vychozi soubor desti¢ky pro vybrany
pristroj.

Tip: Informace o nastaveni vaseho vychoziho souboru destic¢ky jsou uvedeny v ¢asti Zména
vychoziho nastaveni souboru na strané 66.
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Jak otevrit novy soubor desti¢ky z nastroje Startup Wizard (Privodce spusténim)

1.

V okné Home (Domu) postupujte nasledovné, abyste otevieli nastroj Startup Wizard (Priivodce
spusténim), pokud jesté neni otevien:

B Vyberte moznosti View > Startup Wizard (Zobrazit > Privodce spusténim).
B Na panelu nastrojl kliknéte na polozku Startup Wizard (Privodce spusténim).

Ve vychozim nastaveni nastroj Startup Wizard (Priivodce spusténim) obsahuje kartu Run Setup
(Nastaveni cyklu) s vybranym pfistrojem CFX96.

V pfipadé potieby vyberte typ pfistroje z rozeviraciho seznamu.

Pro vytvoreni nové desti¢ky kliknéte na User-defined (Definovany uzivatelem) jako typ cyklu.
Otevie se dialogové okno Run Setup (Nastaveni cyklu), které obsahuje kartu Protocol (Protokol).
Kliknéte na kartu Plate (Desti¢ka) a na moznost Create New (Vytvofit novou).

Otevre se okno Plate Editor (Editor desticek), které zobrazi vychozi rozlozeni desticky pro
vybrany pfistroj.

Jak otevrit novy soubor desticky z dialogového okna Run Setup (Nastaveni cyklu)

1.

V okné Home (Domu) postupujte nasledovné, abyste otevieli dialogové okno Run Setup
(Nastaveni cyklu):

B Vyberte moznosti Run > User-defined Run (Cyklus > Cyklus definovany uzivatelem).

B Na panelu nastrojl kliknéte na moznost User-defined Run Setup (Nastaveni cyklu
definovaného uzivatelem).

Otevre se dialogové okno Run Setup (Nastaveni cyklu) na karté Protocol (Protokol).

Abyste vytvofili novou desticku, kliknéte na kartu Plate (Desti¢ka) a na moznost Create New
(Vytvofit novou).

Otevre se okno Plate Editor (Editor destiCek), které zobrazi vychozi rozlozeni desti¢ky pro
vybrany pfistroj.
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Otevreni stavajiciho souboru desticky v nastroji Plate Editor
(Editor desticek)

Software CFX Manager Dx poskytuje soubory desti¢ky vzorku, které mlzZete upravovat a ukladat jako
vlastni nové desticky. MlZete také vytvorit novy soubor desti¢ky z dfive uloZzeného souboru desticek.

Otevieni souboru desti¢ky vzorku
1.V okné Home (Domi) vyberte polozky File > Open > Plate (Soubor > Otevfit > Desticka).

Prizkumnik Windows se otevie do umisténi slozky CFX Manager Dx Sample files (Soubory
vzorka).

2. Otevrete slozku Sample files (Soubory vzork(l) a potom otevie slozku Plates (Desti¢ky).
3. Vyberte desticku a kliknéte na tlacitko Open (Otevrit).
Otevrie se soubor vzorek desticky v okné Plate Editor (Editor destiek).

4. \Vyberte polozky File > Save As (Soubor > Ulozit jako) a ulozte soubor desti¢ky s novym nazvem
nebo do nové slozky.

Otevieni pfedchoziho ulozeného souboru desticky

1.V okné Home (Domu) vyberte polozky File > Open > Plate (Soubor > Otevfit > Desticka), prejdéte
na cilovou destic¢ku a kliknéte na polozku Open (Otevfit).

Otevre se cilova desticka v okné Plate Editor (Editor desti¢ek).

2. Vyberte File > Save As (Soubor > Ulozit jako) a uloZte soubor destiCky s novym nazvem nebo do
noveé slozky.
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Nastaveni nového souboru desticky

Tip: Pokud vas soubor desti¢ky obsahuje pozadované parametry (napfiklad pokud upravujete
vzorek nebo stavajici soubor desticky), mizete tuto East pfeskocit. Pfejdéte na ¢ast Pfifazeni
volitelnych parametru k souboru desticky na strané 122.

Nové soubory desti¢ky vyZaduji nasledujici parametry:

Velikost desticky

B Typ desticky

B Rezim skenovani

®  Jeden fluorofor (barvivo)

B Jeden typ vzorku
Vybér velikosti a typu desticky

Dulezité: Velikost desti¢ky musite vybrat b€hem nastaveni desti¢ky. BEhem cyklu nebo po ném
nemuzete velikost desticky ménit.

Software pouzije béhem cyklu velikost a typ desti¢ky pro vSechny jamky. Ujistéte se, Zze vybrana
velikost desticky je stejna jako destiCka, kterou pfi cyklu pouZijete.

Pristroje CFX96 a CFX96 Deep Well spole¢nosti Bio-Rad jsou ve vyrobnim zavodé kalibrovany pro
mnoho kombinaci fluorescenénich barviv a desti¢ek. Kalibrace plati pouze pro dany pfistroj, barvivo a
typ desticky. Ujistéte se, zZe fluorofor, ktery chcete pouzit, je pro vybrany typ desticky kalibrovan.

Vybér rezimu skenovani

Systémy CFX96 a CFX96 Deep Well excituji a detekuji fluorofory v péti kanalech. VSechny systémy
pouzivaji vice rezim(i snimani dat pro sbér dat fluorescence béhem cyklu.

Software CFX Manager Dx poskytuje tfi rezimy skenovani:
B All Channels (VSechny kanaly)
O Skenuje kanaly 1 az 5 na systémech CFX96 a CFX96 Deep Well
= SYBR®/FAM
O Skenuje pouze kanal 1
0 Provadirychlé skenovani
B FRET
[0 Skenuje pouze kanal FRET

O  Provadi rychlé skenovani
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Vybér fluorofort

Dulezité: Pfed zahajenim cyklu software Software CFX Manager Dx ovéfi, zda jsou vami
uvedené fluorofory na desti¢ce kalibrovany pro dany pfistroj. Neni mozné zpracovat desticku,
pokud obsahuje fluorofory, které nebyly pro pfislusny pfistroj kalibrovany.

Pred cyklem musite zaloZit alespon jeden fluorofor pro rozloZeni desti¢ky. V tuto chvili mdzZete pfidat
potfebné mnozstvi fluorofort, pfi¢emz destiCka musi obsahovat alespori jeden. V nabidce Target
Names (Nazvy cilti) se vybrané fluorofory objevi jako moznosti pro cile.

Pomoci dialogového okna Select Fluorophores (Vybrat fluorofory) nactete fluorofory (nebo barviva
desti¢ky) do moznosti pro zalozeni jamky v nastroji Plate Editor (Editor desticek). Fluorofory, které se
objevi v dialogovém okné Select Fluorophores (Vybrat fluorofory), zavisi na vami vybraném rezimu
skenovani:

B VSechny kanaly
Jsou zobrazeny vSechny dostupné fluorofory.

Tip: MUzete pfidat nebytny pocet fluoroford, avSak pouze jeden na jeden kanal v kazdé
jamce.

= SYBR®FAM

Zobrazi se pouze fluorofory pro kanal 1.
B FRET

Zobrazi se pouze fluorofor pro kanal 6.

Tip: Fluorofor FRET pro kanal 6 bude zobrazen pouze v pfipadé, Ze je vybranym rezimem
skenovani FRET. Tato moznost neni k dispozici pro rezim skenovani All Channels (VSechny
kanaly).

Poznamka: Neni mozné fluorofory pfimo pfidavat nebo odstrariovat z dialogového okna Select
Fluorophore (Vybrat fluorofor). Musite provést kalibraci novych fluorofor(i pro pfistroj pomoci
nastroje Calibration Wizard (Pravodce kalibraci). Po kalibraci je novy fluorofor automaticky pfidan
do tohoto seznamu.
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Vybér typu vzorki

Dulezité: Abyste mohli pfifadit jamky desti¢ky pfed cyklem, musite vybrat alespon jeden typ
vzorku.

Software CFX Manager Dx nabizi pét typ( vzorku:
B Unknown (Neznamy)

B Standard (Standardni)

B NTC (Kontrola bez templatu)

B Positive Control (Pozitivni kontrola)

B Negative Control (Negativni kontrola)

B NRT (Bezreverzni transkriptazy)

Typy vzork pfifazujete jamkam desticky.
Nastaveni nové destiCky

Nastaveni nové desticky

1. Otevrete novou desti¢ku v okné Plate Editor (Editor desticek).

2. Chcete-li nastavit velikost desticky, vyberte Settings > Plate Size (Nastaveni > Velikost desticky)
a vyberte pfislusnou velikost desti¢ky z rozeviraci nabidky.

3. Chcete-li nastavit typ desky, vyberte moznost Settings > Plate Type (Nastaveni > Typ destic¢ky) a
v rozeviraci nabidce vyberte moznost bud BR White (BR bila), nebo BR Clear (BR ¢&ira).

4. Volitelné mizete v nabidce Settings (Nastaveni) zménit konvence Cisel a jednotky zobrazeni:

B Chcete-li zménit konvenci Cisel, vyberte Settings > Number Convention (Nastaveni >
Konvence o ¢&islech) a vyberte polozku Scientific Notation (Védecky zapis).

Tip: Ve vychozim nastaveni je vybran Scientific Notation (Védecky zépis). V tomto
pripadé vybér Scientific Notation (Védecky zapis) zrusi vychozi nastaveni a nastavi
konvenci o Cislech do standardni formy.

B Chcete-li zménit jednotky zobrazeni, zvolte Settings > Units (Nastaveni > Jednotky) a
vyberte novou hodnotu jednotky.

5. Chcete-li nastavit rezim skenovani, vyberte pfislusny rezim skenovani z rozeviraciho seznamu
Scan Mode (Rezim skenovani) na panelu nastroji okna Plate Editor (Editor desti¢ek).
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Vytvoreni souboru desticky pomoci Plate Editor (Editor desticek)

6. Vyberte potfebné fluorofory pro desticku:

a. 'V pravém podokné kliknéte na tlagitko Clear Fluorophores (Vymazat fluorofory).

Zobrazi se dialogové okno Select Fluorophores (Vybrat fluorofory). Uvidite fluorofory
dostupné pro zvoleny rezim skenovani v Krok 5, pfiklad:

Select Fluorophores

|
§
!

Cal Orange 560
Cal Gold 540
VIC
3 RIOX
Texas Red
CalRed 610
Tex 615
4 Cy5
Quasar 670
5 Quasar 705
Cy3-3

0 (| (e (o R |

i

b. Chcete-li vybrat fluorofor, kliknéte na zaskrtavaci policko Selected (Vybrané).

Tip: Chcete-li odstranit fluorofor ze seznamu, kliknéte na zaskrtavaci poli¢ko Selected
(Vybrané).

c. Chcete-li zménit barvu zobrazeni fluoroforu, kliknéte na pole Color (Barva).

Poznamka: Vybrana barva reprezentuje fluorofor jak v okné Plate Editor (Editor
desticce), tak v grafu Data Analysis (Analyza dat).

d. Vdialogovém okné Color (Barva) vyberte poZzadovanou barvu nebo kliknéte na tlacitko
Define Custom Colors (Definovat vlastni barvy) a vytvofte novou barvu, ktera bude
predstavovat fluorofor.

e. Kliknutim na tlagitko OK ulozte zmény a ukoncete dialogové okno Select Fluorophores
(Vybrat fluorofory).
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7. Musite vybrat alespon jednu jamku, do které chcete nacist typ vzorku. Ve vychozim nastaveni je
vybrana moznost A1.

V podokné tabulky postupujte nasledovné:

B Chcete-li nacist vice sousednich jamek, kliknéte na jamku a tahnéte az k cilové jamce.

B Chcete-li nacist vice nesousedicich jamek, podrzte klavesu Control a kliknéte na kazdou
jamku.

B Chcete-li nacist cely sloupec se stejnym typem vzorku, kliknéte na €islo sloupce.
B Chcete-li nacist cely fadek, kliknéte na Cislo fadku.

B Chcete-li nacist celou desticku, kliknéte na levy horni roh desticky.

Napfiklad:
Plate Editar - New [mI
File Settings  Editing Tools ?
(=] [0l Scon Mode |All Channels | (4% Well Groups... |1 Trace Styles... =3 Spreadsheet View/Importer | ({J5] Plate Loading Guide
1 2 3 1 5 5 7 8 5 0 11 PR — ~
A
Sampe Type -~
B
—
c
D none:
£
none
£
1
G
H G| Eperment Settings.
| A| CearRepicate
F¥  CloarWels
v
View
Plate Type: BR Clear Sample [ ] Wel Group 7] Biological Set [ ] Well Note €3 e

8. Vrozeviraci nabidce Sample Type (Typ vzorku) pfifadte vybrané jamce nebo jamkam typ vzorku.

Sample Type e
Lnknown
NTC

Positive Contral
Megative Control
NRT

9. Pfifadte alespon jeden fluorofor do vSech jamek, které obsahuji typ vzorku. Do jamky nebo
skupiny jamek muZzete pfifadit vice nez jeden fluorofor.
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Poznamka: Na kazdy kanal mizete pfifadit pouze jeden fluorofor. Nelze pfifadit vice nez
jeden fluorofor ze stejného kanalu do stejné jamky.

Tip: Fluoroforu miZzete pfiradit cil nebo miiZete pfiradit do jamky v tomto okamziku pouze
fluorofor a po provedeni experimentu pfifadit cil k fluoroforu.

B Chcete-li vybranym jamkam pfifadit pouze fluorofor, v €asti Target Names (Nazvy cile) v
pravém podokné oznacte zaskrtavaci poli¢ko Load (Nacteni) pro konkrétni fluorofor.

B Chcete-li prifadit fluoroforu cil, vyberte v ¢asti Target Names (Nazvy cile) z rozeviraciho
seznamu nazev cile pro konkrétni fluorofor. Software automaticky vybere zaskrtavaci policko
Load (Nacist).

Load Target Mame
] FAM

[] SYBR

10. U jamek, které obsahuiji typ vzorku Standard (Standardni), musite nacist koncentraci. Kazda
jamka m{ze mit jinou hodnotu koncentrace. Standardné software Software CFX Manager Dx
nacita koncentraci 1,00E+06 do vSech jamek s typem vzorku Standard (Standardni). V pfipadé
potfeby mlzete hodnotu zménit.

a. V podokné destiCky vyberte jamku nebo skupinu jamek Standard (Standardni).

b. V ¢asti Concentration (Koncentrace) kliknéte na Load (Nacist) a nactéte hodnotu do vybrané
jamky nebo vybranych jamek.

c. (VoliteIné) Chcete-li nacist jinou koncentraci, zadejte novou hodnotu do textového pole
Concentration (Koncentrace) a stisknéte klavesu Enter.

d. Tento krok provedte pro vS§echny jamky se vzorkem typu Standard (Standardni).

Tip: Pro nacteni stejné koncentrace do vSech jamek Standard (Standardni) se ujistéte,
Ze se zobrazuje v rozeviracim seznamu pod hodnotou Concentration (Koncentrace)
moznost <All> (<V8echny>). Pro nacteni stejné hodnoty koncentrace do vSech jamek se
specifickym fluoroforem kliknéte na rozeviraci seznam a vyberte fluorofor.

11. Klepnutim na OK novou destic¢ku ulozite.
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Prirazeni volitelnych parametril k souboru desti¢ky

Soubor destic¢ky obsahuje informace o obsahu kazdé jamky naplnéné vzorkem pro cyklus. Po cyklu
software Software CFX Manager Dx propoji obsah jamky s daty o fluorescenci shromazdénymi
bé&hem protokolu a v okné Data Analysis (Analyza dat) pouZije pfisluSnou analyzu.

Pomoci softwaru CFX Manager Dx mUzete pfifazovat parametry kazdé jamce na desti¢ce pfed
provedenim experimentl, béhem nich nebo i po nich. Parametry miiZzete pfifadit ke stavajicimu nebo
novému souboru desti¢ky. Tyto parametry zahrnuji:

B Target names (Nazvy cilll) — zajmovy cil nebo cile (geny nebo sekvence) v kazdé zalozené
jamce.

B Sample names (Nazvy vzorku) — identifikator nebo podminka, kterd odpovida vzorku v kazdé
zalozené jamce, napfiklad Ohod, 1hod nebo 2hod.

Tip: Nazvy cill a nazvy vzorkd museji byt mezi jamkami stejné, aby bylo mozné srovnavat
data na karté Gene Expression (Exprese genu) v okné Data Analysis (Analyza dat). Kazdy
nazev musi obsahovat stejna velka pismena, interpunkci a mezery. Napfiklad ,Actin“ neni
totéz jako ,actin,” ,2Hr" neni totéz jako ,2 hr.” a ,Mouse 1 neni totéz jako ,mouse1.“ Aby byly
zajistény konzistentni nazvy, zadaveijte je v ¢asti Libraries (Knihovny) v nabidce User > User
Preferences > Plate (UZivatel > UZivatelské pfedvolby > Desti¢ka), ktera je k dispozici v okné
Home (Dom).

B Biological sets (Biologické soubory) — identifikator nebo podminka, ktera odpovida souboru
jamek.

B Replicates (Replikace) —kazda jamka pouzita k analyze stejné kombinace vzorku a cile/cil{; tj.
reakce qPCR replikace.

B Dilution series (Série Fedéni) — mnozstvi nutné pro zménu koncentrace typu vzorku Standard
(Standardni) ve skupiné replikaci, aby se vytvofila data pro standardni kfivku k analyze.
Prirazeni cile jamkam

Tip: Jedné nebo nékolika jamkam muzete pfifadit stejny nazev cile. Rovnéz muzete pfifadit
nékolik cill jedné jamce.

Jak priradit cil jamce nebo skupiné jamek

1.V nastroji Plate Editor (Editor desticek) se ujistéte, Ze je jamce nebo skupiné jamek pfifazen typ
vzorku.

Dalsi informace o pfifazeni typu vzorku jamkam jsou uvedeny v ¢asti Vybeér typl vzorkl na strané
118.

122 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



5.

PFifazeni volitelnych parametr( k souboru desti¢ky

Na panelu desti¢ek vyberte jamku nebo skupinu jamek:
B Chcete-li vybrat jednu jamku, kliknéte na ni.
B Chcete-li vybrat vice sousednich jamek, kliknéte na jamku a tahnéte az k cilové jamce.

B Chcete-li vybrat vice nesousedicich jamek, podrzte klavesu Control a kliknéte na kazdou
jamku.

B Chcete-li vybrat cely sloupec se stejnym typem vzorku, kliknéte na Cislo sloupce.
B Chcete-li vybrat cely fadek, kliknéte na &islo radku.

V pravém podokné vyberte z rozeviraciho seznamu Target Name (Nazev cile) nazev pro kazdy
vybrany fluorofor.

Load Target Mame
0

Actin
[ sveR ZAPDH

Opakujte Krok 3 pro kazdou jamku nebo skupinu jamek, kterym musite pfifadit cil.
Tip: Kazdému vybranému fluoroforu mizete pfiradit stejny nebo odliSny nazev cile.

Kliknéte na OK, abyste potvrdili zmé&ny a ulozili desticku.

Jak odstranit nazev cile

» Abyste odstranili nazev cile z vybrané jamky nebo skupiny jamek, odznacte jeji zaskrtavaci

poli¢ko Load (Nadist).

Dulezité: Odstranénim nazvu cile z jamky se rovnéz odstrani pfislusny fluorofor. PFi
odstrafnovani nazvu cile z jamky postupujte opatrné.
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Jak pridat nazev cile do seznamu

P Chcete-li do rozeviraciho seznamu pfidat nazev cile, postupujte nasledovné:

B Do rozeviraciho seznamu Target Name (Nazev cile) zadejte nazev a stisknéte Enter.

Tip: Nazvy cild, které pfidate do jednoho seznamu, se objevi ve v§ech ostatnich
seznamech cil{.

B Kliknéte na zeleny symbol + napravo od rozeviraciho seznamu, zadejte nazev pro cil a
stisknéte Enter.

B Na panelu nastrojl kliknéte na polozku User Preferences (UzZivatelské predvolby) a pfidejte
nazev do knihovny Target Names (Nazvy cil(l) na karté Plate (Desticka).

Dulezité: Nazvy cill, které jste pfidali do rozeviraciho seznamu, budou dostupné pouze pro
aktualni desticku a pouze v pfipadé, Ze nazev pfifadite k jamce a ulozite rozvrzeni desticky.
Pokud nazev nepfifadite k jamce a neulozite rozvrzeni desticky, nazev se neulozi a nebude v
budoucnu dostupny. Chcete-li nazev cile pfidat natrvalo, pfidejte jej také do knihovny Target
Names (Nazvy cilti) pomoci dialogového okna User Preferences (UzZivatelské pfedvolby).
Nazvy, které pfidate do knihovny, budou k dispozici, kdyZ znovu otevrete Plate Editor (Editor
desticek). Vice informaci naleznete v ¢asti Nastaveni vychozich parametrd desticky na
strané 69.

Jak odstranit nazev cile ze seznamu

1.

Na panelu nastroja kliknéte na polozku User Preferences (Uzivatelské predvolby).
Dialogové okno User Preferences (UzZivatelské pfedvolby) zobrazi kartu Plate (Desti¢ka).

V knihovné Target Names (Nazvy cild) na karté Plate (Desticka) vyberte nazev, ktery chcete
odstranit, a stisknéte tlacitko Delete (Odstranit).

Kliknéte na OK, abyste zmény ulozili a opustili jste dialogové okno User Preferences (UzZivatelské
predvolby).

Dulezité: Nazvy cill, které jste ulozili se souborem desti¢ky, nelze odstranit. Vlastni nazvy,
které pfidate do rozeviraciho seznamu Target Names (Nazvy cil(l), nepouZzijete je a neulozite
je s destickou, jsou ze seznamu automaticky odstranény. Nazvy, které odstranite z knihovny
Target Names (Nazvy cilll), jsou ze softwaru trvale odstranény a uzivatelim jiZ nejsou k
dispozici. Pfi odstrafiovani nazva cili postupujte opatrné.
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Prirazeni nazvu vzorku jamkam

Poznamka: Pro pfifazeni ndzvu vzorku musite vybranym jamkam pfifadit alespori jeden
fluorofor. Pokud vybranym jamkam neni pfifazen fluorofor, rozeviraci seznam Sample Names
(Nazev vzorku) bude neaktivni. Dalsi informace o pfifazeni fluorofor(i naleznete v ¢asti Pfifazeni
cile jamkam na strané 122.

Tip: Ke kazdé jamce nebo skupiné jamek muZzete pfifadit pouze jeden nazev vzorku.
Pfifazeni nazvu vzorku k jamce nebo skupiné jamek

1. V nastroji Plate Editor (Editor desticek) zkontrolujte, zda byl jamce nebo skupiné jamek pfifazen
fluorofor.

2. 'V podokné desti¢ek vyberte jamku nebo skupinu jamek.

3.V pravém podokné vyberte z rozeviraciho seznamu nazev Sample Names (Nazev vzorku).

Sample Type w

Lnknown

NTC

Positive Control
MNegative Contral

NRT

4. Opakujte Krok 3 pro kazdou jamku nebo skupinu jamek, kterym musite pfifadit nazev vzorku.
5. Kliknéte na tlagitko OK, aby se potvrdily zmény a uloZila desticka.
Odstranéni nazvu vzorku

» Kodstranéni nazvu vzorku z vybrané jamky nebo skupiny jamek zruste zaskrtnuti poli¢ka Load
(Nadist).

Navod k pouziti | 125



Kapitola 7 PFiprava desti¢ek

Pridani ndzvu vzorku do seznamu

» Chcete-li do rozeviraciho seznamu pfidat nazev vzorku, postupuijte nasledovné:

B Do rozeviraciho seznamu Sample Names (Nazev vzorku) zadejte nazev a stisknéte Enter.
B Kliknéte na zeleny symbol + napravo od rozeviraciho seznamu a zadejte nazev pro vzorek.

B Na panelu nastroju kliknéte na polozku User Preferences (Uzivatelské predvolby) a pfidejte
nazev do knihovny Sample Names (Nazev vzorku) na karté Plate (Desticka).

Dulezité: Nazev vzorku, ktery jste pfidali do rozeviraciho seznamu, bude dostupny pouze
pro aktualni desti¢ku a pouze v pfipadé, Ze nazev pfifadite k jamce a ulozite rozvrzeni
desti¢ky. Pokud nazev nepfifadite k jamce a neulozite rozvrzeni desti¢ky, nazev se neulozi a
nebude v budoucnu dostupny. Chcete-li trvale pfidat nazev vzorku, pfidejte ho také do
knihovny Sample Names (Nazev vzorku) pomoci dialogového okna User Preferences
(Uzivatelské predvolby). Nazvy, které pfidate do knihovny, jsou k dispozici poté, co znovu
otevrete Plate Editor (Editor desti¢ek). Vice informaci naleznete v ¢asti Nastaveni vychozich
parametr( desti¢ky na strané 69.

Odstranéni nazvu vzorku ze seznamu

1.

Na panelu nastroja kliknéte na polozku User Preferences (Uzivatelské predvolby).
Dialogové okno User Preferences (Uzivatelské pfedvolby) zobrazi kartu Plate (Desticka).

V knihovné Sample Names (Nazev vzorku) na karté Plate (Desticka) vyberte nazev, ktery chcete
odstranit, a stisknéte tlacitko Delete (Odstranit).

Kliknéte na OK, aby se zmény uloZily, a opustte dialogové okno User Preferences (UzZivatelské
pfedvolby).

Dulezité: Nazvy vzorku, které jste ulozili se souborem desticky, nelze odstranit. Vlastni
nazvy, které pridate do rozeviraciho seznamu Sample Names (Nazev vzorku) a nepouzivate
a ulozite je s desti¢kou, jsou automaticky odstranény ze seznamu. Nazvy, které odstranite z
knihovny Sample Names (Nazev vzorku), jsou ze softwaru trvale odstranény a uzivatellim jiz
nejsou k dispozici. Pfi odstrafiovani nazva vzorku budte opatrni.

Prifazeni biologickych souborl jamkam

Poznamka: Pro pfifazeni biologického souboru musite vybranym jamkam pfifadit alespon jeden
fluorofor. Pfifazeni fluoroforu aktivuje rozeviraci seznam Biological Set Name (Nazev
biologického souboru). Dal$i informace o pfifazeni fluorofori naleznete v €asti Pfifazeni cile
jamkam na strané 122.

Tip: Ke kazdé jamce nebo skupiné jamek muzete pfiradit jeden biologicky soubor.
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Prifazeni biologického souboru k jamce nebo skupiné jamek

1.V moznostech View (Zobrazeni) ve spodni ¢asti okna Plate Editor (Editor destiCek) zaskrtnéte policko
Biological Set (Biologicky soubor).

2.V nastroji Plate Editor (Editor desti¢ek) zkontrolujte, zda byl jamce nebo skupiné jamek pfifazen
fluorofor.

3. V podokné desticek vyberte jamku nebo skupinu jamek.

4. 'V pravém podokné provedte vybér z rozeviraciho seznamu Biological Set Name (Nazev
biologického souboru).

Software CFX Manager Dx automaticky zaskrtne policko Load (Nacist).

Load Biological Set Name

O
1Hr

5. Opakujte Krok 4 pro kaZzdou jamku nebo skupinu jamek, kterym musite pfifadit biologicky soubor.
6. Kliknéte na tlagitko OK, aby se potvrdily zmény a ulozila desticka.

Tip: Pfifazeni nazva biologickych soubort k jamkam povoli moznosti Biological Set Analysis
Options (MozZnosti nastaveni biologického souboru) v dialogovém okné Experiment Settings
(Nastaveni experimentu), ve kterém muzZete provést analyzu vzork( v jedné ze &ty
konfiguraci. Vice informaci naleznete v ¢asti Zména nastaveni experimentu na strané 133.

Odstranéni biologického souboru
» Kodstranéni biologického souboru z vybrané jamky, zruste zaskrtnuti policka Load (Nacist).
Pridani biologického souboru do seznamu

» Chcete-li do rozeviraciho seznamu pfidat biologicky soubor, napiste nazev do rozeviraciho
poli¢ka Biological Set Name (Nazev biologického souboru) a stisknéte Enter.

Dulezité: Nazvy biologickych soubor, které jste pfidali do rozeviraciho seznamu, budou
dostupné pouze pro aktualni destiCku a pouze v pfipadé, ze nazev pfifadite k jamce a ulozite
rozvrzeni desti¢ky. Pokud nazev nepfifadite k jamce a neulozite rozvrzeni destiCky, nazev se
neuloZi a nebude v budoucnu dostupny.
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Zobrazeni v§ech biologickych souborll na desticce

>

Zaskrtnéte policko Biological Set (Biologicky soubor) v moznostech View (Zobrazeni) ve spodni
¢asti okna Editor.

Wiew
Sample [ Well Group Biological Set [ Well Note

VSechny jamky zobrazuji pfislusny nazev biologického souboru, pokud je pfifazen. V pravém
podokné se zobrazi ovladaci prvek Biological Set Name (Nazev biologického souboru).

Chcete-li skryt biologické soubory, zruste zaskrtnuti poli¢ka Biological Set (Biologicky soubor) v
moznostech View (Zobrazeni).

Prifazeni Cisel replikati jamkam

Dulezité: Pro pfifazeni Cisel replikati musi vybrané jamky mit totozny obsah jamky. To znamena,
Ze vybrané jamky musi mit stejny typ vzorku a fluorofor. Je-li to mozné, musi jim byt rovnéz
pfifazeny stejné nazvy cile a vzorku a stejny biologicky soubor. Pokud nejsou stejné, software

Software CFX Manager Dx tuto mozZnost nepovoli.

Jak priradit €isla replikace skupiné jamek

1.
2.

V nastroji Plate Editor (Editor destiek) se ujistéte, Ze je obsah skupiny jamek totozny.
V podokné desticky vyberte cilovou skupinu jamek.

Abyste pfifadili stejné Cislo replikace vSem vybranym jamkam, zadejte do rdmecku v ¢asti
Replicate # (Cislo replikace) v pravém podokné &islo replikace a vyberte moZnost Load (Na&ist).

Load Replicate #
3 :

Replicate Series

(Volitelné) Jak pouzit sérii replikaci pro soubor vybranych jamek:

a. Kliknéte na Technical Replicates (Technické replikace) Replicate Series (Série replikaci).
Cast Replicate # (Cislo replikace) se zméni a zobrazi nasledujici moznosti:

Replicate Size: |1 15
Starting Replicate #: |1 =
(® Horizontal i
() Vertical %

Cancel Apply
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B Replicate size (Velikost replikace) — Cislo predstavujici poCet jamek v kazdé skupiné
replikaci

B Starting replicate # (Pocatecni Cislo replikace) — prvni €islo v sérii replikaci pro
vybranou skupinu replikaci

Poznamka: Ve vychozim nastaveni zobrazuje software Software CFX Manager Dx
pocatecni Cislo replikace, které je o jedno vétsi nez posledni €islo replikace pfifazené na
desti¢ce. Napfiklad jestlize je posledni Cislo replikace na desticce pét, pfisti poCatecni
¢islo bude Sest. Pocatecéni ¢islo mizete zménit na libovolné &islo, které zatim neni
pfifazeno.

B Smér zalozeni (vodorovny nebo svisly)

b. Kliknutim na Apply (Pouzit) pouzijete parametry na sérii a vratite se na obrazovku Replicate
# (Cislo replikace).

5. Kliknéte na OK, abyste potvrdili zmény a uloZili desti¢ku.
Jak odstranit jamku ze série replikaci

» Vyberte jamku nebo skupinu jamek, kterou chcete odstranit, a odznaéte zaskrtavaci policko
Replicate # Load (Nacist Cislo replikace).

PFipadné mUzete kliknout na Clear Replicate # (Vymazat Cislo replikace), abyste vymazali Cislo
replikace z vybrané jamky nebo skupiny jamek.

Prifrazeni série redéni standardnim typim vzorku

Jak bylo uvedeno vy$e, musi byt vSem jamkam se vzorkem typu Standard (Standardni) pfifazena
hodnota koncentrace. Série fedéni mlzete pfifadit vice jamkam s typem vzorku Standard
(Standardni).

Poznamka: Pro pfifazeni série fedéni do skupiny jamek musi byt jamky zahrnuty v sériich
replikaci. DalS$i informace o pfidavani jamek k sériim replikaci naleznete v ¢asti Pfifazeni Cisel
replikatt jamkam na strané 128.
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Prifazeni série fedéni skupiné standardnich jamek se vzorky
1.V nastroji Plate Editor (Editor desticek) zajistéte spinéni nasledujicich pozadavku:
B Typ vzorku pro skupinu jamek je Standard (Standardni).

B VSem jamkam ve skupiné je pfifazen alespon jeden fluorofor a vSechny obsahuiji stejné
fluorofory.

B VSechny jamky ve skupiné jsou zahrnuty ve stejné sérii replikaci.

Poznamka: Software CFX Manager Dx aktivuje mozZnost Dilution Series (Série fedéni)
pouze, pokud vybrané jamky splfiuji tato kritéria.

2. 'V podokné desti¢ek vyberte cilovou skupinu jamek.

3. 'V ¢&asti Concentration (Koncentrace) v pravém podokné kliknéte na polozku Dilution Series (Série
fedéni). V ¢asti Concentration (Koncentrace) se zobrazi nasledujici moznosti:

Starting Concentration: |1.00E+D6

Replicates from: |9 =
to: |16 =
Dilution Factor: [10.000 =

() Increasing (@ Decreasing
<Al

Cancel Apply

B Starting concentration (Pocatecni koncentrace) —hodnota koncentrace, ze které série
zacina

B Replicates from and to (Replikuje se z a do) —replikace v sérii, na kterou se pouzije
faktor fedéni

B Dilution factor (Faktor fedéni) — mnozstvi, které zméni koncentraci v kazdé skupiné
replikaci

4. Nastavte hodnoty moznosti, nebo potvrdte vychozi hodnoty.

5. Ve vychozim nastaveni se série fedéni snizuje o faktor fedéni. Pro zvétSeni série fedéni vyberte
moznost Increasing (Zvétsenti).
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6. (Nepovinné) Ve vychozim nastaveni se faktor fedéni vztahuje na vSechny fluorofory v sérii
replikaci. Pokud vaSe série obsahuji vice nez jeden fluorofor a chcete fedéni aplikovat na jeden
fluorofor, vyberte jej z rozeviraciho seznamu.

7. Kliknéte na Apply (Pouzit), chcete-li pouzit série fedéni na skupinu jamek a vratit se na zobrazeni
Concentration (Koncentrace).

8. Kliknéte na tlagitko OK, aby se potvrdily zmény a uloZila desticka.

Kopirovani obsahu jamky do jiné jamky

Obsah jamky muzete kopirovat a viozit jej do jedné nebo nékolika jamek. MizZete ale kopirovat pouze
obsah jedné jamky. Neni mozné vybrat vice jamek a kopirovat jejich obsah.

Jak zkopirovat obsah jamky do jiné jamky
1.V podokné desti¢ek vyberte jamku, kterou chcete kopirovat.
2. Kliknéte pravym tla¢itkem mysi na jamku a vyberte moznost Copy Well (Kopirovat jamku).
3. Vyberte jamku nebo jamky, do kterych chcete obsah vlozit:
B Chcete-li vybrat jednu jamku, kliknéte na ni.
B Chcete-li vybrat vice sousednich jamek, kliknéte na jamku a pfetahnéte ji do cilové jamky.

B Chcete-li vybrat vice nesousedicich jamek, podrzte klavesu Control a kliknéte na kazdou
jamku.

4. Kdyzjsou cilové jamky vybrany, kliknéte pravym tlaitkem mysi a vyberte mozZnost Paste Well
(Vlozit jamku).

Software Software CFX Manager Dx vlozi obsah prvni jamky do vybranych jamek.

Pridani poznamky k jamce

MUzZete k jamce pfidavat popisné poznamky. Poznamky k jamce muizZete zobrazit na karté
Quantification (Kvantifikace) v okné Data Analysis (Analyza dat).

Jak pridat poznamku k jamce

1.V podokné desti¢ek vyberte jamku nebo jamky, ke kterém chcete pfidat poznamku.

2. 'V ¢&asti View (Zobrazit) v dolnim podokné vyberte moznost Well Note (Poznamka k jamce).
V pravém podokné se objevi oblast Well Note (Poznamka k jamce).

Well Note
<none> v ‘
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3. Do textového ramecku zadejte obsah pozndmky a stisknéte Enter.
Text se objevi ve spodni €asti vybranych jamek.
Tip: Pokud jste jiz poznamku k jamce vytvofili, mdzete ji vybrat v rozeviracim seznamu a
pouZit ji pro vybrané jamky.

Vymaz veskerého obsahu jamky

MUlzete vymazat individualni jamku, skupinu jamek nebo veskery obsah desti¢ky. Vymaz jamek
neodstranuje data fluorescence shromazdéna béhem ¢teni desticky.

Vymaz jamky trvale odstrani obsah z jamky. Pfi odstrarfiovani jamek budte opatrni.
Vymaz veskerého nastaveni jamky

1.V editoru Plate Editor (Editor destiCek) vyberte jamku nebo skupinu jamek v podokné desticky:

B Chcete-li vybrat jednu jamku, kliknéte na jamku.
B Chcete-li vybrat vice sousednich jamek, kliknéte na jamku a tahnéte az k cilové jamce.
B Chcete-li vybrat vice nesousedicich jamek, podrzte klavesu Control a kliknéte na kazdou

jamku.
B Chcete-li vybrat cely sloupec se stejnym typem vzorku, kliknéte na &islo sloupce.
B Chcete-li vybrat cely fadek, kliknéte na Cislo fadku.
2.V pravém podokné kliknéte na tlacitko Clear Wells (Vymazat jamky).
Software CFX Manager Dx vymaze vSechna nastaveni vybranych jamek.

3. Kliknéte na OK, aby se potvrdily zmény a ulozila desticka.

132 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Zména nastaveni experimentu

Zmeéna nastaveni experimentu

Pomoci dialogového okna Experiment Settings (Nastaveni experimentu) mizete zobrazit nebo ménit
seznam cild nebo vzork(, popf. vybrat skupinu pro analyzu exprese genu a moznost analyzy, pokud
jste jamkam na desticce pfiradili biologické soubory.

V dialogovém okné Experiment Settings (Nastaveni experimentu) obsahuje karta Targets (Cile)
seznam nazvu cilll pro kazdou reakci PCR, napfiklad cilovy gen nebo zajmové sekvence genu.

Karta Samples (Vzorky) obsahuje seznam nazvua vzorkd, ktery uvadi zdroj cile, napfiklad vzorek
odebrany po 1 hodiné (1 h) nebo od konkrétni osoby (mys1).

Jak zménit nastaveni desti¢ek v dialogovém okné Experiment Settings (Nastaveni
experimentu)

1. Abyste otevfeli dialogové okno Experiment Settings (Nastaveni experimentu), postupujte
nasledovné:

BV pravém podokné nastroje Plate Editor (Editor desti¢ek) kliknéte na polozku Experiment
Settings (Nastaveni experimentu).

B Nakarté Gene Expression (Exprese genu) v okné Data Analysis (Analyza dat) kliknéte na
polozku Experiment Settings (Nastaveni experimentu).

Otevre se dialogové okno Experiment Settings (Nastaveni experimentu) s obsahem karty Targets
(Cile).
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Experiment Settings

Targets  Samples

MName 4 Full Name Reference Sééfncé;r:
1 B S
bl GAPDH GAPDH B B
Mew: | Add
[] Show Analysis Settings
Biological Set Anahysis Options: Target vs. Sample -

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [ ] MRT [] Megative Contral [ ] Postive Control [_] Standard

Canc

2. Abyste pfidali novy nazev cile nebo vzorku, na pfislusné karté zadejte nazev do textového
ramecku New (Novy) a kliknéte na Add (PFidat).

3. Abyste odstranili jeden nebo nékolik nazvu cile nebo vzorku ze seznamu, na pfislusné karté
oznacte zaskrtavaci policko polozky v sloupci Select to Remove (Vybrat k odstranéni) a kliknéte
na polozku Remove checked item(s) (Odstranit oznacené polozky).

4. Software CFX Manager Dx vylou€i typ vzorku NTC (kontrola bez templatu) z analyzy exprese
genu.

Pro zafazeni typu vzorku NTC odznacte jeho zasSkrtavaci poli¢ko v ¢asti Exclude the following
sample types (Vylougit nasledujici typy vzorkd). Pomoci pfislusnych zaskrtavacich poli¢ek
muzete vylougit nasledujici typy vzorku:

B NRT (Bezreverzni transkriptazy)
®  Negative Control (Negativni kontrola)
B Positive Control (Pozitivni kontrola)

® Standard (Standardni)
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Na karté Targets (Cile):

a. Pokud chcete vybrat cil jako referenci pro analyzu dat exprese genu, vyberte jej ve sloupci
Reference.

b. Pokud chcete skryt nastaveni, které bude pouzito na karté Gene Expression (Exprese genu)
v okné Analysis Settings (Nastaveni analyzy), odznacte polozku Show Analysis Settings
(Zobrazit nastaveni analyzy).

Software skryje nasledujici sloupce:

m  Color (Barva)

B Show Chart (Zobrazit graf)

B Auto Efficiency (Automaticka ucinnost)
B Efficiency (%) (Uginnost (%))

c. Chcete-lizménit barvu cile zaneseného do grafu Gene Expression (Exprese genu), kliknéte
na jeho bunku ve sloupci Color (Barva), vyberte v otevieném dialogovém okné Color (Barva)
novou barvu a kliknéte na OK.

d. Chcete-li zobrazit cil vybranou barvou v grafu Gene Expression (Exprese genu), oznacte
jeho zaskrtavaci poli€ko v sloupci Show Chart (Zobrazit graf).

e. Software CFX Manager Dx ve vychozim nastaveni automaticky vypocita relativni t€innost
pro cil, pokud jeho data obsahuji standardni kfivku.

Chcete-li pouzit jiz stanovenou hodnotu U€innosti, zadejte hodnotu do pfislusné buriky v
sloupci Efficiency (%) (Uginnost (%)) a stisknéte klavesu Enter. Software CFX Manager Dx
odznadi zaskrtavaci policko Auto Efficiency (Automaticka uginnost).

Na karté Samples (Vzorky):

a. Chcete-li vybrat vzorek jako kontrolni vzorek pro analyzu dat exprese genu, oznacte jeji
zaSkrtavaci policko v sloupci Control (Kontrola).

b. Chcete-li pfifadit kontrolni podminku k vzorku pro cyklus, kliknéte na jeji zasSkrtavaci policko
v sloupci Control (Kontrola).

c. Kliknéte na moznost Show Analysis Settings (Zobrazit nastaveni analyzy), pokud jesté neni
vybrana, abyste zobrazili nebo zménili parametry analyzy, které budou pouzity na karté
Gene Expression (Exprese genu). Software skryje sloupce Color (Barva) a Show Chart
(Zobrazit graf).
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7. Pokud jste k jamkam na desti¢ce pfifadili jeden nebo vice biologickych soubort (viz Prifazeni
biologickych soubor(i jamkam na strané 126), vyberte ze seznamu Biological Set Analysis Options
(Moznosti analyzy biologickych soubor() jednu z nasledujicich mozZnosti:

B Target vs. Sample (Cil vs. vzorek) — ve vypoctech exprese genu se pouzije pouze nazev
vzorku v jamce.

B Target vs. Biological Set (Cil vs. biologicky soubor) — ve vypoctech se pouzije pouze
nazev biologického souboru.

B Target vs. Sample_Biological Set(Cil vs. vzorek, biologicky soubor) — ve vypoctech se
pouZije jeden nazev tvofeny kombinaci nazvu vzorku a nazvu biologického souboru.

B Target vs. Biological Set_Sample (Cil vs. biologicky soubor, vzorek) — ve vypoctech se
pouZije jeden nazev tvofeny kombinaci nazvu biologického souboru a nazvu vzorku.

8. Kliknutim na OK uloZite parametry v dialogovém okné Experiment Settings (Nastaveni
experimentu) a vratite se do okna Plate Editor (Editor desti¢ek).

Vytvoreni skupin jamek

Skupiny jamek rozdéluji jednu destiCku do podskupin jamek, které Ize analyzovat nezavisle v okné
Data Analysis (Analyza dat). Po nastaveni skupin jamek vyberte v okné Data Analysis (Analyza dat)
jednu z nich, abyste mohli data analyzovat jako nezavislou skupinu. Napfiklad nastavte skupiny jamek
pro analyzu vice experimentl provadénych na jedné desti¢ce nebo pro analyzu kazdé skupiny jamek
s jinou standardni kfivkou.

Poznamka: Vychozi skupina jamek je All Wells (VSechny jamky).
Vytvoreni skupin jamek
1. Chcete-li otevrit sekci Well Groups Manager (Spravce skupin jamek), postupujte nasledovné:

BV panelu nastroja Plate Editor (Editor desti¢ek) kliknéte na polozku Well Groups (Skupiny
jamek).

BV okné Data Analysis (Analyza dat) kliknéte na polozku Manage Well Groups (Spravce
skupin jamek).
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Zobrazi se dialogové okno Well Groups Manager (Spravce skupin jamek).

Well Groups Manager

Add Group 1 w Delete

1 2 &3 4 5 6 7 3 9 10 1 12
A | Stdl || Std2 |f Std3
B | 5td3 || Std3 || Std3
C MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
n e e )
E MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
F MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
G
H

oK Cancel

2. Kliknutim na tla¢itko Add (Pfidat) vytvofite novou skupinu. Rozeviraci nabidka zobrazuje nazev
skupiny jako Group 1 (Skupina 1) pro prvni vytvofenou skupinu.

3. Vyberte jamky pro skupinu jamek v zobrazeni desti¢ky kliknutim a pfetazenim pfes skupinu
jamek. Vybrané jamky se objevi ve okné Manager (Spravce) modfe.

4. (Volitelné) Chcete-li zménit nazev skupiny, vyberte jeji jméno v rozeviraci nabidce a zadejte novy

nazev.

5. (Volitelné) Chcete-li odstranit skupinu jamek, vyberte jeji nazev v rozeviracim seznamu a kliknéte
na tla¢itko Delete (Odstranit).

6. Kliknutim na tlagitko OK dokoncCete a zavrete okno nebo kliknutim na tlacitko Cancel (Zrusit) okno
zavrete bez provedeni zmén.

Dulezité: Chcete-li zobrazit skupiny jamek, vyberte Well Groups (Skupiny jamek) v moznosti
View (Zobrazit) v doIni &asti okna Plate Editor (Editor desticek).
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Polozky nabidky po kliknuti pravym tla¢itkem mysi pro dialogové okno Well
Groups Manager (Spravce skupin jamek)

Tabulka 13 obsahuje seznam poloZek nabidky dostupnych v dialogovém okné Well Groups Manager
(Spravce skupin jamek) poté, kdyz kliknete pravym tlacitkem mysi na jakoukoliv jamku.

Tabulka 13. Polozky v dialogovém okné Plate Editor Well Selector (Nastroj pro vybér
jamek, Editor destic¢ek) po kliknuti pravym tlacitkem mysi

Polozka Funkce

Copy (Kopirovat) Zkopiruje obsah jamky, ktery pak mize byt vioZzen do
jinych jamek.

Copy as Image (Kopirovat jako Zkopiruje zobrazeni nastroje pro vybér jamek jako
obrazek) obrazek.

Print (Tisk) Vytiskne zobrazeni nastroje pro vybér jamek.
Print Selection (Vytisknout Vytiskne pouze vybrané buriky.

vybér)

Export to Excel (Export do Exportuje data do tabulky Excel.

aplikace Excel)

Export to Csv (Export do Exportuje data jako dokument oddéleny ¢arkami.
souboru CSV)

Export to Xml (Export do Exportuje data jako dokument ve formatu .xml.
souboru XML)

Export to Html (Export do Exportuje data jako dokument ve formatu .html.

souboru HTML)
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Zména styll trasovani

Béhem nastaveni desti¢ky a béhem probihajiciho cyklu mizete ménit barvu a styl tras pro amplifikaci.
KdyZ jsou data shromazdovana, mizete snadno zobrazit trasy v stavovém okné v realném ¢ase.

Zména styla trasovani
1. Kliknéte na Trace Styles (Styly trasovani) v panelu nastroju Plate Editor (Editor desticek).

Zobrazi se dialogové okno Trace Styles (Styly trasovani) pro otevienou desti¢ku, napfiklad:

Trace Styles m] X

Fluorophore: Wells Color Symbol

SYBR ~| || Unknowns ~ Hone ~

Color Quick Set

Random by Well | | Random by Repicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors | | Lise Sample Colors

Well Labels: @ Sample Type O Target Name (O Sample Name (O Symbol

0K Cancel

2. Chcete-li zobrazit styly trasovani konkrétnim fluoroforem, vyberte jej z rozeviraciho seznamu
Fluorophores (Fluorofory).

3. Zména zobrazeni trasovani:
a. Vyberte typ trasovani z rozeviraciho seznamu Wells (Jamky).
b. Kliknéte na jeji barvu ve sloupci Color (Barva).

c. Vzobrazeném dialogovém okné Color (Barva) vyberte jinou barvu trasovani a kliknéte na
tlacitko OK.

Zména typu jamKy se objevi v tabulce nize.
d. (VoliteIné) V rozeviracim seznamu Symbols (Symboly) vyberte symbol trasovani.

4. Chcete-li sadu barev rychle zménit, kliknéte na pfisluSnou volbu v &asti Color Quick Set (Rychlé
nastaveni barev).

5. Chcete-li zobrazit stitky v mFiZce, vyberte typ §titku v 8asti Well Labels (Stitky jamek).

6. Klepnutim na tlac¢itko OK ulozte zmény nebo zruste zmeény stisknutim tlacitka Cancel (Zrusit).
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Zobrazeni desticky ve formatu tabulky

Nastroj Spreadsheet View/Importer (Zobrazeni/Import tabulky) zobrazuje obsah destic¢ky ve formatu
tabulkového procesoru. Nastroj Spreadsheet View/Importer (Zobrazeni/lmport tabulky) mizete pouzit
k exportu obsahu jamky ve formatu oddéleném tabulatory do aplikace, napfiklad aplikace Microsoft
Excel. Obsah jamky muUzete také importovat z aplikace textu oddéleného tabulatorem.

Pouziti nastroje Spreadsheet View/Importer (Zobrazeni/lmport tabulky)

1. Na panelu nastroju Plate Editor (Editor desti¢ek) kliknéte na Spreadsheet View/Importer
(Zobrazeni/lmport tabulky) a otevfete dialogové okno Plate Spreadsheet View (Zobrazit destic¢ku
jako tabulku).

Plate Spreadsheet View

Fluors List: | SYBR

Export Template Import

&1 Column

o
=]
=

10
11
12

1
2
3
4
5
3
7
8
9
10

11
12

mmmmmMm™mmmmmm©oD @ 9

4| Sample Type

Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std
Std

[1 Show Biological Set Name [] Show Well Nate

Replicate #

10

[x-

B ow oo @t bW e

[

“Target Name

Tubulin
Tubulin
Tubulin
Actin
Actin
Actin
Actin
Actin
Actin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin

dil-10
dil-11
dil-12
dil-1
dil-2
dil-3
dil-4
dil-5
dil-s
dil-7
dil-8
dil-3
dil-10
dil-11
dil-12

“Sample Name | Starting Quantity

L.000E+005
1.000E +006
L.OO0E+007
1.000E+002
1.000E+003
L.00ODE+004
1.000E+005
1.000E +006
1.000E+007
L.OO0E+002
1.000E+003
1.000E+004
1.000E+005
1.000E+006
L.OO0E+007

0K

Units

copy number
copy number
copy number
copy number
copy number
copy number
copy number
copy number
copy number
copy number
copy number
copy number
copy number

copy number

copy number

Cancel

2. Dialogové okno Spreadsheet View (Zobrazit tabulku) zobrazuje obsah desti¢ky pro jeden
fluorofor. Chcete-li zobrazit obsah desti¢ky pro jiny fluorofor, vyberte jej z rozeviraciho seznamu
Fluors List (Seznam fluor().

3. Kliknutim na polozku Export Template (Exportovat Sablonu) exportujete Sablonu tabulky pro
desti¢ku do souboru Excel (format .csv). Tuto Sablonu mlzete upravit a importovat informace o

obsahu jamky.

4. (Volitené) Kliknutim na tlacitko Import (Importovat) importujete obsah jamky ze souboru s

oddélovadi.

5. Chcete-li tabulku sefadit podle udaji v konkrétnim sloupci, kliknéte na trojuhelnik vedle nazvu

sloupce.
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Tip: Obsah libovolné buriky mizete upravit ve sloupci, ktery ma vedle nazvu sloupce
hvézdi¢ku (*) (napfiklad *Cilovy nazev).

Poznamka: Ve sloupci Quantity (Mnozstvi) vyberte jednotky pro data standardni kfivky
otevienim editoru Plate Editor (Editor desti¢ek) a v panelu nabidek vyberte polozky Settings >
Units (Nastaveni > Jednotky). Po dokonéeni cyklu desti¢ky se data z téchto standardl zobrazi v
grafu Standard Curve (Standardni kfivka) na karté Quantification (Kvantifikace) v okné Data
Analysis (Analyza dat) s vybranymi jednotkami.

Polozky nabidky Plate Spreadsheet View/Importer (Zobrazeni/import tabulky

destic¢ek) po kliknuti pravym tla¢itkem mysi

Tabulka 14 obsahuje seznam polozek nabidky dostupnych v nastroji Spreadsheet View/Importer
(Zobrazeni/import tabulky) poté, kdyz v nastroji kliknete pravym tlacitkem mysi na jakoukoliv jamku.

Tabulka 14. Polozky nabidky nastroje Plate Spreadsheet View/Importer
(Zobrazeni/import tabulky desti¢ek) po kliknuti pravym tladitkem mysi

Polozka

Copy (Kopirovat)

Funkce

Zkopiruje celou tabulku.

Copy as Image
(Kopirovat jako
obrazek)

Zkopiruje tabulku jako soubor obrazku.

Print (Tisk)

Vytiskne tabulku.

Print Selection
(Vytisknout vybér)

Vytiskne pouze vybrané buriky.

Export to Excel (Export
do aplikace Excel)

Exportuje soubor do tabulky aplikace Excel.

Export to CSV (Export
do souboru CSV)

Exportuje soubor jako soubor .csv.

Export to Xml (Export
do souboru XML)

Exportuje soubor jako soubor .xml.

Export to Html (Export
do souboru HTML)

Exportuje soubor jako soubor .html.

Find (Najit)

Vyhleda konkrétni text.

Sort (Razeni)

Sefadi tabulku na zakladé vybéru az tfi sloupcu dat v okné Sort
(Razeni).
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Vytvoreni rozlozeni destiCky pomoci nastroje Plate Setup
Wizard (Privodce nastavenim desticky)

Nastroj Setup Wizard (Pravodce nastavenim desti¢ky) mizete pouzit k zadani informaci o rozloZeni
desticky, které jsou nutné pro analyzu normalizované exprese genu, a to véetné:

B Nazvucila

B Nazvu vzorkud

B Umisténi cil(l a vzorkd na desti¢ce
B Referencénich genl

m  Kontrolniho vzorku

Nastroj Setup Wizard (Priivodce nastavenim) muzete pouzit pfed cyklem, béhem néj i po ném.

Pouziti Setup Wizard (Privodce nastavenim) pro desticku

Tato ¢ast vysvétluje, jak vytvofit rozvrzeni desti¢ky pomoci nastroje Setup Wizard (Priivodce
nastavenim) pro desti¢ku. Chcete-li snadnéji prohlizet obsah kazdé jamky na desti¢ce, kliknéte na
tlagitko Zoom plate (Lupa) v horni ¢asti Setup Wizard (Pravodce nastavenim).

Dulezité: Pokud se vratite na kartu Auto layout (Automatické rozvrzeni) a nachazite se na jiné
karté v Setup Wizard (Privodce nastavenim), rozloZeni destic¢ky se resetuje. Pfi vybéru této karty
postupujte opatrné.

Tip: Rozvrzeni mGzete obnovit vybérem polozky Tools > Clear Plate (Nastroje > Vymazat
desticku) v Setup Wizard (Pravodce nastavenim).

Pouziti Setup Wizard (Privodce nastavenim) pro desticku

1. Otevre editor Plate Editor (Editor desti¢ek).

2. Chcete-li otevrit Setup Wizard (Privodce nastavenim), postupujte vyberte moznost Editing Tools
> Setup Wizard (Upravy nastrojti > Priivodce nastavenim).

Zobrazi se okno Setup Wizard (Priivodce nastavenim), které zobrazuje kartu Auto layout
(Automaticke rozlozeni).
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Vytvoreni rozlozeni desti¢ky pomoci nastroje Plate Setup Wizard (Privodce nastavenim desticky)

Setup Wizard

Tools

[ Zoom plate

Auto layout Targetnames Sample names Reference targets Control sample

1

2

3

4

5

6

Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample 1 | Sample 1 Sample 1 | Sample 1
Target2 Target3 Target5 Target6
Sample2 | Sample2 Sample2 | Sample2
Target2 Target3 Target5 Target6
Sample3 | Sample3 Sample3 | Sample3
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample4 | Sample4 Sample4 | Sample 4
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample5 | Sample5 Sample5 | Sample5
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample 6 Sample 6 Sample6 | Sample 6
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample 7 Sample 7 Sample7 | Sample 7
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample8 | Sample 8 Sample8 | Sample 8

Target9
Sample 1

Target9
Sample 5

Target9
Sample 6

Target9
Sample 7

Samples: 8

Targets: 10 5] @ Byrow O Bycolumn

2 O Byrow ® Bycolumn

Click and drag on the plate to define the loading area.
Use selections below to generate a suggested layout.

Groupby: @ Target O Sample

Reset plate

Colorby: @ Target O Sample

Show: [ Target [ Sample

Next

‘ Cancel

Na karté Auto layout (Automatické rozlozeni) postupuijte nasledovné:

a.

d.

Kliknéte na jamku v mfiZce a pfetahnéte ji napfi¢ a doll pro specifikovani oblasti na desticce,
do které chcete nacist vzorek.

Zadejte pocet cill a vzorku, které chcete nacist.

Tip: Pocet cild a vzork(l se musi rovnat poc¢tu vybranych bunék. Pokud se zadana €isla
nevejdou do vybrané oblasti, upravte Cisla nebo vybranou oblast desticky. Lze urcit
orientaci polozek na desti¢ce a jejich seskupeni.

(Volitelné) Zména orientace desticky. MUzete napfiklad nastavit cile ve sloupcich a vzorky v
fadcich, nebo provést seskupeni podle vzorka.

Kliknéte na Next (Dal$i) a pokracdujte na kartu Target names (Nazvy cil().

Poznamka: Pokud rozvrzeni desticky nema pravidelny vzor, pouzijte kartu Target names
(Nazvy cild) pro ruéni umisténi vasich cilt nebo kartu Sample names (Nazvy vzork() pro
ru¢ni umisténi vzorkl na destic¢ku. Kliknutim a pfetazenim vyberete vice jamek.
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4. Na karté Target names (Nazvy cilt) definujte nazvy cilt pro cilové skupiny:
a. Postupujte nasledovné:

B Chcete-li pfejmenovat cile podle skupiny, nastavte pro parametr Select by (Vybrat
podle) polozku Target (Cil).

B Chcete-li pfejmenovat cile podle jamky, nastavte pro parametr Select by (Vybrat podle)
polozku Well (Jamka).

b. Vyberte cilovou skupinu nebo jamku v mfiZzce a zadejte nazev do rozeviraciho seznamu
Target name (Nazev cile).

Tip: Stisknéte klavesu Tab pro vybér dalsi skupiny nebo jamky vpravo nebo Enter pro
vybér dalSi skupiny nebo jamky nize. Nebo na kartach Target name (Nazev cile) a
Sample name (Nazev vzorku) podrzte klavesu Control a kliknéte na jamku, abyste
vybrali vice jamek, které nesousedi.

c. Kliknéte na polozku Next (Dal$i) a pokracuijte na kartu Sample names (Nazvy vzorku).
5. Nakarté Sample names (Nazvy vzork() definujte nazvy vzorkul pro cilové skupiny.
6. Kliknéte na polozku Next (Dalsi) a pokracujte na kartu Reference targets (Referencni cile).

7. Nakarté Reference targets (Referenéni cile) vyberte jeden nebo vice cild, které se pouziji jako
reference pro normalizovanou expresi genu, a kliknéte na tlacitko Next (Dal$i) a pfejdéte na kartu
Control sample (Kontrolni vzorek).

8. Nakarté Control sample (Kontrolni vzorek) vyberte jeden vzorek, ktery se pouzije jako kontrola
pro vypocty relativni exprese genu.

9. Kliknutim na tla¢itko OK ulozite rozvrzeni desky a vratite se do nastroje Plate Editor (Editor
desticek), ve kterém muzete dale definovat parametry desti¢ky. Vice informaci naleznete v ¢asti
PFifazeni volitelnych parametr( k souboru desti¢ky na strané 122.

PFipadné kliknéte na tlacitko Previous (Pfedchozi), chcete-li se vratit na pfedchozi kartu a provést
zmény.

Poznamka: Navrat na kartu Auto layout (Automatické rozvrzeni) automaticky obnovi
desti¢ku. Davejte pozor pfi klepnuti na tla€itko Previous (Pfedchozi).
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Tato kapitola vysvétluje, jak spustit vlastni (uzivatelem definované) nebo PrimePCR experimenty
pomoci softwaru CFX Manager Dx.

Datovy soubor cyklu obsahuje protokol a informace o desti€ce pro cyklus. Soubor také obsahuje data
z analyz, ktera CFX Manager Dx provadi po dokonc&eni cyklu.

Software CFX Manager Dx umozriuje snadné nastaveni a spusténi uzivatelsky definovanych nebo
PrimePCR experimentl. Okno Run Setup (Nastaveni cyklu) vas provede béznymi kroky nastaveni
experimentu, coZ vede k dialogovému oknu Start Run (Spustit cyklus), ze kterého spustite cyklus.

Otevieni okna Run Setup (Nastaveni cyklu)
Otevieni okna Run Setup (Nastaveni cyklu)

» Postupujte nasledovné:

B Nakarté Run Setup (Nastaveni cyklu) v nastroji Startup Wizard (Priivodce spusténim)
kliknéte bud na polozku User-defined (MozZnost zadana uzivatelem), nebo PrimePCR.

®  V okné Home (Domu) kliknéte na panelu néstrojd bud na polozku User-defined Run Setup
(Nastaveni cyklu zadané uzivatelem), nebo PrimePCR Run Setup (Nastaveni cyklu
PrimePCR).

®  V okné Home (Domu) klepnéte bud’ na polozky Run > User-defined Run (Spustit > Cyklus
zadany uzivatelem) nebo Run > PrimePCR Run (Spustit > Cyklus PrimePCR).
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Okno Run Setup (Nastaveni cyklu)

Okno Run Setup (Nastaveni cyklu) poskytuje rychly pfistup k souboriim a nastavenim potfebnym pro
nastaveni a spusténi experimentu. Pokud se rozhodnete spustit experiment definovany uzivatelem,
otevie se okno Run Setup (Nastaveni cyklu), které zobrazi kartu Protocol (Protokol). Pokud se
rozhodnete spustit experiment PrimePCR, otevie se okno Run Setup (Nastaveni cyklu), které zobrazi
kartu Start run (Spustit cyklus).

Tip: V ¢asti Provadéni experimentt PrimePCR na strané 162 naleznete informace o PrimePCR;
v ¢asti Karta Start Run (Spustit cyklus) na strané 153 naleznete dals$i informace o karté Start Run

(Spustit cyklus).
Run Setup ===
[ Protocol  (££3) Plste mPp Stat Run @
Create New. Express Load
B CFX_2stephmp prc v
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prcl Edit Selected
Preview
Est. Run Time: 01:05:00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 25
1 2 3 4
@
%0 C 950 C
300 010
/ \ B -
i \ 550 C o W
0:30 T o
| (-]
2
I x
@ Neat 5>
LEGENDA
1. Karty vas provedou nastavenim a spusténim experimentu:

B Na karté Protocol (Protokol) — vyberte existujici protokol, ktery chcete spustit nebo
upravit, nebo vytvorte novy protokol v editoru Protocol Editor (Editor protokolu).

B Na karté Plate (Desti¢ka) — vyberte existujici desti¢ku, kterou chcete spustit nebo upravit,
nebo vytvoite novou destiCku v nastroji Plate Editor (Editor desticky).

B Karta Start Run (Spustit cyklus) — zobrazuje nastaveni experimentu, vybere jeden nebo
vice blokt pfistroju a spousti cyklus.

2. Hlavni okno zobrazuje moznosti pro kazdou kartu, kdyz ji pouzijete.

3. Navigacni tlacitka vedou na kartu Start Run (Spustit cyklus).
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Karta Protocol (Protokol)

Karta Protocol (Protokol) obsahuje nahled souboru protokolu, ktery chcete provést. Soubor protokolu
obsahuje pokyny pro kroky teploty pfistroje a moznosti pfistroje, kterymi se Fidi rychlost
ohfevu/ochlazovani, objem vzorku a teplota vika.

Run Setup [mem]
[Af] Protocol (3ZE) Plate sBr StatFun
Create New... Express Load
CFX_2stepAmp prol i
Select Bxsting
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prcl Edit Selected...
Preview
Est. Aun Time: 01:05:00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 254
1 i 3 4
B0 C 350 C
! 300 00
f Y

;‘ P

| \ 550 C o [
| 0:30 T D
/ -]

2
I’ x
Nexg >>

Ve vychozim nastaveni software zobrazuje protokol definovany v €asti File Selection for Run Setup
(Vybér souboru pro nastaveni cyklu) karty Files (Soubory) v dialogovém okné User > User
Preferences (Uzivatel > UzZivatelské predvolby). Vychozi protokol mazete v dialogovém okné User
Preferences (UzZivatelské pfedvolby) zménit. Vice informaci naleznete v ¢4sti Zména vychoziho
nastaveni souboru na strané 66.

Na karté Protocol (Protokol) mizete:
m  vytvofit novy protokol k provedeni;
B vybrat stavajici protokol k provedeni nebo tpravam.

Vice informaci o tvorbé a Upravé protokolu je uvedeno v Kapitola 6, Vytvareni protokol(.
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Jak vytvorit novy protokol

1. Na karté Protocol (Protokol) kliknéte na moznost Create New (Vytvofit novy).

Objevi se okno Protocol Editor (Editor protokolu).

2. Pomoci nastroje Protocol Editor (Editor protokolu) vytvofte novy protokol.

3. Kliknutim na OK protokol ulozite a vratite se na kartu Protocol (Protokol) v nabidce Run Setup
(Nastaveni cyklu).

4. Zobrazte podrobnosti o protokolu a postupujte nasledovné:

Jsou-li podrobnosti spravné, kliknutim na polozku Next (Dal$i) pfejdete na kartu Plate
(Desticka).

Jsou-li podrobnosti nespravné, kliknutim na polozku Edit Selected (Upravit vybrané) se
vratite do nastroje Protocol Editor (Editor protokolu). Upravte protokol, uloZte zmény a poté
kliknéte na polozku Next (Dal$i) na karté Protocol (Protokol). Pfejdete tak na kartu Plate
(Desticka).

Jak vybrat stavajici protokol

1. Na karté Protocol (Protokol) postupuijte nasledovné:

Kliknéte na polozku Select Existing (Vybrat stavajici) a pfejdéte na stavajici protokol.

Kliknéte na polozku Express Load (Expresni naéteni) a z rozeviraciho seznamu protokold
vyberte protokol.

Tip: Z rozeviraciho seznamu Express Load (Expresni naéteni) mlzete pfidavat nebo
odstranovat protokoly. Vice informaci je uvedeno v nasledujici ¢asti Pfidani a odstranéni
protokoll pro expresni nacteni.

2. Zobrazte podrobnosti o protokolu a postupujte nasledovné:

Jsou-li podrobnosti spravné, kliknutim na polozku Next (DalSi) pfejdete na kartu Plate
(Desticka).

Jsou-li podrobnosti nespravné, kliknutim na polozku Edit Selected (Upravit vybrané) otevrete
okno Protocol Editor (Editor protokolu). Upravte protokol, uloZte zmény a poté kliknéte na
polozku Next (Dal$i) na karté Protocol (Protokol). Pfejdete tak na kartu Plate (Desticka).
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Pridani a odstranéni protokolli pro expresni nacteni

Muzete ménit obsah rozeviraciho seznamu Express Load (Expresni nacteni), které se zobrazuje v
editoru Protocol Editor (Editor protokolu). Protokoly v tomto seznamu jsou uloZeny v nasledujici
sloZce:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Zména seznamu Express Load (Expresni nacteni) protokolt
1. Prejdéte do slozky ExpressLoad (Expresni nacéteni) a otevrete ji.
2. Zkontrolujte soubory protokolu (.pcrl) ve slozce.
3. Postupujte nasledovné:
B Vymazte protokoly ze slozky a odstrarite je z rozeviraciho seznamu.

B Zkopirujte protokoly do slozky a pfidejte je do rozeviraciho seznamu.
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Karta Plate (Desticka)

Poznamka: Jestlize protokol vybrany na karté Protocol (Protokol) nezahrnuje krok ¢teni desticky
pro analyzu PCR v realném case, je karta Plate (Desti¢ka) skryta. Abyste zobrazili kartu Plate
(Desticka), pridejte do protokolu alespori jedno ¢teni desticky.

Karta Plate (Desticka) obsahuje nahled souboru desticky, ktery chcete nacist. PFi cyklu PCR v
realném ¢ase obsahuje soubor desticky popis obsahu kazdé jamky, véetné jejich fluorofort, rezimu
skenovani a typu desti¢ky. Software CFX Manager Dx vyuZiva tyto popisy ke sbéru a analyze dat.

Run Setup ==
(2] Protocol (EED Piate wilp Stat Fum
Create Mew Express Load

Select Bxisting... CusckPlate 96 wells_All Channels pitd v
Selected Plate
QuickPlate_96 wels_Al Channels pitd Edit Selected..
Preview
FRucrophores: FAM, HEX, Texas Red, Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels

1 2 3 4 5 6 7 8 ) 10 1 12

A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk

B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

C Unk Unk Unk unk Unk Unk Unk Unke Unk Unk. Unk Unk

D Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

E Unk Unk Unk. Unk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk

F Unk Unk Unk. uUnk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk

G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk.

H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

<< Prey Next >>

Ve vychozim nastaveni software zobrazuje desti¢ku definovanou v ¢asti File Selection for Run Setup
(Vybér souboru pro nastaveni cyklu) karty Files (Soubory) v dialogovém okné User > User
Preferences (Uzivatel > UzZivatelské predvolby). Vychozi desti¢ku mlzete v dialogovém okné User
Preferences (Uzivatelské pfedvolby) zménit. Vice informaci naleznete v ¢asti Zména vychoziho
nastaveni souboru na strané 66.

Na karté Plate (Desticka) muzete:
B vytvofit novou desticku k nacteni.
B vybrat stavajici destiCku k nacteni nebo upravam.

Vice informaci o tvorbé a Upravé destiek je uvedeno v Kapitola 7, Pfiprava desticek.
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Karta Plate (Desticka)

Jak vytvorit novou desticku

1. Nakarté Plate (Desti¢ka) kliknéte na moznost Create New (Vytvofit novou).
Objevi se Plate Editor (Editor desticek).

2. Pomoci nastroje Plate Editor (Editor desti¢ek) vytvoite novou desticku.

3. Kliknutim na OK desti¢ku ulozite a vratite se na kartu Plate (Desti¢ka) v nabidce Run Setup
(Nastaveni cyklu).

4. Zobrazte podrobnosti o desti¢ce a postupujte nasledovné:
B Jsou-li podrobnosti spravné, kliknutim na polozku Next (Dalsi) pfejdete na kartu Start Run
(Spustit cyklus).
B Jsou-li podrobnosti nespravné, kliknutim na polozku Edit Selected (Upravit vybrané) se
vratite do nastroje Plate Editor (Editor desti¢ek). Upravte soubor desticky, ulozte zmény a

poté kliknéte na polozku Next (Dal$i) na karté Plate (Destic¢ka). Pfejdete tak na kartu Start
Run (Spustit cyklus).

Jak vybrat stavajici soubor desticky

1. Na karté Plate (Desticka) postupujte nasledovné:

B Kliknéte na polozku Select Existing (Vybrat stavajici) a pfejdéte na stavajici soubor desticky.
Kliknéte na polozku Express Load (Expresni nacteni) a z rozeviraciho seznamu vyberte

soubor desticky.

Tip: Z rozeviraciho seznamu Express Load (Expresni nacteni) mizete pfidavat nebo
odstranovat desti¢ky. Vice informaci je uvedeno v nasledujici ¢asti Pfidani a odstranéni
souboru desti¢ek pro expresni nacéteni.

2. Zobrazte podrobnosti o destiCce a postupujte nasledovné:

B Jsou-li podrobnosti spravné, kliknutim na polozku Next (Dal$i) pfejdete na kartu Start Run
(Spustit cyklus).

B Jsou-li podrobnosti nespravné, kliknutim na polozku Edit Selected (Upravit vybrané) otevrete
okno Plate Editor (Editor desti¢ek). Upravte soubor desticky, uloZzte zmény a poté kliknéte na
polozku Next (DalSi). Pfejdete tak na kartu Start Run (Spustit cyklus).
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Pridani a odstranéni soubort desticek pro expresni nacteni

Muzete ménit obsah rozeviraciho seznamu Express Load (Expresni nacteni), ktery se zobrazuje v
editoru Plate Editor (Editor desti¢ek). Desticky, které se objevi v tomto seznamu, jsou ulozeny v
nasledujici sloZce:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Zména seznamu Express Load (Expresni nacteni) soubort desti¢ek
1. Prejdéte do slozky ExpressLoad (Expresni nacteni) a otevrete ji.
2. Zkontrolujte soubory desti¢ek (.pltd) ve slozce.
3. Postupujte nasledovné:
B Vymazte soubory desti¢ky ze slozky, chcete-li je odstranit z rozeviraciho seznamu.

B Zkopirujte soubory desti¢ek do slozky, chcete-li je pfidat do rozeviraciho seznamu.
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Karta Start Run (Spustit cyklus)

Karta Start Run (Spustit cyklus)

Na karté Start Run (Spustit cyklus) se zobrazuji informace o experimentu, ktery se ma spustit.
Zobrazuje také pfipojeny blok nebo bloky pfistroje, na kterych mlzete experiment spustit.

Run Setup @
Protocol (23] Plate "B Stat Run
Run Information
Protocol: CFX_2stepAmp_prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pltd
Notes:

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
O CF%96 Deep Well Idle 25
CFX360W2 CFX96 Deep Wel Idle 25
[] CFx36M CFX36 ldle 25
CFX96I02 CFX36 Idle 25

[] Select Al Blocks

@ Flash Block Indicator | |7 Open Lid #1 CloseLid

B Start Run

<< Prey

Na karté Start Run (Spustit cyklus) mizete provést nasleduijici:

B Zobrazit podrobné informace o cyklu, v€etné vybraného souboru protokolu, souboru destic¢ky a
rezimu skenovani.

B Pfidavat poznamky o cyklu.

B Zobrazit podrobnosti o vSech pfipojenych pfistrojich, véetné jejich provozniho stavu (v chodu
nebo necinny), objemu vzorku v pl, teploty vika, rezimu emulace a ID nebo ¢arového kédu, pokud
je k dispozici.

Poznamka: Muzete upravovat sloupce, které se zobrazuji v tabulce Start Run on Selected
Blocks (Spustit cyklus s vybranymi bloky). Dal$i informace naleznete v ¢asti Zména udaja v
tabulce Selected Blocks (Vybrané bloky) na strané 154.

B Vyberte jeden nebo vice bloku, na kterych chcete cyklus provést.
B Otevrete nebo zavrete viko kazdého vybraného pfistroje.

B Spustte cyklus.
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Zména udaji v tabulce Selected Blocks (Vybrané bloky)

Sloupce v tabulce Start Run on Selected Block(s) (Spustit cyklus s vybranymi bloky) mGzete ménit.
Rovnéz mizete ménit vychozi objem vzorku a teplotu vika v tabulce. Zmény nastaveni se pouziji na
cyklus, ktery ma byt proveden.

Jak pridat sloupce do tabulky Start Run on Selected Blocks (Spustit cyklus s vybranymi
bloky)

» Kliknéte na tabulku pravym tlacitkem mysi a oznacte pfislusnou moznost v oteviené nabidce.

Jak odstranit sloupce z tabulky Start Run on Selected Blocks (Spustit cyklus s
vybranymi bloky)

» Kiliknéte na tabulku pravym tlacitkem mysi a odznadéte piisluSnou moznost v oteviené nabidce.
Jak upravit objem vzorku nebo teplotu vika pro blok

» Vyberte buriku s objemem vzorku nebo teplotou vika pro cilovy blok a zadejte do ni novou
hodnotu.

Jak pridat ID cyklu nebo ¢arovy koéd pro blok
» Vyberte buriku ID/Bar Code (ID/¢arovy kéd) pro cilovy blok a zadejte ID nebo naskenuijte blok

pomoci ¢étecky ¢arovych kodu.

Provedeni experimentu

Dulezité: Pred provedenim experimentu se ujistéte, Ze antivirovy software vaseho pocitace
nespusti b&hem cyklu antivirovou kontrolu.

Jak provést experiment

1. Nakarté Start Run (Spustit cyklus) ovéfte podrobnosti o desti¢ce a protokolu v €asti Run
Information (Informace o cyklu).

2. (Volitelné) V textovém ramecku Notes (Poznamky) mlzete pfidavat poznamky k cyklu nebo
experimentu.

3. Oznacte zaskrtavaci policko jednoho nebo nékolika blokU, na kterych chcete cyklus provést.

Tip: Abyste provedli experiment na vSech blocich, vyberte moZnost Select All Blocks (Vybrat
vSechny bloky) pod tabulkou Selected Blocks (Vybrané bloky).

4. (VoliteIné) Po kliknuti na moznost Flash Block Indicator (Indikator Flash Block) zaéne blikat LED
indikator na vybranych blocich pfistroje.
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5. VloZte do bloku experimentélni desticky:

a. Kliknéte na moznost Open Lid (Otevfit viko). Otevie se motorizované viko kazdého
vybraného bloku.

b. Do kazdého vybraného bloku vlozte experimentalni blok.
c. Kliknéte na moznost Close Lid (Zavfit viko).

Tip: Pro otevieni a zavieni vika muZete také stisknout tlac¢itko na prfedni strané kazdého
bloku.

6. Kliknutim na moznost Open Lid (Otevfrit viko) nebo Close Lid (Zavfit viko) otevrete a zaviete
motorizované viko kazdého vybraného bloku pfistroje.

7. Zobrazte podrobnosti o cyklu a postupujte nasledovné:
B Jsou-li podrobnosti spravné, kliknéte na Start Run (Spustit cyklus).
B Jsou-li podrobnosti nespravné:

O Opravte podrobnosti v tabulce Selected Blocks (Vybrané bloky) a kliknéte na Start Run
(Spustit cyklus).

O Vratte se na spravnou kartu a provedte pfislusné zmény, uloZte je a poté kliknéte na
polozku Next (Dalsi) pro navrat na kartu Start Run (Spustit cyklus) a spusténi cyklu.

Jak zahdjit novy cyklus z predchoziho cyklu
» Postupujte nasledovné:

B Vyberte moznost File > Repeat a Run (Soubor > Opakovat cyklus) v hlavni nabidce softwaru,
prejdéte na datovy soubor cyklu, ktery chcete opakovat, a dvakrat na néj kliknéte.

B Vyberte kartu Repeat Run (Opakovat cyklus) v nastroji Startup Wizard (Priivodce spusténim)
a dvakrat kliknéte na datovy soubor cyklu, ktery chcete opakovat.

PFipadné mlzete na karté Repeat Run (Opakovat cyklus) kliknout na moznost Browse
(Prochazet), pfejit na datovy soubor cyklu, ktery chcete opakovat, a dvakrat na néj kliknout.
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Dialogové okno Run Details (Podrobnosti o cyklu)

Po kliknuti na tlagitko Start Run (Spustit cyklus) software CFX Manager Dx vyzve k uloZeni datového
souboru (.pcrd), spusti cyklus a otevfe dialogové okno Run Details (Podrobnosti o cyklu). Dialogové

okno Run Details (Podrobnosti o cyklu) obsahuje tfi karty stavu:

B Run Status (Stav cyklu) — tato karta slouzi k zobrazeni aktualniho stavu protokolu, otevieni
nebo zavreni vika, pozastaveni cyklu, pfidani opakovani, pfesko€eni kroki nebo zastaveni cyklu.

B Real-time Status (Stav v realném ¢ase) — tato zaloZka slouzi k zobrazeni dat fluorescence

PCR v redlném Case pfi jejich sbéru.

B Time Status (Casovy stav) — tato karta slouZi k zobrazeni odpogitavaci &asomiry pro protokol

na celé obrazovce.

Tyto karty jsou podrobné vysvétleny v nasledujicich kapitolach.

Karta Run Status (Stav cyklu)

Karta Run Status (Stav cyklu) ukazuje aktualni stav probihajiciho cyklu. V tomto nahledu mazete
rovnéz ovladat viko a ménit probihajici cyklus.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd
ﬁ Run Stams: I Resttime Siatus (©) Time Status

Run Status Run Information

2 3 4 Protocol: | CFX_2stepAmp prod
950 C 950 C Plate: | QuickPlate_96 wels_Al
e oo \ Sample Volume: | 25l
\ 550 C s Scan Mode: | Al Channels
@ w0
o - Deta Fie Neme: | admin_2017-07-31 17-10-
0 48_SIM83878 perd
Notes:
2
3 x
Step 1 of 4 95.0°C for 00:0245 | Sample:95.0°C @
Repeat 1 of 1 | Remaining 01:05:45 | Lid 105°C
Running
2 wend || ) Qoselid - ) Sew St ® o
e | poee ® s
LEGENDA
1. Panel Run Status (Stav cyklu) — ukazuje aktualni pribéh protokolu.
2. Ovladaci prvky Run Status (Stav cyklu) — umoznuji vam ovladat pfistroj nebo
pFerusit aktualni protokol.

3. Panel Run Information (Informace o cyklu) — ukazuje podrobnosti o cyklu.
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Dialogové okno Run Details (Podrobnosti o cyklu)

Prikazy Run Status (Stav cyklu)
Pomoci pfikazl na karté Run Status (Stav cyklu) muzete bud ovladat pfistroj ze softwaru, nebo zménit
probihajici cyklus.

Poznamka: Provadéni zmén protokolu b&éhem cyklu, napfiklad pfidavani opakovani, nezméni
soubor protokolu spojeného s cyklem. Tyto akce jsou zaznamenany do protokolu Run Log

(Protokol cyklu).

2

— otevie motorizované viko na vybraném pfistroji.

Dilezité: Otevieni vika béhem cyklu pozastavi cyklus béhem aktualniho kroku a méze

zménit data.

21

— zavfie motorizované viko na vybraném pfistroji.

4@ — Prida dalSi opakovani k aktualnimu kroku GOTO v protokolu. Tato volba je k dispozici, pouze

kdyz je spustén krok GOTO.

~
— preskoci aktualni krok v protokolu.

Poznamka: Pokud preskocite krok GOTO, software vas vyzve, abyste potvrdili, Ze chcete
preskocit celou smycku GOTO a pokracovat dalSim krokem protokolu.

? —blika indikator LED na vybraném pfistroji pro identifikaci vybranych bloka.

— pozastavi protokol.

Poznamka: Tato akce je zaznamenana v protokolu Run Log (Protokol cyklu).

>

— obnovi pozastaveny protokol.

— zastavi cyklus pfed ukonéenim protokol.

Poznamka: Zastaveni cyklu pfed ukonéenim protokolu mize zménit vase data.
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Karta Real-time Status (Stav v realném case)

Karta Real-time Status (Stav v realném Case) zobrazuje data PCR shromazdéna v realném €ase v
kazdém cyklu béhem cyklu po pfecteni prvnich dvou destiek.

-

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB3876.perd =
2 Fun st @ Realme Status () Time Status

Amplification

EAFAM [ HEX [JTeasRed [1Cy5 [/ Quasar 705 WelGoup: AlWels ~  Step Number 3{Amp)

A G4 FAM Unkn
B GOS  FAM @ Unkn
c GOs  FAM Unkn
2 GO7 FAM Unkn
E GO8 FAM Unkn
G G039 FAM Unkn
H G10 FAM Unkn

Step 3 of 4 @ 55.0°C for 00:00:26 Sample:55.0°C @

| Plate Setup -
Repeat 5 of 40 Remaining 00:59:24 Lid 105°C
LEGENDA
1. Podokno Amplification trace (Amplifikace tras) — zobrazuje amplifikacni data v

realném case béhem cyklu.

2. Well group identifier (Identifikator skupiny jamek) — pokud byly v nastaveni
desti¢ky identifikovany skupiny jamek, mohou uzivatelé vybrat konkrétni skupinu
jamek pro zobrazeni jejich tras, jamek a tabulkovych informaci.

Step number identifier (Identifikator isla kroku) — pokud protokol shromazduje
data ve vice nez jednom kroku (napfiklad béhem amplifikace a kfivky tani),
mohou uZivatelé vybrat konkrétni krok a zobrazit trasy shromazdéné v tomto
kroku.

3. Podokno Well selector (Nastroj pro vybér jamky) — zobrazi aktivni, neaktivni a
prazdné jamky na desticce.

4. Podokno Nastaveni desticky — zobrazi nastaveni desti¢ky v tabulkovém formatu.
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Dialogové okno Run Details (Podrobnosti o cyklu)

5. Podokno Run details (Podrobnosti o cyklu) — zobrazuje stav cyklu v realném
Case vcetné téchto polozek:

B Current step (Stavajici krok)

B Current repeat (Stavajici opakovani)

B Current temperature (Stavajici teplota)
B Time remaining (Zbyvajici ¢as)

B Sample temperature (Teplota vzorku)

B Lid temperature (Teplota vika)

6. Plate Setup (Nastaveni desti¢ky) — otevie dialogové okno Plate Setup
(Nastaveni desti¢ky), ve kterém mohou uzivatelé upravovat aktualni nastaveni
destiCky béhem cyklu.

Na karté Real-time Status (Stav v realném ¢ase) mlzete:

B Zobrazit nebo skryt trasy v realném ¢ase jejich vybérem v podokné nastroje pro vybér jamky nebo
v tabulce nastaveni desticek.

B Zobrazit jednotlivé trasy nebo skupiny tras tak, Ze je vyberete v rozeviracim seznamu skupin.
B Upravit nebo nahradit soubor desticky.

B Pouzit pro cyklus soubor PrimePCR.

Zobrazeni nebo skryti tras v realném case

Standardné jsou vSechny naplnéné jamky aktivni a zobrazuji se v tabulce nastaveni destiCky. Aktivni
jamky se objevi v podokné nastroje pro vybér jamek modfe. V podokné nastroje pro vybér jamek se
skryté jamky se zobrazuji jako svétle Sedé a nepouzité jamky se zobrazuji jako tmavé Sedé.

Béhem cyklu muzZete skryt trasy z aktivnich jamek. CFX Manager Dx nadale sbira data pro v§echny
jamky; kdyz jamky skryjete, jejich data se neobjevi v tabulce nastaveni desticky.

Skryti tras v realném ¢ase

» V podokné nastroje pro vybér jamek kliknéte na aktivni (modré) jamky, které chcete skryt.
Zobrazeni tras v redlném case

» V podokné nastroje pro vybér jamek kliknéte na skryté (svétle Sedé) jamky, které chcete zobrazit.

DalSi informace o nastroji pro vybér jamky naleznete v €asti Nastroj pro vybér jamky na strané 175.
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Uprava nastaveni desti¢ky

Uprava nastaveni desti¢ky

» Kliknéte na moznost Plate Setup (Nastaveni desticky) a potom vyberte polozku View/Edit Plate
(Zobrazit/Upravit desticku).

Objevi se okno Plate Editor (Editor desticek), ve kterém muzete upravovat desticku b&€hem
probihajiciho cyklu. DalSi informace o upravach desek naleznete v Kapitola 7, Pfiprava desti¢ek.

Poznamka: Styly trasovani mGzete také upravit v okné Plate Editor (Editor desti¢ek). Zmény
se objevi v grafu amplifikaéniho zaznamu na karté Real-time Status (Stav v realném Case).

Nahrazeni souboru desticky

Tip: Nahrada souboru destiCky je obzvlasté uzite€na, kdyz spustite cyklus se souborem Quick
Plate (Rychla destic¢ka) ve slozce ExpressLoad (Expresni nacteni).

Jak nahradit soubor desticky
» Kliknéte na moZnost Plate Setup (Nastaveni desticky) a vyberte jednu z nasledujicich moznosti:

B Replace Plate file (Nahradit soubor desti¢ky) — vyberte novy soubor desti¢ky ze seznamu v
okné prohlize¢e

B Apply PrimePCR file (Pouzit soubor PrimePCR) — vyhledejte pomoci chytrého vyhledavani
soubor cyklu, ze kterého bude ziskano rozlozeni destic¢ky, nebo kliknéte na moznost Browse
(Prochazet), abyste nasli soubor stazeny z internetovych stranek spole¢nosti Bio-Rad, ktery
se nenachazi ve slozce PrimePCR

Poznamka: Software CFX Manager Dx kontrolujte rezim skenovani a velikost desticky pro
soubor desti¢ky. Ty museji byt stejné jako nastaveni cyklu, se kterym byl cyklus zahajen.
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Dialogové okno Run Details (Podrobnosti o cyklu)

Karta Time Status (Casovy stav)

Karta Time Status (Casovy stav) ukazuje zbyvajici &as do dokond&eni aktualniho cyklu.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd ==

u Run Status L‘Qj Realtime Status | () Time Status |

Running

01:02:02
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Provadéni experimentl PrimePCR

Experimenty PrimePCR vyuzivaji testy specifické pro cesty nebo onemocnéni, které Bio-Rad validuje
a optimalizuje a jsou k dispozici v nasledujicich formatech:

B Pfipravené panely — desti¢ky obsahuijici testy, které jsou specifické pro biologickou drahu nebo
onemocnéni; zahrnuji kontroly a referenéni geny PrimePCR

B Vlastni konfigurované desticky — desticky, které Ize nastavit v uZivatelsky definovaném rozlozeni
s moznosti vybéru testd pro pozadované cile, kontroly a reference

B Individualni testy — zkumavky, které obsahuji jednotlivé sady primer( pro pouziti v reakcich v
realném Case

Chcete-li zkratit celkovou dobu cyklu, mGzZete melt krok v protokolu odstranit. Spole¢nost Bio-Rad

protokol je protokol, ktery byl pouZit pro validaci testu. Jakékoliv odchylky od tohoto protokolu mohou
mit vliv na vysledky. Zmény protokolu jsou zaznamenany na karté Run Information (Informace o cyklu)
vysledného datového souboru a ve vSech vytvorenych sestavach.

Spusténi cyklu PrimePCR
P  Chcete-li spustit cyklus PrimePCR, postupuijte nasledovné:

BV nastroji Startup Wizard (Pravodce spusténim) vyberte PrimePCR na karté Run Setup
(Nastaveni cyklu) a poté vyberte pfislusnou chemii (SYBER nebo sondu).

B Vyberte polozku PrimePCR, ktera bude spusténa ze seznamu Recent Runs (Aktualni cykly)
na karté Repeat Run (Opakovat cyklus) v privodci Startup Wizard (Privodce spusténim).

B Vyberte polozky File > New > PrimePCR Run (Soubor > Novy > Cyklus PrimePCR) v okné
Home (Domu).

B Vyberte polozky File > Open > PrimePCR Run (Soubor > Otevfit > Cyklus PrimePCR) v okné
Home (Domu).

B Pretahnéte soubor protokolu cyklu PrimePCR do okna Home (Dom).

Po vybéru cyklu PrimePCR se otevie okno Run Setup (Nastaveni cyklu) na karté Start Run (Spustit
cyklus) s vychozim rozlozenim desticky PrimePCR nactenym na zakladé vybraného nastroje.

Chcete-li zkratit celkovou dobu cyklu, miizete melt krok v protokolu odstranit.

» Na karté Protocol (Protokol) zruste zaskrtnuti poli¢ka vedle Include Melt Step (Zahrnout melt
krok).
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Import cilovych informaci pro desticky PrimePCR do rozlozeni desticek

1. Postupujte nasledovné:

B Nakarté Real-time Status (Stav v realném ¢ase) v dialogovém okné Run Details
(Podrobnosti o cyklu) vyberte polozky Plate Setup > Apply PrimePCR File (Nastaveni
desti¢ky > Pouzit soubor PrimePCR).

BV okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte polozky Plate Setup > Apply PrimePCR File
(Nastaveni desti¢ky > Pouzit soubor PrimePCR).

2.V dialogovém okné spusténi souboru PrimePCR kliknéte na polozku Browse (Prochazet) a
prejdéte na pfislusny soubor PrimePCR (.csv).

3. Vyberte cilovy soubor PrimePCR a kliknéte na Open (Otevfit).

CFX Manager Dx importuje cilové informace do rozvrzeni desti¢ky
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Kapitola 9 Prehled analyzy dat

CFX Manager Dx nabizi nékolik zpUsobu otevieni a zobrazeni datovych soubortl. MZete:

B Vybrat File > Open > Data File (Soubor > Otevfit > Datovy soubor) v okné Home (Dom{) a pfejit
na cilovy soubor .pcrd.

B Vybrat File > Recent Data Files (Soubor > Nejnoveéj$i datové soubory) v okné Home (Doma),
budete tak mit vybér ze seznamu deseti nejnovéjsich otevienych datovych soubor(.

Okno Data Analysis (Analyza dat)

Okno Data Analysis (Analyza dat) zobrazuje vice zalozek, pfi¢emz kazda zalozka zobrazuje
analyzovana data pro konkrétni metodu analyzy nebo informace specifické pro cyklus. Zalozky se
zobrazuji pouze tehdy, jsou-li pro tento typ analyzy k dispozici data shromazdéna v cyklu.

(ff] Quartification Quantification Data Melt Curve Melt Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Point é::‘? Custom Data View ac E Run Information
Tip: Chcete-li vybrat karty, které chcete zobrazit, vyberte je v rozeviraci nabidce View (Zobrazit) v
okné Data Analysis (Analyza dat). Chcete-li se vratit k pdvodnimu rozloZeni karty, vyberte

polozky Settings > Restore Default Window Layout (Nastaveni > Obnovit vychozi rozvrzeni
okna).
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Kapitola 9 Pfehled analyzy dat

Panel nastrojt pro analyzu dat

Panel nastroji v okné Data Analysis (Analyza dat) poskytuje rychly pfistup k dalezitym funkcim

analyzy dat.

o
Plate Setup ~

- | All Wells

~ || Fluorophore ‘ ?

Tabulka 15 uvadi seznam funkci tlacitek na panelu nastroja.

Tabulka 15. Panel nastrojui v okné Data Analysis (Analyza dat)

Tlacitko Nazev Funkce
Bl Plate Setup View/Edit pane (Zobrazit/upravit desticku):
Plate Setup ~ (Nastaveni Otevre Plate Editor (Editor desti¢ek) pro
desticky) zobrazeni a Upravy obsahu jamek.
Replace Plate file (Nahradit soubor desticky):
Vybere soubor desticky, ktery ma nahradit
rozloZeni desticky.
Apply PrimePCR file (Pouzit soubor
PrimePCR): Vybere soubor cyklu, ktery ma
nahradit rozloZzeni PrimePCR cyklu.
=1 Manage Well Pro tvorbu, Upravu a vymaz skupin jamek
- Groups kliknéte na okno Well Groups Manager
(Spravovat (Spravce skupiny jamek).
skupiny jamek)
Well Group Vybere existujici nazev skupiny jamek z
All Wells (Skupina jamek) rozeviraci nabidky. Vychozi vybér je All
Wells (VSechny jamky). Toto tlacitko se
zobrazi pouze tehdy, kdyz jsou vytvoreny
skupiny.
Analysis Mode Analyzuje data v rezimu Fluorophore

Fluocrophore

St

(Rezim analyzy)

(Fluorofor) nebo Target (Cil).

Help (Napovéda)

Otevre digitalni kopii pfirucky ve formatu
Acrobat PDF.
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Panel nabidek pro analyzu dat

Okno Data Analysis (Analyza dat)

Tabulka 16 obsahuje seznam poloZek nabidky v okné Data Analysis (Analyza dat).

Tabulka 16. Seznam polozek v okné Data Analysis (Analyza dat)

Polozka
nabidky

File (Soubor)

Prikaz Funkce
Save (Ulozit) Ulozi soubor.
Save As (Ulozit jako) Ulozi soubor s novym nazvem.

Repeat Run (Opakovat cyklus)

Extrahuje protokol a soubor desti¢ky z
aktualniho cyklu pro nové spusténi.

Close (Zavfit) Zavfe okno Data Analysis (Analyza dat)

View (Zobrazit) Run Log (Protokol cyklu) Otevre okno Run Log (Protokol cyklu) a zobrazi

protokol cyklu aktualniho datového souboru.

Quantification (Kvantifikace), Zobrazuje analyzovana data na vybranych
Melt Curve (Kfivka tani), Gene kartach v okné Data Analysis (Analyza dat).
Expression (Exprese genu), Musi byt vybrana alespon jedna karta.
End Point (Koncovy bod),
Custom Data View (Vlastni
zobrazeni dat), QC (Kontrola
kvality), Run Information
(Informace o cyklu)

Settings C, Determination Mode Vyberte moznost Regression (Regrese) nebo

(Nastaveni)

(Rezim ur€eni Cq)

Single Threshold (Jeden prah), a urCete tak, jak
se vypocitavaji hodnoty Cq pro kazdou stopu.

Baseline Setting (Zakladni
nastaveni)

Vyberte metodu Baseline Subtraction (Odecet
zakladni linie) pro vybrané skupiny jamek.

Analysis Mode (Rezim
analyzy)

Vyberte, zda chcete analyzovat data s pouzitim
moznosti Fluorophore (Fluorofor), nebo Target
(Cil).
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Tabulka 16. Seznam polozek v okné Data Analysis (Analyza dat), pokra¢ovani

Polozka
nabidky

Prikaz
Cycles to Analyze (Cykly pro
analyzu)

Funkce

Vyberte cykly, které maiji byt analyzovany.

Baseline Thresholds (Vychozi
prahy)

Otevite okno Baseline Threshold (Vychozi
prahy) a upravte zakladni linii nebo prahovou
hodnotu.

Trace Styles (Styly trasovani)

Otevre okno Okno Trace Styles (Styly
trasovani).

Plate Setup (Nastaveni
desticky)

Otevre Plate Editor (Editor desti¢ek) pro
zobrazeni a Upravu desti¢ky; nahradte aktualni
desti¢ku jednim z uzivatelsky definovanych
souboru desti¢ek nebo souborem cyklu
PrimePCR.

Include All Excluded Wells
(Zahrnout vSechny vyloucené
jamky)

Zahrne vSechny vylou¢ené jamky v analyze.

Mouse Highlighting
(Zvyraznéni mysi)

Zapina nebo vypina souc¢asné zvyraznéni dat
ukazatelem mysi.

Tip: Pokud je Mouse Highlighting
(Zvyraznéni mysi) vypnuto, stisknéte

klavesu Control (Ctrl) pro do¢asné zapnuti
zvyraznéni.

Restore Default Window
Layout (Obnovit vychozi
rozvrzeni okna)
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Okno Data Analysis (Analyza dat)

Tabulka 16. Seznam polozek v okné Data Analysis (Analyza dat), pokracovani

Polozka
nabidky

Export
(Exportovat)

Piikaz
Export All Data Sheets to

Excel (Export vSech tabulek do
aplikace Excel)

Funkce

Exportuje vSechny pohledy tabulky z kazdé
karty do samostatného souboru aplikace Excel.

Custom Export (Vlastni export)

Otevre okno Custom Export (Vlastni export), ve
kterém je mozné urcit pole, ktera maji byt
exportovana, a format souboru.

Export to LIMS (Export do
slozky LIMS)

Otevre okno pro uloZeni dat do pfedem
uréeného formétu do slozky LIMS.

Seegene Export (Export pro
Seegene)

Otevre okno pro identifikaci umisténi
ukladanych dat ze vSech zobrazeni tabulky v
souborech aplikace Excel, specialné
strukturovanych pro pouziti spole¢nosti
Seegene, Inc.

Tools (Nastroje)

Reports (Hlaseni)

Otevre hlaseni pro tento datovy soubor.

Well Group Reports (Hlaseni o
skupinach jamek)

Otevie okno Well Group Report (HlaSeni o
skupinach jamek) k vytvoreni hlaSeni pro
urcené skupiny jamek.

Import Fluorophore Calibration
(Import kalibrace fluoroforu)

Vyberte kalibracni soubor, ktery se pouzije pro
aktualni datovy soubor.

gbase+

Spousti gbase+ v2.5 pfimo z aktualniho
souboru .pcrd, pokud je nainstalovan.
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Karta Details (Podrobnosti)

Kazda karta v okné Data Analysis (Analyza dat) obsahuje data z grafu a tabulek pro konkrétni metodu
analyzy a zahrnuje nastroj pro vybér jamek, s jehoz pomoci Ize vybirat data, ktera chcete zobrazit.
Kdyz se otevre, zobrazi okno Data Analysis (Analyza dat) ve vychozim nastaveni kartu Quantification
(Kvantifikace). Data z grafu Amplification (Amplifikace) na karté Quantification (Kvantifikace) mazete
pouzit ke stanoveni pfisluSného nastaveni analyzy pro cyklus.

Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 1.perd

File View Settings Bxport Tools E\ate Setup v‘ ';| Fluorophore ‘ ?

7] cusrtisation /8 Quantiication Data ] Gene Expression {8 Custom Data View ac ) Run inomtion

Amplification

=\
¢
//

5 92 -
Cycles [5q 3ce XU e smmass sepen tsmypanessacs
FAM [ HEX [ TexasRed []y5 Step Number: (3 v
T | 2 | 3 | 4 |5 | & | 7 |8 |9 || 1112 Wel 0| Fuor & Taget 0| Content 9 Sample §
A 03 FAM  Tubuin Sl di
. waToe Toms F4 FAM Tubdin 42 d@i2
05 FAM Tubdin 43 di3
¢ unia || unk || unks FO5  FAM  Tubuin  Std4 dis
D unia || unke [ unie Fo7  FAM  Tubdin S5 dis
c o2 FAM  Tubdin 86 dais
P03 FAM  Tubdin 47 d@i7
F std1 || std2 |[ stas [ stas || stas | stas [ stz
s sud1 || stdz || stds || suds || suas [ sede [ sz
H std1 || sta2 || stds |[ stas | stas [ seas [ staz o T
Completed Scan Mode: Al Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Sublracted Curve Fit

Poznamka: Software propojuje data v podoknech kazdé karty Data Analysis (Analyza dat).
Napfiklad pfi zvyraznéni jamky tak, Ze kdyZ na ni v nastroji pro vybér jamky umistite kurzor,
zvyrazni se i data ve vSech ostatnich podoknech.

Nastroj pro vybér Step Number (Cislo kroku)

Systémy CFX96 a CFX96 Deep Well mohou ziskavat fluorescenéni data ve vice krocich protokolu;
software uchovava data ziskana v jednotlivych krocich oddélené. Software zobrazi pfepinac Step
Number (Cislo kroku). Pokud protokol obsahuje alespofi jeden krok sbéru dat, software Software CFX
Manager Dx zobrazi data z prvniho kroku sbéru.

Pokud protokol obsahuje vice nez jeden krok sbéru, mizete z rozeviraciho seznamu vybrat dalSi krok,
napfriklad:

Step Mumber: |3 w

Kdyz vyberete krok, software pouZije tento vybér na vSechna data, ktera se zobrazi v okné Data
Analysis (Analyza dat).
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Okno Data Analysis (Analyza dat)

Zobrazeni skupin jamek v analyze dat

Pro ucely nezavislé analyzy pomoci skupin jamek Ize jamky na desti¢ce sdruzovat do dil€ich sad.
Kdyz vytvofite skupiny jamek, objevi se nazvy skupin v okné Data Analysis (Analyza dat), v
rozeviracim seznamu Well Groups (Skupiny jamek) na panelu nastroj.

Jestlize jste vytvofili skupiny jamek, zobrazi software po otevieni okna Data Analysis (Analyza dat)
vychozi skupinu jamek All Wells (VSechny jamky), ktera uvadi data pro vSechny jamky obsazené v
grafech a tabulkach. V nastroji pro vybér jamek se objevi pouze jamky v naétené skupiné s pFisluSnym
obsahem a ve vypoctech pro analyzu dat budou zahrnuta pouze data pro tyto jamky.

Poznamka: Pokud jste nevytvofili skupiny jamek, rozeviraci seznam Well Groups (Skupiny
jamek) se na panelu nastroju neobjevi.

Zména obsahu jamky po cyklu

Béhem analyzy dat se zménou zpUsobu zobrazeni dat na zakladé zmény obsahu jamek v nastroji
Plate Editor (Editor desticek) nikdy nezméni data o fluorescenci shromazdéna z kazdé jamky béhem
pracovniho cyklu. KdyZz modul shromazdi data o fluorescenci, nem(iZete tato data vymazat, ale
muzete je vyloucit ze zobrazeni a z analyzy.

Jak zménit obsah jamek po pracovnim cyklu

» V okné Data Analysis (Analyza dat) kliknéte na Plate Setup (Nastaveni desti¢ky) a vyberte jednu
z nasledujicich mozZnosti:

B Edit/View Plate (Editovat/upravit desti€ku) — otevie nastroj Plate Editor (Editor desticek),
ve kterém miiZete provadét manualni zmény rozloZeni.

B Replace Plate file (Nahradit soubor desticky) — otevie prohlize¢ Select Plate (Vybrat
desticku), ve kterém muZzete prejit na dfive uloZzeny soubor desti¢ky, jimz chcete nahradit
aktualni rozloZeni desticky.

B Apply PrimePCR file (Pouzit soubor PrimePCR) — otevfe dialogové okno Select
PrimePCR file (Vybrat soubor PrimePCR), ve kterém muzete pfejit na spoustéci soubor
PrimePCR a pouZit jej na rozloZeni desticky.

Tip: Informace o obsahu jamky muzete pfidavat nebo upravovat pred cyklem PCR, b&éhem négj
nebo po jeho ukonéeni. Pied cyklem musite pfifadit rezim skenovani a velikost desticky. Tyto
parametry nelze po cyklu ménit.
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Nastaveni analyzy dat

Data v grafu Amplification (Amplifikace) na karté Quantification (Kvantifikace) zobrazuji relativni
fluorescenci (RFU) pro kazdou jamku v kazdém cyklu. Kazda trasa v grafu pfedstavuje data z jednoho
fluoroforu v jedné jamce. Tato data jsou pouZita pro stanoveni hodnot C, pro kazdou jamku na
zakladé jednoho fluoroforu. Software pouziva k uréeni hodnot Cq jeden ze dvou rezima:

B Regression (Regrese) — aplikuje vicerozmérny, nelinearni regresni model na jednotlivé trasy
jamky a pak tento model pouziva k vypoctu optimalni hodnot Cy,.

®  Single Threshold (Jeden prah) — pouziva jedinou prahovou hodnotu pro vypocet hodnot Cq na
zakladé prahu pruniku jednotlivych stop fluorescence.

Vyberte polozky Settings > C, Determination Mode (Nastaveni > Rezim uréeni Cq) a vyberte rezim
urCeni hodnot Cy,.

Uprava prahu

V rezimu Single Threshold (Jeden prah) mizete upravit prah pro fluorofor tak, Ze kliknete na fadek s
prahem v grafu Amplification (Amplifikace) a svisle kurzor posunete. Pfipadné muZzete stanovit pfesny
prah prekroceni pro vybrany fluorofor.

Zakladni nastaveni

Software automaticky nastavi zakladni linii individualné pro kazdou jamku. Zakladni nastaveni uréuje
metodu odectu zakladni linie pro v8echny fluorescenéni trasy. Software poskytuje tfi mozZnosti
odecitani zakladni linie:

B No Baseline Subtraction (Bez odectu zakladni linie) — zobrazi data jako relativni
fluorescenéni trasy. Nékteré analyzy v tomto reZzimu analyzy nejsou mozné, a proto software
nezobrazuje karty Gene Expression (Exprese genu), End Point (Koncovy bod) a Allelic
Discrimination (Alelicka diskriminace).

B Baseline Subtracted (Zakladni linie odeétena) — zobrazi data jako odectené trasy zakladnich
linii pro kazdy fluorofor v jamce. Software musi odecist kmenova data pro stanoveni cykll
kvantifikace, vytvorit standardni kfivky a urcit koncentraci neznamych vzork(. Aby se generovala
zakladni odectena trasa, software upravi nejlepsi pfimku prochazejici zaznamenanou
fluorescenci kazdé jamky béhem zakladnich cykla a pak odeéte data nejlepsiho pfizpusobeni z
pozadi odectenych dat v kazdém cyklu.

B Baseline Subtracted Curve Fit (Uprava odeétené zakladni linie) — zobrazi data jako
odectené stopy zakladni linie a software vyhladi odectenou zakladni kfivku pomoci stfedového
filtru se stfednim vazenim. Tento proces se provadi tak, ze kazda hodnota Cq zUstava
nezménéna.
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Nastaveni analyzy dat

Kromé téchto moznosti muzete také vybrat moznost Apply Fluorescent Drift Correction (Pouzit korekci
posunu fluorescence). Pro jamky, které maji abnormalné driftujici hodnoty RFU b&éhem poc¢atecnich
nékolika cykll béhu, software odvodi odhadovanou zakladni linii ze sousednich jamek, pro které byla
Uspésné vytvorena horizontalni zakladni linie.

Zména nastaveni od¢itani zakladni linie

» Vyberte polozky Settings > Baseline Setting (Nastaveni > Nastaveni zakladni linie).

Rezim analyzy

Data mohou byt seskupena a analyzovana podle fluoroforu nebo podle cilového nazvu. Pfi seskupeni
podle fluoroforu se zobrazuji datové stopy podle fluoroforu, jak je uvedeno v nastaveni destiCky pro dany
cyklus. Udaje o individualnich fluoroforech se objevuiji v grafu amplifikace a standardni kfivky (je-li k
dispozici), pokud jsou vybrana pfislusna zaskrtavaci poli¢ka nastroje pro vybér fluoroforu, nachazejici se

pod grafem amplifikace.

P& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
Eile  View 3ettings Export Tools Elate Setup ~ -; Fluorophore ?
@ Quantfication Quantfication Data EE Gene Expression Q!} Custom Data View ac % Run Information
Amplification El Standard Curve IE'
T T T T T
NI SOPPRPRR ey 7 i ]
3 ) / /
Iy, 4
/ 4y any, 4
i/ A
| TSI
s | |'f|' 7 ; ‘Iw {;;' .'I T JF ra F I Log Starting Quantity
f I /u‘l I O Standard
F ot . | o /;" N1/ 1N SR . X Unknaun
1 y i TP I I : f —— FAM  E=9$0.5% R2=0.95Z Slope=3.573 y-int=35.408
- —— HEX  E=3542% R*2=0.356 Slope=3 468 y-int=35.863
o 0 20 30 40 50 — TexasR 2=0.958 Slope=1.159 y-int=15.431
Cycles Log Scale — Cy5 000 Slope=73.423 y-in=35.216
FAM HEX [/ Texas Red [/ Cy5 Step Mumber: |3
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Pfi seskupeni podle cile se zobrazuji datoveé stopy podle ndzvu cile zadaného v nastaveni desticky
pro dany cyklus.

@ Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

Eile View Settings Export  Tools E\ate Setup ~
IE Quantification I@l Quantification Data I!E Gene Expression ';_!} Custom Data View Qc ﬁ Run Information
Amplification EI Standard Curve EI
T T T T = T T T T T T
30 f- g : : : :
25 | :
- 20
o
15 %
5 10§ 10§
3
5]
t
1 2 3 4 & 6 7 8
Log Starting Quantity
Standard
102 Unknown

Tubulin  E=90.5% R*2=0.952 Slbpe=-3.573 y-int=35.408
Actin E= Slops=-2.468 y-in=26.283
ILib  E= Slops=-2.259 y-in=25.481
GAFDH  E= 35.3% R*2=1.000 Slops=1.423 y-in=15.216

|11 [xe

0 10 20 30 40 50
Cycles Log Scale

| Tubuin [ Actin ] IL1b  [] GAPDH

Step Number: | 3 ~

Vybér rezimu analyzy dat
» Postupuijte nasledovné:
B Vyberte Settings > Analysis Mode (Nastaveni > Rezim analyzy).

B Vyberte reZzim z rozbalovaci nabidky Analysis Mode (ReZim analyzy) na panelu nastroju.

Cykly pro analyzu

Pocet cykll pro analyzu muzete omezit. MUzete rovnéz analyzovat data z konkrétnich soubort cykl(.
Maximalni pocet cyklu, které Ize analyzovat, je 50.

Poznamka: Odstranéni cyklli na za¢atku pracovniho cyklu mize mit vyznamny dopad na
stanoveni zakladnich linii.

Jak omezit analyzu dat na konkrétni rozsah cyklt

1. Vyberte polozky Settings > Cycles to Analyze (Nastaveni > Cykly pro analyzu).
Otevre se dialogové okno Cycles to Analyze (Cykly pro analyzu).

2. Zadejte pocatecni a koncoveé hodnoty cyklu a kliknéte na OK.

Kliknéte na moznost Restore Defaults (Obnovit vychozi) v dialogovém okné Cycles to Analyze (Cykly
pro analyzu) pro navrat k cyklam, které byly pro analyzu pavodné pouzity.
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Nastroj pro vybér jamky

Nastroj pro vybér jamky

Nastroj pro vybér jamky slouzi k zobrazeni nebo skryti dat jamky v grafech nebo tabulkach v okné
Data Analysis (Analyza dat). V nastroji pro vybér jamky Ize vybrat pouze jamky naplnéné vzorkem.
Software pouziva pro jamky v nastroji pro vybér jamky barvy:

B Blue (Modra) — oznacuje vybrané jamky. Data z vybranych jamek se zobrazi v okné Data
Analysis (Analyza dat).

B Light gray (Svétle Seda) — oznacuje nevybrané jamky Data z nevybranych jamek se zobrazi v
okné Data Analysis (Analyza dat).

B Dark gray (Tmavé Seda) — oznacuje prazdné jamky.

Zobrazeni nebo skryti dat o jamce
» V nastroji pro vybér jamky postupuijte nasledovné:

B Chcete-li skryt jednu jamku, kliknéte na konkrétni jamku. Chcete-li tuto jamku zobrazit,
kliknéte na ni znovu.

B Chcete-li skryt vice jamek, pfetahnéte kurzor pfes jamky, které chcete vybrat. Chcete-li tyto
jamky zobrazit, znovu kurzor pfetahnéte.
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Kapitola 9 Pfehled analyzy dat

B Kliknutim na levy horni roh desti¢ky skryjete vSechny jamky. Pro vybér v8ech jamek kliknéte
znovu na levy horni roh.

B Kliknutim na za¢atek sloupce nebo fadku skryjete pfislusné jamky. Klepnutim na sloupec
nebo fadek znovu jamky zobrazite.
Polozky nabidky nastroje pro vybér jamek po kliknuti pravym
tlacitkem mysi

Tabulka 17 obsahuje seznam moznosti dostupnych v zobrazeni nastroje pro vybér jamek po kliknutim
pravym tlac¢itkem mysi.

Tabulka 17. Polozky nabidky nastroje pro vybér jamek po kliknuti pravym tlac¢itkem mysi

Polozka Funkce

Well XX (Jamka XX) Zobrazi pouze tuto jamku, odstrani tuto jamku z nahledu, nastavi
barvu této jamky nebo vyjme tuto jamku z analyzy.

Selected Wells (Vybrané Zobrazi pouze tyto jamky, odstrani tyto jamky z nahledu, nastavi
jamky) (kliknout pravym barvu téchto jamek, nebo vyjme tyto jamky z analyzy.
tlacitkem mysi a pretahnout)

Copy (Kopirovat) Zkopiruje obsah jamky do schranky, véetné typu vzorku a
volitelného Cisla replikace.

Copy as Image (Kopirovat jako Zkopiruje zobrazeni nastroje pro vybér jamek jako obrazek.

obrazek)

Print (Tisk) Vytiskne zobrazeni nastroje pro vybér jamek.
Print Selection (Vytisknout Vytiskne aktualni vybér.

vybér)

Export to Excel (Export do Exportuje data do tabulky Excel.

aplikace Excel)

Export to Csv (Export do Exportuje data jako textovy dokument.

souboru CSV)

Export to Xml (Export do Exportuje data jako dokument ve formatu .xml.

souboru XML)

Well Labels (Stitky jamek) Zmeéni Stitky jamek na Sample Type (Typ vzorku), Target Name

(Nazev cile), nebo Sample Name (Nazev vzorku).
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Nastroj pro vybér jamky

Docéasné vyloucéeni jamek z analyzy

Jak docasné vyloucit jamky z analyzy dat

1.  Kliknéte pravym tlacitkem mysi na nastroj pro vybér jamky. Pro vylouc€eni vice jamek tyto jamky,
trasy nebo body zvyraznéte tak, Ze na né kliknete pravym tlacitkem my3i a pfetahnete je.

2. Znabidky po kliknuti pravym tla¢itkem mysi vyberte pfisluSnou moznost:

Well > Exclude Well (Jamka > Vyloucit jamku)
Selected Wells > Exclude from Analysis (Vybrané jamky > Vylougit z analyzy)

Selected Traces > Exclude these wells from Analysis (Vybrané trasy > Vyloucit tyto jamky z
analyzy)

L A j J// T Page Setup... Exclude Well F3 From Analysis 1, |
et it o810 oS8 e 8 o8

° 0 2 30 Show Point Values Lo e 355% Rn0988 Sapee- 380 e 25
Cycles ——  GAPDH = 059% R*3e1 000 Siopee-3 23 jIm=35 216

Amplification » Standard Curve »

Well F3, Tubulin 3 View Only Well F9

Copy Remove Well F9 From View

Save Image As... Set Color...

Set Scale to Default

| Tubulin Actin IL1b GAPDH

Chart Settings... Step Number: (3 v

Pfipadné pokud chcete trvale odejmout jamky z analyzy, vymazte obsah jamek v nastroji Plate
Editor (Editor desticek) tak, Ze kliknete na tlacitko Clear Wells (Vymazat jamky).

Dulezité: Obsah kazdé vymazané jamky musite znovu zadat.

Jak zahrnout vylouéenou jamku

» Kliknéte pravym tlagitkem mysi na pfisluSnou jamku v nastroji pro vybér jamek a vyberte polozky
Well > Include Well in Analysis (Jamka > Zahrnout jamku do analyzy).

Navod k pouziti | 177



Kapitola 9 Pfehled analyzy dat

Grafy

Kazdy graf v okné Data Analysis (Analyza dat) zobrazuje data v riznych diagramech a zahrnuje
moznosti pro Upravu a export dat nebo grafickych prvkud grafu.

Spole¢éné polozky nabidky pro grafy po kliknuti pravym
tlacitkem mysi

Tabulka 18 uvadi polozky nabidky pravym tlacitkem mysi, které jsou k dispozici v grafech. Nékteré
dostupné polozky jsou k dispozici pro vS§echny grafy a tyto poloZky Ize pouzit ke zméné zobrazeni dat
nebo k snadnému exportu dat z grafu.

Tabulka 18. Polozky nabidky pro grafy po kliknuti pravym tlacitkem mysi

Polozka Funkce

Copy (Kopirovat) Zkopiruje graf do schranky.

Save Image As (Ulozit UlozZi obrazek v ur€ené velikosti, rozliSeni a typu souboru. Dostupné
obrazek jako) formaty obrazki jsou PNG (vychozi), JPG a BMP.

Page Setup (Nastaveni Nahled a vybér nastaveni stranky pro tisk.

stranky)

Print (Tisk) Vytiskne graf.

Set Scale to Default Po zvétSeni grafu vrati graf do vychoziho zobrazeni.

(Nastavit méfitko na

vychozi)

Chart Options (Moznosti Otevre okno Chart Options (Moznosti grafu) pro zménu grafu, véetné
grafu) zmény nazvu, vybéru limitll pro osy x a y, zobrazeni rastrovych ¢ar a

mensich zaskrtnuti v osach.

Poznamka: Polozky nabidky, které se vztahuji na konkrétni grafy, jsou popsany v Kapitola 10,
Podrobnosti o analyze dat.
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Grafy

Kopirovani dat z grafi do schranky

Obsah nahledu grafu miZzete kopirovat a vloZit jej do jakékoliv aplikace, ktera umi pracovat s
bitmapovymi obrazovymi soubory.

Jak kopirovat data z grafti do schranky
1. Znabidky grafu po kliknuti pravym tlacitkem mysi vyberte moznost Copy (Kopirovat).
2. Otevrete aplikaci, ktera umi pracovat s bitmapovymi obrazky, napfiklad Microsoft Word.

3. Kliknéte pravym tlacitkem mysi a vyberte moznost Paste (Vlozit) pro vlozeni bitmapového
obrazku ze schranky do aplikace.

Uprava zakladniho nastaveni prahti

V rezimu Single Threshold (Jeden prah) muzete upravit prah pro fluorofor tak, ze kliknete na fadek s
prahem v grafu Amplification (Amplifikace) a svisle kurzor posunete. Pfipadné muZzete stanovit pfesny
prah pfekro€eni pro vybrany fluorofor.

Tip: Na karté Data Analysis (Analyza dat) v nabidce User > User Preferences (Uzivatel >
Uzivatelské predvolby) mizete urcit rozsah cyklu, abyste stanovili vychozi uroven pro vSechny
datové soubory.

Jak nastavit pocatec¢ni a koncovy vychozi cyklus pro kazdou jamku

1. Nakarté Quantification (Kvantifikace) vyberte jeden fluorofor pod grafem Amplification
(Amplifikace).

2. Znabidky grafu po kliknuti pravym tlaCitkem mysSi vyberte Baseline Threshold (Vychozi prah).

Otevre se dialogové okno Baseline Threshold (Vychozi prah).
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Baseline Threshold

Baszeline Cycles
®) Auto Calculated
() User Defined Bold indicates a changed value.
Wel & Rur o B3Eene g Baeie o
1 [ar Jsver 2 17 =
2 |AD2 SYBR 2 17
3 |AD3 SYBR 2 17
4 |AD4 SYBR 2 i
5 |AD5 SYBR 2 i
€ |ADG SYBR 2 12
7 |AD7 SYBR 2 ]
8 |ADB SYBR 2 10
9 |ADS SYBR 2 12
10 |A10 SYER 0 R
CEE i :
Reset All User Defined Values
Single Threshold
() Auto Calculated:  1424.30
®) UserDefined:  |1700.00 :
OK Cancel

3. V ¢&asti Baseline Cycles (Vychozi cykly) postupujte nasledovné:

B Provybérjedné jamky kliknéte na Cislo jejiho fadku.

B Pro vybér nékolika sousednich jamek kliknéte na Cislo Fadku prvni jamky a tahnéte v sloupci

doll az k posledni jamce.

B Pro vybér nékolika jamek, které se nenachazeji vedle sebe, stisknéte klavesu Control a
kliknéte postupné na Cisla radkl vSech cilovych jamek.

B Pro vybérvSech jamek kliknéte na levy horni roh tabulky.

4. Upravte vychozi poatecni cyklus a vychozi koncovy cyklus pro vSechny vybrané jamky, popr.
zmeénite Cislo pocatecniho a koncového cyklu v dolni ¢asti tabulky.

Tip: Pro navrat nastaveni na posledni uloZzené hodnoty kliknéte na poloZku Reset All User
Defined Values (Resetovat vSechny hodnoty definované uzivatelem).

5. Proulozeni zmén a navrat ke grafu kliknéte na OK.

Jak stanovit rozsah cyklu pro vSechny datové soubory

» V okné Home (Domu) nebo Plate Editor (Editor desti¢ek) vyberte User > User Preferences
(Uzivatel > Uzivatelské pfedvolby) a zvolte kartu Data Analysis (Analyza dat).
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Baseline_Threshold.png

Grafy

Razeni cilovych hodnot a dat vzorki
Poznamka: Tato moznost je k dispozici pouze v grafu exprese genu.

Ve vychozim nastaveni se seznamy Targets (Cile) a Samples (Vzorky) zobrazuji v abecednim poradi.
Dialogové okno Sort (Razeni) slouZi k fazeni zobrazeni v obraceném abecednim potadi nebo k
ruénimu pfesunuti vyrazu na jinou pozici v seznamu.

Razeni cilti a vzork(
1. Z nabidky grafu po kliknuti pravym tlagitkem mysi kliknéte na polozku Sort (Razeni).

Zobrazi se dialogové okno Gene Expression Chart Sorting (Razeni dat grafu exprese genu).

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ |ZA

Actin OHr
IL1Beta 1Hr
Tubulin 2Hr
dil-1
dil-2
dil-3
dil-4
dil-5
dil-6

CH{ERR )

QK Cancel

2. Vdialogovém okné kliknéte na polozku Z-A a sefadite seznam v obraceném abecednim poradi.
3. Chcete-li termin ru¢né presunout, vyberte jej a kliknéte na pfislusné tlacitko mezi grafy:
m  Kliknutim na Sipku nahoru nebo dolll pfesunete vybrany termin o jednu pozici.

m  Kliknutim na Sipku nahoru nebo dol{i pfesunete vybrany vyraz na zaatek nebo na konec
seznamu.

4. Kiliknutim na tla¢itko OK a uloZte zmény a vratte se na kartu Gene Expression (Exprese genu).
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ZvétSeni oblasti v grafu

Jak zvétsit oblast v grafu

» Kliknéte a pretahnéte kurzor pres graf a nasledné kliknéte na polozku Zoom (Lupa)*. Software
zméni velikost grafu a vystfedi jej na vybranou oblast.

Poznamka: * V pfipadé sloupcového grafu nemusite na vyskakovaci pfikaz Zoom (Lupa)
klikat.

Jak resetovat graf chart na piny nahled

» Kliknéte pravym tlacitkem mysi na graf a vyberte poloZzku Set Scale to Default (Nastavit méfitko
na vychozi).

Kopirovani grafu do souboru Microsoft

Datové grafy mlzete kopirovat do dokument( pro Microsoft Word, Excel nebo PowerPoint. Rozlieni
obrazku odpovida rozliSeni obrazovky, ze které byl obrazek ziskan.

Jak kopirovat grafy do souboru Microsoft

1.V okné Data Analysis (Analyza dat) vyberte moznost Copy (Kopirovat) z nabidky grafu po
kliknutim pravym tlaCitkem mysi.

2. Oteviete prazdny soubor Microsoft a vloZte obsah ze schranky.

Pripadné: Kliknéte na ikonu pro pfetazeni a pfetahnéte graf do souboru Microsoft.
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Tabulky

Tabulky

Tabulky zobrazené v nahledu Data Analysis (Analyza dat) obsahuji moznosti pro fazeni a pfenos dat.
MUizete sloupce fadit jednim z nasledujicich zptsobu:

B Kliknéte a pretahnéte sloupec do nové pozice ve vybrané tabulce.

B Profazeni dat ve vzestupném nebo sestupném pofadi kliknéte na zahlavi sloupce.
Jak sefadit az tfi sloupce dat v okné Sort (Razeni)

1. Kliknéte pravym tlagitkem mysi do tabulky a vyberte polozku Sort (Razeni).

2. Vdialogovém okné Sort (Razeni) vyberte nazev prvniho sloupce, ktery chcete sefadit. Sefadte
data ve vzestupném nebo sestupném poradi.

3. Vyberte druhy nebo tfeti sloupec k fazeni a zvolte moznost Ascending (Vzestupné) nebo
Descending (Sestupné).

4. Kliknéte na OK pro fazeni dat nebo na Cancel (Zrusit) pro ukon€eni fazeni.

Zvyraznéte data v pFisluSnych grafech a v nastroji pro vybér jamek tak, ze podrzite kurzor nad burikou.
Kliknéte do buriky pro zkopirovani a viozeni jejiho obsahu do jiného softwarového programu.

Bézné polozky nabidky pro tabulky po kliknuti pravym tlacitkem
mysSi

Tabulka 19 zobrazuje polozky nabidky po kliknuti pravym tlacitkem mysi dostupné v libovolném
zobrazeni tabulky.

Tabulka 19. Polozky nabidky pro tabulky po kliknuti pravym tlac¢itkem mysi

Polozka Funkce

Copy (Kopirovat) Zkopiruje obsah vybranych jamek do schranky a vlozi obsah do
tabulky, jako je Excel.

Copy as Image (Kopirovat jako Zkopiruje zobrazeni tabulky jako soubor obrazku a vlozi jej do
obrazek) souboru, ktery akceptuje soubor obrazku. Mize jit napfiklad o
textové, obrazkové nebo tabulkové soubory.

Print (Tisk) Vytiskne aktualni zobrazeni.
Print Selection (Vytisknout Vytiskne aktualni vybér.
vybér)

Navod k pouziti | 183



Kapitola 9 Pfehled analyzy dat

Tabulka 19. Polozky nabidky pro tabulky po kliknuti pravym tla¢itkem mysi, pokracovani

Polozka Funkce

Export to Excel (Export do Exportuje data do tabulky Excel.
aplikace Excel)

Export to CSV (Export do Exportuje data oddélené ¢arkou do souboru (.csv).
souboru CSV)

Export to Xml (Export do Exportuje data do souboru Xml.

souboru XML)

Export to Html (Export do Exportuje data do souboru Html.

souboru HTML)

Find (Najit) Vyhleda text.

Sort (Razeni) Sefadi data az do tfech sloupcu.

Select Columns (Vybrat Vybere sloupce, které budou zobrazeny v tabulce.
sloupce)
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Export

Export

Software CFX Manager Dx obsahuje ¢tyfi moznosti exportu z rozeviraci nabidky Export:
B Export All Data Sheets (Export vSech tabulek)

B Custom Export (Vlastni export)

B Exportto LIMS (Export do LIMS)

B Seegene Export (Export pro Seegene)

Export vSech tabulek

VSechny nahledy tabulek z kazdé karty softwaru Software CFX Manager Dx mUzete exportovat do
jednotlivych soubor(.

Jak exportovat vSechny tabulky

» Vyberte Export > Export All Data Sheets (Exportovat > Exportovat vSechny tabulky) a poté
vyberte typ souboru, ktery chcete:

B CSV(*.csv)

B Text (*.txt)

®  Excel 2007 (*.xIsx)
B Excel 2003 (*.xls)

m XML (*.xml)
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Tvorba viastniho souboru pro export
Vytvoreni vlastniho souboru pro export

1. Vyberte polozky Export > Custom Export (Exportovat > Vlastni export). Zobrazi se dialogové
okno Custom Export (Vlastni export).

Custom Export

Export Format: | CSV (*csv)

<

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
] Well Well
Fluerophore Fluarophore
Target Name Target Name
Contert gomelnt N
Replicate Number ampie fiams
Sample Name
Biological Set Name
Well Note

Cqg
Starting Quartity

OORIOREEE

[ L e

o

uartification

Cg

Starting Quantity

Cg Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

it Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Pesk Begin Temperature
Melt Peak End Temperature
End Paint

] End Poirt Cal
[ End RFU

IKIE

=
@

Customize Column Names...

Set as Default Configuration

o

2. Zrozeviraciho seznamu, ktery se objevi, vyberte format exportu.
3. ZaSkrtnéte policka u polozek, které chcete exportovat.

4. (VoliteIné) Chcete-li zmeénit nazvy sloupcu, kliknéte na tlacitko Customize Column Name (Upravit
nazvy sloupcu).

5. Kliknéte na polozku Export (Exportovat). Otevfe se dialogové okno Save As (UlozZit jako).

6. Vdialogovém okné Save As (Ulozit jako) uvedte nazev souboru a umisténi, do kterého se
exportovany soubor ulozi.

7. Kliknutim na OK se exportovany soubor ulozi.
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Export

Export do slozky LIMS

Muzete data exportovat do souborového formatu kompatibilniho s LIMS.

Jak exportovat data ve formatu LIMS

1. Vyberte polozky Export > Export to LIMS Folder (Exportovat > Export do sloZky LIMS).
Otevre se dialogové okno Save As (Ulozit jako).

2. Vdialogovém okné Save As (Ulozit jako) uvedte nazev souboru a umisténi, do kterého se
exportovany soubor ulozi.

3. Kliknutim na OK se exportovany soubor ulozi.

Export dat ve formatu Seegene

Data ze vSech nahledu tabulek miizete exportovat do soubort aplikace Excel, jejichz struktura je
upravena konkrétné pro pouZiti spole€nosti Seegene, Inc.

Jak exportovat data ve formatu Seegene
1. Vyberte Export > Seegene Export (Exportovat > Export pro Seegene).
Otevre se dialogové okno Save As (Ulozit jako).

2. Vdialogovém okné Save As (Ulozit jako) uvedte umisténi slozky, do které se exportované
soubory aplikace Excel (.xIsx) ve formatu Seegene ulozi.

3. Kliknutim na OK se exportované soubory uloZi.

Navod k pouziti | 187



Kapitola 9 Pfehled analyzy dat

188 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Kapitola 10 Podrobnosti o analyze dat

V softwaru CFX Manager Dx v okné Data Analysis (Analyza dat) je nékolik zalozek, z nichz Ize
prohlizet data. Tato kapitola podrobné vysvétluje tyto zalozky.

Tip: V okné Data Analysis (Analyza dat) mizete pomoci nabidky View (Zobrazit) vybrat, které
karty se maji zobrazit. Vlastni rozloZeni se ulozi s datovym souborem.
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Karta Quantification (Kvantifikace)

Pomoci dat na karté Quantification (Kvantifikace) nastavite podminky analyzy dat, v€etné vychoziho
nastaveni pro jednotlivé jamky a nastaveni prahl. Karta Quantification (Kvantifikace) zobrazuje data v

téchto Ctyfech nahledech:

m  Graf Amplification (Amplifikace) — zobrazuje relativni jednotky fluorescence (RFU) pro kazdou
jamku pfi kazdém cyklu. Kazda trasa v grafu pfedstavuje data z jednoho fluoroforu v jedné jamce.

B Standard curve (Standardni kfivka) — objevi se pouze v pfipadé, Ze pracovni cyklus obsahuje
jamky oznacené jako standardni typ vzorku (Std (Standardni)). Standardni kfivka zobrazuje
prahovy cyklus zaznamenany oproti zaznamu poc€ate¢niho mnozstvi. Legenda ukazuje ucinnost

reakce (E) pro kazdy fluorofor v jamkach se standardnim typem vzorku.

®  Nastroj pro vybér jamky — vybere jamky s daty o fluorescenci, které chcete zobrazit.

B Tabulka —zobrazi tabulku dat shromazdénych ve vybranych jamkach.

P Dsta Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 1.pcrd
File View Settings Export  Tools €2 piate setup v|f‘- Fluorophore | ?
QGuantification Quantfication Data EE Gene Expression {é} Custom Data View ac B Run Information

Amplification El ‘Standard Curve |

10t N
] 4 Log Starting Quantity

0 sean

@ 50
Cycles 55 Seae

Unkroun
AN E- S R2-0SESipe S5 -5 08

Step Number: |3

Wel ) Fuor &|Target | Cortent (| Sample 0| Ca (1]
F03 FAM  Tubdin Sl a1 ’
04 FAM Tubdin  Sd2 2
FO5 FAM Tubdn 53 di3
F05  FAM  Tubuin 54 di
07 FAM  Tubdin S5 di5
F08 FAM  Tun 56 dis
F09 FAM  Tubdin 57 a7
[ERI T
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Moznosti pro fluorofor

Pro zobrazeni dat o fluoroforu v grafech a tabulkach na karté Quantification (Kvantifikace) vyberte
cilové fluorofory pod grafem Amplification (Amplifikace). Pro skryti dat o fluoroforu v okné analyze dat

odznacte prisludné zaskrtavaci policko.
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Karta Quantification (Kvantifikace)

Dialogové okno Trace Styles (Styly trasovani)

Pomoci dialogového okna Trace Styles (Styly trasovani) muzete upravit vzhled tras pfi amplifikaci a
grafl kfivek tani na kartach Quantification (Kvantifikace) a Melt Curve (Kfivka tani). Nasledné muzete
zobrazit nahled zmén v nastroji pro vybér jamek, ktery naleznete v dialogovém okné Trace Styles
(Styly trasovani).

Jak upravit styly trasovani

1. Na grafu Amplification (Amplifikace) vyberte pouze jeden fluorofor.

2. Oteviete dialogové okno Trace Styles (Styly trasovani) jednim z nasledujicich zpusob:
B Kliknéte na Trace Styles (Styly trasovani) v grafu Amplification (Amplifikace).

BV panelu nabidek Data Analysis (Analyza dat) vyberte polozky Settings > Trace Styles
(Nastaveni > Styly trasovani).

B Kliknéte pravym tladitkem na trasu a vyberte Trace Styles (Styly trasovani).

Otevre se dialogové okno Trace Styles (Styly trasovani).

Trace Styles

Fluorophore: Wells Calor Symbal
<] [t v -

Selected Wells: ~

Color Quick Set
‘ Random by Well | | Random by Replicate ‘ | Use Auor Colors ‘ | Use Target Colors | | Use Sample Colors |

Well Labels: @ Sample Type () Target Name () Sample Name () Symbol

=]

0K Cancel

3.V nastroji pro vybér jamek v doInim podokné dialogového okna Trace Styles (Styly trasovani)
vyberte konkrétni sadu jamek. Pfipadné vyberte jamky obsahujici jeden typ vzorku v rozeviracim
nabidce ve sloupci Wells (Jamky).
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4. Postupujte nasledovné:
B Pro vybér barvy pro vybrané jamky kliknéte na poli¢ko ve sloupci Color (Barva).
B Pro pfifazeni symbolu vybranym jamkam vyberte symbol z rozeviraciho seznamu Symbol.
B Pro rychlé vybarveni jamek podle $titku tlagitka kliknéte na pFislusny rychly vybér:
Random by Well (Nahodné podle jamky)
Random by Replicate (Nahodné podle replikace)
Use Fluor Colors (Pouzit barvy fluoru)

Use Target Colors (Pouzit barvy cil()

O o O o O

Use Sample Colors (Pouzit barvy vzorku)
B Pro pfifazeni stitkG jamek vyberte moznost Sample Type (Typ vzorku), Target Name (Nazev
cile), Sample Name (Nazev vzorku) nebo Symbol.
Moznost Log Scale (Logaritmické méritko)

Vyberte Log Scale (Logaritmické méfitko) pod grafem Amplification (Amplifikace) pro zobrazeni tras
fluorescence v semilogaritmickém méfitku:

Amplification El

wt ————————————————————— ;

Cycles Log Scale

Tip: Pro zvétSeni jakékoliv oblasti grafu pfetahnéte kurzor pfes cilovou oblast. Pro navrat na plny
nahled kliknéte pravym tla¢itkem mysi na graf a vyberte moznost Set Scale to Default (Nastavit
méfitko na vychozi).
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Graf Standard Curve (Graf standardnich krivek)

Software vytvofi graf Standard Curve (Graf standardnich kfivek) na karté Quantification
(Kvantifikace), jestlize data zahrnuji typy vzorku definovanych jako Std alespon pro jeden fluorofor v
pracovnim cyklu.

G
[
[ ]

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Sundad
x Linknoan

—  FAM = 020 RA2=0.205 Slope=-3 55 y-In=35.508

——  HEM  E=042% FAZ=0.00E Zlope=-3.468 y-Int=26.253

raf Standard Curve (Graf standardnich kfivek) zobrazuje nasledujici informace:
Nazev kazdé kfivky (fluorofor nebo cil).
Barvu kazdého fluoroforu nebo cile.

Uginnost reakce (E). Pomoci této statistiky miizete optimalizovat multiplexovou reakci a vyvazit
data pro standardni kfivku.

Poznamka: Uginnost reakce popisuje, jaka 8ast vaseho cile se produkuje pFi kazdém cyklu
protokolu. 100% Gginnost znamena, Ze kazdym cyklem svUj cil zdvojnasobite.

Koeficient stanoveni, R? (zapsany jako R*2). Pomoci této statistiky mtZete urdit, jak presné
kfivka popisuje data (jeji pfesnost).

Smérnice

Useky
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Moznosti nabidky grafu Amplification (Amplifikace)

Kromé spoleénych moznosti nabidky grafli po kliknuti pravym tlagitkem mysi (viz Spole¢né polozky
nabidky pro grafy po kliknuti pravym tlacitkem mysi na strané 178) obsahuje Tabulka 20 seznam
moznosti nabidky dostupnych pouze v grafu Amplification (Amplifikace).

Poznamka: Graf Standard Curve (Graf standardnich kfivek) nabizi pouze spole¢né moznosti
nabidky po kliknuti pravym tlacitkem mysi.

Tabulka 20. Polozky nabidky grafu Amplification (Amplifikace) po kliknuti pravym a levym

tlacitkem mysi

Moznosti nabidky

Show Threshold Values
(Zobrazit hodnoty praht)

Funkce

Zobrazi hodnotu prahu pro kazdou kfivku amplifikace v grafu.

Trace Styles (Styly trasovani)

Otevie okno Trace Styles (Styly trasovani) pro zmény styld
trasovani na kartach Quantification (Kvantifikace) a Melt Curve
(Kf¥ivka tani).

Baseline Thresholds (Vychozi
prahy)

Otevre okno Baseline Thresholds (Vychozi prahy) po zménu
zakladni linie nebo prah pro kazdy fluorofor (zmény se zobrazi v
grafu Amplification (Amplifikace) na karté Quantification
(Kvantifikace)).

Tabulka na karté Quantification (Kvantifikace)

Tabulka 21 definuje data zobrazena v tabulce na karté Quantification (Kvantifikace).

Tabulka 21. Obsah tabulky na karté Quantification (Kvantifikace)

Informace

Well (Jamka)

Popis

Pozice jamek na desticce

Fluor (Fluorofor)

Detekovany fluorofor

Target (Cil) Nazev cile pro jamky nactené v nastroji Plate Editor (Editor
desticek)
Content (Obsah) Kombinace typu vzorku (povinny) a &isla replikace (volitelné)

nactenych v nastroji Plate Editor (Editor desti¢ek)
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Karta Quantification (Kvantifikace)

Tabulka 21. Obsah tabulky na karté Quantification (Kvantifikace), pokrac¢ovani

Informace Popis

Sample (Vzorek) Nazev vzorku v jamkach nacétenych v nastroji Plate Editor (Editor
desticek)

Cq Kvantifikaéni cyklus pro kazdou trasu

Zména cile, obsahu nebo dat vzorku

MUzete ménit data ve sloupcich pro cil, obsah a vzorek tak, Ze upravite soubor desticky pomoci
nastroje Plate Editor (Editor desti€ek) i po provedeni experimentu.

Jak zménit data ve sloupcich pro cil, obsah a vzorek

» Pro otevieni nastroje Plate Editor (Editor desti¢ek) kliknéte na Plate Setup (Nastaveni desticky) a
vyberte View/Edit Plate (Zobrazit/upravit desti¢ku).
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Karta Quantification Data (Kvantifika€ni data)

Karta Quantification Data (Kvantifikani data) zobrazuje data kvantifikacni data shromazdéna v kazdé
jamce. Software CFX Manager Dx zobrazuje data ve ¢tyfech rdznych pohledech tabulky:

Results (Vysledky) — zobrazi tabulku dat. Toto je vychozi zobrazeni.
Standard Curve Results (Vysledky standardnich kfivek) — zobrazi tabulku dat standardni kfivky.
Plate (DestiCka) — zobrazi data v kazdé jamce jako mapu desticky.

RFU — zobrazuje mnozstvi RFU v kazdé jamce pro kazdy cyklus.

Vyberte kazdou tabulku z rozeviraciho seznamu, ktery se zobrazi pod kartou Quantification Data
(Kvantifika¢ni data).

Tabulka Results (Vysledky)

Tabulka Results (Vysledky) obsahuje data pro kazdou jamku na desticce.

File

Quantfication Quantification Data EHH Gene Exprassion E:EB Custom Data View ac E Run Information

Results ~ | Step Number: 3

View  Settings Export Tools E\atesatup'

Fluorophore ~|| 7

-
(s J

Wel ¢ Fuor & Taget & Cortert § Sample | Ca 0| CaMean §| CaStd. Dev § S‘E"‘”(gsg‘]ﬂ’““’ | |logStating /4]

Quartity
cvs GAPDH Unkn-1 BHr 17.14 1713 0.003 1911E+05 5281
BO5 o5 GAPDH Unkn2 T 17.07 17.09 0.024 1.993E+05 5300
BOG o5 GAPDH Unkn3  8Hr 17.08 17.08 0.035 1.980E+05 5.257
co4 o5 GAPDH Unkn-1 8Hr 17.13 17.13 0.003 1917E+05 5283
o5 o5 GAPDH Unkn2 T 17.12 17.09 0.024 1.937E+05 5.287
cos o5 GAPDH Unkn3  8Hr 1712 17.08 0.035 1.930E+05 5285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 8Hr 17.14 17.13 0.003 1.908E+05 5281
D05 o5 GAPDH Unkn2 T 17.08 17.09 0.024 1.988E+05 5.298

Poznamka: VSechny vypocty Std. Dev (Smérodatna odchylka) plati pro skupiny replikaci
pfifazené jamkam v okné Plate Editor (Editor destiek). Vypocty zprameéruji hodnotu Cq pro
kazdou jamku ve skupiné replikaci.

Tabulka 22 definuje data, ktera se objevi v tabulce Results (Vysledky).

Tabulka 22. Obsah tabulky Results (Vysledky)

Informace Popis
Well (Jamka) Pozice jamek na desti¢ce
Fluor (Fluorofor) Detekovany fluorofor
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Karta Quantification Data (Kvantifikacni data)

Tabulka 22. Obsah tabulky Results (Vysledky), pokra¢ovani

Informace Popis

Target (Cil) Nazev cile amplifikace (genu)
Content (Obsah) Typ vzorku a Cislo replikace
Sample (Vzorek) Popis vzorku

Biological Set Name (Nazev
biologického souboru)

Nazev biologického souboru

Cq Kvantifika¢ni cyklus

Cq Mean (Prameér Cq) Pramér kvantifikacniho cyklu pro skupinu replikaci

Cq Std. Dev (Smérodatna Smérodatna odchylka kvantifikaéniho cyklu pro skupinu replikaci
odchylka Cq)

Starting Quantity (SQ) Odhad pocate€niho mnozstvi cile

(Pocate¢ni mnozstvi (SQ))

Log Starting Quantity (Zdznam

pocatecniho mnozstvi)

Zaznam pocatecniho mnozstvi

SQ Mean (Pramér SQ)

Primér pocatecniho mnozstvi

SQ Std. Dev (Smérodatna
odchylka SQ)

Smérodatna odchylka po¢ate¢niho mnozstvi napfic¢ replikacemi
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Tabulka Standard Curve Results (Vysledky standardnich krivek)

Tabulka Standard Curve Results (Vysledky standardnich kfivek) zobrazuje vypogitané parametry
standardni kfivky.

Efi Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  View Settings Export  Tools Elate Setup - ._% | Flucrophore  ~ | ?
Quantification Quantffication Data !!H Gene Expression 5::? Custom Data View ac E Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber: 3

Fluor 4| Efficiency % Slope & Yntercept R"2 & =

95.93 3423 36216 1.000 B

FAM 9157 -3.531 35.593 0.955

HEX 5424 -1.468 36.863 0.598

Texas Red 96.86 -3.399 35.481 0.99%

=]
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Tabulka 23 definuje data, ktera se zobrazi v tabulce Standard Curve Results (Vysledky standardnich
kFivek).

Tabulka 23. Obsah tabulky Standard Curve Results (Vysledky standardnich krivek)

Informace Popis

Fluor (or Target) (Fluor (nebo Byl detekovan fluorofor (nebo cil)
cil))

Efficiency % (U&innost %) Uginnost reakce

Slope (Sklon) Sklon standardni kfivky
Y-intercept (Usek y) Bod, ve kterém kfivka protina osu y
RA2 Koeficient stanoveni
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Karta Quantification Data (Kvantifikacni data)

Tabulka Plate (Desticka)

Tabulka Plate (Desti¢ka) obsahuje mapu desti¢ek podle dat vzdy pro jeden fluorofor.

m Data Analy Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File View Setings Export Tools Plate Setup ~ | (55 | Fluorophore  ~ ||
Quantification Quartification Data !HH Gene Expression l'-ieg Custom Data View ac E Run Information
Plate ~ | Step Number: 3
Qutput: Content Sample Cg Starting Quartity
1 2 3 4 5 & 7
Content
Sampl
A ample
Cq
copy number
Cantent Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
I Sample 6Hr FHr 8Hr
Cq 2736 21 19.07
copy number 2.14e+02 | 6.60e+03 |4.78e+04
Cortent Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
c Sample BHr THr 8Hr
Cq 30.38 21 19.24
copy number 3.00e+01 | 6.58e+03 |4 27e+04
[i4 4 b »| FAM 4 HEX 4 Texas Red 4 Cy5 [[4] il
Completed ‘ Scan Mede: All Channels ‘ Plate Type: BR White

Pro zobrazeni dat pro konkrétni fluorofor

» Kliknéte na pfislusnou kartu ve spodni ¢asti tabulky.

Tabulka RFU

Tabulka RFU obsahuje namérené hodnoty relativnich jednotek fluorescence (RFU) pro kazdou jamku

zjisténé pfi kazdém cyklu pracovniho cyklu. Nahofe se v kazdém sloupci objevi islo jamky a vlevo od
kazdého fadku je uvedeno Eislo cyklu.

m Data Anal Gene bx i Time Course 3.pcrd

File View Settings Export Tools E\ate Setup ~ \i‘ Fluorophore

Quantfication Quantffication Data !HH Gene Expression {u:? Custom Data View ac Run Information

RFU ~ | Step Number: 3
Cycle B4 B5 B6 c4 c5

456 116 150 548 74
2 299 5001 565 00416 0989
3 150 0773 665 241 D154
4 629 324 562 DN8 137
5 502 266 365 175 386
6 -271 283 0862 384 317
7 801 0380 151 DS 406

4 4 b M| FAM 4 'HEX 4 Texas Red 4 Cy5

Completed ‘ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Karta Melt Curve (KFfivka tani)

Prohlaseni o vylouéeni odpovédnosti: SpoleCnost Bio-Rad neposkytuje Zadna prava pro pouziti
analyzy kfivky tani pfi analyze tani s vysokym rozliS§enim v oblasti humanni nebo veterinarni in vitro
diagnostiky. Kromé toho je povinnosti kupujiciho ziskat vSechna prava dusevniho vlastnictvi, ktera
mohou byt vyZadovana pro konkrétni aplikace.

Pro barviva vazajici DNA a necitelné hybridizacni sondy je fluorescence nejjasnéjsi, kdyz se dvé
vlakna DNA ochlazuji. Proto kdyz teplota pfi tani stoupa (T,,,), fluorescence klesa konstantni rychlosti
(konstantni sklon). U T,,, dochazi k dramatickému snizeni fluorescence se znatelnou zmé&nou sklonu.
Rychlost této zmény se stanovi vynesenim negativni prvni regrese fluorescence oproti teploté (-d
(RFU)/AT). Nejveétsi rychlost zmény fluorescence ma za nasledek viditelné vrcholy a pfedstavuje
hodnotu T,, komplexd dvouvlaknové DNA.

Software CFX Manager Dx vykresluje data RFU shromazdéna béhem kfivky tani jako funkci teploty.
Aby bylo mozné analyzovat data vrcholl tani, pfifazuje software kazdému vrcholu po¢atec¢ni a
koncovou teplotu pohybem sloupce prahovych hodnot. Dno plochy vrcholu je dano polohou sloupce
prahu tani. Platny vrchol musi mit minimalni vysku vzhledem ke vzdalenosti mezi sloupcem prahu a
vyskou nejvyssiho vrcholu.

Karta Melt Curve (Kfivka tani) zobrazuje hodnotu T, (teplota tani) amplifikovanych produktd PCR ve
Ctyfech pohledech:

B Melt Curve (Kfivka tani) — zobrazuje data v redlném €ase pro kazdy fluorofor jako hodnoty RFU
vzdy pro teplotu kazdé jamky.

B Melt Peak (Vrchol tani) — zobrazuje negativni regresi dat RFU vzdy pro teplotu kazdé jamky.
B Well selector (Nastroj pro vybér jamky) — zobrazi jamky pro zobrazeni nebo skryti dat.
B Peak spreadsheet (Tabulka vrcholu) — zobrazi data shromazdéna ve vybrané jamce.

Poznamka: Tabulka zobrazuje az dva vrcholy pro kazdou trasu. Chcete-li zobrazit vice
vrchol(, kliknéte na tlagitko na karté Melt Curve Data (Data kFivky tani).
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Karta Melt Curve (Kfivka tani)

GQuartfication GQuartfication Data Mek Curve Met Curve Data  gfjf] Gene Expression End Point {E? Custom Data View 2] ac  HE| Run Infomation

Melt Curve Welt Peak EI
2000 -
1500 e veetee i ]
o
Z 5
= )
2 & 1000
& K
500 Joooeie e M
t f t O e —
&0 7 80 « 80 70 30 90
Temperature, Celsius Temperature, Celsius
EA Actin - [ IL1Beta ] Tubulin Peak Typs: | Postive w|  Step Mumber: |7 ~
5 5 7 3 E] 0 | 1 12 Wel 9| Auor & Target ¢ Content ¢ Sample ¢ T“gf""p o
---- ---- F11 SYBR Tubulin S5td-11 dil-11 84.50
: ------------ iz VR [ [me a2 s
¢ Tunkt Tonkz Tunks T unka 1 [Foniz TFonke Ilomka ] L T, P s

Tabulka 24 na strané 201 definuje data, ktera se objevi v tabulce Melt Curve (Kfivka tani).

Tabulka 24. Obsah tabulky kfivky tani

Informace Popis

Well (Jamka) Pozice jamek na desti¢ce

Fluor Detekovany fluorofor

Content (Obsah) Kombinace typu vzorku a €isla replikatu

Sample (Vzorek) Nazev vzorku nacteny v nastroji Plate Editor (Editor
desticek)

Melt Temp (Teplota tani) Teplota vrcholu tani pro kazdou jamku

Poznamka: V tabulce se zobrazuji pouze dva nejvyssi

vrcholy.
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Uprava dat Melt Curve (Kfivka tani)
Uprava dat Melt Curve (KFivka tani)

» Postupujte nasledovné:

B Kliknéte a pfetahnéte prah pruhl v grafu Melt Peak (Vrchol tani) a zahrrite nebo vylucte
vrcholy v analyze dat.

B Vyberte Positive (Pozitivni) v rozeviraci nabidce, aby se zobrazila data tabulky Peaks
(Vrcholy) nad fadkem Melt Threshold (Prah tani), nebo vyberte Negative (Negativni), chcete-
li zobrazit tabulkova data vrcholl pod hranici limitu tani.

B Otevrete okno Trace Styles (Styly trasovani) a zmérite barvu tras v grafech Melt Curve
(KFivka tani) a Melt Peak (Vrchol tani).

B Vyberte &islo v nastroji pro vybér Step Number (Cislo kroku) a zobrazte data v kfivce Melt
Curve (Kfivka tani) v dalSim kroku protokolu. Seznam obsahuje vice nez jeden krok, pokud
protokol obsahuje ¢teni destiCek ve vice nez jednom kroku kfivky tani.

B Vyberte jamky v selektoru jamek a zaméfte se na podmnoziny dat.

B Vyberte skupinu jamek pro zobrazeni a analyzu podmnoziny jamek v desti¢ce. V rozeviraci
nabidce Well Group (Skupina desti¢ek) v panelu nastrojli vyberte jednotlivé skupiny podle
nazvu.
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Karta Melt Curve Data (Data kfivky tani)

Karta Melt Curve Data (Data krivky tani)

Karta Melt Curve Data (Data kfivky tani) obsahuje data z karty Melt Curve (Kfivka tani) v nékolika
tabulkach, které zahrnuji vSechny vrcholy tani pro kazdou trasu. Software CFX Manager Dx nabizi
Ctyfi moznosti tabulek pro zobrazeni dat kFivky tani:

B Melt Peaks (Vrcholy tani) — zobrazi vSechna data, véetné vSech vrcholu tani, pro kazdou trasu.
Toto je vychozi zobrazeni.

B Plate (Desti¢ka) — zobrazi nahled dat a obsah kazdé jamky na desticce.
B RFU - zobrazi mnozstvi RFU pfi kazdé teploté pro kazdou jamku.

B -d(RFU)/dT —zobrazi zapornou rychlost zmény RFU béhem zmén teploty (T). Toto je prvni
regresni graf pro kazdou jamku na desti¢ce.

Vyberte kazdou tabulku z rozeviraciho seznamu pod kartou Melt Curve Data (Data kFivky tani).

Tabulka Melt Peaks (Vrcholy tani)

Tabulka Melt Peaks (Vrcholy tani) obsahuje vSechna data o kfivce tani.

fff| Quantification Quantification Data Melt Curve ﬂ‘g Met Curve Data HHH Gene Expression End Point é::.? Custom Data View
Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

Well { Fuor & Taget ¢} Cortent {} Sample TemEilture | Peak Height ¢ TEFE:EQ'EUE O TemEnevdEnure &
SYBR  Actin Unkn-1 OHr 84.00 1497.19 78.00 82,50
A2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 2400 142657 7850 54 .00
Al3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1459253 78.50 91.00
BO1 SYBR Actin Unken-1 OHr 24.00 140872 78.50 52.50
BO2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 84.00 1510.77 78.00 89.00
BO3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 24.00 145325 78.00 88.50
c SYBR Actin Unkn-1 OHr 84.00 1521.98 78.50 91.50
Cco2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 24.00 161879 78.00 50.00
Cco3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1581.56 78.00 89.00
D01 SYBR Actin Std-1 dil-1 84.00 1100.08 79.00 54.00

Tabulka 25 na strané 204 definuje data, ktera se objevuji v tabulce Melt Peaks (Vrcholy tani).
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Tabulka 25. Obsah tabulky Melt Peaks (Vrcholy tani)

Informace Popis

Well (Jamka) Pozice jamek na desti¢ce

Fluor Detekovany fluorofor

Content (Obsah) Typ vzorku uvedeny v okné Plate Editor (Editor desticek)
Target (Cil) Cil amplifikace (gen)

Sample (Vzorek) Nazev vzorku uvedeny v okné Plate Editor (Editor desti¢ek)
Melt Temperature (Teplota tani) Teplota tani kazdého produktu, uvedena jako jeden vrchol

(nejvyssi) na fadek tabulky

Peak Height (Vyska vrcholu) Vyska vrcholu

Begin Temperature (Pocatec¢ni Teplota na zacatku vrcholu
teplota)

End Temperature (Koncova Teplota na konci vrcholu
teplota)

Tabulka Plate (Desti¢ka)

Tabulka Plate (Desticka) obsahuje data o kfivce tani ve formatu desticky.

Quartification Quantification Data Melt Curve Meft Curve Data HHH Gene Expression End Paint tc_\:.? Custom Data View
Plate ~| Step Number: 7 Peak Type: Posttive

Output - Content Sample Peak 1 Peak 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Cortent | Unkn-1 (| Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr

Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None

Poznamka: Pro Upravu vrcholu vyvolaného softwarem upravte fadek s prahem v grafu Melt Peak
(Vrchol téni) na karté Melt Curve (Kfivka tani).

Tabulka 26 na strané 205 definuje data, ktera se objevi v tabulce Plate (Desticka).
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Karta Melt Curve Data (Data kfivky tani)

Tabulka 26. Obsah tabulky Plate (Desticka)

Informace Popis

Content (Obsah) Kombinace typu vzorku (povinny) a &isla replikace (volitelné)
Sample (Vzorek) Popis vzorku

Peak 1 (Vrchol 1) Prvni vrchol tani (nejvyssi)

Peak 2 (Vrchol 2) Druhy (nizsi) vrchol tani

Tabulka RFU

Tabulka RFU obsahuje fluorescenci pro kazdou jamku pfi kazdém cyklu ziskanou v ramci kfivky tani.

Tabulka 27 definuje data, ktera se zobrazi v tabulce RFU.

Tabulka 27. Obsah tabulky RFU

Informace Popis

Well number (A1, A2, A3, A4, A5) (Cislo Pozice jamek na desticce pro zalozené jamky
jamky (A1, A2, A3, A4, A5))

Temperature (Teplota) Teplota tani amplifikovaného cile,
zaznamenana jako jedna jamka na jeden fadek
a nékolik jamek pro nékolik produktd ve stejné
jamce
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Tabulka -d(RFU)/dT

Tabulka -d(RFU)/dT obsahuje zapornou rychlost zmény RFU b&hem zmén teploty (T).

(ff] Quantification Quantification Data Melt Curve Met Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-i\u;? Custom Data View

d(RFU)AT ~ | Step Number: 7 Pesk Type: Positive

Temperature | Al 2 A3 Bl B2 B3 ci c2 c3 D1 D2 D3 D4 D5

W5 950 | 995 19 15 107 125 120 778 14| 103|121 114
5550 227 206 213 215 258 249 231 271 260 189 25 24 263 24
5600 210 1% 202 18 23 230 214 250 240 156 207 207 243 227
5650 210 1% 202 199 238 230 214 250 240 186 207 207 243 227
5700 210 180 202 189 238 230 214 250 240 156 207 207 243 27
5750 203 183 202 1% 23 229 213 250 239 154 206 206 242 227
5800 214 1@ 204 202 242 232 25 253 243 164 214 210 245 23
5850 222 200 20| 209 247 237 221 260 249 184 228 219 249 237

Tabulka 28 definuje data, ktera se objevi v tabulce -d(RFU)/dT.

Tabulka 28. Obsah tabulky -d(RFU)/dT

Informace Popis

Well number (A1, A2, A3, A4, A5) (Cislo Pozice jamek na desticce pro zalozené jamky
jamky (A1, A2, A3, A4, A5))

Temperature -d(RFU)/dT (Teplota -d Zaporna rychlost zmény RFU béhem zmén teploty (T)
(RFU)/T)
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Karta End Point (Koncovy bod)

Otevrete kartu End Point (Koncovy bod) pro analyzu koneénych relativnich jednotek fluorescence
(RFU) pro jamky se vzorkem. Software porovnava urovné RFU pro jamky s neznamymi vzorky s
urovnémi RFU pro jamky s negativnimi kontrolami a oznaci neznamy vzorek za pozitivni nebo
negativni. Pozitivni vzorky maji hodnotu RFU vys$si nez primérna hodnota RFU negativnich kontrol
plus cut-off hodnota.
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Pro analyzu dat koncovych bodd musi desti¢ka obsahovat negativni kontroly, jinak software nemuze
provést oznaceni. Spustte jeden z téchto dvou typl protokolu:

B Spustte protokol Quantification (Kvantifikace) — nastavte standardni protokol. Po dokonéeni cyklu
oteviete okno Data Analysis (Analyza dat), upravte nastaveni analyzy dat na karté Quantification
(Kvantifikace) a poté kliknéte na kartu End Point (Koncovy bod) pro vybér cyklu koncovych bodu.

B Spustte protokol End Point Only (Pouze koncovy bod) — nactéte protokol End Point Only (Pouze
koncovy bod) na karté Plate (Desti¢ka) okna Run Setup (Nastaveni cyklu), vyberte nebo vytvorte
desti¢ku a spustte cyklus

Karta End Point (Koncovy bod) obsahuje primérné hodnoty RFU, aby bylo mozné stanovit, zda byl cil
poslednim (koncovym) cyklem amplifikovan. Pomoci téchto dat uréete, zda se ve vzorku nachazi
konkrétni cilova sekvence (pozitivni). Pozitivni cile maji vy8Si hodnoty RFU nez vami definovana cut-
off hodnota.

Navod k pouziti | 207



Kapitola 10 Podrobnosti o analyze dat

Tip: Abyste vytvorili protokol koncového bodu, oteviete kartu Protocol (Protokol) (okno Run
Setup (Nastaveni cyklu)) a vyberte moznosti Run > End Point Only Run (Cyklus > Cyklus jen s
koncovym bodem).

Po ukon¢eni cyklu se datovy soubor otevie na karté End Point (Koncovy bod) , ktera je tvofena
témito Castmi:

B Settings (Nastaveni) — upravi nastaveni analyzy dat.
B Results (Vysledky) — zobrazi vysledky ihned po Upravé nastaveni.

B Well Selector (Nastroj pro vybér jamky) — vybere jamky s daty koncovych bodU, které chcete
zobrazit.

B RFU spreadsheet (Tabulka RFU) — zobrazi koncové RFU shromazdéné ve vybranych jamkach.

Data vysledku

Cast Results (Vysledky) zobrazuje nasledujici data:

B Lowest RFU value (Nejniz$i hodnota RFU) — nejnizSi hodnota RFU v datech
B Highest RFU value (Nejvy$Si hodnota RFU) — nejvysSi hodnota RFU v datech

B Negative Control Average (Prdmér negativnich kontrol) — primérna RFU pro jamky, které
obsahuji negativni kontroly

B Cut Off Value (Cut Off hodnota) — vypocita se pfidanim tolerance (RFU nebo Percentage
(Procenta) rozsahu uvedeného v nastaveni) a priméru negativnich kontrol. Vzorky s RFU, které
jsou vétSi nez mezni hodnota, se budou nazyvat ,Pozitivni“. Chcete-li nastavit hodnotu cutoff,
zmeénte RFU nebo Percentage of Range (Procento rozsahu)

Cut Off Value (Cut Off hodnota) se vypocte pomoci tohoto vzorce:
Cut Off hodnota = Primér negativnich kontrol + tolerance
Vyberte toleranci jednou z téchto metod:

B RFUs (vychozi) — vyberte tuto metodu pro pouZiti absolutni hodnoty RFU pro toleranci. Minimalni
hodnota tolerance RFU je 2. Maximalni hodnota je absolutni hodnota nejvyssi hodnoty RFU

celkového rozsahu RFU.

B Percent of Range (Procenta rozsahu) — vyberte tuto metodu pro pouziti procenta rozsahu RFU
pro toleranci. Minimalni procento rozsahu je 1 %. Maximalni procento rozsahu je 99 %. Vychozi
hodnota rozsahu je 10 %.
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Karta End Point (Koncovy bod)

Uprava analyzy dat koncovych bodti
Uprava analyzy dat na karté End Point (Koncovy bod)
» Postupuijte nasledovné:

B Zrozeviraciho seznamu vyberte fluorofor.

B Vyberte hodnotu End Cycle to Average (Koncovy bod k priiméru), abyste nastavili pocet
cykll, pomoci kterych se vypocita priimérny koncovy bod RFU.

B Vyberte RFU pro zobrazeni dat v jednotkach relativni fluorescence.

B Vyberte polozku Percentage of Range (Procenta rozsahu) pro zobrazeni dat jako procenta
rozsahu RFU.

B Vyberte jamky v selektoru jamek a zaméfte se na podmnoziny dat.

B Vyberte skupinu jamek pro zobrazeni a analyzu podmnoziny jamek v desti¢ce. V rozeviraci
nabidce Well Group (Skupina desti¢ek) v panelu nastroju vyberte kazdou skupinu podle
nazvu.

Tabulka RFU pro analyzu koncovych bodu

Tabulka 29 definuje data, ktera se objevuji v tabulce RFU na karté End Point (Koncovy bod).

Tabulka 29. Obsah tabulky End Point (Koncovy bod)

Informace Popis

Well (Jamka) Pozice jamek na desticce

Fluor Detekovany fluorofor

Content (Obsah) Kombinace typu vzorku a Cisla replikace

End RFU (Koncové RFU) RFU v cyklu koncového bodu

Call (Oznaceni) Pozitivni nebo negativni, kdy pozitivni vzorky maji hodnotu RFU vys$si nez
primérna RFU negativnich kontrol plus cut-off hodnota

Sample (Vzorek) Nazev vzorku nacteny v nastroji Plate Editor (Editor desti¢ek)
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Kapitola 10 Podrobnosti o analyze dat

Karta Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace)

Karta Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace) pfifazuje genotypy jamkam s neznamymi vzorky.
Pouzijte tyto udaje k identifikaci vzorkud s riznymi genotypy, véetné alely 1, alely 2, heterozygotu, bez
signalu (Zadna amplifikace) nebo neurcené.

Poznamka: Data pro alelickou diskriminaci musi pochazet z multiplexnich cyklu s alesporn dvéma
fluorofory. Kazdy fluorofor identifikuje jednu alelu ve v§ech vzorcich.
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Analyza alelické diskriminace vyzaduje nasledujici minimalni obsah jamek:

B Dva fluorofory v kazdé jamce

B Pfiklady NTC (no template control; kontrola bez templatu) pro optimalizovanou analyzu dat
Software CFX Manager Dx nabizi €tyfi moznosti zobrazeni alelickych diskriminaénich dat:

B Graf Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace) — zobrazuje data v grafu RFU pro alelu 1/ alelu
2. Kazdy bod grafu pfedstavuje data z obou fluorofor( v jedné jamce. Zaskrtnutim a zruSenim
zaskrtnuti policka Polar Coordinates (Polarni soufadnice) mizete pfepinat mezi kartézskymi a
polarnimi soufadnicemi. Kartézské soufadnice pfedstavuji RFU pro alelu 1 na ose x a RFU pro
alelu 2 na ose y. Polarni soufadnice predstavuji Uhel na ose x a vzdalenost mezi poc¢atkem a RFU
na ose y (median vSech NTC).
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Karta Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace)

B Well spreadsheet (Tabulka jamky) — zobrazuje alelicka diskriminacni data shromazdéna v kazdé
jamce desticky.

B Well selector (Nastroj pro vybér jamky) — vybere jamky s alelickymi daty, ktera chcete zobrazit.

B Selected Fluorophores panel (Panel vybranych fluorofori) — zméni popisky os x a y v grafu Allelic
Discrimination (Alelicka diskriminace), analyzovany cyklus a zda zobrazovat mapu signald.

Uprava dat pro alelickou diskriminaci

Software automaticky pfifadi genotyp jamkam s neznamymi vzorky na zakladé pozic NTC a uhlu a
vzdalenosti neznamych datovych bodd z NTC.

Uprava dat alelické diskriminace

» Postupuijte nasledovné:

B Chcete-li zobrazit polarni soufadnice, zaSkrtnéte poli¢ko v grafu Allelic Discrimination
(Alelicka diskriminace).

B Chcete-li zobrazit dalsi fluorofor, vyberte ho z rozeviraciho seznamu na panelu Selected
Fluorophores (Vybrané fluorofory).

B Chcete-li zménit signal, pfetahnéte ho pfes datové body v grafu Allelic Discrimination
(Alelicka diskriminace) a vyberte moznost v seznamu vybranych jamek:

O

O Oo o o O

Allele 1 (Alela 1)

Allele 2 (Alela 2)
Heterozygote (Heterozygot)
Undetermined (Neur€eny)
No Call (Bez signalu)

Auto Call (Automaticky signal)

Tip: Chcete-li se vratit k vychozimu signalu, vyberte moznost Auto Call (Automaticky
signal).
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Moznosti nabidky grafu

Kromé obecnych mozZnosti nabidky po kliknuti pravym tlagitkem mysi pro grafy (viz ast Spole¢né
polozky nabidky pro grafy po kliknuti pravym tlacitkem mysi na strané 178) uvadi Tabulka 30 moznosti
nabidky dostupné v grafu Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace).

Tabulka 30. Graf Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace) — moznosti nabidky po kliknuti
pravym nebo levym tlaitkem mysi

Moznosti nabidky Funkce

Zoom (Lupa) Zaméfi zobrazeni grafu na zvolenou oblast (kliknutim a pfetazenim
kurzoru do grafu).
Tip: Pokud chcete obnovit pfiblizeni na zobrazeni vSech
datovych bodu, kliknéte pravym tlacitkem mysi a vyberte
moznost Set Scale to Default (Nastavit méfitko na vychozi
nastaveni).

Well (Jamka) Pro vybranou jamku jsou k dispozici nasledujici moZnosti: zobrazit
pouze tuto jamku, odstranit jamku ze zobrazeni, nastavit barvu pro
tuto kfivku nebo tuto jamku vyloucit z analyzy.

Selected Wells (Vybrané jamky) Pro vybrané jamky (vybrané kliknutim a pfetazenim kurzoru v
grafu) jsou k dispozici nasledujici moznosti: zobrazit pouze tyto
jamky, odstranit jamky ze zobrazeni, nastavit barvu pro tyto kfivky
nebo tyto jamky vyloucit z analyzy.

Tabulka Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace)

Tabulka 31 definuje data, ktera se objevuiji v tabulce Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace).

Tabulka 31. Obsah tabulky Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace)

Informace Popis

Well (Jamka) Pozice jamek na desticce

Sample (Vzorek) Popis nazvu vzorku

Call (Signal) Urceni alely, véetné automatické alely 1, alely 2, heterozygotu, bez

signalu nebo neurcéené
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Karta Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace)

Tabulka 31. Obsah tabulky Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace), pokrac¢ovani

Informace Popis

Type (Typ) Auto (Automaticky) nebo manualné, popisuje, jak byl signal ziskan.
Automaticky oznacuje pfipad, kdy signal vybral software. Manualné
oznacuje pfipad, kdy signal vybral uzivatel.

RFU1 RFU pro alelu 1

RFU2 RFU pro alelu 2
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Karta Custom Data View (Vlastni zobrazeni dat)

Karta Custom Data View (Vlastni zobrazeni dat) zobrazuje soubézné nékolik podoken v
pfizpUsobitelném formatu.

Rozeviraci seznam Load a Preset View (Nacist pfednastavené zobrazeni) nabizi vybér Sablon
formata zobrazeni. Vychozi zobrazeni nezavisi na analyzovaném souboru. Napfiklad pokud jsou
pritomna data Melt Curve (Kfivka tani), objevi se vychozi zobrazeni Amp+Melt (Amplifikace+tani).
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Karta Custom Data View (Vlastni zobrazeni dat)

Vytvoreni vlastniho zobrazeni dat
Jak vytvorit vlastni zobrazeni dat
» Postupuijte nasledovné:
B Zrozeviraciho seznamu vyberte alternativni pfednastavené zobrazeni.
B Vyberte z rozeviraciho seznamu nahore v kazdém podokné jiny nahled grafu.
B Zménte pocet fadkul a sloupcu na karté.
B Zménte rozméry jednotlivého podokna. Pfetdhnéte sloupce na okraj kazdého podokna.

Pro ulozeni upravenych hodnot jako pfednastavené Sablony kliknéte na polozku Save as Preset
(Ulozit jako pfedvolbu). Pro vymaz, pfejmenovani nebo obnovu stavajicich pfednastavenych nahled
kliknéte na polozku Manage Presets (Spravovat pfedvolby).
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Karta QC (Kontrola kvality)

Karta QC (Kontrola kvality) vam umozriuje rychly pfistup ke kvalité dat pracovniho cyklu na zakladé
pravidel definovanych na karté QC (Kontrola kvality).

Software CFX Manager Dx nabizi Ctyfi moznosti zobrazeni dat QC (Kontrola kvality):

B Graf Amplification (Amplifikace) — zobrazi RFU pro kazdou jamku pfi kazdém cyklu. Kazda
trasa v grafu pfedstavuje data z jednoho fluoroforu v jedné jamce.

B QC rules table (Tabulka pravidel kontroly kvality) — zobrazi dostupna pravidla QC (Kontrola
kvality) a nastaveni definujici kazdé pravidlo. Pouzita pravidla QC (Kontrola kvality) jsou
oznaCena zaskrtnutim.

B Well selector (Nastroj pro vybér jamky) — vybere jamky s daty o fluorescenci, které chcete
zobrazit.

B QC rule summary pane (Souhrnny panel pravidel QC) — zobrazi vybrané pravidlo QC
(Kontrola kvality) a zvyrazni jamky, které pravidlo nesplfiuji.

@ Quantification Quantfication Data EEE Gene Expression 4!}' Custom Data View ac ﬁ Run Information

Amplifieation [~ Description QVake g Use §  Remts  ( Biclde o
Negative control with a Cq less 33 O
— NTC with a Cq less than 33 O
2 = // NRT with a Cq less than 33 O
& / Posttive control with a Cq greate 30 O
; ; : Unknown without a Cq O
/ / / / / / / : Standard without a Cq O
P Y S B : Efficiency greaterthan 100
0 0 = E) P ) Efficiency less than 500
Cycles Log Scale | |51q Curve R*2 less than 0.380
FAM HEX [ TexasRed []Cy5 Replicate group Cq Std Devare  0.20 FAMF3. HEX:F4, F6, F O

Negative control with a Cq less than 38
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Std1 || std2 || std3 || std4 || Stds || Stde || Std7

| std1 || stdz || stds || std4 || stds || stde |[ std7 |

No wells fail this GC Rule.

o nmooo®

Zména kritérii QC (Kontrola kvality)
Jak zménit kritéria QC (Kontrola kvality)

» Vyberte nebo odznacte zaskrtavaci policko Use (Pouzit) pro pravidlo, které chcete podle situace
zahrnout nebo odejmout z poloZky QC (Kontrola kvality).
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Karta QC (Kontrola kvality)

Vylouéeni jamek, které neprojdou testem QC (Kontrola kvality)

Software CFX Manager Dx zobrazuje sloupce, které nesplriuji kritéria QC (Kontrola kvality), ve sloupci
Vysledky v tabulce zdsad QC (Kontrola kvality) a v souhrnném podokné.

Vylouéeni jamek, které nespliuji kritéria QC (Kontrola kvality)

» Vyberte moznost Exclude Wells (Vylouéit jamky) pro kazdou jamku, kterou chcete vylougit.
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Karta Run Information (Informace o cyklu)

Karta Run Information (Informace o cyklu) zobrazuje protokol a dal$i informace o kazdém cyklu. Tato
karta slouzi k nasledujicim akcim:

Zobrazeni protokolu.
Zadani nebo uprava poznamek o cyklu.
Zadani nebo uprava ID nebo &arového kédu cyklu.

Zobrazeni udalosti, ke kterym mohlo dojit béhem cyklu. Tyto zpravy mohou pomoci pfi feSeni
problému.

Tip: Chcete-li kopirovat, exportovat nebo tisknout protokol, kliknéte na n&j pravym tlacitkem mysi.
Klepnéte pravym tlagitkem mysi do podoken Notes (Poznamky), ID/Bar Code (ID/Carovy kéd)
nebo Other (Jiné), chcete-li vyjmout, kopirovat, vlozit, odstranit nebo vybrat text.

Quantiication

Quantification Data

e BE] Runinfomation

{a Custom Data View

alll] Giene Expression

Protocol: CF_2stepdmpS0 1 min.prel Motes:
Mulliler Gene E xpression Example 5|
1 2 3 4
nificial Time course in which
50 50 Hes: [Actin] is constant a ~ 165 cps/in
o = Cy5 [Gapdh) is constant at ~ 166 cps/iun
00 o1 - Farn [Tubuli] increases 4 fold with time:
55.0 G E Texas Red (Ih) decreases 4 fold with time
1:00 0 W
=1 © L
o ]
D/Bar Code
2
€ Fra— Other:
Fun Started : 12/13/2007 12:31:47 PM
User : admin
1. 950C for 300 Run Type: User-dsfined

= 2 950C for 0:10 Flate File: Multi GE.phd

| 3 550 C for 1:00 S ample Vol : 25

[ + Plate Read Lid Temp: 105

L4 GOTO 2. 49 moetimes Dptical Head Serial Nurber

END Base 5erial Number : CC001095
CFX Manager Version : 1.0.956.1212
Completed Scan Mode: All Channels  Plate Type: BR White  Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Hlaseni z analyzy dat

Hlaseni z analyzy dat

Dialogové okno Report (Hlaseni) zobrazi informace o aktualnim datovém souboru v okné Data
Analysis (Analyza dat). Chcete-li otevfit hlaSeni, zvolte Tools > Reports (Nastroje > Hlasent).

Okno Report (Hlaseni) obsahuje nasledujici ¢asti:

B Nabidka a panel nastroju — poskytuje moznosti formatovani, ukladani a tisku hlaseni nebo

Sablony.

B Seznam moznosti (leva horni strana dialogového okna) — poskytuje moznosti zobrazeni v

hlaseni.

B Podokno moznosti (vlevo dole v dialogovém okné) — zobrazuje textova pole, do kterych mizete

zadat informace o vybrané mozZnosti.

B Podokno nahledu (prava strana dialogového okna) — zobrazuje nahled aktualniho hlaseni.

sion Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  Templates Format
HE SR
- Header S o
Report Information
Notes BIO-RAD
I [1Run Setup
--[#/] Run Information
- rotocol . -
Pt G Gene Expression Multiplex -
= [ Quantification
Time Course 3.pcrd
| e 08/18/2017 15:36
[ Tarcet Names Report Information
[ Samrle Names hd
= User : BioRad\admin
Title Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 perd
" Data File Path : C:\CFX-Maestro 1.1'PCRDs
|ene Expression Muttiplex - Time Course 3.pc|
Sub-Title
Well Group Name : All Wells
|Dg;1 8/201715:36 | Report Differs from Last Save : No
Mign: | Left w
Logo Run Setup
Run Information
Run Date : 12/13/2007 12:31
Run User : admin
Eec ool = Run Type : User-defined
Plate File - Multi GE pltd v
Update Report < >

Navod k pouziti | 219



Kapitola 10 Podrobnosti o analyze dat

Kategorie hlaseni z analyzy dat

Tabulka 32 obsahuje vSechny dostupné moznosti pro hldSeni z analyzy dat podle typu dat v okné Data
Analysis (Analyza dat).

Tabulka 32. Kategorie hlaseni z analyzy dat v seznamu moznosti

Kategorie Moznost Popis

Header (Zahlavi)

Titul, podtitul a logo pro hlaseni

Report Information (Informace o Datum cyklu, uzivatelské jméno, nazev
hlaseni) datového souboru, cesta k datovému
souboru a vybrana skupina jamek

Audit Information (Informace Dodatecné informace pozadované pro
pro audit) audit, v€etné podpisl
Notes (Poznamky) Poznamky k datovému hlaseni

Run Setup (Nastaveni cyklu)

Run Information (Informace o Datum cyklu, uzivatelské jméno, nazev
cyklu) datového souboru, cesta k datovému
souboru a vybrana skupina jamek

Protocol (Protokol) Textové zobrazeni krokd a moznosti
protokolu

Plate Display (Zobrazeni Zobrazeni informaci o destiCkach pro

desticek) kazdou jamku desticky

Quantification (Kvantifikace)

Analysis Settings (Nastaveni Cislo kroku sbéru dat, reZim analyzy a
analyzy) vychozi metoda odecitani
Amplification Chart (Graf Graf amplifikace pro cykly zahrnujici
amplifikace) kvantifikaCni data

Standard Curve Chart (Graf Graf standardnich kfivek

standardnich kfivek)
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Tabulka 32. Kategorie hlaseni z analyzy dat v seznamu moznosti, pokracdovani

Kategorie Moznost Popis
Data Tabulka se seznamem dat pro kazdou
jamku

Gene Expression — Bar Chart (Exprese genu — sloupcovy graf)

Analysis Settings (Nastaveni Rezim analyzy, data grafu, moznost
analyzy) Upravy méritka a chyba grafu

Chart (Graf) Kopie sloupcového grafu

Target Names (Nazvy cil(l) Graf nazvu cila

Sample Names (Nazvy vzorki() Graf nazvu vzorkl

Data Tabulka se seznamem dat pro kazdou
jamku

Target Stability (Cilova stabilita) Graf cilovych hodnot stability

Gene Expression (Exprese genu) — clustergram a rozptylovy graf

Analysis Settings (Nastaveni Nastaveni pro kazdy typ grafu

analyzy)

Chart (Graf) Kopie grafu

Data Tabulka se seznamem dat pro kazdy cil

Melt Curve (Krivka tani)

Analysis Settings (Nastaveni Nastaveni Cisla kroku tani a sloupce

analyzy) prahu

Melt Curve Chart (Graf kfivky Graf kfivky tani

tani)

Melt Peak Chart (Graf vrchol( Graf vrchold tani

tani)

Data Tabulka se seznamem dat pro kazdou
jamku

Allelic Discrimination (Alelicka diskriminace)
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Tabulka 32. Kategorie hlaseni z analyzy dat v seznamu moznosti, pokracovani

Kategorie Moznost Popis
Analysis Settings (Nastaveni Zobrazi fluorofory, cyklus a mapu
analyzy) jamek podle genotypu
Allelic Discrimination Chart Kopie grafu alelické diskriminace

(Graf alelické diskriminace)

Data Tabulka se seznamem dat pro kazdou
jamku

End Point (Koncovy bod)

Analysis Settings (Nastaveni Fluorofor, koncové cykly do priméru,

analyzy) rezim, nejnizsi hodnota RFU, nejvyssi
hodnota RFU a cut-off hodnota

Data Tabulka se seznamem dat pro kazdou
jamku

QC Parameters (Parametry kontroly kvality)

Data Tabulka se seznamem parametrd pro
kazdé pravidlo QC (Kontrola kvality)
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Vytvoreni hlaseni z analyzy dat
Rozvrzeni sestavy muzete ulozit jako Sablonu, kterou miZete znovu pouzit pro podobna hlaseni.
Vytvoreni hlaseni o analyze dat

1. Pred vytvorenim hlaseni provedte kone¢né Upravy obsahu jamky, vybranych jamek, grafd a
tabulek v okné Data Analysis (Analyza dat).

2. Vyberte polozky Tools > Reports (Nastroje > Hlaseni) na panelu nabidek Data Analysis (Analyza
dat) a oteviete dialogové okno Report (HlaSeni).

3. Vyberte moznosti, které chcete do hlaSeni zahrnout. HlaSeni se otevie s vybranymi vychozimi
moznostmi. Oznacte nebo odznacte zaskrtavaci policka pro zménu celych kategorii nebo
jednotlivych moznosti v kategorii.

Poznamka: Data, ktera se objevi v hlaseni, zavisi na aktualnich vybérech v zalozkach Data
Analysis (Analyza dat). Napfiklad kvantifikacni cyklus nemusi obsahovat standardni kfivku, a
proto se tato data neobjevi v okné Data Analysis (Analyza dat) nebo v hlaseni dat.

4. Zménte poradi kategorii a poloZek v hladeni. Pfetahnéte moznosti do relativni pozice. Polozky Ize
preusporadat pouze v ramci kategorii, do kterych patfi.

5. (Volitelné) V podokné Report Options (Moznosti hlaSeni) zadejte informace relevantni pro
vybranou moznost:

B Vyberte podmnozinu informaci, které se maiji zobrazit v hlaseni.
B Zvolte konkrétni nastaveni pro vybranou moznost.
B Zménte text, ktery se ma zobrazit pro vybranou moznost.

6. Kliknéte na polozku Update Report (Aktualizovat hlaSeni) pro aktualizaci Report Preview (Nahled
hlaseni) se zohlednénim vSech zmén.

7. Hiaseni vytisknéte nebo ulozte. Pro tisk aktualniho hlaseni kliknéte na tlacitko Print Report (Tisk
hlaseni) na panelu nastrojl. Vyberte polozky File > Save (Soubor > Ulozit) pro ulozeni hlaseni
jako PDF (Adobe Acrobat Reader soubor) a vyberte umisténi, do kterého chcete soubor uloZit.
Ulozte hlaseni s novym nazvem nebo do nového umisténi tak, Ze vyberete polozky Select File >
Save As (Vybrat soubor > Ulozit jako).

8. (VoliteIné) Vytvorte Sablonu hlaseni s pozadovanymi informacemi. Pro uloZeni aktualniho
nastaveni hlaeni v $§abloné vyberte Template > Save (Sablona > UloZit) nebo Save As (UloZit
jako). Poteé pfi pFisti tvorbé nového hlaSeni nactéte Sablonu hlaseni.
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Vytvoreni hlaseni o skupinach jamek
Jak vytvorit hlaseni o skupinach jamek

1. Vyberte Tools > Well Group Reports (Nastroje > HlaSeni o skupinach jamek) v okné Data
Analysis (Analyza dat).

Well Group Reports - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

Well Groups: Amplification Steps: Melt Steps:
All Wells 3

Destination Folder:

C:\TheresaN\B-R Projects\CFX\PCRDs for screenshots

(@ Use the Default Report Template
(O Choose a Report Template:

Open Destination Folder
[] View Created Reports

I Create Reports l Cancel

2. Vdialogovém okné Well Groups Reports (HlaSeni o skupinach jamek) vyberte skupiny jamek,
kroky amplifikace a kroky tani, které maji byt v hlaSeni uvedeny.

3. Zadejte cestu nebo prejdéte do cilové slozky, do které ma byt hlaseni ulozeno.

4. (Volitelné) Vyberte polozku Choose a Report Template (Vybrat Sablonu hlaseni) a pfejdéte do
sloZky se souborem Sablony.

5. (Volitelné) Vyberte polozku Open Destination Folder (Otevfit cilovou slozku), otevie se slozka a
zobrazi vygenerovana hlaseni.

6. Kliknéte na polozku Create Reports (Vytvofit hlaseni).
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Pfi pouziti pfesné kvalifikovanych kontrol ve svych reakcich mizete pomoci softwaru CFX Manager
Dx provadét cyklus exprese genu s cilem normalizovat relativni rozdily cilové koncentrace mezi
vzorky. Obvykle se pro normalizaci Urovni exprese zajmového genu pouzivaji irovné exprese pro
jeden nebo nékolik referenénich gend. Referenéni geny berou v ivahu rozdily v zaloZeni &i jiné
odchylky v kazdém vzorku a jejich urovné exprese by nemély byt ve studovaném biologickém systému
ovlivnény.

Vyberte kartu Gene Expression (Exprese genu) v okné Data Analysis (Analyza dat) pro hodnoceni
relativnich rozdilll mezi reakcemi PCR ve dvou nebo vice jamkach. Mlzete napfiklad vyhodnotit
relativni pocty virovych genomu nebo relativni pocty pfevadénych sekvenci v reakci PCR.
Nejbé&znéjSim vyuzitim pro studii exprese genu je srovnani koncentrace cDNA ve vice nez jedné
reakci pro odhad Urovni mediatorové RNA ve stabilnim stavu.

Software vypogita uroven relativni exprese cile s jednim z téchto scénari:

m  Uroven relativni exprese cilové sekvence (cil 1) vzhledem k jinému cili (cil 2); napfiklad mnoZstvi
jednoho genu vzhledem k jinému genu se stejnym zpracovanim vzorku.

®  Uroven relativni exprese jedné cilové sekvence v jednom vzorku ve srovnani se stejnym cilem s
jinym zpracovanim vzorku; napfiklad relativni mnozstvi jednoho genu vzhledem k tomuto
samotnému genu za odliSnych ¢asovych, geografickych &i vyvojovych podminek.

Nastaveni desticky pro analyzu exprese genu

Pro provedeni analyzy exprese genu musi obsah jamek zahrnovat nasleduijici:

B Dvanebo vice cild — dva cile, které pfedstavuji rizné amplifikované geny nebo sekvence ve
vzorcich.

B Jeden nebo vice referenénich cilt — alespon jeden cil musi byt referenénim cilem pro
normalizovanou expresi. Pfifadte vSechny referenéni cile v okné Experiment Settings (Nastaveni
experimentu) pro analyzovani dat v rezimu normalizované exprese (AAC,). Cykly, které
neobsahuiji referencni hodnotu, musi byt analyzovany pomoci rezimu relativni exprese (ACy).
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B Bézné vzorky — vase reakce musi obsahovat bézné vzorky (minimalné dva pozadované), aby
bylo mozné zobrazit data zobrazena na karté Gene Expression (Exprese genu). Tyto vzorky by
meély pfedstavovat rizné zplsoby Ié¢by nebo stavi pro kazdou z vasich cilovych sekvenci. V
okné Experiment Settings (Nastaveni experimentu) pfifadte kontrolni vzorek (volitelné). Pokud

PoZadavky na nastaveni exprese genu v nastaveni Gene Expression (Exprese genu) v editoru Plate
Editor (Editor desti¢ek) zavisi na tom, zda jsou obsahy reakci jednorazové PCR s jednim fluoroforem v
reakcich, nebo multiplexni PCR s vice nez jednim fluoroforem v reakcich.

Pruvodce nastavenim desti¢ky

Jestlize nastaveni desti¢ky v datovém souboru neobsahuje informace nezbytné pro analyzu a je
vybrana karta Gene Expression (Exprese genu), bude prostor, ve kterém je obvykle umistén
sloupcovy graf, obsahovat pokyny pro zadavani téchto informaci. Pro normalizovanou expresi genu
provedte nasledujici kroky:

1. Definujte nazvy Target (Cil) a Sample (Vzorek) jednim z nasledujicich postupu:
B Plate Setup (Nastaveni destic¢ky) — otevie okno Plate Editor (Editor desticek).

B Replace Plate File (Nahradit soubor desti¢ky) — otevre prohlize¢ Select Plate (Vybrat
desticku), ve kterém muzete prejit na dfive ulozeny soubor desticky, jimz chcete nahradit
aktualni rozloZeni desticky.

B Replace PrimePCR File (Nahradit soubor PrimePCR) — otevie dialogové okno Select
PrimePCR file (Vybrat soubor PrimePCR), ve kterém muZzete piejit na spoustéci soubor
PrimePCR a pouzit jej na rozlozeni desticky.

2. Vyberte jeden nebo nékolik referenénich cilli a kontrolni vzorek v dialogovém okné Experiment
Settings (Nastaveni experimentu).

Pokud rozlozeni desticky jiz obsahuje informace o cili a vzorku, je nutny pouze druhy krok, jenz je
zvyraznén oranzové. Tento krok je nutné provést pfed analyzou normalizované exprese genu.

Poznamka: Data pro graf ,clustergram” a rozptylovy graf jsou zobrazena pouze tehdy,
pokud jsou spInény vSechny pozadavky na normalizovanou expresi genu uvedené v Plate
Setup (Nastaveni desti¢ky) pro analyzu exprese genu.
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Grafy exprese genu

Software CFX Manager Dx zobrazi data exprese genu v nékolika zobrazenich. Tabulka 33 obsahuje
seznam moznosti grafu, které jsou v softwaru k dispozici.

Tabulka 33. Moznosti grafu exprese genu

Tlaéitko Nazev Funkce

Sloupcovy graf Zobrazi data o normalizované expresi genu
‘i} ve formatu sloupcového grafu.

Graf ,clustergram* Zobrazi data o normalizované expresi v
i hierarchii podle urovné podobnosti exprese

pro razné cile a vzorky.

Rozptylovy graf Zobrazi normalizovanou expresi cilll pro
.ﬁ‘a kontrolu ve srovnani s experimentalnim
vzorkem.
Vysledky Obsahuje souhrn dat ze vSech grafu.
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Sloupcovy graf

W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File View Setings Export Tools Plate Setup - | (55 | Fluorophore  ~ ||
Guartification || Quartification Data EEI! Gene Expression ‘;_!_? Custom Data View ac ﬂ Run Information
Bar Chant Mods:
1 . . . | —
5 1 Graph Data:
ﬂ 0 7 E Relative to control
=
=l Control Sample:
2 1 6H
@ + i Ir w~
FIET
LI:: Show Chart Settings
E_] E 1w L :‘: ] XoPuis: ~
4 = Sampl -
= = ample
g Y-Auis:
E 10—1 1 i Log 10 ~
= Scaling:
=
=
k] -2
x 10 3 E Emor Type:
Standard Eror of the Mean
} } } Chart Emor Bar Muttiplier:
6Hr THr EHr gy B "
Sample
P fﬁﬂ Experiment Settings..
e L1b == Tubulin
B% Target Stability Value
. Comected :
Target a Sample O Cl ) Expression Ex%rzsr:mn {| Expression ¢| MeanCgq <} CgSEM &
SEM
IL1b 8Hr 0.00209 0.00093 0.00093 3012 0.65400 %
IL1b dil-1 2.93656 0.07376 0.11670 755 0.03661
IL1b dil-2 3.15630 0.15054 0.20278 11.81 0.05799
IL1b dil-3 3.10755 0.16432 0.16586 1524 0.05851
P hazoen hazem hoains Ad
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Relativni exprese cill je uvedena v téchto dvou zobrazenich:

B Graf exprese genu — zobrazi data PCR v realném ¢ase jako jednu z nasledujicich moznosti:
O AACQ| —relativni normalizovana exprese vypocétena pomoci kontrolnich vzorku a referenénich cila.
O AC - relativni mnoZzstvi cilového genu ve vzorku vzhledem ke kontrolnimu vzorku.

B Tabulka - zobrazi tabulku dat exprese genu.

Tip: Kliknéte pravym tlacitkem mysi na libovolny graf nebo tabulku mozZnosti. Vyberte
moznost View/Edit Plate (Zobrazit/Upravit desti¢ku) z rozeviraci nabidky Plate Setup
(Nastaveni destiCky), aby se otevrel editor Plate Editor (Editor desti¢ek), a zménte obsah
jamky na desticce.

Tip: Pravym tlacitkem mysi vyberte poloZzku Sort (TFidit), chcete-li uspofadat pofadi nazvi
Target (Cil) a Sample (Vzorek) v grafu.
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Normalizovana exprese genu

Pro normalizaci dat pouzijte jako normalizacni faktor namérenou Uroven exprese jednoho nebo
nékolika referen¢nich genl. Referenéni geny jsou cile, které nejsou ve studovaném biologickém
systému regulovany, napfiklad aktin, GAPDH nebo tubulin.

Jak nastavit analyzu normalizované exprese genu (AACg)

1. Otevfete datovy soubor (koncovka .pcrd).

2. Zkontrolujte data na karté Quantification (Kvantifikace) okna Data Analysis (Analyza dat).
Provedte upravy dat, napfiklad zménu prahu a rezim analyzy.

3. Vyberte kartu Gene Expression (Exprese genu).

4. Na karté Gene Expression (Exprese genu) kliknéte na Experiment Settings (Nastaveni
experimentu).

5. 'V dialogovém okné Experiment Settings (Nastaveni experimentu) postupujte nasledovné:

a. Vyberte kartu Samples (Vzorky) a zvolte kontrolu. Kdyz je kontrola pfifazena normalizuje software
Software CFX Manager Dx relativni mnoZstvi pro vSechny geny na mnozstvi kontroly, nastavené
nai.

b. Vyberte kartu Target (Cil) a zvolte referenéni geny. Analyza exprese genu vyzaduje jednu
referenci mezi cili ve vaSem vzorku.

6. Vyberte moznost Normalized Expression (AAC, (Normalizovana exprese (AACq)), pokud jiz neni
vybrana, a nasledné zobrazte urovné exprese na karté Gene Expression (Exprese genu).

Relativni mnozstvi

UZ ze své povahy nejsou data o relativnim mnoZstvi (ACq) normalizovana. Tato metoda se pouZiva ke
kvantifikaci vzork(, jez nezahrnuji zadné referenéni geny (cile). Kdyz vyzkumnici pfipravuji sv(j
cyklus, obvykle spoléhaji na jeden z nasledujicich predpokladi:

m  Kazdy vzorek obsahuje stejné mnozstvi RNA nebo cDNA v kazdé jamce.

B Jakékoliv odchylky v mnoZzstvi zaloZeného biologického vzorku budou normalizovany po cyklu
néjakou metodou analyzy dat mimo samotny software. Vyzkumnik se mize napfiklad rozhodnout,
Ze hodnotu relativniho mnozstvi vydéli normaliza¢nim faktorem, pfipadné hmotnosti nukleové
kyseliny zaloZzené pro kazdy vzorek nebo poétem bunék, ze kterych byla nukleova kyselina
izolovana.
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Jak provést analyzu relativniho mnozstvi (AC,)

» Nakarté Gene Expression (Exprese genu) vyberte z rozeviraciho seznamu Mode (Rezim) v
pravém podokné moznost Relative Quantity (ACq) (Relativni mnozstvi (ACQq)).

Tip: Pro porovnani vysledkl s daty z jinych cykld exprese genu oteviete novou genovou
studii nebo pfidejte datovy soubor do stavajici genoveé studie.

Razeni cilovych hodnot a dat vzorki

Poznamka: Tato moznost je k dispozici pouze v grafu exprese genu.

Ve vychozim nastaveni se seznamy Targets (Cile) a Samples (Vzorky) zobrazuji v abecednim pofadi.
Dialogové okno Sort (Razeni) slouzi k fazeni zobrazeni v obraceném abecednim pofadi nebo k
ruénimu pfesunuti vyrazu na jinou pozici v seznamu.

Razeni cilti a vzorku
1. Z nabidky grafu po kliknuti pravym tlagitkem mysi kliknéte na polozku Sort (Razeni).

Zobrazi se dialogové okno Gene Expression Chart Sorting (Razeni dat grafu exprese genu).

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: Az |za
Actin — | |OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin 2Hr
A di
di-2
dil-3
| |4
dil-5
| |ds

QK Cancel

2. Vdialogovém okné kliknéte na polozku Z-A a sefadite seznam v obraceném abecednim pofadi.
3. Chcete-li termin ruéné pfesunout, vyberte jej a kliknéte na pfisludné tlacitko mezi grafy:
B Kliknutim na Sipku nahoru nebo dol{i pfesunete vybrany termin o jednu pozici.

®  Kliknutim na Sipku nahoru nebo doll pfesunete vybrany vyraz na zacatek nebo na konec
seznamu.

4. Kliknutim na tlacitko OK a ulozte zmény a vratte se na kartu Gene Expression (Exprese genu).
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Uprava dat exprese genu

Po vybéru rezimu analyzy — normalizovand exprese (AACQq) nebo relativni mnozstvi (ACq), upravte
data, ktera vidite na karté Gene Expression (Exprese genu) zmé&nou moznosti nastaveni na pravé
strané grafu.

Tip: Vychozi moznosti dat Gene Expression (Exprese genu) nastavite v dialogovém okné User
Preferences (UzZivatelské pfedvolby) (viz Nastaveni vychozich parametrd datového souboru exprese
genu na strané 73).

Data grafu

Nastavte hodnotu osy y na linearni méfitko, abyste umoznili moznosti dat grafu. MoZnosti dat grafu
vam umozfiuji prezentovat data v grafu jednou z téchto moznosti:

B Relativni ke kontrole — graf dat s osou $kalovanou od 0 do 1. Pokud pfifadite kontrolu do cyklu,
vyberte tuto mozZnost pro rychlou vizualizaci upregulace a downregulace cile.

B Relativni k nule — graf dat s po€atkem na nule.

Kontrolni vzorek

Pomoci rozeviraci nabidky kontrolnich vzorkl vyberte vzorek , ktery/ktera bude pouzit/a k normalizaci
relativniho mnoZzstvi:

Nastaveni grafu

PFi oznageni zaskrtavaciho policka Show Chart Settings (Zobrazit nastaveni grafu) se zobrazi
nasledujici moznosti (popsané nize): X-Axis (Osa X), Y-Axis (Osa Y), Scaling (Rozsah), Error Type
(Typ chyby) a Chart Error Multiplier (Nasobitel chyby v grafu).

Moznosti osy X
Volba osy x umoznuje vybrat data osy x grafu Gene Expression (Exprese genu):
B Cil—zobrazuje nazvy cild na ose x.

B Vzorek — zobrazuje nazvy vzorkl na ose x.
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Moznosti osy Y

Moznosti osy Y vam umozniuji zobrazit graf Gene Expression (Exprese genu) v jednom z téchto tfi
méfitek:

B Linear (Linearni) — vyberte tuto moznost pro zobrazeni linearniho méfitka.

Tip: Po nastaveni osy Z na Linear (Linearni) je k dispozici rozeviraci seznam Graph Data
(Data grafu), ze kterého Ize vybrat sestaveni grafu dat vzhledem ke kontrole nebo vzhledem
k nule.

B Log 2 - vyberte tuto moznost pro vyhodnoceni vzorku napfi¢ velkym dynamickym rozsahem.

B Log 10— vyberte tuto moznost pro vyhodnoceni vzorkd napfi¢ velmi velkym dynamickym
rozsahem.

Moznosti rozsahu

Vyberte Normalized Gene Expression (Normalizovana exprese genu) (AAC,) a nastavte pro polozku
Control Sample (Kontrolni vzorek) moznost None (Zadna), aby se povolila moznost Skalovani v grafu
exprese genu. Vyberte jednu z t&échto moznosti Skalovani pro vypocet a prezentaci svych dat
zplsobem, ktery nejlépe vyhovuje vasemu navrhu béhu:

B Unscaled (Bez méfitka) — pfedstavuje normalizovanou expresi genu bez rozsah.

B Highest (Nejvy$si) — rozsahy normalizované exprese genu pro kazdy cil vydélenim urovné
exprese kazdého vzorku nejvySsi irovné exprese ve vSech vzorcich.

Tato volba Skalovani pouziva vzorec rozsahu na nejvy$si hodnotu.

B Average (Primérna) — rozsahy normalizované exprese genu pro kazdy cil vydélenim trovné
exprese kazdého vzorku geometrickym pridmérem hladin exprese pro vSechny vzorky.

Tato volba Skalovani pouziva vzorec rozsahu na prumérnou hodnotu.
Typ chyby
V grafu Gene Expression (Exprese genu) vyberte moznost vypoctu typu chyby (chybové usecky):
B Standard error of the mean (Standardni chyba priméru) (vychozi)

B Standard deviation (Smérodatna odchylka)
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Nasobitel chybové usecky v grafu

V grafu Gene Expression (Exprese genu) vyberte nasobitel chybovych Usecek. Vyberte jedno z téchto
celych Cisel:
+/- 1 (vychozi), 2, nebo 3. Typ nasobitele se zméni, kdyz vyberete typ chyby:

B SEMs (Hodnoty SEM) pro standardni chybu prdméru

B Std Devs (Smérodatné odchylky) pro smérodatné odchylky

Nastaveni experimentu

Tip: Toto dialogové okno je také dostupné v nastroji Plate Editor (Editor desti¢ek). Vice informaci
naleznete v ¢asti Zména nastaveni experimentu na strané 133.

V dialogovém okné Experiment Settings (Nastaveni experimentu) mizete zobrazit nebo zménit
seznam cild nebo vzorkd, vybrat referenéni geny, vybrat kontroly nebo nastavit analyzu Gene
Expression Analysis (Analyza exprese genu) skupiny, kterou chcete analyzovat, pokud do jamek byly
pfidany nazvy biologického souboru.

Otevieni dialogového okna Experiment Settings (Nastaveni experimentu)

» Nakarté Bar Chart (Sloupcovy graf) kliknéte v dolni ¢asti pravého podokna na polozku
Experiment Settings (Nastaveni experimentu).

Zobrazi se dialogové okno Experiment Settings (Nastaveni experimentu), které zobrazuje kartu
Targets (Cile).

Experiment Settings

Targets  Samples

MName & Full Name Reference Color | [+ Show Chatt | Auto Efficiency Efficiency (%)
1 Actin Actin v - [v [v 94,2
z GAFDH GAFDH v - rd v 95.9
a3 ILib IL1b r e ra v 96.3
4 Tubulin Tubulin - [v [v 90,5

Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample ~

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

NTC [ NRT [ Megative Control [ ] Positive Control [ Standard

0K Cancel
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Uprava nastaveni Targets (Cile)
» Nakarté Targets (Cile) postupuijte nasledovné:

B Chcete-li vybrat cil jako referencni cil pro analyzu dat exprese genu, vyberte jeho nazev ve
sloupci Reference.

B Chcete-li zménit barvu cile, kliknéte na jeho buriku ve sloupci Color (Barva) a zmérite barvu v
zobrazeném dialogovém okné Color (Barva).

Zména barvy se objevi v grafech Gene Expression (Exprese genu).

B Chcete-li pouzit dfive ur€enou hodnotu ucinnosti, zruste zaskrtnuti policka cile ve sloupci
Auto Efficiency (Automaticka u€innost) a zadejte Cislo pro procento ucinnosti cile.

Software vypocita relativni uc€innost pro cil pomoci funkce Auto Efficiency (Automaticka
ucinnost), pokud data pro cil obsahuji standardni kfivku.

Uprava nastaveni polozky Sample (Vzorek)
» Na karté Samples (Vzorky) postupuijte nasledovné:

B Chcete-li vybrat vzorek jako kontrolu analyzy dat exprese genu, vyberte jeho nazev ve
sloupci Control (Kontrola).

B Chcete-li zménit barvu vzorku skupiny, kliknéte na jeji buriku ve sloupci Color (Barva) a
zménte barvu v zobrazeném dialogovém okné Color (Barva).

Zména barvy se projevi v grafech Gene Expression (Exprese genu).

B Chcete-li zobrazit vzorek v grafech Gene Expression (Exprese genu), vyberte pfisluSnou
polozku ve sloupci Show Chart (Zobrazit graf).

B Chcete-li odstranit vzorek z grafi Gene Expression (Exprese genu), odstrante pfisluSnou
polozku ve sloupci Show Chart (Zobrazit graf).

Tip: Data vzorku skupiny zlistanou v tabulce Results (Vysledky).
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Zména vybéru Biological Set Analysis Options (Moznosti analyzy biologickych soubort)

» Pokud jste pfiradili jednu nebo vice biologickych soubort do jamek na desticce (viz PFifazeni
biologickych souborli jamkam na strané 126), zobrazi se seznam moznosti Biological Set Analysis
Options (Moznosti analyzy biologickych soubort) v dialogovém okné Experiment Settings
(Nastaveni experimentu), coz vam umozni podle potfeby zménit nastaveni.

Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample

Target vs. Biological Set
Target vs. Sample_Biological Set
w0 o Target vs. Biological 5t Sample

B Target vs. Sample (Cil oproti vzorku) — ve vypoc&tech exprese genu se pouziva pouze
nazev vzorku v jamce.

B Target vs. Biological Set (Cil oproti biologickému souboru) — ve vypoctech se pouziva
pouze nazev biologického souboru.

B Target vs. Sample_Biological Set (Cil oproti vzorku_biologickému souboru) —nazev
vzorku a nazev biologického souboru jsou kombinovany, aby se ve vypo&tech pouzil jediny
nazev.

B Target vs. Biological Set_Sample (Cil oproti biologickému souboru_vzorku) —nazev
biologického souboru a nazev vzorku jsou kombinovéany, aby se ve vypoc&tech pouZil jediny
nazev.

Vylouéeni typu vzorku z vypocta analyzy
P Zaskrtnéte poli¢ko v dolni ¢asti dialogového okna Experiment Settings (Nastaveni experimentu).

Poznamka: To vylucuje kontroly nebo standardy z analyzy exprese genu.

Hodnota stability cile

Hodnoty stability cile jsou vypocteny vzdy, kdyz je pouZit vice nez jeden referenéni gen. Software CFX
Manager Dx vypocitava dva parametry kvality pro referen¢ni geny:

B Coefficient Variance (Rozptyl koeficientu) (CV) relativnich mnoZzstvi normalizovaného
referen€niho genu. Niz8i hodnota CV znamené vétsi stabilitu.

® M Value (M hodnota) (M), coz je mira stability exprese referencniho genu.

Doporucené hodnoty CV a M jsou zobrazeny v dolni €asti dialogového okna Stability Value (Hodnota
stability).
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Zobrazeni hodnoty stability cile

» Nakarté Gene Expression Bar Chart (Sloupcovy graf exprese genu) kliknéte v doini ¢asti pravého

podokna na polozku Target Stability Value (Hodnota stability cile).

Otevie se dialogové okno Stability Value (Hodnota stability).

Moznosti nabidky po kliknuti pravym tla€itkem mysi

Kliknéte pravym tlacitkem mySi na graf exprese genu v Tabulka 34.

Tabulka 34. Polozky nabidky exprese genu po kliknuti pravym tlac¢itkem mysi

Polozka

Copy (Kopirovat)

Funkce

Zkopiruje graf do schranky.

Save Image As (Ulozit obrazek
jako)

Ulozi graf jako soubor obrazku. Nastavte rozliSeni a rozméry
obrazku a potom vyberte typ souboru (PNG, GIF, JPG, TIF nebo
BMP).

Page Setup (Nastaveni
stranky)

Vybere nastaveni stranky pro tisk.

Print (Tisk)

Vytiskne graf.

Set Scale to Default (Nastavit
méfitko na vychozi)

Show All (Zobrazit vSe) zobrazi vSechna data v sloupcovém grafu.
Scroll Bar (Posuvnik) zobrazi posuvnik, pokud je v ramecku grafu
zobrazeno pfili§ mnoho vzorkl a zaroven je zachovana minimalni
Sitka pruhu.

Chart Options (MozZnosti grafu)

Otevre okno Chart Options (Moznosti grafu) pro Upravu grafu.

Sort (Razeni)

Seradi vzorky nebo cile, které se objevi na ose x grafu.

Use Corrected Std Devs
(Pouzit korigovanou std. odch.)

Vypocita chybové pruhy pomoci vzorce korigované standardni
odchylky.

Use Solid Bar Colors (Pouzit
barvou vyplnéné pruhy)

Zobrazuje v grafu vyplnéné pruhy.

X—Axis Labels (Popisky osy x)

Zobrazi popisky na ose x vodorovné nebo Sikmo.
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Tabulka dat

Sloupcovy graf

Tabulka 35 definuje data zobrazend v datové tabulce Gene Expression (Exprese genu).

Poznamka: Hodnoty v tabulce se pocitaji na zakladé typu grafu a pfedvoleb vybranych v panelu

napravo.

Tabulka 35. Popis informaci v tabulce na karté Graphing (Grafy)Bar Chart (Sloupcovy graf)

Informace Popis

Target (Cil) Nazev cile (amplifikovaného genu) vybraného v okné Experiment
Settings (Nastaveni experimentu).

Sample (Vzorek) Nazev vzorku v okné Experiment Settings (Nastaveni experimentu).

Ctrl Nazev kontroly v okné Experiment Settings (Nastaveni

experimentu).

Relativni mnozstvi nebo
Exprese

Relativni mnoZzstvi (AC,) nebo normalizovana exprese genu
(AAC,), v zavislosti na vybraném rezimu.

SEM (nebo SD) relativniho
mnozstvi nebo exprese

Standardni chyba priiméru (SEM) nebo smérodatna odchylka (SD)
relativniho mnozstvi nebo normalizované exprese v zavislosti na
zvolené moznosti.

SEM (nebo SD) opraveného
relativnino mnozZstvi nebo
exprese

Vypocet opravené hodnoty SEM nebo SD relativhiho mnozstvi
nebo normalizované exprese v zavislosti na zvolené moznosti.

Prameér Cq

Priimér kvantifikaéniho cyklu.

SEM (nebo SD) Cq

SEM nebo SD kvantifikaéniho cyklu v zavislosti na zvolené
mozZnosti.
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Moznost Show Details (Zobrazit podrobnosti)

Tabulka 36 definuje data zobrazena pfi vybéru moznosti Show Details (Zobrazit podrobnosti) z
nabidky pravého tlagitka tabulky sloupcového grafu.

Tabulka 36. Informace v tabulce sloupcového grafu s vybranymi tdaji Show Details (Zobrazit
podrobnosti)

Informace

Datovy soubor

Popis

Udaje o fluorescenci jednoho fluoroforu v datovém souboru

Relativni mnozstvi

Vypoctené relativni mnozstvi vzorku

SD relativniho mnozstvi

Vypocet smérodatné odchylky relativniho mnozstvi

SD korigovaného relativniho
mnozstvi

Vypocet smérodatné odchylky korigovaného relativniho mnozstvi

SEM relativniho mnozstvi

Standardni chyba priméru vypoctu relativniho mnozstvi

SEM korigovaného relativniho
mnozstvi

Vypocétena standardni chyba priméru korigovaného relativniho
mnozstvi

Relativni mnozstvi (Ig)

Log, relativni veli€iny, ktera se pouziva pro statistickou analyzu

SD RQ(lg)

Smérodatna odchylka relativniho mnozstvi (log,)

SEM exprese (Ig)

Standardni chyba priméru exprese (log,)

Exprese bez méfitka

Vypoctena exprese bez méfitka

SD exprese bez méfitka

Vypoctena smérodatna odchylka exprese bez méfitka

SD korigované exprese bez
méfitka

Vypocet smérodatné odchylky korigované exprese bez méfitka

SEM exprese bez méfitka

Vypocétena standardni chyba priiméru exprese bez méfitka

SEM korigované exprese bez
méfitka

Vypocétena standardni chyba praméru korigované exprese bez
méfitka

Exprese bez méfitka (Ig)

Log, exprese bez méfitka

SD exprese bez méfitka (Ig)

Smérodatna odchylka exprese bez méfitka (logy)

SEM exprese bez méfitka (Ig)

Standardni chyba priméru exprese bez méfitka (log,)

238 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Sloupcovy graf

Tabulka 36. Informace v tabulce sloupcového grafu s vybranymi udaji Show Details (Zobrazit

podrobnosti), pokrac¢ovani

Informace

Exprese

Popis

Normalizovana exprese genu

SD korigované exprese

Vypoctena smérodatna odchylka

SEM exprese

Standardni chyba priiméru

SEM korigované exprese

Vypoétena standardni chyba prameéru

Exprese (Ig) Log, exprese (normalizované exprese), ktera se pouziva pro
statistickou analyzu

SD exprese (Ig) Smérodatna odchylka exprese (logy)

SEM exprese (Ig) Standardni chyba priméru exprese (log,)

Pramér C, Pramér kvantifikacniho cyklu

CySD Smérodatna odchylka kvantifikaéniho cyklu

Cq SEM Standardni chyba priméru kvantifikaéniho cyklu
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Graf ,,clustergram®

Graf ,clustergram” zobrazuje data v hierarchii vychazejici ze stupné podobnosti exprese pro razné cile
a vzorky.

Poznamka: Chcete-li zobrazit jiny datovy graf nez relativni expresi pro sloupcovy graf, musite
zvolit referenéni cil.

Obraz grafu ,clustergram” ukazuje relativni expresi vzorku nebo cile takto:
B Upregulace (Cervené) — vySsi exprese

B Downregulace (zelené nebo modfe) — nizSi exprese

B Bezregulace (Cerné)

B Neni vypocitana zadna hodnota (¢erné s bilym X)

Cim je barevny odstin svétlejsi, tim je rozdil relativni exprese vétsi. Pokud nelze vypoéitat Zadnou
normalizovanou hodnotu Cq, bude Ctverec Cerny s bilym X.

Na vnéjsich okrajich datového grafu je dendrogram, ktery znazornuje shlukovou hierarchii. Cile nebo
vzorky s podobnymi vzory exprese budou mit napojené linky, zatimco odli§né vzory budou dale od
sebe.

Settings (Nastaveni)

MUzete nastavit nasledujici moznosti:

B Cluster By (Shluk) — vyberte z Targets (Cile), Samples (Vzorky), Both (Oba) nebo None (Zadny).
B Size (Velikost) — upravi velikost obrazu a zméni stupen zvétSeni grafu.

B Split Out Replicates (Rozdélit replikaty) — zobrazi hodnoty jednotlivych replikatu.

Tip: MUzete zménit barevné schéma pro clustergram a rozptyleny graf z vychozi ervené/zelené na
¢ervenou/modrou vybérem této moznosti z nabidky pod pravym tlaCitkem mysSi v kterémkoliv z t&chto
grafu.

Moznosti nabidky po kliknuti pravym tla¢itkem mysi

Moznosti nabidky po kliknuti pravym tlacitkem mysi pro graf ,clustergram® jsou stejné jako v pfipadé
sloupcového grafu. Pro dostupné moznosti viz Tabulka 34 na strané 236. Kromé toho vyberte Color
Scheme (Barevné schéma), pokud chcete zménit expresi downregulace v grafu z vychozi
Cervené/zelené na Eervenou/modrou.
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Tabulka dat

Tabulka zobrazuje hodnoty cilové, vzorové a normalizované exprese. Pro zahrnuti do grafu nebo
vylou€eni z grafu kliknéte na zasSkrtavaci policko vedle cile.
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Rozptylovy graf

Rozptylovy graf zobrazi normalizovanou expresi cilt pro kontrolu ve srovnani s experimentalnim vzorkem.
KFivky grafu oznacuji prah regulace. Datové body mezi kfivkami ukazuiji, Ze rozdil v expresi pro dany cil (gen)
je mezi vzorky zanedbatelny. Datové body mimo kfivky pfekracuji prah regulace a mohly by byt pfedmétem
zajmu.

Obrazek grafu ukazuje nasledujici zmény v expresi cile na zakladé prahu regulace:
B Upregulace (Cerveny krouzek) — relativné vysSi exprese

B Downregulace (zeleny nebo modry krouzek) — relativné nizsi exprese

B Bezzmény (Cerny krouzek)

Kliknéte a pretahnéte libovolnou kfivku prahu pro Upravu prahu regulace.

Nastaveni

Muzete nastavit nasledujici moznosti:

B Kontrolni vzorek

B Experimentalni vzorek

B Prahregulace. Kdyz budete zvySovat nebo sniZzovat hodnotu regulace, budou se podle toho
pohybovat prahové kfivky v grafu.

Moznosti nabidky po kliknuti pravym tladitkem mysi

Moznosti nabidky po kliknuti pravym tla¢itkem mysi pro rozptylovy graf jsou stejné jako v pfipadé
sloupcového grafu. Pro dostupné moznosti viz Tabulka 34 na strané 236. Vedle toho vyberte moznost
Symbol, pokud chcete zménit symbol pouzivany v grafu z vychoziho krouzku na jeden z nasledujicich:

B Trojuhelnik
B Kfiz
m  Ctverec

m Kosoctverec
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Tabulka dat

Tabulka zobrazuje hodnoty pro cil a normalizovanou expresi pro kontrolni a experimentalni vzorky.
Soucasné ukazuje, zda jsou cile regulovany nahoru nebo dol{i ve srovnani s prahem regulace.
Kliknéte na zaskrtavaci policko vedle cile, abyste jej zahrnuli nebo vyloudili z grafu.
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Vysledku

Karta Results (Vysledky) obsahuje tabulku, ktera sumarizuje data ze vSech grafd. Tabulka 37 definuje
data, ktera se zobrazi v tabulce Results (Vysledky).

Tabulka 37. Informace na karté Results (Vysledky)

Informace Popis

Target (Cil) Nazev cile (amplifikovaného genu)

Sample (Vzorek) Nazev vzorku

Mean Cq (Prameér Cq) Prameér kvantifikaéniho cyklu

Mean Efficiency Corrected C, Primér kvantifikaéniho cyklu po Uprave Gc¢innosti reakce
(Prmér korigované ucinnosti

Ca)

Normalized Expression Cilova exprese normalizovana na referenéni cil (AAC,)

(Normalizovana exprese)

Relative Normalized Normalizovana exprese ve vztahu ke kontrolnimu vzorku; nazyva
Expression (Relativni se také Fold Change (Nasobek exprese)
normalizovana exprese)

Regulation (Regulace) Zména exprese ve vztahu k kontrolnimu vzorku

Compared to Regulation Up nebo downregulace experimentalniho vzorku na zakladé
Threshold (Porovnani s prahem nastaveni prahu

regulace)

Poznamka: Data pro replikaty se nachazeji pouze v tabulkach s kartami analyzy dat, ve kterych
byly vybrany rozdélené replikaty Split Out Replicates (Rozdélit replikaty) (tj. Clustergram (Graf
,clustergram®)). M(iZe existovat nesoulad mezi daty exprese genu v tabulkach analyzy genové
exprese, pokud vyberete jako kontrolni vzorek v sloupcovém grafu ,none (Zadny)“.
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Genova studie

Genova studie

Vytvofte genovou studii pro porovnani dat exprese genu z jednoho nebo nékolika PCR experimentt v
realném Case pomoci kalibratoru mezi cykly s cilem provést normalizaci mezi experimenty. Genovou
studii vytvofite tak, Ze do genové studie pfidate data z jednoho nebo nékolika datovych soubort
(koncovka .pcrd). Software je sdruzi do jednoho souboru (koncovka .mgxd).

Poznamka: Maximalni pocet vzorki, které mizete v genové studii analyzovat, je omezen

velikosti RAM paméti a virtualni paméti pocitace.

Kalibrace mezi cykly

V kazdé genové studii se automaticky provadi kalibrace mezi cykly pro kazdy cil, aby se normalizovaly
nesrovnalosti mezi cili testovanymi v oddélenych cyklech PCR v realném ¢ase (tj. rizné .pcrd soubory
PCR generované riznymi destickami).

Aby software rozpoznal vzorek jako kalibrator mezi cykly, musi sdilet stejny nazev cile, nazev vzorku
a, je-li pouZzit, nazev biologického souboru napfi¢ vSemi porovnavanymi destickami.

Poznamka: V genové studii musi byt pfitomen alespori jeden vzorek kalibratoru mezi cykly pro
provedeni kalibrace mezi cykly. Cile bez vhodnych vzorku kalibratoru mezi cykly budou
zpracovany bez korekce v genové studii (nedoporuceno).

Kalibratory mezi cykly Ize aplikovat dvéma zpUsoby:

B Nakazdy cil — rizné PCR primery mohou mit rdzné u¢innosti. Ve vychozim nastaveni je
kalibrator mezi cykly aplikovan na vSechny jamky na stejné desti¢ce, které maiji stejny cilovy
nazev, napfiklad Cq vytvoreny stejnym testem.

B Cela studie — jeden kalibrator mezi cykly je vybran uzivatelem a aplikovan na celou genovou
studii.

Dialogové okno Gene Study (Genova studie)

Dialogové okno Gene Study (Genova studie) obsahuje dvé karty:

B Karta Study Setup (Nastaveni studie) — spravuje cykly v genové studii.

Dulezité: Pfidanim nebo odstranénim datovych soubor( z genové studie se neméni data v
plvodnim souboru.

B Karta Study Analysis (Analyza studie) — zobrazi data exprese genu pro kombinované cykly.

Karta Study Setup (Nastaveni studie)

Tabulka 38 definuje data, ktera se objevi na karté Study Setup (Nastaveni studie).
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Tabulka 38. Karta Study Setup (Nastaveni studie) v dialogovém okné Gene Study (Genova

studie)

Nazev sloupce

File Name (Nazev souboru)

Popis

Nazev spoustéciho datového souboru (koncovka .pcrd)

File Folder (Slozka souboru)

Adresar, ve kterém je uloZen datovy soubor pro kazdy cyklus genové
studie

Date Created (Datum
vytvofeni)

Datum shromazdéni dat cyklu

Well Group Name (Nazev

Nazev skupiny jamek vybrané pfi pfidani souboru do genové studie

skupiny jamek) Tip: Pro analyzu jedné skupiny jamek v genové studii musite
vybrat pfisluSnou skupinu jamek v okné Data Analysis (Analyza
dat) jesté pfed importem datového souboru do genové studie.

Step (Krok) Krok protokolu, jenz zahrnuje ¢teni desti¢ky s cilem shromazdit data
PCR v realném ase

Run Type (Typ cyklu) Cyklus definovany uzivatelem nebo PrimePCR

Protocol Edited (Editovany

Je-li zvolena tato moznost, znamena to, Ze protokol pouZzity pro cyklus

protokol) PrimePCR byl upraven
View Plate (Zobrazit Otevie mapu desti¢ek s destickou s daty v kazdém cyklu zafazeném
desticku) do genové studie

Priprava genové studie

Jak pripravit genovou studii

1. PrFed importem dat do genové studie postupujte v okné Data Analysis (Analyza dat) nasledovné:

B Ujistéte se, ze vzorky se stejnym obsahem maji stejny nazev. V genové studii software
predpoklada, ze jamky se stejnym nazvem cile nebo vzorku obsahuji stejné vzorky.

B Upravte zakladni linii a prah (Cg) na karté Quantification (Kvantifikace) pro optimalizaci dat v

kazdém cyklu.

B Vyberte skupinu jamek, kterou chcete zafadit do genové studie.

Aby bylo mozné v genové studii zobrazit data z jedné skupiny jamek, musi byt tato skupina
vybrana pfed importem datového souboru.

Karta Study Setup (Nastaveni studie) obsahuje seznam vSech cykl{i v genové studii.

2. Vdialogovém okné Gene Study (Genova studie) vyberte kartu Study Setup (Nastaveni studie).
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3. Kliknéte na polozku Add Data Files (Pfidat datové soubory) pro vybér souboru z okna prohlizece.

Tip: Pro rychlé pfidani cyklt do genové studie pretahnéte datové soubory (koncovka .pcrd)
do dialogového okna Study Setup (Nastaveni studie).

4. Software CFX Manager Dx automaticky provadi analyzu genové studie v prdbéhu pfidavani
datovych soubor(. Vyberte kartu Study Analysis (Analyza studie) pro zobrazeni vysledku.

Jak odstranit cykly z genové studie
» Vyberte v seznamu jeden nebo vice souborl a kliknéte na polozku Remove (Odstranit).
Jak pridat poznamky do genové studie

» Zadejte poznamky k soubortim a analyze do textového ramecku Notes (Poznamky).

Karta Study Analysis (Analyza studie)

Karta Study Analysis (Analyza studie) obsahuje data ze vSech cyklt genové studie. Moznosti analyzy
dat exprese genu jsou stejné jako moznosti pro jeden datovy soubor, s nasledujici vyjimkou:

BV pfipadé sloupcovych grafu se po kliknuti na moznost Inter-run Calibration (Kalibrace mezi
cykly) objevi hodnoty kalibrace mezi cykly (jsou-li vypocitany).

Poznamka: Jako kalibrator mezi cykly Ize pouzit pouze nasledujici typy vzorka:
O Neznamy

O Standardni

O Pozitivni kontrola

Jako kalibrator mezi cykly nelze pouzit tyto typy vzork(: negativni kontrola, kontrola bez templatu
(NTC) a kontrola bez reverzni transkriptazy (NRT).
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Vytvoreni hlaseni o genové studii

Jak vytvorit hlasSeni o genové studii

1.
2.

Pfed tvorbou hlaseni upravte podle potfeby data a grafy hlaseni o genové studii.

Otevrete dialogové okno Report (HIa$eni) zvolenim polozek Tools > Reports (Nastroje > Hlaseni)
v nabidce Gene Study (Genova studie).

Vyberte moznosti, které chcete do hlaseni zahrnout. HlaSeni se otevie s vybranymi vychozimi
moznostmi. Vyberte nebo odznacte zaskrtavaci poli¢ka pro zménu celych kategorii nebo
jednotlivych moznosti v kategorii.

Kategorie hlaseni o genové studii na strané 249 obsahuje seznam dostupnych moznosti zobrazeni.

Zmeénte poradi kategorii a poloZek v hlaseni. Pfretahnéte moznosti do pozadované pozice.
PoloZky Ize pfeusporadat pouze v ramci kategorii, do kterych patfi.

Kliknéte na poloZku Update Report (Aktualizovat hldSeni) pro aktualizaci Report Preview (Nahled
hlaseni) se zohlednénim vSech zmén.

Hlaseni vytisknéte nebo ulozte. Pro tisk aktualniho hlaseni kliknéte na tlacitko Print Report (Tisk
hlaseni) na panelu nastroja. Vyberte polozky File > Save (Soubor > Ulozit) pro uloZeni hlaseni
jako PDF (Adobe Acrobat Reader file) (PDF (soubor Adobe Acrobat Reader)) a vyberte umisténi,
do kterého se soubor ulozi. Ulozte hlaseni s novym nazvem nebo do nového umisténi zvolenim
polozek File > Save As (Soubor > Ulozit jako).

(Volitelné) Vytvorte Sablonu hlaseni s pozadovanymi informacemi. Pro ulozeni aktualniho
nastaveni hla$eni v $abloné vyberte Template > Save (Sablona > UloZit) nebo Save As (UloZit
jako). Kdyz pak chcete vytvorit nové hlaseni, nactéte Sablonu hiaseni.
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Kategorie hlaseni o genové studii

Dialogové okno Gene Study Report (HlaSeni o genové studii) slouzi k usporadani udajd o genové
studii do sestavy. Tabulka 39 obsahuje v8echny dostupné moznosti pro hladeni z genové studie.

Tabulka 39. Kategorie hlaseni pro genovou studii

Kategorie Moznost Popis

Zahlavi

Titul, podtitul a logo pro hlaseni

Report Information (Informace o Datum, jméno uzZivatele, nazev datového
hlaseni) souboru, cesta k datovému souboru a
vybrana skupina jamek

Gene Study File List (Seznam Seznam vSech datovych soubort v genové
soubor( genové studie) studii.
Notes (Poznamky) Poznamky k datovému hlaseni

Study Analysis: Bar Chart (Analyza studie: Sloupcovy graf)

Analysis Settings (Nastaveni Seznam vybranych parametrt analyzy
analyzy)

Chart (Graf) Sloupcovy graf exprese genu zobrazujici data
Target Names (Nazvy cil() Seznam cilll v genové studii.

Sample Names (Nazvy vzorku) Seznam vzorkd v genové studii.

Data Tabulka, ktera zobrazuje data

Target Stability (Cilova stabilita) Data o cilové stabilité

Inter-run Calibration (Kalibrace Data z kalibrace mezi cykly

mezi cykly)

Study Analysis: Clustergram and Scatter Plot(Analyza studie: Clustergram, rozptylovy
graf, vulkanovy graf, clustergram a rozptylovy graf teplotni mapy)

Analysis Settings (Nastaveni Nastaveni pro kazdy typ grafu

analyzy)

Chart (Graf) Graf exprese genu zobrazujici data
Data Tabulka se seznamem dat pro kazdy cil
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Priloha A Vypocty pro analyzu dat

CFX Manager Dx automaticky vypocita vzorce a zobrazi vysledky na kartach Data Analysis (Analyza
dat). PFiloha podrobné vysvétluje, jak software CFX Manager Dx vzorce pocita.

Uéinnost reakce

Duikazy prokazuji, Ze pouZiti presného méfitka ucinnosti pro kazdou sadu primeru a sondy vam da pfi
analyze dat exprese genu presnéjsi vysledky. Vychozi hodnota uc¢innosti pouzita ve vypoctech
exprese genu je 100 %. Pro hodnoceni U€innosti reakce vygenerujte standardni kfivku pomoci série
fedéni reprezentativniho vzorku napfi€ pfislusSnym dynamickym rozsahem a poté zaznamenejte
ucinnost pro naslednou analyzu exprese genu. Jestlize vas cyklus zahrnuje standardni kfivku, pak
software automaticky vypocita ucinnost a zobrazi ji pod moznosti Standard Curve (Standardni kfivka)
na karté Quantification (Kvantifikace), kdyz je zaskrtnuta moznost Auto Efficiency (Automaticka
ucinnost) na karté Targets (Cile) v okné Experiment Settings (Nastaveni experimentu).

Uginnost (E) ve vzorcich uginnosti odkazuje na ,G&innost* popsanou Pfafflem (2001) a
Vandesompelem a kol. (2002). V téchto publikacich odpovida hodnota tU¢innosti 2 (dokonalé zdvojeni
pfi kazdém cyklu) v tomto softwaru 100% ucinnosti. Mate moznost pfeménit své vypocty ucinnosti na
vypocéty pouzité softwarem, a to na zakladé nasledujicich matematickych vztaha:

B E = (% ucinnosti*0,01) +1

B % ucinnosti=(E—-1)*100
Relativni mnozstvi
Vzorec pro relativni mnozstvi (AC,) pro kazdy vzorek (GOI) je:

Relative Quantityg,,ye (o) = Ecor (O i =€, (sample))

Poznamka: Tento vzorec se pouziva pro vypocet relativnino mnozstvi, pokud neni definovan
Zadny kontrolni vzorek.
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Kde:

B E = (ginnost sady primeru a sondy. Ug&innost se vypoé&ita podle vzorce
(% ucinnost * 0,01) + 1, kde 100% ucinnost = 2

B C g (vzorek) = Prumér Cg pro vzorek

B GOl =zajmovy gen (jeden cil)

Relativni mnozstvi pri vybéru kontroly

Je-li pfifazen kontrolni vzorek, vypocita se relativni mnozstvi (RQ) pro libovolny vzorek se zajmovym
genem (GOI) timto vzorcem:

3 H Cy (con -C
Relative Quantityg,mple (cor) = EGOI( 9 (contzal) q(sample))

Kde:

B E = uginnost sady primeru a sondy. Uginnost se vypogita podle vzorce
(% ucinnost * 0,01) + 1, kde 100% uginnost = 2

B Cq (kontrola) = Prumér C pro kontrolni vzorek
B Cq (vzorek) = Prumér Cq pro vsechny vzorky s GOI

B GOl =zajmovy gen (jeden cil)

Smeérodatna odchylka relativhiho mnozstvi

Vypocet smérodatné odchylky relativniho mnozstvi je

SD Relative Quantity = SD Cqgoyr X Relative Quantity,umye (qory X Ln (Egor)

Kde:

B SD relativniho mnozstvi = smérodatna odchylka relativniho mnozstvi
B SD Cqygo vzorek = smérodatna odchylka C pro vzorek(GOl)

B Relativni mnozstvi = relativni mnozstvi vzorku

B E = uginnost sady primeru a sondy. Uginnost se vypogita podle vzorce
(% ucinnost * 0,01) + 1, kde 100% uginnost = 2

B GOl =zajmovy gen (jeden cil)
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Korigovana ucinnost C (C¢)
Vzorec pro korigovanou ucinnost Cq je
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Kde:

B E=ucinnost
Pramérna korigovana ucinnost Cq (MCyp)
Vzorec pro pridmérnou korigovanou ucinnost Cq je

Cag (Rep 1)+CUE (Rep 2) T+ - -+CUE (Rep
MCC]_E= (Rep 1) ( n) (Rep n)

Kde:
B Cge = korigovana ucinnost Cg

B n=pocet replikatd

Faktor normalizace

Jmenovatel rovnice normalizované exprese je definovan jako normalizagni faktor. Faktor normalizace
je geometricky pramér relativnich mnozstvi vSech referenénich cilti (genti) pro dany vzorek, jak je
popsano v tomto vzorci:

1
Normalization Factorsampl (o) = (RQsmple (Ref1) % RQqample (Ret2) X « - - X RQgample (Refn))™

Kde:
B RQ =relativni mnozstvi
B n=pocet referencnich cill

B GOl =zajmovy gen (jeden cil)
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Normalizovana exprese

Normalizovana exprese (AAC,) je relativni mnoZstvi vaseho cile (genu) normalizovaného na mnozstvi
referencnich cilll (gend nebo sekvenci) ve vasem biologickém systému. Chcete-li vybrat referenéni
cile, oteviete okno Experiment Settings (Nastaveni experimentu) a kliknéte na referenéni sloupec pro
kazdy cil, ktery slouzi jako referencni gen.

Vzorec pro normalizovanou expresi, ktery pouziva vypocet relativniho mnozstvi (RQ), je

RQuample (cOT)

Normalized Expressiong,,. (cor = n
(BQuampie (et 1) ¥R Quample (et 2)X- - XRQuume et ) ™

Kde:

B RQ =relativni mnozstvi vzorku

B Ref =referenc¢ni cil v cyklu, ktery obsahuje jeden nebo vice referenénich cilli v kazdém vzorku
B GOl =zajmovy gen (jeden cil)

Za predpokladu, ze referencni cile v biologickém systému neméni hladinu exprese, bude vypocet
normalizované exprese zohledriovat rozdily v zatéZi nebo zmény poctu bunék, které jsou
reprezentovany v kazdém vzorku.

Normalizovana exprese pri vybéru kontroly

Kdyz vyberete kontrolni vzorek v okné Experiment Settings (Nastaveni experimentu), software
nastavi urover exprese kontrolniho vzorku na 1. V tomto pfipadé software normalizuje relativni
mnozstvi veskeré exprese cile (genu) podle mnoZzstvi kontroly (hodnota 1). Pokud je zvolena kontrola,
odpovida tato normalizovana exprese analyze normalizované exprese bez Upravy méfitka.

Poznamka: Tomu se takeé fika relativni normalizovana exprese (RNE) nebo nasobek exprese.
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Smeérodatna odchylka pro normalizovanou expresi

Uprava rozsahu hodnoty normalizované exprese se provadi tak, Ze se smérodatna odchylka
normalizované exprese vydéli hodnotou normalizované exprese pro nejvyssi nebo nejnizsi uroven
exprese podle toho, kterou moznost Upravy rozsahu si zvolite. Vzorec pro smérodatnou odchylku (SD)
normaliza¢niho faktoru je

_ SD RQuumgie (mef1) \ 2 SD RQuumpie (mer2) 2 SD RQuumpie (et n) \ 2
SD NF,, = NF, x \/(ﬂxn%m (Ref 1) ) + ( nXRQeample (Ref 2) ) et ( XRQuample (Ref n) )

Kde:

B RQ =relativni mnozstvi vzorku
B SD =smérodatna odchylka

B NF =faktor normalizace

B Ref=referencni cil

B n=pocetreferenénich cill

Kdyz je pfifazen kontrolni vzorek, nemusite tuto funkci Upravy rozsahu smérodatné odchylky
provadét, jak je znazornéno v nasledujicim vzorci:

SD NFgample ) 2 (SD RQuompte (cor) ) 2

SD NEsample (Gor) = NEsample (cor X \/ ( NFsampie RQuumpte (001

Kde:

NE = normalizovana exprese

B RQ =relativni mnozstvi vzorku

SD = smérodatna odchylka

B GOl =zajmovy gen (jeden cil)
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Normalizovana exprese upravena podle nejvyssi uroven
exprese

KdyZ cyklus nezahrnuje kontroly, stanovte rozsah normalizované exprese (NE) pro kazdy cil (gen) tak,
ze vydélite uroven exprese kazdého vzorku nejvyssi Urovni exprese ve vSech vzorcich. Software
stanovi nejvy&8i uroven exprese na hodnotu 1 a upravi rozsah vSech urovni exprese vzorku. Vzorec
pro nejvyssirozsah je

Normalized Expressiongmy. (cor
Normalized Expressionmghest sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong,. (qor) =

Kde:

B GOl = zajmovy gen (cil)

(D¢

Normalizovana exprese upravena podle nejnizsi urovn
exprese

Kdyz cyklus nezahrnuje kontroly, stanovte rozsah normalizované exprese (NE) pro kazdy cil (gen) tak,
Ze vydélite uroven exprese kazdého vzorku nejnizsi Urovni exprese ve v8ech vzorcich. Software
stanovi nejnizsi Urover exprese na hodnotu 1 a upravi rozsah vSech Urovni exprese vzorku. Vzorec

Normalized Expressiong,mgle (qon
Normalized ExXpressionpowest sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong,ny.e (o =

Kde:

B GOl =zajmovy gen (cil)
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Normalizovana exprese upravena podle primérné urovné
exprese

KdyZz cyklus nezahrnuje kontroly, stanovte rozsah normalizované exprese (NE) pro kazdy cil (gen) tak,
ze vydélite Uroven exprese kazdého vzorku geometrickym primérem urovni exprese ve vSech
vzorcich. Software stanovi primérnou Urover exprese na hodnotu 1 a upravi rozsah v§ech trovni
exprese vzorku. Vzorec pro primérny rozsah je

Normalized Expressiongmy. (cor

Scaled Normalized Expressiong,mple (@01 = Formaimed Exprossionca: (on

Kde:
B GOl =z3ajmovy gen (cil)

B GM = geometricky primér normalizované exprese vSech vzork(

Smeérodatna odchylka pro normalizovanou expresi s
upravenym rozsahem

Opétovna uprava méfitka hodnoty normalizované exprese (NE), jejiz méfFitko jiz bylo upraveno, se
provadi tak, Zze se smérodatna odchylka (SD) normalizované exprese vydéli hodnotou normalizované

meéfitka si zvolite.

Poznamka: Kdyz je pfifazen kontrolni vzorek, nemusite tuto funkci opétovné upravy meéfitka
podle smérodatné odchylky provadét.

Vypocet podle tohoto vzorce je

SD NEgmpie (con

SD Scaled NEsample (Gor = m

Kde:

NE = normalizovana exprese

B SD =smérodatna odchylka

B GOl = zajmovy gen (cil)

B MAX = nejvyssi uroven exprese

B MIN = nejnizsi Uroven exprese
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Regulace

Regulace je méfitkem zvySeni nebo sniZeni exprese cile pro experimentalni vs. kontrolni vzorek a
stanovi se nasledovné:

Pokud plati, Ze exprese (experimentalni) > exprese (kontrolni):

Expression (experimental)

Regula‘tlon = Expression (control)

Pokud plati, Ze exprese (experimentalni) < exprese (kontrolni):

Regulation = —1 / (EXPression (eXpel‘imentaJ))

Expression (control)

Poznamka: Pro sloupcovy graf vychazi exprese bud z relativniho mnozstvi, nebo z
normalizované exprese v zavislosti na vybraném rezimu (viz Sloupcovy graf na strané 228). Pro
rozptylovy graf a graf ,clustergram® se regulace vzdy vypocita z normalizované exprese.
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Vzorce pro korigované hodnoty

Rozdil mezi korigovanymi a nekorigovanymi hodnotami je vidét pouze tehdy, pokud je v ramci cyklu
PCR v realném Case vytvofena standardni kfivka. Software pouziva k ur€eni Sifeni chyb tfi rovnice:

B Standardni chyba

B Standardni chyba normalizované exprese

B Standardni chyba pro normalizovany sledovany gen (cil)
Vzorec pro standardni chybu je

Standard Error = 52

R
Kde:
B n = pocet referenénich cilt (gent)
B SD =smérodatna odchylka

Standardni chyba pro faktor normalizace ve vzorci normalizované exprese je

_ SE RQuumgle (Rer1) \ 2 SE RQuumgte mef2) \ 2 SE RQuupie (Retz) \ 2
SE NF,, = NFy, x \/("XSE RQuample (Refl)) + (”XSE RQuample (Ref2)) *eet ("XSE RQuomple (Mn))

Kde:

B n=pocetreferenénich cill
m  SE =standardni chyba

B NF =faktor normalizace

B RQ = relativni mnozstvi

Standardni chyba pro vzorec normalizovaného sledovaného genu (GOI) je

2 2
SE GOI, = GOL, x \/ (S) + (SEG(‘,*I‘")

Kde:

B SE = standardni chyba

B GOl =z4jmovy gen (jeden cil)
B NF = faktor normalizace

B n=pocetreferenénich cill
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Priloha B Sprava uzivatelu a roli CFX Manager
Dx

V softwaru CFX Manager Dx mizete vytvaret uzZivatele a pfifazovat jim role. Role omezuji pfistup k
funkcim softwaru CFX Manager Dx. UZivateli Ize pfifadit vZdy jen jednu roli. Spravce softwaru CFX
Manager Dx ale mdze roli uzivatele kdykoliv zménit.

Tip: Pro pouziti softwaru CFX Manager Dx neni nutné vytvaret uzivatele. Pokud uzivatele
nevytvofite, budou veskeré Cinnosti vykonavany pfes vychozi uzivatelsky ucet admin.

Dulezité: Uzivatel admin je vychozi Ucet spravce, pres ktery se zpocatku prihlasujete do softwaru
CFX Manager Dx. Doporuéujeme vam pro spravu softwaru CFX Manager Dx vytvofrit
samostatného uZivatele. Tomuto uzivateli pfifadte roli spravce a provadéjte pfes néj vdechny
spravcovské ukony.

Dulezité: Software CFX Manager Dx nema funkci pferuseni relace uZivatele v pfipadé neaktivity.
Proto vam doporucujeme, abyste provedli zabezpecfovaci opatieni, ktera vdm nabizi systém
Windows, nebo Fedeni tfetich stran (napfiklad pouZijte spofi€ obrazovky s pozadovanym
pfihladenim).

Sprava uzivatell

Ve standardnim vydani softwaru Software CFX Manager Dx mohou mit uzivatelské ucty jakékoli
jméno nebo heslo.

Kazdému uzivateli pfifadte roli tim, Ze ji vyberete ze seznamu roli v okné User Administration (Sprava
uzivateld). V tomto pFikladu ma uzivatel Host pfidano pravo ukladat soubory.

Pridavani a odstranovani uzivatelt

Poznamka: Pfidavat a odstrafiovat uzivatele mdze pouze spravce CFX Manager Dx.
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Jak pridat uzivatelsky ucet do softwaru CFX Manager Dx
1. V okné Home (Domu) vyberte moznost User > User Administration (UzZivatel > Sprava uzivatel().

Otevre se dialogové okno User Administration (Sprava uzivateld).

User Administration

Manage Users

User Name Full Name Role Password Remove
1 |admin Administratar ~ O
2 |cpeterson carl peterson Administrator ~ O
3 |ebrizel elizabeth brize! Principal ~ O
4 |msnyder matthew snyder Guest v O
5 ~ O

Manage Rights (Managed by Administrator only)

Rights Principal Operator
Start, pause and abort runs

(]
=
a5
“a

]
2 |Addrepeatstoarun

3 | Perform skip steps

4 |Perform instrument calibration

5 | Apply different calibrations to a data file
6

7

8

9

<

HEEE

Edit or replace plate during run
Edit or replace the plate after a un
Allow instrument file management
Rename instruments

10 | Saveanyfile

11 |Change threshold and baselines

12 | Print reports

13 | Setup Emai

41

OFREAREEDOOREE

!DHDIDDDDDDIDI

Restore Default Rights

(=}
-

Cancel

2. Na panelu Manage Users (Spravovat uzivatele) zadejte uzivatelské jméno uzivatele.
3. V moznosti Role (Role) vyberte roli uzivatele.
Role omezuji prava uzivatele. Vychozi nastaveni je Principal (Vedouci).

Tip: Prava pro kazdou roli mdzete ménit. Zména prav role ovlivni vSechny uzivatele, kterym
je dana role pfifazena. Vice informaci naleznete v ¢asti Sprava prav roli na strané 263.

4. (VoliteIné) Zadejte Full Name (Celé jméno) a Password (Heslo) uZivatele.
5. Kliknutim na OK otevrete dialogové okno a potvrdite, Ze chcete obecné okno zavfit.

6. Kliknutim na Yes (Ano) dialogové okno i obecné okno zaviete.
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Sprava uzivatell

Jak odstranit uzivatele

1.V podokné Manage Users (Spravovat uzivatele) vyberte moznost Remove (Odstranit) pro
kazdého uzivatele, kterého chcete odstranit.

2. Kliknutim na OK otevrete dialogové okno a potvrdite, Ze chcete obecné okno zavfit.
3. Kliknutim na Yes (Ano) dialogové okno i obecné okno zaviete.

Poznamka: Seznam uzivatel(l softwaru musi vzdy obsahovat jednoho spravce.

Sprava prav roli
Software CFX Manager Dx obsahuje tyto &tyfi role:

B Administrator (Spravce — vyZzadovano) — spravci maji vSechna prava a tato prava nemuzete
ménit. Spravci mohou také pfidavat a odstranovat uzivatele a ménit prava pro kazdou roli.

Poznamka: Prava pro jednotlivé role mohou ménit pravé jen spravci.
B Principal (Vedouci) — ve vychozim nastaveni ma vedouci vSechna prava

B Operator (Operator) — ve vychozim nastaveni vyuziva operator vSechna prava kromé
preskakovani cykll

B Guest (Host) — ve vychozim nastaveni mize host pouze ¢ist soubory

Dulezité: Zména prav pro konkrétni roli ma vliv na vSechny uzivatele, kterym je tato role
pfifazena. Neni mozné pfizpUsobit roli pro konkrétniho uzivatele. Pfi zméné prav jednotlivych roli
postupujte opatrné.

Jak stanovit prava pro kazdou roli
1.  Vokné Home (Dom) vyberte moznost User > User Administration (UZivatel > Sprava uzivatel().
2. 'V podokné Manage Rights (Spravovat prava) postupujte nasledovné:
B Chcete-li odstranit pravo z role, odznadte pfislusné zaskrtavaci poli¢ko.
B Chcete-li pfidat pravo do role, oznacte pfislusné zaskrtavaci policko.
3. Kliknutim na OK otevrete dialogové okno a potvrdite, Ze chcete obecné okno zavfit.
4. Kiliknutim na Yes (Ano) dialogové okno i obecné okno zaviete.
Jak resetovat vSechna prava pro vSechny role

» Vdialogovém okné User Administration (Sprava uzivatel(l) kliknéte na Restore Default Rights
(Obnovit vychozi prava).
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Prihlaseni do softwaru CFX Manager Dx

Software CFX Manager Dx spravuje, kdo se pfihlasi do softwaru pomoci dialogového okna Login
(Prihlaseni). Kdyz spustite software, CFX Manager Dx automaticky zobrazi dialogové okno Login
(Prihlaseni), kdyz jsou v okné User Administration (Sprava uzivatel() uvedeni dva nebo vice uzivatelu.

CFX Manager Dx zobrazuje jméno pfihlaSeného uzivatele v horni ¢asti okna Home (Domu).

Prihlaseni do CFX Manager Dx

1. Vdialogovém okné Login (PFihlaSeni) vyberte své jméno z rozeviraciho seznamu User Name

(Uzivatelské jméno).

2. Zadejte své heslo.

3. Klepnutim na tlaCitko OK zavrete dialogové okno Login (PfihlaSeni) a otevrete software.

Bio-Rad CFX Maestro - Login

="
E¥
M

User Name: | cpeterson

Password: |H+

Cancel

Zména uzivatell
Muzete zménit uzivatele, kdyZ je spustén software.

Prepinani uzivatell

1. V okné Home (Domu) vyberte moznosti User > Select User (UzZivatel > Vybrat uZivatele) a

otevrete tak dialogové okno Login (PFihlaseni).

2. Vrozeviracim seznamu vyberte polozku User Name (Uzivatelské jméno).

3. Zadejte heslo nového uzivatele.

4. Klepnutim na tlagitko OK zaviete dialogové okno Login (Pfihlaseni) a otevfete software.
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Zmeéna hesla uzivatele

Uzivatelé CFX Manager Dx mohou kdykoliv své heslo zménit.

Jak zménit heslo uzivatele

PFihlaseni do softwaru CFX Manager Dx

1.V okné Home (Domi) vyberte moznosti User > Change Password (UzZivatel > Zménit heslo).
Otevre se dialogové okno Change Password (Zménit heslo).

Change Password

@ 1

(ld Password: |

MNew Password: |

Corfim New Password: |

oK

Cancel

2. Do pole Old Password (Staré heslo) zadejte své sou€asné heslo.

3. Do pole New Password (Nové heslo) zadejte nové heslo a zopakujte jej v kolonce Confirm New

Password (Potvrdit nové heslo).

4.  Zménu potvrdite kliknutim na OK.

Zobrazeni role a prav uzivatele

Tip: UzZivatelé, kterym byla pfifazena role Principal (Vedouci), Operator (Operator) nebo Guest

(Host), mohou zobrazit pouze své uzivatelské pfedvolby, prava a role.

Zobrazeni aktualni role a prav uzivatele

» Vokné Home (Domu) vyberte moznost User > User Administration (UzZivatel > Sprava uzivatel().

Chcete-li upravit uzivatelska nastaveni, prava a role uvedené v okné User Administration (Sprava

uzivatell), obratte se na spravce CFX Manager Dx.
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Priloha C Integrace LIMS

MUzete konfigurovat software CFX Manager Dx pro pouZiti se systémem pro spravu laboratornich
informaci (LIMS). Pro integraci LIMS vyzaduje software CFX Manager Dx informace o nastaveni
destic¢ky generované platformou LIMS (a soubor LIMS *.plrn), soubor protokolu vytvofeny pomoci
Software CFX Manager Dx (*.prcl), definované umisténi exportu dat a definovany format exportu.

Po dokonéeni cyklu vygeneruje CFX Manager Dx soubor dat (.pcrd) a ulozi jej do definované slozky
pro export dat. CFX Manager Dx muze také vytvofit datovy soubor kompatibilni s LIMS ve formatu .csv
a uloZit jej na stejné misto.

Vytvoreni datovych soubori kompatibilnich s LIMS

Tato pfiloha vysvétluje, jak nastavit software CFX Manager Dx pro vytvoreni, ulozeni a export
datovych soubort kompatibilnich s LIMS.

Nastaveni moznosti slozky LIMS a exportu dat

Ve vychozim nastaveni software CFX Manager Dx ulozi protokoly, soubory a soubory exportu dat
LIMS do této slozky:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

MUzete CFX Manager Dx nakonfigurovat tak, Ze uloZi soubory do jiné sloZky, a sou¢asné muzete
ménit moznosti exportu pro data LIMS.

Jak nastavit moznosti slozky LIMS a exportu dat
1.V okné Home (Domu) vyberte polozky Tools > Options (Nastroje > Moznosti).

2. Vdialogovém okné Options (Moznosti) vyberte polozku Data Export Settings (Nastaveni exportu
dat).

Navod k pouziti | 267



Pfiloha C Integrace LIMS

Options

[~ Emai [i# Data Export Settings

LIMS Settings
[ Automatically export LIMS data at end of un

LIMS Data Export Settings..

Protocal: |C."-Users'-.Public'-.Ducuments'-.EiD-Rad"-CFX_DX'-.LIMS".L\MS Protocols | .

LIMS File: |C:'-Users'-.PubIlc'-.Ducurnents'-.ElDfRad'-CF}’\_D){'-.LIMS | "

Data Bxport: |C:\Users\Public\Documents'\Bio-Rad\CFX_DX\LIMS |

Other Data Settings
(®) Use data file location
(0 Use this folder: ‘

[] Automatically export all data sheets at the end of run

Data format: | Excel 2007 (*xlsx)

OK Cancel

3. (Volitelné) Vyberte moznost Automatically export LIMS data at end of run (Automaticky
exportovat data LIMS na konci cyklu).

Software automaticky provede export dat LIMS po kazdém cyklu a uloZi je do stanoveného
umisténi.

4. Chcete-li zménit vychozi moznosti exportu dat LIMS, kliknéte na polozku LIMS Data Export
Settings (Nastaveni exportu dat LIMS).

Dulezité: Zpét do softwaru CFX Manager Dx Ize importovat pouze data LIMS exportovana
jako soubor .csv.

5. Vdialogovém okné LIMS Data Export Format Settings (Nastaveni formatu pro export dat LIMS)
vyberte pozadované moznosti exportu a kliknéte na OK.

6. Vdialogovém okné Options (Moznosti) najdéte a vyberte vychozi slozku, do které chcete ulozit
datové soubory LIMS. Pro kazdy typ souboru mlzete vybrat jiné umisténi:

H  Protokol
B SouborLIMS
B Exportdat

7. Kliknutim na OK ulozite zmény a zaviete dialogové okno Options (Moznosti).

Tvorba protokolu LIMS

Chcete-li spustit cyklus LIMS, vytvofte soubor protokolu file CFX Manager Dx (*.prcl) a uloZte jej do
uréeného umisténi slozky protokolu LIMS.

Dalsi informace naleznete v Kapitola 6, Vytvareni protokolu.
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Vytvoreni datovych soubor kompatibilnich s LIMS

Vytvoreni souboru LIMS

Soubor LIMS (*.plrn) obsahuje podrobnosti o nastaveni desti¢ky a nazev souboru protokolu. Soubor je
vygenerovan vasim internim LIMS. Software CFX Manager Dx pouziva soubor LIMS k tvorbé& souboru
desticky, ktery bude pouzit se souborem protokolu.

Software CFX Manager Dx obsahuje soubory $ablony pro import desti¢ek, které mazete upravovat,
abyste vytvofili viastni soubory desti¢ek LIMS.

Tip: Tento ukol by mél vykonavat specialista na LIMS.
Jak vytvorit soubor LIMS

1.V okné Home (Dom) vyberte polozky View > Show > LIMS File Folder (Nahled > Zobrazit >
Slozka souboru LIMS).

2. Otevfete slozku LIMS Templates (Sablony LIMS) a vyberte soubor .csv pro import do vageho
interniho LIMS.

B LMS Templates

« * 1‘| C\Users\ PublichDocuments'\Bio-Rad\ CFX_DX\LIMS\LIMS Templates | @ Search Ll... 2

#

* Downloads ~ MName Date modified Type Size

b Music (EL) CFX 96 LIMS Plate Import Template.csy  3/2/2012 6:43 AM Microsoft Excel ... 5 KB
| Pictures

m Videos
o OSDisk (C)
- Groups (G) w

1item =

3. Pomoci LIMS upravte Sablonu tak, ze vyplnite pozadovana pole uvedena v Tabulka 40.

4. Ulozte Sablonu se souborovou koncovkou .plrn do slozky pro soubory LIMS.

Dilezité: Software CFX Manager Dx otevira pouze soubory .plrn. Abyste mohli provést
cyklus LIMS, musite soubor .csv ulozit jako .plrn.

Tabulka 40. Definice obsahu LIMS souboru .csv

Sloupec Radek Popis Obsah Ucel
A 1 Zahlavi desticky Neupravovat Preddefinovano
AB,C 2 Pole/data/pokyn Neupravovat Preddefinovano
B 3 Verze Neupravovat Preddefinovano
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Tabulka 40. Definice obsahu LIMS souboru .csv, pokracovani

Sloupec Radek Popis

B 4 Velikost desticky

Obsah

Neupravovat

Ucel

Preddefinovano

B 5 Typ desticky

Zadejte ,BR White*
(,BR bila"), ,.BR
Clear” (,BR ¢ira")
nebo jiny
kalibrovany typ
desticky

Vyzadovano

B 6 Rezim skenovani
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Vytvoreni datovych soubor kompatibilnich s LIMS

Tabulka 40. Definice obsahu LIMS souboru .csv, pokracovani

Sloupec

B

Radek
7

Popis
Jednotky

Obsah Ucel

Zadejte jedno z Vyzadovano
nasledujicich: ,copy
number* (,Cislo
kopie®), ,fold
dilution” (,fedéni
nasobku®),
,micromoles*”
(,mikromoly*),
,nanomoles*”
(,nanomoly*),
spicomoles”
(,pikomoly*),
,<femtomoles*
(,femtomoly*),
Lattomoles*”
(,;attomoly®),
,milligrams*
(,miligramy*),
,micrograms*
(,mikrogramy*),
,hanograms*
(,nanogramy*),
spicograms*
(.pikogramy®),
,<femtograms*
(,femtogramy*),
,attograms*
(,attogramy*) nebo
~percent”
(,procenta®)

8

ID cyklu

Zadeijte kratky popis Volitelné
nebo ¢arovy kéd s

identifikaci tohoto

cyklu (maximalné 30

znaku, ¢arky nejsou

povoleny)
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Tabulka 40. Definice obsahu LIMS souboru .csv, pokracovani

Sloupec Radek Popis Obsah Ucel

B 9 Poznamka k cyklu Zadejte popis cyklu Volitelné

B 10 Protokol cyklu Zadejte pfesny Vyzadovano
nazev souboru
protokolu.

A 11 Datovy soubor Zadejte nazev Volitelné
datového souboru

A 12-15 TBD/prazdné Neupravovat Preddefinovano

A 16 Data desticky Neupravovat Preddefinovano
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Vytvoreni datovych soubor kompatibilnich s LIMS

Tabulka 40. Definice obsahu LIMS souboru .csv, pokracovani

Sloupec

A

B-G

J-0

Radek
17-113

Popis Obsah Ucel
Pozice jamky Neupravovat Pfeddefinovano
Barv. kanal1, barv. Pro kazdy pouzity Vyzadovano
kanal2, barv. kanal zadejte nazev
kanal3, barv. jednoho
kanal4, barv. kalibrovaného
kanal5, FRET barviva (napfiklad
JFAM®)
Typ vzorku Zadejte jeden z Vyzadovano
nasledujicich typu
vzorku: ,Unknown*
(,Neznamy*),
~Standard”
(,Standardni*),
LPositive Control*
(,Pozitivni kontrola®),
.Negative Control*
(,Negativni
kontrola“), ,NTC*
nebo ,NRT*
Nazev vzorku Zadejte nazev Volitelné
vzorku
Cil kanal1, cil Zadejte nazev cile Volitelné
kanal2, cil kanal3, pro kazdy pouzity
cil kanal4, cil kanal

kanal5, cil FRET,

Navod k pouziti | 273



Pfiloha C Integrace LIMS

Tabulka 40. Definice obsahu LIMS souboru .csv, pokracovani

Sloupec

P

Y-AD

Radek

Popis Obsah Ucel
Nazev biologického Zadejte nazev Volitelné
souboru biologického

souboru
Replikace Zadejte kladné celé Volitelné

Cislo pro kazdy
soubor replikace.
Hodnota nesmi byt
nulova.

Mnozstvi kanal1,
mnozstvi kanal2,
mnozstvi kanal3,
mnozstvi kanal4,
mnozstvi kanal5,
mnozstvi FRET

Zadejte hodnoty
mnozstvi pro kazdy
standard. Zadejte
koncentraci v
decimalni podobé.

Vyzadovano pro
v§echny standardy

Poznamka k jamce

Zadejte poznamku k
jamce (maximalné
20 znakul)

Volitelné

Barva jamky kanal1,
barva jamky kanal2,
barva jamky kanal3,
barva jamky kanal4,
barva jamky kanal5,
barva jamky FRET

Zadejte uzivatelem
definovanou barvu
stylu trasovani v
decimalnim formatu
32bitového celého
¢isla (argb)

Volitelné
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Vytvoreni datovych soubor kompatibilnich s LIMS

Spusténi cyklu LIMS

Spusténi cyklu LIMS

1.

Chcete-li otevfit soubor LIMS .pIrn, postupujte nasledovné:

BV okné Home (Domu) vyberte polozky View > Show > LIMS File Folder (Nahled > Zobrazit >
Slozka souboru LIMS) a otevfete cilovy soubor .plrn.

BV okné Home (Domu) vyberte polozky File > Open > LIMS File (Soubor > Otevfit > Soubor
LIMS) a otevrete cilovy soubor .plrn.

Soubor se otevre na karté Start Run (Spustit cyklus) v prdvodci Run Setup (Nastaveni cyklu). Na
karté Start Run (Spustit cyklus) se zobrazuji informace o experimentu, ktery se ma spustit.
Zobrazuje také pfipojeny blok nebo bloky pfistroje, na kterych mizete experiment spustit.

Na karté Start Run (Spustit cyklus) vyberte pFistroj a klepnéte na polozku Start Run (Spustit
cyklus).

Run Setup \EI
Protocol (2Z) Plate 1P Start Run
Run Information
Protocol: RespProtocol prcl
Plate: LIMS001_96 wells pitd
Motes:

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Mame A Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
O CFX36 Deep Well ldle 25
CFx560W2 CFX56 Deep Well Idle 25
[] Crxs&0 CFX86 Idle 25
CFX96102 CFX96 Idle 25
[ Select All Blocks

2* FHash Block Indicator ;ﬂ Open Lid ,ﬂ Close Lid

3 Start Run

"
n
-
@

1=
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Export dat do LIMS

Po ukoné&eni cyklu software CFX Manager Dx vygeneruje datovy soubor (.pcrd) a uloZi jej do
definované slozky pro export dat.

Jak exportovat datovy soubor do LIMS

» Oteviete soubor .pcrd a vyberte Export > Export to LIMS Folder (Exportovat > Export do slozky
LIMS).

Tip: Pokud v okné LIMS Options (Moznosti LIMS) vyberete moznost Automatically Export Data
after Run (Automaticky exportovat data po cyklu), vytvofi software CFX Manager Dx datovy
soubor kompatibilni s LIMS ve formatu .csv a ulozi jej do stejné slozky.
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Priloha D Poradce pfi potizich s pfipojenim k

softwaru CFX Manager Dx

Protokol aplikaci

PFed spusténim nového cyklu zahaji systémy CFX96 a CFX96 Deep Well vlastni diagnosticky test,
aby se ovéfilo, zda pracuji v ramci specifikaci. Software zaznamenava vysledky tohoto testu do
souboru Run Log (Protokol o cyklu) a Application Log (Protokol aplikaci). Pokud zaznamenate
problém pro jeden nebo vice experiment(, oteviete protokoly cyklu a aplikaci, abyste zjistili, kdy

problém zacal.

Software CFX Manager Dx sleduje informace o stavu pfistroje béhem cyklu v protokolu aplikaci. Tyto
protokoly pouZijte ke sledovani udalosti, které se vyskytuji na pfistrojich a v softwaru a pfi feSeni

probléma.

Otevieni protokolu aplikaci

» Vokné Home (Domu) vyberte View > Application Log (Zobrazit > Protokol aplikaci).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xml X

File:  BioRadPCRClientHistoryLog xmi

[[i4 < » »i] EventLog

Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00

Severty: Info

Tag: Unassigned

Message: Instrumert connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RND0S707, Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN - 788BR09582", Model - CFX96

Open Log
Find
Date v Message O Seveity O

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RN00S707, Shutle SN - 'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR09588", Model - CFX36"

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851’, Block SN - RN005883', Shuttle SN - 'SG8719', ORM SN nfo MachineCollection
-788BR02001", Model - Dual 48 Wel

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - RN008661", Shutle SN - 'SG6751, ORM SN Info MachineCollection
-788BRO3671", Model - Dual 48 Well

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM83878", Block SN - RN002499', Shutle SN - 'SG80S8, ORM SN Info MachineCollection
-788BRO0531", Model - CFX96'

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - swmams Block SN - RN004743, Shuttle SN -'SG0887, ORM SN Info MachineCollection
-788BRO6617, Model - CFX Conn

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - S\MAZAGS Block SN - 'RN006483, Shuttle SN -'SG9551", ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO4970’, Model - ‘96 Wel

08/04/2017 033459 Command ine argumerts: C:\ProgramData\Bio-Rad\CFX\nstument” Info C1000Server

C:\ProgramData\Bio-Rad\CFX\Enumerator' ‘FlagshipConnectedinstruments xml" True' False''1" " *

08/04/201709:3459  Product Bio-Rad C1000 Server version 4.1.2350.803 has started Info C1000Server

08/04/201709:3459  C1000 Server has started Info C1000Server

08/04/201709:3458  MC status thread started Info MC

08/04/201709:3458  C1000 server started successfuly. Info MachineCollection
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e

Poradce pfi potizich

Problémy s komunikaci softwaru a pfistrojl Ize obvykle vyfeSit restartovanim pocitace a systému.
Pfed restartovanim nezapomerite uloZit vSechny probihajici prace.

Poznamka: Ovéite, zda ma pocita€ dostatek paméti RAM a volné misto na disku. Minimalni
velikost paméti RAM je 4 GB a minimalni misto na pevném disku je 128 GB.

Vypadek napajeni

Pfi vypadku napajeni se pfistroj a po€ita€ vypnou. Pokud je vypadek napajeni kratky, pfistroj obnovi
provoz protokolu, ale protokol aplikaci zaznamena vypadek napajeni. V zavislosti na nastaveni
pocitace a dobé, kdy je napajeni pferuseno, se pfistroj a software pokusi pokraovat v provozu v
zavislosti na kroku protokolu:

B Pokud je protokol v kroku bez ¢teni desticky, protokol pokracuje v provozu, jakmile se znovu
obnovi napajeni pfistroje.

B Pokud je protokol v kroku s na¢tenim desticky, pfistroj eka, az software restartuje a obnovi
komunikaci, aby shromazdil data. V této situaci protokol pokracuje pouze v pfipadé, Ze pocita¢
neni vypnut. PFi opétovném spusténi pocitaCe a softwaru protokol pokracuje.

Vyjmuti vzorktl z reakéniho modulu béhem vypadku napajeni

Uzaméené motorizované viko miiZzete otevfit v reakénim modulu, abyste odebrali vzorky béhem
vypadku napajeni.

Vyjmuti uzamcéené desticky
1. Zatlatte na aretacni liStu, abyste odstranili reakéni modul z termocykleru C1000 Dx.

2. Opatrné postavte reakéni modul na stdl nebo laboratorni stdl.
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3. Umistéte modul tak, aby pfedni ¢ast modulu pfesahovala 5 centimetrd (2 palce) nad okra;j.

4. Imbusovym kli¢em odstrarite dva velké Srouby pod pfedni hranou reak&niho modulu (pod
tlaCitkem pro otevieni vika).

Meli byste slySet uvolnéni zajistovaci zapadky z modulu.

Dulezité: Neodstranujte dva malé Srouby na pfednim hrané modulu.

VA,

5. Otevrete viko reakéniho modulu. VSimnéte si, Ze zapadka (tmavy plast) jiz neni pfipojena.
Vyjméte vzorky z bloku.
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6. Vratte zpét zajiStovaci zapadku a zajistéte ji velkymi Srouby a znovu sestavte reakéni modul s
otevienym vikem.

Nacteni soubort do pocitace se softwarem CFX Manager Dx

Muzete najit data a soubory protokol umisténé v pfistroji a pfenést je na pevny disk pfipojeného
pocitace.

Poznamka: VSechny soubory ve sloZce s daty shromazdénymi v realném Case v zékladné
pristroje se nac¢tou do pocitace.

Jak nacist soubory z pfistroje

1.V podokné Detected Instruments (Detekované nastroje) v okné Home (Domu) kliknéte pravym
tlaitkem mysi na cilovy pfistroj a vyberte jednu z nasledujicich moznosti:

B Retrieve Log Files (Nacist soubory protokol()
B Retrieve Data Files (Nacist datové soubory)
2. Vyberte umisténi slozky pro uloZeni nactenych soubor(.

3. Kliknéte na OK.

Manualni instalace softwaru CFX Manager Dx
Jak manualné nainstalovat software Software CFX Manager Dx
1.V pfipadé potifeby odpojte od pocitace vSechny pfipojené pfistroje.

Najdéte a odpojte USB kabel pfistroje z pocitace se softwarem CFX Manager Dx. Konec
zapojeny do pristroje mizete ponechat na misté.

2. Prihlaste se k pocitaci se softwarem CFX Manager Dx s opravnénimi administratora.

3. Vlozte CD se softwarem.
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4. 'V Pruzkumnikovi Windows prejdéte na CD, kliknéte pravym tla¢itkem mysi na ikonu CD se
softwarem a vyberte poloZku Explore (Prozkoumat). Otevie se okno s CD.

5. Dvakrat kliknéte na slozku CFX_Manager, aby se oteviela, a nasledné dvakrat kliknéte na soubor
setup.exe pro spusténi pravodce instalaci softwaru.

6. Postupujte podle pokynt priivodce, nainstalujte software a kliknéte na Finish (Dokongit).

Preinstalovani ovladacu
Preinstalovani ovladacii pristroje

» Pro pfeinstalovani ovladacu vyberte v polozky Tools > Reinstall Instrument Drivers (Nastroje >
Znovu instalovat ovladacle pfistroje).

Poznamka: Pokud mate po preinstalovani ovladacl a kontrole pfipojeni USB problémy se
softwarem komunikujicim se systémem v realném €ase, obratte se na technickou podporu
spole€nosti Bio-Rad.
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Informace o autorskych pravech Minpack (1999), University of Chicago. Veskera prava
vyhrazena

DalSi distribuce a pouziti ve zdrojové a binarni podobé, s ipravami nebo bez Uprav, jsou povoleny za
predpokladu, Ze jsou spInény nasledujici podminky:

1. Soucasti dale distribuovaného zdrojového kédu musi byt vySe uvedené informace o autorskych
pravech, tento seznam podminek a nasledujici upozornéni.

2. Soucasti dale distribuované binarni formy musi byt vySe uvedené informace o autorskych
pravech, tento seznam podminek a nasledujici upozornéni v dokumentaci a/nebo jinych
materialech poskytovanych sou¢asné s distribuci.

3. Dokumentace pro koncového uzivatele, ktera soucasti pfipadné distribuce, musi obsahovat
nasledujici informaci:

»1ento produkt obsahuje software vyvinuty University of Chicago, provozovatelem narodni laboratofe
v Argonne.“
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