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Serviciul de asistenta tehnica Bio-Rad

Departamentul de asistenta tehnica Bio-Rad din SUA este deschis de luni pana vineri, intre orele 5:00
si 17:00, ora Pacificului.

Telefon: 1-800-424-6723, optiunea 2
E-mail: Support@bio-rad.com (Numai SUA/Canada)

Pentru asistenta tehnica in afara SUA si Canadei, contactati biroul de asistenta tehnica local sau faceti
clic pe linkul Contactati-ne de la adresa www.bio-rad.com.

Notificare

Nicio parte a acestei publicatii nu poate fi reprodusa sau transmisa sub nicio forma si prin niciun fel de
mijloace, electronice sau mecanice, incluzand fotocopierea, inregistrarea sau orice sistem de stocare
sau recuperare de informatii, fara permisiunea scrisa din partea Bio-Rad.

Bio-Rad isi rezerva dreptul de a modifica produsele si serviciile sale Th orice moment. Acest ghid poate
suferi modificari fara instiintare prealabila. Desi a fost intocmit astfel incat sa asigure acuratetea, Bio-
Rad nu isi asuma nicio raspundere pentru erori sau omisiuni sau pentru orice daune care apar din
aplicarea sau utilizarea acestor informatii.

BIO-RAD este marca comerciald a Bio-Rad Laboratories, Inc.

BIO-RAD, HARD-SHELL si MICROSEAL sunt marci comerciale aleBio-Rad Laboratories, Inc. in
anumite jurisdictii.

SYBR este marca comerciala a Thermo Fisher Scientific Inc.Bio-Rad Laboratories, Inc. detine licenta
pentru a comercializa reactivi care contin SYBR Green | pentru utilizare in PCR n timp real, numai in
scopuri de cercetare.

EvaGreen este marca comerciala a Biotium, Inc.Bio-Rad Laboratories, Inc. detine licenta din partea
Biotium, Inc. pentru a comercializa reactivi care contin colorant EvaGreen pentru utilizare in PCR in
timp real, numai in scopuri de cercetare.

Toate marcile comerciale utilizate in prezentul document sunt proprietatea detinatorilor lor de drept.

Copyright © 2022 Bio-Rad Laboratories, Inc. Toate drepturile rezervate.


http://www.bio-rad.com/

Domeniu de utilizare

Domeniu de utilizare

Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx cu CFX Manager Dx software sunt concepute pentru a
efectua PCR bazata pe fluorescenta pentru detectarea si cuantificarea secventelor de acid nucleic.
Sistemele si software-ul sunt concepute pentru utilizarea in scop de diagnostic in vitro de catre
tehnicieni de laborator instruiti. Sistemele sunt concepute pentru a fi utilizate cu teste de diagnostic
pentru acizi nucleici furnizate de alti producatori care au fost produse si etichetate in scopuri de

diagnostic.

Lexicon de simboluri

Important: Sunt evidentiate schimbari semnificative!

Producator

I

Utilizare de catre

e

Limita de temperatura

=)

Consultati instructiunile de utilizare

4

Pentru utilizare cu

LOT

Numarul lotului

Pentru utilizare de
diagnosticare in vitro

Numar de catalog

N/

Numarul de teste

[sw]

Numar de serie
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Rx Only

Numai cu utilizare pe baza de prescriptie Contine latex

Ce

Marcaj CE — Regulamentul (UE) nr.
2017/746 privind dispozitivele medicale
pentru diagnostic in vitro

Traduceri

Documentele de produs pot fi furnizate in limbi suplimentare pe suport electronic.

iv | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Cuprins

Domeniude Utilizare ... iii
Lexiconde simboluri ... iii
TradUCEIT ... iv
Siguranta si conformitatea cu reglementarile ... 13
Etichete cu avertizaride siguranta ... 13
Specificatii pentru utilizare sigura si conformitate ... 14
Conformitatea cureglementarile ... ... .. 15
PeriCOle . 16
Pericole biologice .. ... .. . 16
Pericole chimice ... ... 18
Pericole de explozie sau aprindere ... 18
Pericole electrice ... 18

TR ANS POt 18
Baterie .. 18
Bliminare 18
Garantie ... 19
Capitolul 1 Introducere ... . 21
Sisteme de detectie PCR CFX DX ... 21
Aflatimai multe ... 22
Capitolul 2 Configurarea ciclorului termic C1000Dx ............................................. 23
Cerinte pentruunitate ... 23
Cerinte de spatiupemasadelucru ... 23
Cerintedemediu ... 24
Cerintedealimentare ... 24
Prezentare generaldasistemului ... 25
Vedere frontald ... 25
Nedere Spate . 26
Module Reactie OptiCa ... 27

Manual de utilizare

\



Volume recomandate pentru probe ... ... ... . 27

Instalarea Ciclorului termic C1000 DX ... . 28
Despachetarea si instalarea bazei ciclorului termic C1000Dx ........................................ 28
Atasarea modululuiopticde reactie .....................ocooiiiii 29
Inlaturarea surubului de expediere ... 30
Incarcarea pIACIIOr CUPrODE ..............oo e 31
Detectarea instrumentelor conectate ... .. 33
Detasarea ... 34
Oprirea ciclorului termic C1000 DX ... 34

Capitolul 3 Instalarea CFX Manager Dx software ... 35

Cerinfe de SiStem ... 36

Instalarea CFX Manager Dx software ... 37
Detectarea instrumentelorconectate ... 37

Fisierele software-UlUui .................o 38

Masuri de siguranté cibernetica recomandate ... 39

Capitolul 4 Spatiulde lucru ... 41

Fereastra Home (Fereastra de pornire) ... 42

Startup Wizard (Expert pornire) .. . 43

Fereastra Protocol Editor (Editor Protocol) ... 44

Fereastra Plate Editor (Editor placa) ... 45

Fereastra Data Analysis (Analizadate) ... ... ... . . . 46

Capitolul 5 Fereastra Home (Fereastra de pornire) ... 47

Fereastra Home (Fereastra de pornire) ... ... 48
Comenzile meniului File (Fisier) ... 49
Comenzile meniului View (Vizualizare) ... . .. 49
Comenzile meniului User (Utilizator) ..................... 50
Comenzile meniului Run (Rulare) ... ... 51
Comenzile meniului Tools (Instrumente) ... ... . . 51
Comenzile meniului Help (Ajutor) ... 52
Comenzibaradeinstrumente ... 52
Startup Wizard (EXpert pOrnire) ... .. 53
Barade stare ... 53
Panoul Detected Instruments (Instrumente detectate) ... 54

vi | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Vizualizarea proprietatilor unuiinstrument ... 58

TNAINtE A @ TNCEPE ... oo 60
Setarea preferintelor utilizatorului ... 60
Crearea unui amestec principaldereactie ... 75
Calibrarea de colorantinoi ... 79

Capitolul 6 Crearea de protocoale ... 81

Fereastra Protocol Editor (Editor Protocol) ... ... 82
Comenzile meniului File (Fisier) ... 83
Comanda meniu Settings (Setari) ... 83
Comenzile meniului Tools (Instrumente) ... ... 83
Comenzibaradeinstrumente ... 83
Solutii de control pentru editarea protocolului ... 84

Crearea unui protocol in Protocol Editor (Editor Protocol) ......................... ... 87
Deschiderea unui nou fisier de protocol in Protocol Editor (Editor Protocol) ..................... 87
Deschiderea unui protocol existent in Protocol Editor (Editor Protocol) ........................... 88
Configurarea unuinou protocol ... . 90
Adaugarea de pasilaun protocol ... 92
Inserareaunuipasde gradient ... ... 92
Inserarea unui pas GOTO (Saltla) ... 94
Inserarea unuipasde curbadetopire ... ... 94
Adaugarea sau eliminarea unuipasdecitireplaca ... ... 96
Modificarea optiunilor pasilor ... 96
Stergerea unuUiPas ... 97
Copierea, exportarea sau imprimarea unui protocol ... 97

Crearea unui protocol cu Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol) ............ 98

Utilizarea Ta Calculator (Calculator Ta) ... ... 100
Despre Ta Calculator (Calculator Ta) ... 100

Capitolul 7 Pregatirea placilor ... . 105

Fereastra Plate Editor (Editor placa) ........ ... 106
Comenzile meniului File (Fisier) ... 107
Comenzile meniului Settings (Setari) ... 107
Comenzile meniului Editing Tools (Instrumente de editare) .......................................... 107
Comenzibaradeinstrumente ... 108

Crearea unui fisier placa utilizand Plate Editor (Editorplaca) ........................................... 109

Manual de utilizare | vii



Deschiderea unui fisier placa nou in Plate Editor (Editorplaca) ..................................... 109

Deschiderea unui fisier placa existent in Plate Editor (Editorplaca) ............................... 111
Configurarea unuifisierde placanou ... 112
Atribuirea de parametri optionalifisieruluiplaca ............................. 118
Atribuirea uneitinte alveolelor ... 118
Atribuirea unei denumiride proba alveolelor ... . 120
Atribuirea de seturi biologice alveolelor .......... ... .. .. . 122
Atribuirea de cifre replicari alveolelor ... 123
Atribuirea unei serii de dilutie probelor de tip standard ................................................ 125
Copierea continutului unei alveole intr-oaltaalveola ................................................. 126
Adaugareauneinotelao alveold ... .. ... 127
Golirea alveolelor de tot continutul ... 128
Schimbarea setarilor experimentelor ... ... .. 129
Creareade grupuride alveole ... .. ... 132
Modificarea stilurilor urmelor ... . 135
Vizualizarea placii in formatfoaiede calcul ... .. 137
Crearea unei structuri de placa folosind Plate Setup Wizard (Expert configurare placa) ...... 139
Utilizarea Setup Wizard (Expert configurare) alplacii .............................................. 139
Capitolul 8 Rularea de experimente ...l 143
Accesarea ferestrei Run Setup (Configurarerulare) ... 143
Fereastra Run Setup (Configurare rulare) ... ... 144
Fila Protocol ... . 145
Fila Plate (Placa) ... 148
Fila Start Run (INCepere rulare) ... 151
Rularea unui eXperiment . 152
Caseta de dialog Run Details (Detaliirulare) ..., 154
Fila Run Status (Stare rulare) ... 154
Fila Real-time Status (Stareintimpreal) ... ... ... .. 157
Fila Time Status (Stare timp) ... 160
Efectuarea de experimente PrimePCR ... .. 161
Capitolul 9 Prezentare generala a Data Analysis (Analizadate) ... .. 163
Fereastra Data Analysis (Analizadate) ........................... 163
Barade instrumentede analizdadatelor ... 164
Barademeniudeanalizaadatelor ...l 165

viii | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Detalii fila . 168

Selector Step Number (NUMErpas) ... 169
Vizualizarea grupurilor de alveole in Data Analysis (Analizadate) ................................. 169
Modificarea continutului alveolelor dupaorulare .......................oo 169
SetariAnalizadate ... 171
AJustarea PraguUIUI ... 171
Setarea Nivelinitial ... 171
Analysis Mode (Mod Analiza) ... ... 172
Cycles to Analyze (Cicluride analizat) ... . 173
Selectorul de alveole ... . . 174
Elementele de meniu afisate prin clic dreapta in Well Selector (Selector alveole) ............ 175
Excluderea temporara a alveolelordinanaliza ......................................................... 176
GrafiCe 177
Elementele de meniu comune afisate prin clic dreapta pentru grafice ............................ 177
Copierea datelor din grafic pe clipboard ... ... .. 178
Modificarea setarilor de prag pentru nivelulinitial ...................................................... 178
Sortarea datelortinteisiprobei ... 180
Marirea uneizone a graficului ... . 181
Copierea graficelor intr-un fisier Microsoft ... 181
Foide CalCul ... ... 182
Elementele de meniu comune afisate prin clic dreapta pentru foile de calcul .................. 182
EX PO (EXPOI are) . 184
Exportarea tuturor fiselordedate ... ... 184
Crearea unui fisier de exportare particularizata ... 185
Exportarea catre un folder LIMS . . 186
Exportarea de date informat Seegene ... . 186
Capitolul 10 Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date) ....................... 187
Fila Quantification (Cuantificare) ... .. 188
Optiuni fluorofori ... 189
Caseta de dialog Trace Styles (StiluriUrme) ... ... 189
Optiunea Log Scale (Scara logaritmica) ... 191
Graficul Standard Curve (Curba standard) ... 191
Optiunile meniului Amplification Chart (Grafic Amplificare) .......................................... 192
Foaia de calcul din fila Quantification (Cuantificare) ................................................ 193

Manual de utilizare | ix



Fila Quantification Data (Date de cuantificare) .................... ... ... ... ... 194

Foaia de calcul Results (Rezultate) ... . 194
Foaia de calcul Standard Curve Results (Rezultate Curba standard) ............................. 196
Foaiade calcul Plate (Placa) ... 197
Foaiade calcul RFU ... .. 197
Fila Melt Curve (Curba de topire) ... ... 198
Ajustarea datelor Melt Curve (Curbade topire) ... 200
Fila Melt Curve Data (Date curba de topire) ..., 201
Foaia de calcul Melt Peaks (Varfuride topire) ... 201
Foaiade calcul Plate (Placa) ... . 202
Foaiadecalcul RFU ... ... ... 203
Foaiade calcul -d(RFU)AT ... . 204
Fila End Point (Momentul final) ... 205
Daterezultate ... 206
Ajustarea analizei datelor din momentul final ... ... 207
Foaia de calcul RFU pentru analiza momentuluifinal ................................................. 207
Fila Allelic Discrimination (Evidentiere alelica) ............................................................. 208
Ajustarea datelor pentru evidentiere alelica ................................................... 209
Optiunile de meniu pentrugrafice ... .. 210
Foaia de calcul Allelic Discrimination (Evidentiere alelica) .......................................... 211
Fila Custom Data View (Vizualizare de date personalizata) .......................................... 212
Crearea unei vizualizari de date personalizata .......................................................... 213
Fila QC (CC) .o 214
Schimbarea criteriilor QC (CC) ... ... 214
Excluderea alveolelor care nuindeplinesc QC (CC) ..., 215
Fila Run Information (Informatiirulare) ... 216
Rapoarte de analiza a datelor ... 217
Categoriide rapoarte de analizaadatelor ... 218
Crearea unuiraportde analizaadatelor ....................... 221
Crearea rapoartelor pentru grupuride alveole ... 222
Capitolul 11 Analiza expresiei genice ... .. 223
Configurarea placii pentru analiza expresiei genice ... 223
Configurarea ghidata a placii ... . 224
Graficele de eXpresie geNICA ... .. ... 225

x | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



GrafiC CU DA . 226

Sortarea datelor tintei siprobei ... 228
Ajustarea datelor de expresie geniCa ... 228
Setari eXPeriMENtE . 230
Valoarea stabilitatii tintei ... 233
Optiunile de meniu afisate princlicdreapta ............................................................ 233
Foaiade calcul Data (Date) ... . 234
Optiunea Show Details (Afisare detalii) ... 235
ClUS gAML 237
SO AT 237
Optiunile de meniu afisate princlicdreapta ............................................................. 237
Foaiade calcul Data (Date) ... 238
GOl Og AMIA . 239
SO AT 239
Optiunile de meniu afisate princlicdreapta ... 239
Foaiade calcul Data (Date) ... 240
ResUIts (RezURAtE) ... ... 241
StUIU GENIC . 242
Inter-run Calibration (Calibrare intre rulari) ... 242
Caseta de dialog Gene Study (Studiugenic) ... 242
Fila Study Setup (Configurare studiu) ................. 243
Pregatirea unui studiu GeNiC ... . 243
Fila Study Analysis (Analiza studiu) ... 244
Crearea unuiraportde studiu geniC ... 245
Categoriile raportului de studiu genic ... 245
Anexa A Calcule Analizadate ... .. 247
Eficientareactiilor ... 247
Cantitate relativa ... 248
Cantitatea relativa cand este selectatuncontrol ... ... ... ... ... 248
Deviatia standard a cantitatii relative ... 249
Cqcorectata eficient (COE) .. ... 249
Cq corectata eficient medie (MCAE) ... 249
Factorde normalizare ... .. ... . 249
EXpresie normalizata ... ... 251

Manual de utilizare | xi



Expresia normalizata cand este selectatuncontrol ... ... 251

Deviatia standard pentru expresia normalizata ............................................. 252
Expresia normalizata scalata la cel mai ridicat nivel de expresie ....................................... 253
Expresia normalizata scalata la cel mairedus nivel de expresie .................................... 253
Expresia normalizaté scalata la nivelul de expresiemediu ............................................. 253
Deviatia standard pentru expresia normalizatascalata ................................................... 254
Reglarea .. 254
Formule valoricorectate ... 255
Anexa B Gestionarea utilizatorilor si rolurilor CFX ManagerDx ... 257
Gestionarea utilizatorilor ... 257
Adaugarea si stergerea utilizatorilor ... 257
Gestionarea drepturilor rolUNlOr ... .. 259
Autentificarea Tn CFX Manager Dx software ... 260
Schimbarea utilizatorilor ... 260
Schimbarea parolelor utilizatorilor ... 261
Vizualizarea rolului si drepturilor dumneavoastra ... 261
Anexa C Integrare LIMS .. . 263
Crearea de fisiere de date compatibilecu LIMS ... 263
Configurarea folderului LIMS si a optiunilor de exportareadatelor ............................... 263
Crearea unui protocol LIMS .. 264
Creareaunuifisier LIMS .. . 265
Initierea uneirulari LIMS ... 272
Exportarea datelor catre 0 LIMS .. . 273
Anexa D Depanarea problemelor de conectare a CFX Manager Dx software ...... 275
Jurnalul aplicatiei ... 275
DB PANANE . . 276
Pand de CUrent ... ... 276
Preluarea fisierelor in computerul cu CFXManagerDx .............................................. 278
Instalarea manuala a CFX Manager Dx software ... 278
Reinstalarea driverelor ... 279
Anexa E Bibliografie ... 281

xii | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Siguranta si conformitatea cu reglementarile

Pentru utilizarea sigura a sistemului CFX96 Dx sau a sistemului CFX96 Deep Well Dx cu CFX Manager
Dx software, denumit CFX Dx system in acest document, Bio-Rad va recomanda insistent sa respectati
specificatiile de siguranta prezentate Th aceasta sectiune si pe parcursul acestui manual.

Important: Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx sunt aprobate pentru utilizarea ca
dispozitive medicale de diagnoza in vitro (IVD).

Etichete cu avertizari de siguranta

Etichetele de atentionare aplicate pe instrument si prezentate in acest manual va avertizeaza despre
sursele de ranire sau vatamare. Tabelul 1 defineste fiecare eticheta cu avertizari de siguranta.

Tabelul 1. Semnificatia etichetelor cu avertizari de siguranta

Pictograma Semnificatie

Avertizare privind riscul de vatamare corporala sau de deteriorare a
echipamentului

Operarea CFX Dx system inainte de a citi acest manual poate constitui un risc de
vatamare personald. In vederea unei utilizari in sigurants, nu operati acest
instrument Tn nicio maniera nespecificata in acest manual. Instrumentul trebuie
operat exclusiv de personal de laborator calificat, instruit s& utilizeze n siguranta
echipamentele electrice. Manevrati intotdeauna toate componentele sistemului cu
atentie si cu mainile curate si uscate.

@ Avertizare privind manipularea materialelor periculoase din punct de
vedere biologic
Atunci cand manevrati probe periculoase din punct de vedere biologic, respectati
masurile de precautie recomandate si instructiunile si conformati-va tuturor
recomandarilor locale specifice pentru laboratorul dumneavoastra si locul in care

va aflati.

Manual de utilizare | 13



Siguranta si conformitatea cu reglementarile

Tabelul 1. Semnificatia etichetelor cu avertizari de siguranta, continuare

Pictograma Semnificatie

Avertizare privind riscul de arsuri

Un ciclu termic genereazé suficientd caldura pentru a provoca arsuri grave. in
timpul operarii, purtati intotdeauna ochelari de protectie sau alte echipamente de
protejare a ochilor. Lasati intotdeauna blocul probei sa revina la temperatura de
inactivitate Tnainte de a deschide capacul si scoate probele. Asigurati intotdeauna
distanta maxima pentru a evita arsurile cutanate accidentale.

Avertizare privind riscul de explozie
in cursul operérii normale, blocurile probei pot deveni suficient de fierbinti pentru a
provoca fierberea si explozia lichidelor.

Specificatii pentru utilizare sigura si conformitate

Tabelul 2 prezinta specificatiile de utilizare sigura pentru sistemele de detectie PCR in timp real ale
Bio-Rad CFX Dx. Cablurile ecranate furnizate trebuie utilizate impreuna cu aceste instrumente pentru
a asigura conformitatea cu limitele FCC Clasa A.

Tabelul 2. Conditii de utilizare sigura

Aspect de utilizare Conditii de utilizare sigura

Putere de intrare nominala 100-240 Vca, 50-60 Hz, 850 W max

Categorie de supratensiune Il

Sigurante 10 A, 250V, 5 x 20 mm, fuzibile cu actiune rapida (cant. 2)
Mediu Numai pentru utilizare n spatii interioare

Temperatura de utilizare 15-31°C

Temperatura de depozitare -20 panala 60 °C

Umiditate relativa Pana la 80 % (fara condens)

Altitudine Péana la 2.000 de metri deasupra nivelului marii

Grad de poluare 2
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Specificatii pentru utilizare sigura si conformitate

Conformitatea cu reglementarile

Sistemul de detectie PCR in timp real CFX Dx a fost testat si s-a dovedit ca respecta toate cerintele
aplicabile ale urmatoarelor standarde de siguranta si electromagnetice:

®m  |[EC61010-1:2010 (ed. a lll-a), EN61010-1:2010 (ed. a lll-a). Echipamente electrice de masurare,
control si utilizare Tn laborator — Partea 1: Cerinte generale

m |[EC61010-2-010:2014, EN 61010-2-010:2014. Cerinte de siguranta pentru echipamente
electrice de masurare, control si utilizare in laborator. Partea 2-010: Cerinte speciale pentru
echipamente de laborator pentru incalzirea materialelor

m |[EC61010-2-081:2015, EN 61010-2-081:2015. Cerinte de siguranta pentru echipamente
electrice de masurare, control si utilizare in laborator. Partea 2-081: Cerinte speciale pentru
echipamente de laborator automate si semiautomate pentru analiza si alte scopuri (include
Amendamentul 1)

m  |[EC61010-2-101:2015 (ed. a ll-a). Cerinte de siguranta pentru echipamente electrice de
masurare, control si utilizare in laborator. Cerinte speciale pentru echipamente medicale pentru
diagnostic in vitro (IVD)

B |EC61326-1:2012 (Clasa A), EN 61326-1:2013 (Clasa A). Echipamente electrice de masurare,
control si utilizare in laborator. Cerinte CEM, Partea 1: Cerinte generale

B |EC 61326-2-6:2012, EN 61326-2-6:2013 (Clasa A). Echipamente electrice de masurare, control
si utilizare in laborator. Cerinte CEM. Cerinte speciale pentru echipamente medicale pentru
diagnostic in vitro (IVD)

Important: Acest echipament genereaza, utilizeaza si poate emite energie de radiofrecventa, iar
daca nu este instalat si utilizat conform documentelor de instruire furnizate, poate provoca
interferente perturbatoare pentru comunicatiile radio. Operarea sistemelor intr-o zona
rezidentiala poate provoca interferente prejudiciabile, caz in care utilizatorii vor trebui s&
corecteze interferentele pe propria cheltuiala.
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Siguranta si conformitatea cu reglementarile

Pericole

Sistemul de detectie PCR n timp real CFX Dx este proiectat pentru a functiona sigur si eficient cand
este utilizat Tn modul recomandat de producator. Daca sistemul de detectie PCR in timp real CFX Dx
sau oricare dintre componentele asociate acestuia este utilizat(a) intr-un mod care nu a fost mentionat
de catre producator, nivelul de protectie inerenta asigurat de instrument poate fi afectat. Bio-Rad
Laboratories, Inc. nu este raspunzatoare pentru nicio vatadmare corporala sau distrugere de bunuri
cauzata de utilizarea acestui echipament in orice mod nespecificat sau de modificari ale
instrumentului care nu au fost efectuate de Bio-Rad sau de cétre un agent autorizat. Asistenta tehnica
a sistemului de detectie PCR in timp real CFX Dx trebuie sa fie efectuatd numai de catre personal Bio-
Rad instruit.

Pericole biologice

Sistemul CFX Dx de detectie PCR in timp real este un instrument de laborator. Dacé exista totusi
materiale periculoase din punct de vedere biologic, respectati urmatoarele instructiuni si conformati-va
tuturor recomandarilor locale specifice pentru laboratorul dumneavoastra si locul in care va aflati.

Observatie: Nicio substanta periculoasa din punct de vedere biologic nu este eliminata in timpul
operatiunilor normale ale acestui instrument.

Masuri de precautie generale

B Purtati intotdeauna manusi si imbracaminte de laborator, precum si ochelari de protectie sau
ochelari de siguranta cu aparatori laterale.

B Tineti mainile la distanta de gura, nas si ochi.

B Protejati in mod complet orice taietura sau urma de frecare de pe piele inainte de a lucra cu
materiale potential infectioase.

B Spalati-va pe maini foarte bine, cu apa si sapun, dupa ce ati lucrat cu orice materiale potential
infectioase, Tnainte de a parasi laboratorul.

B Scoateti ceasurile de mana si bijuteriile inainte de a lucra in laborator.

B Depozitati toate materialele infectioase sau potential infectioase in recipiente incasabile si
impermeabile.

® Tnainte de a parasi laboratorul, scoateti imbracamintea de protectie.

B Nu folositi manusi pentru a scrie, a raspunde la telefon, a aprinde lumina sau pentru a atinge
lucruri pe care alte persoane le pot atinge fara manusi.

B Schimbati manusile frecvent. Scoateti manusile imediat ce au fost contaminate in mod vizibil.
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B Nu expuneti materialele care nu pot fi decontaminate in mod corespunzator la materiale potential
infectioase.

B Dupa terminarea unei operatiuni care implica materiale periculoase din punct de vedere biologic,
decontaminati zona de lucru cu un dezinfectant corespunzator (de exemplu, inalbitor de uz
casnic, diluat in proportie de 1:10).

Masuri de precautie IVD specifice

B Toate probele de pacient reprezinta potentiale riscuri biologice si trebuie manipulate ih mod
corespunzator, utilizadnd masurile de precautie universale.

B Nicio substanta periculoasa din punct de vedere biologic nu este eliminata in timpul operarii
normale a acestui instrument.

Decontaminarea suprafetelor

AVERTISMENT! Pentru a preveni electrocutarea, opriti si deconectati de la priza
instrumentul de fiecare data inainte de a efectua procedurile de decontaminare.

Urmatoarele zone pot fi curatate cu orice dezinfectant bactericid, virucid sau fungicid de uz spitalicesc:
B Capacul exterior si sasiul

B Suprafata interioara a blocului de reactie si alveolele blocului de reactie

B Panoul de control si afisajul

Pentru a pregati si aplica dezinfectantul, consultati instructiunile furnizate de fabricantul produsului.
Clatiti intotdeauna blocul de reactie si alveolele blocului de reactie de mai multe ori cu apa dupa
aplicarea unui dezinfectant. Uscati complet blocul de reactie si alveolele blocului de reactie dupa ce
clatiti cu apa.

Important: Nu utilizati detergenti abrazivi sau corozivi sau solutii alcaline puternice. Acesti agenti
pot zgaria suprafetele si deteriora blocul de reactie, rezultand in pierderea controlului termic
precis.

Eliminarea materialelor periculoase din punct de vedere biologic

Eliminati urmatoarele materiale posibil contaminate in conformitate cu regulamentele locale, regionale
si nationale privind laboratoarele:

B Probe clinice
B Reactivi

B Recipientele de reactie sau alte consumabile folosite care ar putea fi contaminate

Pericole
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Siguranta si conformitatea cu reglementarile

Pericole chimice

Sistemul CFX Dx de detectie PCR in timp real nu contine materiale care pot prezenta pericol chimic.

Pericole de explozie sau aprindere

Sistemul de detectie PCR in timp real CFX Dx nu prezinta pericole deosebite de aprindere sau
explozie cand este utilizat corect, conform specificatiilor Bio-Rad Laboratories.

Pericole electrice

Sistemul de detectie PCR in timp real CFX Dx nu prezinta pericole electrice neobisnuite pentru
operatori, daca este instalat si utilizat corect, fara modificari fizice, si daca este conectat la o sursa de
alimentare cu specificatii adecvate.

Transport

Tnainte de mutarea sau expedierea sistemului de detectie PCR in timp real CFX Dx sau a modului
optic de reactie sau a bazei ciclorului termic, trebuie realizate proceduri de decontaminare.
Intotdeauna mutati sau expediati sistemul de detectie PCR in timp real CFX Dx si modulele optice de
reactie n containere separate, cu materialele de ambalare furnizate, care vor proteja instrumentul
impotriva deteriorarii. Daca nu se pot gasi containere corespunzatoare, contactati reprezentantul Bio-
Radlocal.

Baterie

Ciclorul termic CFX Dx system utilizeazé o baterie litiu-metal tip pastila de 3 V si o baterie
reincarcabila nichel-hidrura metalica de 4,8 V pentru a mentine setéarile de timp si datele de rulare in
cazul penelor de curent. Daca datele de timp si/sau datele rularii nu rdman setate dupa oprirea unitatii,
acest lucru poate fi un semnal c& bateriile incep sa se consume. n acest caz, contactati serviciul de
asistenta tehnica Bio-Rad.

Nu Tncercati sa inlocuiti bateriile. Contactati serviciul de asistenta tehnica Bio-Rad.

Eliminare

Sistemul de detectie PCR in timp real CFX Dx contine materiale electrice; acestea nu trebuie eliminate
ca deseuri nediferentiate si trebuie sa fie colectate separat, in conformitate cu Directiva Uniunii
Europene 2012/19/UE privind deseurile de echipamente electrice si electronice — Directiva DEEE.
Tnainte de eliminare, contactati reprezentanta locala Bio-Rad pentru instructiuni specifice tarii dvs.
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Pericole

Garantie

Sistemul de detectie PCR in timp real CFX Dx si accesoriile sale asociate sunt acoperite de o garantie
Bio-Rad standard. Pentru detalii privind garantia, contactati reprezentanta Bio-Rad locala.
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Capitolul 1 Introducere

Sistemele de amplificare PCR in timp real ale Bio-Rad CFX Dx pentru diagnostic in vitro (IVD) sunt
prevazute cu ultimele tehnologii avansate, permitand cuantificarea PCR cu curba standard, analiza
expresiei genice, evidentierea alelica si analiza Tn punctul final.

CFX Dx systems sunt alcatuite din doua module hardware si software:

B Modulul optic de reactie (ORM) CFX96 Dx sau CFX96 Deep Well Dx
m  ciclorului termic C1000 Dx

B CFX Manager Dx software

Atunci cand sunt folosite cu CFX Manager Dx software, puteti
B Generarezultate imediate cu Startup Wizard (Expert pornire)

B Introduce sau edita informatii despre alveole inainte, in timpul sau dupa finalizarea unei rulari

B Interpreta date complexe si intelege studiul expresiei genice cu ajutorul unor instrumente precum
analiza de control PrimePCR si instrumentul de selectare a genei de referinta

B Pregati rapoarte cuprinzatoare ale datelor PCR in timp real

Sisteme de detectie PCR CFX Dx

Tabelul 3 prezinta produsele Bio-Rad IVD PCR care sunt livrate impreuna cu CFX Dx system.

Observatie: Un CFX Dx system se livreaza impreuna cu CFX Manager Dx software, ciclorul
termic C1000 Dx si cu modulul optic de reactie CFX96 Dx sau CFX96 Deep Well Dx.

Tabelul 3. Sisteme de detectie CFX IVD PCR

Nr. catalog Descriere

1845097-1VD CFX96 Dx ORM *
1844095-1VD CFX96 Deep Well Dx ORM
1841000-1VD ciclorului termic C1000 Dx
12007917 CFX Manager Dx software v3.1

* Optical Reaction Module (Modul de reactie optica)
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Capitolul 1 Introducere

Aflati mai multe

Acest document explica modul in care puteti configura si utiliza Th conditii de siguranta sistemele de
detectie PCR in timp real CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx, care poarté marcajul CE-IVD. n acest
document, aceste sisteme sunt denumite CFX Dx system. De asemenea, acest document explica
modul de utilizare a CFX Manager Dx software in asociere cu CFX Dx system.

Sfat: Faceti clic pe logoul Bio-Rad din coltul din dreapta sus al oricarei ferestre CFX Manager Dx
software pentru a accesa site-ul web al Bio-Rad. Acest site include linkuri catre note tehnice,
manuale, informatii despre produse si asistenta tehnica. De asemenea, acest site pune la
dispozitie multe resurse tehnice despre o mare varietate de metode si aplicatii legate de PCR,
PCR in timp real si expresia genica.
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Capitolul 2 Configurarea ciclorului termic
C1000 Dx

Acest capitol va explica cum sa configurati ciclorul termic C1000 Dx al CFX Dx system in unitatea
dumneavoastra

Sfat: Tnainte de a configura ciclorul termic, familiarizati-va cu ciclorul termic si cu modulul s&u de
reactie optica, porturile si accesoriile sale.

Cerinte pentru unitate

Tabelele din aceasta sectiune cuprind cerintele pentru incapere, mediu si energie necesare pentru
instalarea si utilizarea cu succes a ciclorului termic CFX Dx system.

Observatie: Instalati ciclorul termic CFX Dx system pe o suprafata plana si uscata, unde circula
suficient aer rece pentru o functionare corecta.

Cerinte de spatiu pe masa de lucru

Tabelul 4. Cerinte de spatiu pe masa de lucru pentru ciclorul termic al CFX Dx system

Element Specificatie
Putere de intrare Pana la 850 W, maximum
Frecventa 50-60 Hz, o singura faza
Porturi USB 5A,1B
Dimensiuni L:13in;33cm

A:18in; 46 cm

i:14in; 36 cm
Greutate 47 livre; 21 kg
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Capitolul 2 Configurarea ciclorului termic C1000 Dx

Cerinte de mediu

Tabelul 5. Cerinte de mediu pentru ciclorul termic al CFX Dx system

Parametru Interval Interval de umiditate

Conditii de operare 15-31°C 0-80% UR, fara condensare
59-87,8 °F

Conditii de depozitare 15-31°C 0-80% UR, fara condensare
59-87,8 °F

Cerinte de alimentare

Pentru a asigura operarea corecta, alimentarea electrica a ciclorului termic CFX Dx system trebuie sa
fie stabila si sa se incadreze Tn specificatii. Cablul de alimentare conectat la portul de intrare a
curentului trebuie sa fie adecvat pentru 7 amperi sau mai mult.

Tabelul 6. Cerinte de alimentare pentru CFX Dx system

Element Specificatie

Tensiune de intrare retea 100-240 Vca; 50-60 Hz, o singura faza
Consum maxim de energie < 850 wati

Numar de prize Maximum 2 prize:

B 1 priza pentru ciclorul termic

B 1 priza pentru computerul pe care ruleaza CFX Manager Dx
software
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Prezentare generala a sistemului

Prezentare generala a sistemului

llustratiile din aceasta sectiune prezinta componentele principale ale bazei ciclorului termic C1000 Dx.

Vedere frontala

LEGENDA

1. Modul optic de reactie — include un sistem optic pentru colectarea datelor fluorescente si
un bloc al ciclorului termic. Sistemele de detectie PCR in timp real CFX Dx accepta fie un
modul CFX96 Dx, fie un modul CFX96 Deep Well Dx.

2. LED de stare — indica momentele in care blocul este utilizat.

3. Butonul capacului — deschide sau inchide capacul modulului optic de reactie si etanseaza
camera de reactie.

4. Baza ciclorului termic C1000 Dx — asigurd alimentarea si comunicarea sistemului si
gazduieste modulele optice de reactie CFX96 Dx si CFX96 Deep Well.

5. Afisaj si butoane panou frontal — permit controlul sistemului in modul de sine statator.
Important: Pentru a asigura integritatea datelor studiului genic IVD, CFX Manager Dx
software nu accepta date generate de ciclorul termic in modul de sine statator.

6. Capac interior incélzit — mentine temperatura capacului, pentru a preveni condensarea si
evaporarea.

7. Bloc proba/reactie — gazduieste vasul de reactie, inclusiv eprubetele si microplacile.
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Capitolul 2 Configurarea ciclorului termic C1000 Dx

Vedere spate
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LEGENDA

1. Port Ethernet — conecteaza ciclorul termic C1000 Dx la reteaua dumneavoastra

2. Port USB tip B — conecteaza ciclorul termic C1000 Dx la un computer pe care ruleaza CFX
Manager Dx software.

3. Porturi USB tip A — pentru transferarea datelor pe si de pe o unitate flash USB.
Important: Pentru a asigura integritatea datelor studiului genic IVD, CFX Manager Dx
software nu accepta date generate de ciclorul termic in modul de sine statator.

4. Port serial de testare — doar pentru testarea de service.

5. Orificii de ventilare — racesc ciclorul termic.
Important: Nu blocati orificiile de ventilare. Pentru operarea optima, asigurati-va ca
aerul poate circula in spatele bazei ciclorului termic.

6. Priza de alimentare — sursa de alimentare de la reteaua c.a.; utilizati cablul de alimentare
furnizat.

7. intrerupitor de alimentare — intrerupator electric de forméa rectangulara, cu basculare,
pentru pornirea si oprirea ciclorului termic.

8. Sigurante — pentru specificatiile sigurantelor, consultati Specificatii pentru utilizare siguré si

conformitate de la pagina 14.
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Module Reactie optica

Module Reactie optica

Ciclorul termic C1000 Dx este compatibil cu urmatoarele module de reactie optica Bio-Rad pentru
PCR in timp real.

B Modul optic de reactie CFX96 Dx
B Modul optic de reactie CFX96 Deep Well Dx

Modulul optic de reactie CFX Dx ales si ciclorul termic sunt livrate in cutii separate. CFX Manager Dx
software este livrat impreun& cu modulul optic de reactie.

Important: Modulul optic de reactie este calibrat cu baza ciclorului termic impreuna cu care este
livrat. Asadar, nu folositi modulul optic de reactie cu nicio alta baza de ciclor termic sau baza
ciclorului termic cu niciun alt modul optic de reactie.

Ambele module de reactie optica includ un capac incalzit complet reglabil, care poate sa functioneze
n mod fiabil cu 0 gama larga de recipiente de reactie. Fiecare modul optic de reactie contine
ventilatoare de racire pentru incélzirea si racirea rapida.

Fiecare modul optic de reactie CFX Dx consta in urmatoarele componente:

B Capac interior incalzit — mentine temperatura capacului, pentru a preveni condensarea si
evaporarea.

B Bloc proba/reactie — gazduieste recipientele de reactie, inclusiv eprubete si microplaci.
B Butonul capacului —deschide si inchide capacul si etanseaza reactia.

B LED de stare — cand este pornit, indica faptul ca blocul este utilizat.

Volume recomandate pentru probe

Tn timpul utiliz&rii ciclorului termic C1000 Dx, volumul maxim al probei este determinat de tipul de
modul de reactie folosit. Tabelul 7 indica volumele recomandate pentru folosire la fiecare modul de
reactie.

Tabelul 7. Dimensiune si limita de volum pentru modulele de reactie

Volum recomandat pentru probe, pi

Numar de alveole Numar de blocuri (limita superioara)
96 alveole 1 10-50
96 alveole adanci 1 10-125
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Capitolul 2 Configurarea ciclorului termic C1000 Dx

Instalarea Ciclorului termic C1000 Dx

Baza ciclorului termic C1000 Dx se livreaza intr-o cutie separata fata de modulul de reactie optica.
Pachetul include:

B Baza ciclorului termic C1000 Dx

B Cablu de alimentare

® 1cabluUSB

Pentru a instala ciclorul termic C1000 Dx:

1. Despachetati si instalati baza ciclorului termic C1000 Dx.
2. Atasati modulul de reactie la baza.

3. Inlaturati surubul de expediere.

Aceasta sectiune explica aceste sarcini in detaliu.

Despachetarea si instalarea bazei ciclorului termic C1000 Dx

Important: Inainte de a opera ciclorul termic, cititi informatiile din Siguranta si conformitatea cu
reglementarile de la pagina 13 si Etichete cu avertizari de siguranta de la pagina 13.

Sfat: Tn timpul instalarii, asigurati-va ca aveti suficient spatiu langa ciclorul termic pentru un
computer pe care sa ruleze CFX Manager Dx software.

Pentru a despacheta si instala baza ciclorului termic
1. Localizati pachetul care contine baza ciclorului termic.
2. Scoateti baza din ambalaj.

Sfat: Pastrati ambalajul pentru utilizarea ulterioara. Daca un element lipseste sau este
deteriorat, contactati reprezentantul Bio-Rad local.

3. Asezati baza ciclorului termic pe o suprafata plana si uscata, unde circula suficient aer rece
pentru o functionare corecta.

4. Localizati cablul de alimentare Tn pachet si introduceti un capat in portul de intrare de pe partea
din spate a ciclorului termic.

Important: Nu porniti inca instrumentul.

5. Atasati modulul de reactie IVD la baza. Continuati cu Atasarea modulului optic de reactie de la
pagina 29.
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Instalarea Ciclorului termic C1000 Dx

Atasarea modulului optic de reactie

Bio-Rad livreaza modulul optic de reactie CFX96 Dx sau CFX96 Deep Well impreuna cu baza
ciclorului termic C1000 Dx (dar intr-o cutie separata). Dezambalati cu atentie modulul optic de reactie
si verificati daca pachetul contine cablurile de alimentare si USB.

Important: Fiecare modul optic de reactie este calibrat cu baza ciclorului termic cu care a fost
livrat. Asadar, nu folositi modulul optic de reactie cu nicio alta baza de ciclor termic.

Asezati baza ciclorului termic C1000 Dx pe o suprafata plana si uscata, unde circula suficient aer rece
pentru o functionare corecta.

Pentru a ataga modulul de reactie la baza ciclorului termic

1. Amplasati ciclorul termic C1000 Dx intr-un loc adecvat, cu bara de blocare in jos.

2. Ridicand modulul optic de reactie cu ajutorul indentatiilor cu rol de méner de deasupra orificiilor
de aerisire laterale, pozitionati modulul ih compartimentul pentru modulul de reactie C1000 Dx,
lasand un spatiu de aproximativ 2 cm in fatd. Cand se afla in compartiment, modulul optic trebuie
sa acopere logoul Bio-Rad din fata compartimentului.

3. Tragetiin sus bara de blocare, pana cand ajunge la acelasi nivel cu laturile compartimentului
modulului. Aceasta actiune deplaseaza modulul in fata, fixandu-I la locul sau.
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Capitolul 2 Configurarea ciclorului termic C1000 Dx

4. Asigurati-va ca modulul este asezat complet si uniform in baza ciclorului termic C1000 Dx. Nu
trebuie sa existe spatiu suplimentar intre modul si baza.

5. Introduceti cablul de alimentare in spatele bazei ciclorului termic C1000 Dx si intr-o priza
electrica adecvata, apoi apasati intrerupatorul de alimentare de pe panoul din spate al ciclorului
termic C1000 Dx pentru a porni sistemul.

inlaturarea surubului de expediere

Important: Modulele optice de reactie ale Bio-Rad se livreaza impreuna cu un Surub de
expediere rosu introdus in capacul interior pentru a stabiliza modulul optic de reactie in timpul
transportului. Trebuie sa inlaturati surubul de expediere inainte de a putea opera modulul optic de
reactie.

Pentru a inlatura surubul de expediere

1. Ciclorul termic C1000 Dx recunoaste ca surubul de expediere este introdus in modulul optic de
reactie si afiseaza un mesaj care va instruieste sa inlaturati surubul.

Shipping Screw is inserted.

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

3, Close Optical Module lid -- press manual butten positioned in front of
block.

4, Press F1 [Screw Removed) to confirm Shipping Screw has been
removed,

To checkjremove the shipping screw status Follow the instructions
e above.

| Ramove —
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Instalarea Ciclorului termic C1000 Dx

2. Urmati instructiunile pentru a Tnlatura surubul de expediere. Urmatoarea diagrama indica locatia
surubului de expediere.

Observatie: Trebuie sa reintroduceti surubul de expediere dacé este nevoie sa returnati
modulul de reactie din orice motiv. Pastrati surubul intr-un loc sigur si accesibil.

incarcarea plicilor cu probe

Pentru asigurarea incalzirii si racirii uniforme a probelor, placile trebuie sa fie in contact total cu blocul
de reactie. Pentru asigurarea unui contact adecvat, urmati urmatoarele proceduri:

B Confirmati ca blocul este curat ihainte de incarca probele.
B Apasati bine eprubetele, baretele de eprubete sau microplacile individuale Tn alveolele blocului.

B Atunci cand folositi una sau putine eprubete, folositi cadrul eprubetei (catalog nr. 1849000 sau nr.
1849001) sau incarcati cel putin o eprubeta goala in fiecare colt al blocului pentru a va asigura ca
capacul exercita presiune egala asupra eprubetelor individuale.
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incarcarea placilor in modulul optic de reactie

Important: La utilizarea CFX Dx system, echilibrati intotdeauna baretele de eprubete sau
adaugati capacele de eprubete la alveolele din colturi, pentru a va asigura de aplicarea presiunii
uniforme asupra intregului bloc a capacului ihcalzit

Pentru a incarca placi intr-modulul optic de reactie
1. Pentru a deschide capacul motorizat, efectuati una dintre urmatoarele:

®  [n panoul Detected Instruments (Instrumente detectate) din CFX Manager Dx software, faceti
clic pe Open Lid (Deschidere capac).

B Pefila Start Run (Incepere rulare) din software, faceti clic pe Open Lid (Deschidere capac).
B Apaésati butonul pentru capac de pe partea frontala a instrumentului.

2. Pozitionati microplaca, eprubetele individuale sau baretele de eprubete cu capace etanse in bloc.
Important: Verificati ca eprubetele sunt complet etansate pentru a preveni scurgeri.
Sfat: Pentru rezultate optime, incarcati volume de probe de 10-25 pl pentru CFX Dx system.

3. Pentru analize de date precise, verificati ca orientarea reactiilor din bloc este exact aceeasi cu
orientarea continutului alveolelor din fila Plate (Plac&) in CFX Manager Dx software.

Sfat: Puteti edita continutul alveolelor folosind CFX Manager Dx software Thainte, Tn timpul
sau dupa rulare.

4. Pentru a inchide capacul motorizat, efectuati una dintre urmatoarele:
B Apasati butonul pentru capac de pe instrument.

B Din panoul Detected Instruments (Instrumente detectate) din software, faceti clic pe Close
Lid (Inchidere capac).

B Pefila Start Run (Incepere rulare) din software, faceti clic pe Close Lid (Inchidere capac).

Important: Asigurati-va ca nimic nu blocheazéa capacul atunci cand se inchide. Desi exista
un mecanism de siguranta pentru a preveni inchiderea capacului daca se detecteaza o
obstructie, nu puneti nimic in calea capacului inainte de ihchidere.
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Instalarea Ciclorului termic C1000 Dx

Consumabile din plastic PCR si consumabile reactivi PCR

Pentru a gasi si comanda consumabile din plastic recomandate pentru CFX Dx system accesati site-ul
web Bio-Rad. Puteti accesa acest site din elementul de meniu Help > PCR Plastic Consumables

Web Site (Ajutor > Site web consumabile plastic PCR) din CFX Manager Dx software. Suplimentar,
consultati resursele selector de plastic si selector de reactivi, care va vor ajuta sa gasiti si sa
comandati cu usurintd consumabile din plastic si reactivi pentru nevoile dvs. specifice de componente
hardware si PCR.

Detectarea instrumentelor conectate

Tn timpul instalrii, programul de instalare a CFX Manager Dx software instaleazi automat driverele
instrumentelor pe computerul care ruleazéa CFX Manager Dx software. CFX Manager Dx detecteaza
instrumentele conectate Tn momentul in care porniti software-ul.

Important: Trebuie sa deconectati ciclorul termic C1000 Dx de la computerul CFX Manager Dx
inainte de a instala software-ul. Nu trebuie sa opriti ciclorul termic n timpul instalarii software-ului.

Pentru a detecta instrumentele conectate

1. Daca nu ati facut inca acest lucru, introduceti capatul patrat (tatd) al cablului USB de tip B furnizat
in portul USB de tip B situat in partea din spate a bazei .

2. Introduceti celalalt capat (port) intr-un port USB al computerului cu CFX Manager Dx.

3. Daca ciclorul termic nu este deja in functiune, apasati intrerupatorul de pe partea din spate a
instrumentului pentru a-I porni.

4. Porniti CFX Manager Dx software.

Software-ul detecteaza automat instrumentul conectat si afiseaza denumirea sa in panoul Detected
Instruments (Instrumente detectate) din fereastra Home (Fereastra de pornire).

Observatie: Daca instrumentul nu apare in panoul Detected Instruments (Instrumente
detectate), asigurati-va ca este instalat corect cablul USB. Pentru a reinstala driverele, selectati
Tools (Instrumente) > Reinstall Instrument Drivers (Reinstalare drivere instrumente) din fereastra
Home (Fereastra de pornire) a CFX Manager Dx software.
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Detasarea

Important: Opriti ciclorul termic C1000 Dx Tnhainte de a detasa un modul de reactie (consultati
Oprirea ciclorului termic C1000 Dx de la pagina 34). Nervurile de racire din modulul de reactie se pot
ncélzi excesiv imediat dupa rularea unui protocol sau unei incubéri. Inainte de a detasa modulul
de reactie, asigurati-va ca nervurile s-au racit.

Pentru a detasa modulul optic de reactie de pe baza ciclorului termic

1. Pe spatele bazei ciclorului termic, impingeti in jos bara de blocare pentru a debloca si elibera
modulul optic de reactie .

” ¥

| g [ R TTT T
& |
n

L.

2. Ridicati cu atentie modulul optic de reactie din compartiment, folosind indentatiile cu rol de maner
de pe fiecare latura.

3. Asezati modulul de reactie optica pe o suprafata curata si plana, unde nu poate fi lovit, zgariat sau
scapat pe jos.

Oprirea ciclorului termic C1000 Dx

Pentru a opri ciclorul termic

1. Dupa o rulare, apasati butonul de deschidere a capacului de pe partea frontala a modului de
reactie optica CFX pentru a accesa probele incarcate in bloc.

2. Scoateti probele din bloc si apasati butonul de inchidere a capacului pentru a inchide capacul.

3. Apasati intrerupatorul de alimentare de pe panoul din spate al ciclorului termic C1000 Dx pentru a
opri sistemul.

34 | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Capitolul 3 Instalarea CFX Manager Dx software

Acest capitol explica modul de instalare a CFX Manager Dx software.

CFX Manager Dx software este necesar pentru a analiza datele PCR in timp real de la sistemele
CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx. De asemenea, puteti utiliza acest software pentru a controla
aceste sisteme in modul controlat prin software.

Pentru informatii privind instalarea ciclorului termic si modulului de reactie CFX Dx system, consultati
Configurarea ciclorului termic C1000 Dx de la pagina 23.

Manual de utilizare | 35



Capitolul 3 Instalarea CFX Manager Dx software

Cerinte de sistem

Tabelul 8 listeaza cerintele de sistem minime si recomandate pentru computerul pe care ruleazd CFX
Manager Dx software (cunoscut si sub denumirea de computer cu CFX Manager Dx).

Tabelul 8. Cerinte de sistem pentru CFX Manager Dx software

Sistem Minime Recomandate
Sistem de Microsoft Windows 7 SP1 Oricare dintre urmatoarele:
operare Pro B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (pe 32 si 64 biti)

B Microsoft Windows 10 Pro (doar pe 64 biti)
B Microsoft Windows 10 Enterprise (doar pe
64 biti)

Important: Secure Boot (Pornire sigura sistem) trebuie dezactivata atat pe Microsoft Windows 10
Pro, cat si pe Microsoft Windows 10 Enterprise.

Porturi 2 porturi USB 2.0 de mare 2 porturi USB 2.0 de mare viteza
viteza

Spatiu hard disk 128 GB 128 GB

Viteza 2,4 GHz, Dual Core 2,4 GHz, Quad Core

procesorului

RAM 4 GBRAM 8 GB RAM
Rezolutia 1024 x 768 cu mod de culori 1280 x 1024 cu mod de culori realiste
ecranului realiste
Cititor PDF Adobe PDF Reader sau Windows PDF Reader
de la unul dintre seturile Microsoft Office
acceptate:
m 2007
m 2010
m 2013
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Instalarea CFX Manager Dx software

Important: Trebuie sa deconectati orice instrumente conectate de la computerul cu CFX
Manager Dx inainte de a instala software-ul sau de a efectua un upgrade al acestuia. Nu trebuie
s& opriti ciclorul termic in timpul instal&rii software-ului. Asigurati-va ca ati salvat toate rulrile si ca
nu este in desfasurare niciun experiment.

Observatie: Daca instalati CFX Manager Dx software pe Windows 10, verificati ca Secure Boot
(Pornire sigura sistem) este dezactivata ihainte de a incepe procedura de instalare.

Pentru a instala CFX Manager Dx software
1. Daca este necesar, deconectati orice instrumente conectate de la computer.

Localizati si deconectati cablul USB al instrumentului de la computerul CFX Manager Dx. Capatul
introdus in instrument poate sa rdmana in pozitie.

2. Autentificati-va pe computerul cu CFX Manager Dx cu drepturi de administrator.
3. Puneti CD-ul cu CFX Manager Dx software in unitatea de CD a computerului.

4. Pagina de lansare a software-ului trebuie sa apara automat. Faceti dublu clic pe Install Software
(Instalare software) de pe pagina de lansare a software-ului.

Observatie: Daca pagina de lansare nu apare automat, navigati la unitatea de CD si
deschideti folderul CFX_Manager, apoi faceti dublu clic pe setup.exe pentru a initializa
expertul de instalare a software-ului.

Sfat: In expertul de instalare, faceti clic pe butonul Documentation (Documentatie) pentru a
gasi copii care pot fi cautate ale notelor privind versiunea, manualelor pentru instrumente si
ale altor documente.

5. Urmati instructiunile de pe ecran pentru a finaliza instalarea. La finalizare, pictograma pentru
software-ul CFX Manager va aparea pe desktopul computerului.

6. Dupa ce se finalizeaza instalarea, puteti indeparta in siguranta CD-ul.

Detectarea instrumentelor conectate

Tn timpul instalrii, programul de instalare a CFX Manager Dx software instaleaz& automat driverele
instrumentelor pe computerul CFX Manager Dx. CFX Manager Dx detecteaza instrumentele
conectate in momentul in care porniti software-ul.

Pentru a detecta instrumentele conectate

1. Daca nu ati facut inca acest lucru, introduceti capatul patrat (tata) al cablului USB de tip B furnizat
n portul USB de tip B situat in partea din spate a bazei instrumentului.
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2. Introduceti celalalt capat (port) intr-un port USB al computerului cu CFX Manager Dx.

3. Dacdinstrumentul nu este deja in functiune, apasati intrerupatorul de pe partea din spate a
instrumentului pentru a-l porni.

4. Porniti CFX Manager Dx.

Software-ul detecteaza automat instrumentul conectat si afiseaza denumirea lui Tn panoul Detected
Instruments (Instrumente detectate) din fereastra Home (Fereastra de pornire).

Observatie: Daca instrumentul nu apare in panoul Detected Instruments (Instrumente
detectate), asigurati-va ca este instalat corect cablul USB. Pentru a reinstala driverele, din
fereastra Home (Fereastra de pornire) a CFX Manager Dx, selectati Tools (Instrumente) >
Reinstall Instrument Drivers (Reinstalare drivere instrumente).

Fisierele software-ului

Tabelul 9 listeaza tipurile de fisiere CFX Manager Dx software.

Tabelul 9. Tipuri de fisiere CFX Manager Dx software

Tipul de fisier Extensia Detalii

Protocol .prcl Contine detaliile configurarii protocolului pentru
efectuarea unei rulari PCR.

Placa .pltd Contine detaliile configurarii placii pentru efectuarea unei
rulari PCR.

Data (Date) .pcrd Contine rezultatele unei rulari de experiment si unei
analize PCR.

Rulare PrimePCR .Ccsv Contine structura protocolului si placii pentru placile
PrimePCR.

Studiu genic .mgxd Contine rezultatele mai multor rulari PCR si analizele
expresiei genice.

LIMS .plrn Contine informatii de configurare a pl&cii si informatii

despre protocol necesare pentru efectuarea unei rulari
compatibile LIMS.

38 | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Masuri de siguranta ciberneticad recomandate

Masuri de siguranta cibernetica recomandate

Bio-Rad va recomanda sa colaborati cu departamentul dumneavoastra IT pentru a implementa masuri
de siguranta cibernetica pentru computerul utilizat impreuna cu sistemul CFX96 Dx. De exemplu:

B |nstalati si configurati programe corespunzatoare de protectie impotriva virusilor si paravane de
protectie.

Important: Configurati scanarea de virusi sa aiba loc in afara orelor de program sau cand
instrumentul nu functioneaza in mod activ. Daca se initiaza o scanare de virusi in timp ce
CFX Manager Dx ruleaza un experiment, rularea poate fi anulata, iar datele pierdute.

B CFXManager Dx software nu are nicio functie de expirare a sesiunii utilizatorului pentru
inactivitate. Implementati masuri de securitate a accesului utilizatorilor create de Windows sau de
terti (de exemplu, implementati un economizor de ecran cu autentificare obligatorie).

B Securitatea suporturilor amovibile:
O Folositi parole si criptare pe dispozitivele dumneavoastra USB, pentru a proteja datele.

O Dezactivati functiile de executare automata si redare automata pentru toate dispozitivele
amovibile.

[0 Activati scanarea automata a unitatilor USB de fiecare data cand sunt conectate.

B Folositi un instrument de backup (copiere de rezerva) pentru a facilita recuperarea datelor.
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Capitolul 4 Spatiul de lucru

CFX Manager Dx software furnizeaza o interfata pentru configurarea placilor, dezvoltarea
protocoalelor PCR, rularea acestora in instrumentele CFX Dx si analizarea datelor din rularile PCR.

CFX Manager Dx software prezinta cinci spatii de lucru principale:

Fiecare spatiu de lucru este prezentat si descris pe scurt in acest capitol.

Fereastra Home (Fereastra de pornire)
Startup Wizard (Expert pornire)

Fereastra Protocol Editor (Editor Protocol)
Fereastra Plate Editor (Editor placa)

Fereastra Data Analysis (Analiza date)
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Fereastra Home (Fereastra de pornire)

CFX Manager Dx software deschide fereastra Home (Fereastra de pornire) si afiseaza Startup Wizard
(Expert pornire), din care puteti configura un experiment, realiza sau repeta o rulare sau analiza o
rulare existenta. Din fereastra Home (Fereastra de pornire) puteti, de asemenea, vizualiza jurnalele
aplicatiei si instrumentului, crea si gestiona utilizatori si accesa multiple instrumente utile. Pentru mai
multe informatii, consultati Capitolul 5, Fereastra Home (Fereastra de pornire).

B8 CEX Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

= [ iR

(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 (Expert pornire)

Folositi Startup Wizard (Expert pornire) pentru a configura si rula rapid experimente definite de
utilizator sau pentru a selecta si rula rapid un experiment PrimePCR. Puteti folosi acest expert si

pentru a repeta o rulare sau analiza datele rularii.

Startup Wizard

Hﬁ} Run setup

@ Repeat run
@h.ﬂ.nahﬂe

Select instrument

Select run type

User-defined

CFX36

PrimePCR

=
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Fereastra Protocol Editor (Editor Protocol)

n Protocol Editor (Editor Protocol) puteti crea, deschide, revizui si edita un protocol. De asemenea,
puteti modifica temperatura capacului pentru protocolul deschis. Functionalitatea Protocol Editor
(Editor Protocol) este detaliata in Capitolul 6, Crearea de protocoale.

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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Fereastra Plate Editor (Editor placa)

Tn Plate Editor (Editor placé) puteti crea, deschide, revizui si edita o placa. Functionalitatea Plate
Editor (Editor placa) este detaliata in Capitolul 7, Pregatirea placilor.

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
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Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Tn fereastra Data Analysis (Analiza date) puteti vizualiza si compara date de rulare, efectua analize
statistice, exporta date si crea rapoarte pregatite pentru publicare. Functionalitatea Data Analysis
(Analiza date) este detaliata in Capitolul 9, Prezentare generala a Data Analysis (Analiza date).

Consultati si Capitolul 10, Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date).

B Data Analysis - Gene Ex Multiplex - Time Ce

File View Settings Export Tools

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

E\ata Setup ~

=

e | 2

Amplification El

Standard Curve

Log Starting Quantity

10
T * O Standard
0 10 20 30 40 50 X Unkroun
Cycles ] Log Scale

—— FAM  E=305% R’2=) 552 Slope=1573 y-int=35.408

A FaM [JHEX [ TexasRed []Gy5

Step Number: |3 ~

Wel O Fuor & Target 4| Contert §| Sample O Ca &z
a F2 FAM Tubuin  Std-1 di-1 522 [7]
Fl4 FAM Tubuin  Std-2 di-z 1114
B F5 FAM Tubuin  Std-3 di-3 1440
= FIE FAM Tubuin  Std4 di-4 1776
FI7 FAM Tubuin S5 dis 2110
D FI8FAM Tubuin St a5 247 |=
RIS FAM Tubuin  Std-7 di-7 7787
E
F
G
I~
H IET| W — ]
Completed [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
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Capitolul 5 Fereastra Home (Fereastra de
pornire)

CFX Manager Dx software ofera o interfata pentru dezvoltarea de protocoale PCR, ruland acestea pe
CFX Dx systems si analizand date de rulare PCR.

Acest capitol introduce CFX Manager Dx software si descrie functiile accesibile din fereastra Home
(Fereastra de pornire).
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Fereastra Home (Fereastra de pornire)

CFX Manager Dx deschide fereastra Home (Fereastra de pornire) si afiseaza Startup Wizard (Expert
pornire), din care puteti configura o rulare, efectua sau repeta o rulare sau analiza o rulare existenta.
Din fereastra Home (Fereastra de pornire) puteti, de asemenea, vizualiza jurnalele aplicatiei si
instrumentului, crea si gestiona utilizatori si accesa multiple instrumente utile.

B CFY Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

ZhEmEaR Q@

& Detected Instrument(s)

5 :::( CFX960W1
2 crxosow2

= Crxosinl

- ooz ®
@ Startup Wizard ==

ﬂ(n} Run setup

Select instrument CFX%6 -
@ Repeat run
@ Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

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. Bara de titlu a software-ului afiseaz& numele software-ului si utilizatorul conectat.
2. Bara de meniu ofera acces rapid la comenzile meniurilor File (Fisier), View (Vizualizare),

Users (Utilizatori), Run (Rulare), Tools (Instrumente), Window (Fereastra) si Help (Ajutor).

3. Comenzile barei de instrumente ofera acces rapid la optiunile meniului.

4. Panoul din stanga afiseaza instrumentele conectate la computerul CFX Manager Dx si
furnizeaza butoanele prin care puteti opera capacul si vizualiza starea instrumentelor.

5. Panoul principal afiseaza fereastra de lucru. Fereastra de lucru implicita de pe ecranul
Home (Fereastra de pornire) este Startup Wizard (Expert pornire).

6. Bara de stare afiseaza numele instrumentelor conectate si utilizatorul conectat.
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Comenzile meniului File (Fisier)

New (Nou) — deschide o caseta de dialog pe care o puteti folosi pentru a crea un protocol nou, o placa
noua sau un studiu genic nou.

Open (Deschidere) — deschide o caseta de dialog din care puteti alege sa navigati la si sa deschideti
un protocol, o placa, un fisier de date, un studiu genic, un fisier LIMS existente, sau un fisier de rulare
PrimePCR.

Recent Data Files (Fisiere de date recente) — afiseaza o lista a fisierelor PCR deschise recent.

Repeat a Run (Repetare rulare) — deschide Windows Explorer in locul in care sunt salvate fisierele
PCR, unde puteti localiza o rulare de repetat.

Exit (lesire) — inchide CFX Manager Dx.

Comenzile meniului View (Vizualizare)

Application Log (Jurnalul aplicatiei) — afiseaza un jurnal de utilizare a software-ului de la instalarea
initiala si pana in ziua actuala.

Run Reports (Rapoarte rulare) — afiseaza o lista de rapoarte de rulare.
Startup Wizard (Expert pornire) — afiseaza Startup Wizard (Expert pornire) in panoul principal.

Run Setup (Configurare rulare) — afiseaza fereastra Run Setup (Configurare rulare) in panoul
principal.

Instrument Summary (Rezumat instrument) — afiseaza fereastra Instrument Summary (Rezumat
instrument) in panoul principal.

Detected Instruments (Instrumente detectate) — comuta intre afisarea si neafisarea instrumentelor
conectate Tn panoul stang. Implicit, software-ul afiseaza instrumentele conectate Tn panoul din stanga.

Toolbar (Bara de instrumente) — comuta intre afisarea si neafisarea barei de instrumente n partea
de sus a ecranului. Implicit, software-ul afiseaza bara de instrumente.

Status Bar (Bara de stare) — comuta intre afisarea si neafisarea barei de stare in partea de jos a
ecranului. Implicit, software-ul afiseaza bara de stare.

Show (Afisare) — deschide o caseta de dialog din care puteti
B Vizualiza sau bloca jurnalul Status (Stare).
B Deschide si vizualiza folderul de date CFX Manager Dx.
B Deschide si vizualiza folderul de date al utilizatorului.

B Deschide si vizualiza folderul de fisiere LIMS.
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B Deschide si vizualiza folderul PrimePCR.
B Vizualiza istoricul rularilor.

B Vizualiza proprietatile tuturor instrumentelor conectate.

Comenzile meniului User (Utilizator)

Select User (Selectare utilizator) — deschide ecranul Login (Autentificare) in care puteti selecta un
utilizator din lista verticala User Name (Nume utilizator) si va puteti autentifica Tn aplicatie.

Change Password (Schimbare parola) — deschide caseta de dialog Change Password (Schimbare
parold), in care utilizatorii Tsi pot schimba parola pentru CFX Manager Dx software.

User Preferences (Preferinte utilizator) — deschide caseta de dialog User Preferences (Preferinte
utilizator), in care utilizatorii pot schimba setarile implicite pentru

B Trimiterea si primirea notificarii prin e-mail la finalizarea rularii
B Salvarea fisierelor de date

B Crearea de protocoale prin Protocol Editor (Editor Protocol) sau Protocol AutoWriter (Utilitar
de scriere automata Protocol)

B Creareade placi

B Analizarea datelor

B Realizarea analizei expresiei genice

B Determinarea calitatii datelor

B Exportarea datelor instrumentului CFX Dx

User Administration (Administrare utilizatori) — deschide caseta de dialog User Administration
(Administrare utilizatori), in care administratorii pot crea utilizatori, modifica permisiunile rolurilor si
atribui roluri utilizatorilor.

Bio-Rad Service Login (Autentificare service Bio-Rad) — pentru utilizarea exclusiva de catre
personalul de asistenta tehnica Bio-Rad. Nu selectati aceastd comanda.
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Comenzile meniului Run (Rulare)

User-defined Run (Rulare definita de utilizator) — deschide fereastra Run Setup (Configurare
rulare), n care puteti configura un protocol si o placa definite de utilizator, apoi puteti rula un
experiment PCR pe instrumentele selectate.

PrimePCR Run (Rulare PrimePCR) — deschide fila Start Run (incepere rulare) in fereastra Run
Setup (Configurare rulare) cu protocolul PrimePCR si structura de placa implicite incarcate in functie
de instrumentul selectat.

End-Point Only Run (Rulare numai punct final) — deschide fila Start Run (Incepere rulare) in
fereastra Run Setup (Configurare rulare) cu protocolul de punct final si structura de placa implicite
incarcate in functie de instrumentul selectat.

Qualification Run (Rulare de calificare) — deschide fila Start Run (incepere rulare) in fereastra Run
Setup (Configurare rulare) cu protocolul de calificare Bio-Rad si structura de placa implicite incarcate
pentru instrumentul selectat.

Comenzile meniului Tools (Instrumente)

Master Mix Calculator (Calculator Amestec principal) — deschide Master Mix Calculator
(Calculator Amestec principal), in care puteti crea un amestec de reactie si imprima calculele.

Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol) — deschide caseta de dialog Protocol
AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol), in care puteti crea cu usurinta un protocol nou.

T, Calculator (Calculator T,) — deschide T, Calculator (Calculator T,), in care puteti calcula cu
usurinta temperatura de atasare a primerilor.

Dye Calibration Wizard (Expert calibrare coloranti) — deschide expertul Dye Calibration (Calibrare
coloranti), in care puteti calibra un instrument pentru un nou fluorofor.

Reinstall Instrument Drivers (Reinstalare drivere instrument) — reinstaleaza driverele care
controleaza comunicarea cu sistemele PCR in timp real ale Bio-Rad.

Zip Data and Log Files (Fisiere ZIP jurnal si de date) — deschide o caseta de dialog Tn care puteti
selecta fisiere pentru a le condensa si salva intr-un fisier ZIP comprimat pentru stocare sau trimitere
prin e-mail.

Batch Analysis (Analiza loturilor) — deschide caseta de dialog Batch Analysis (Analiza loturilor), in
care puteti seta parametrii pentru analizarea mai multor fisiere de date Tn acelasi timp.

Options (Optiuni) — deschide o caseta de dialog in care puteti
B Configura setarile serverului dumneavoastra de e-mail.

B Configura setarile de exportare pentru fisierele LIMS si alte fisiere de date.
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Comenzile meniului Help (Ajutor)

Sfat: Meniul Help (Ajutor) este disponibil Tn bara de meniu a tuturor ferestrelor CFX Manager Dx
software.

Open Operation Manual (Deschidere manual de utilizare) — deschide un fisier PDF al acestui de
utilizare.

Gene Expression Gateway Web Site (Site-ul web gateway pentru expresie genica) — deschide
pagina de pornire Bio-Rad pentru CFX Dx system.

PCR Reagents Web Site (Site-ul web al reactivilor PCR) — deschide site-ul web Bio-Rad cu
reactivii PCR, de unde puteti comanda reactivi, amestecuri de reactie, coloranti si kituri PCR.

PCR Plastic Consumables Web Site (Site web consumabile plastic PCR) — deschide site-ul web
Bio-Rad cu articole din plastic si consumabile PCR, de unde puteti comanda placi, folii de sigilare
placa, eprubete si capace si alte accesorii PCR din plastic.

Software Web Site (Site-ul web al software-ului) — deschide site-ul web al software-ului de analiza
PCR al Bio-Rad, de unde puteti comanda versiuni actualizate ale software-ului Bio-Rad CFX Manager
Dx software.

About (Despre) — afiseaza informatii despre copyright si versiune pentru CFX Manager Dx.

Comenzi bara de instrumente

2l
— deschide Windows Explorer, in care puteti naviga la si deschide un fisier de date sau un fisier

de studiu genic.

)

— deschide Master Mix Calculator (Calculator Amestec principal).

WN—-

—deschide fereastra Run Setup (Configurare rulare).

— deschide fereastra Run Setup (Configurare rulare) cu protocolul PrimePCR si structura de

placa implicite incarcate in functie de instrumentul selectat.

a deschide Startup Wizard (Expert pornire).
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Fereastra Home (Fereastra de pornire)

Cand se initializeaza CFX Manager Dx, panoul de lucru afiseaza Startup Wizard (Expert pornire). Din

Startup Wizard (Expert pornire) puteti

B Selecta un instrument dintre instrumentele detectate si configura o rulare definita de utilizator sau

PrimePCR.

B Deschide sirepeta o rulare.

®  Deschide un fisier de date pentru a analiza rezultatele dintr-o singura rulare sau dintr-un fisier de
studiu genic pentru rezultate din mai multe rulari de expresie genica.

Startup Wizard

l](fl:%'Run setup

Select instrument
@ Repeat run
ﬁh Analyze Select run type
User-defined

CFX36

PrimePCR

)

Aceste activitati sunt explicate in mod detaliat in capitolele care urmeaza.

Bara de stare

Partea stanga a barei de stare din partea de jos a ferestrei principale a software-ului afiseaza starea
actuala a instrumentelor detectate. Partea dreapta a barei de stare afiseaza numele utilizatorului

actual si data si ora.
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Panoul Detected Instruments (Instrumente detectate)

Panoul Detected Instruments (Instrumente detectate) afiseaza fiecare instrument care este conectat la
computerul CFX Manager Dx. Implicit, fiecare instrument apare sub forma de pictograma, iar numarul sau
de serie apare ca denumirea sa.

De exemplu, urmatoarea imagine afiseaza patru instrumente detectate:

B Doua cicloare termice C1000 cu module de reactie CFX96 Deep Well (CFX96DW1 si
CFX96DW2)

B Doua cicloare termice C1000 cu module de reactie CFX96 (CFX96101 si CFX96102)

2  Detected Instrument(s)

33

CFX36DW1
CFX36DW2
CFX56i01

CFX36102

Selected Instrument

@ Wiew Status

27 Open Lid
ﬂ Close Lid
All Instruments

% View Summary

Din acest panou, puteti face urmatoarele lucruri:
B Vizualiza proprietatile si colorantii calibrati pentru un instrument selectat.

Pentru informatii despre proprietatile instrumentului, consultati Vizualizarea proprietatilor unui
instrument de la pagina 58.

B Vizualiza starea unui instrument conectat.
B Deschide capacul motorizat al instrumentului selectat.
B Inchide capacul motorizat al instrumentului selectat.

B Vizualiza starea tuturor instrumentelor conectate.
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Pentru a vizualiza starea unui instrument conectat

» inpanoul Detected Instruments (Instrumente detectate), selectati instrumentul tint4 si faceti una
dintre urmatoarele:

B Faceti clic pe View Status (Vizualizare stare) in sectiunea Selected Instrument (Instrument
selectat).

B Faceti clic dreapta si selectati View Status (Vizualizare stare) in meniul care apare.

Va aparea caseta de dialog Run Details (Detalii rulare), care afiseaza fila Run Status (Stare
rulare). Starea instrumentului selectat apare sub panoul de stare a rularii, de exemplu:

L) Run status | 4G Reateime Status (©) Time Staws

Run Status Run Information
| ~ Protocol
| Plate:
| v

< > Sample Volume:

Scan Mode:
Data File Name:
Idle Noes
&7 Open L #'1 Qlose Lid
D
Hash Block
¥ indicator

Pentru a deschide sau inchide capacul unui instrument

» in panoul Detected Instruments (Instrumente detectate), selectati instrumentul tint4 si faceti una
dintre urmatoarele:

B Faceti clic pe Open Lid (Deschidere capac) sau Close Lid (Inchidere capac) in sectiunea
Selected Instrument (Instrument selectat).

B Faceti clic dreapta si selectati actiunea corespunzatoare in meniul care apare.

B Deschideti caseta de dialog Run Details (Detalii rulare), selectati fila Run Status (Stare
rulare) si faceti clic pe Open Lid (Deschidere capac) sau Close Lid (Inchidere capac).

Pentru a vizualiza starea tuturor instrumentelor detectate
» Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B In sectiunea All Instruments (Toate instrumentele) din panoul Detected Instruments
(Instrumente detectate), faceti clic pe View Summary (Vizualizare rezumat).

B inbarade meniu, selectati View > Instrument Summary (Vizualizare > Rezumat instrument).
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Va aparea caseta de dialog Instrument Summary (Rezumat instrument):

b @ (] - @2 L K| show AnBlodks vk
Block Name iy Type Status User Remaining
CFXS6DW1 CFX36D Idle: admin
CFX36DW2 CFA960 Idle: admin
CFX36i01 CFX36 Idle admin
CFX56102 CFX96 Idle admin
4 Blocks

Sfat: Daca sistemul detecteaza doar un singur instrument conectat, sectiunea All
Instruments (Toate instrumentele) nu apare in panoul Detected Instruments (Instrumente
detectate). Pentru a vizualiza rezumatul instrumentului pentru un singur instrument, selectati
View > Instrument Summary (Vizualizare > Rezumat instrument).
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Comenzile barei de instrumente Instrument Summary (Rezumat instrument)

Tabelul 10 listeaza comenzile si functiile de pe bara de instrumente Instrument Summary (Rezumat
instrument).

Tabelul 10. Comenzile barei de instrumente Instrument Summary (Rezumat instrument)

Buton Nume buton Functie
Creati o noua rulare Creeaza o rulare pe blocul selectat
b deschizand fereastra Run Setup

(Configurare rulare).

e Oprire Opreste rularea curenta pe blocurile
selectate.
[] L-I Pauza Realizeaza o pauza in rularea curenta

pe blocurile selectate.

Ui Reluare Reia rularea pe blocurile selectate.
@ Indicator lumina Face sa lumineze intermitent
* intermitenta bloc indicatorul LED de pe capacul

blocurilor selectate.

/ g Deschidere capac Deschide capacul motorizat al blocului
— selectat.
/ﬁ nchidere capac nchide capacul motorizat al blocului
— selectat.
% Ascundere blocuri Ascunde blocurile selectate din lista
selectate Instrument Summary (Rezumat
instrument)
@3 Afisare toate blocurile Afiseaza blocurile selectate din lista
o Instrument Summary (Rezumat
instrument)
Show: | All Blocks 7 Show (Afisare) Selectati ce blocuri vor fi afisate in listé.

Selectati una dintre optiuni pentru a
afisa toate blocurile detectate, toate
blocurile inactive, toate blocurile care
ruleaza cu utilizatorul curent sau toate
blocurile care ruleaza
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Vizualizarea proprietatilor unui instrument

Din panoul Detected Instruments (Instrumente detectate) puteti vedea detalii despre un instrument
selectat, inclusiv proprietatile acestuia, starea surubului de expediere aferent si o lista a colorantilor
sai calibrati (fluorofori).

LN
& Properties .L] Shipping Screw J’k Calibrated Dyes

Rename your instrument. Use alphabetic _
characters and numbers (8 characters max). CREA01 Rename

Click Rename button to apply.

Property Current
I -
Nickname CFX56I01
Mode! CFX96

Serial Numbers

Base CFX56-51M02

Block CFX56-5IMO2A
Shuttle CFX96-5IM025
Optical Head CFX396-5IM020

Firmware Versions

HC12 1.0.165.0 Rev A
FX2 13500
PXAZ70 32128125
CFXD5P 112400

8051 Matorized Lid 54000

More Info

Available Storage 352 MB

Total RAM 34 MB

USB Serial Number 1816531045

Pentru vizualizarea proprietatilor instrumentului

» inpanoul Detected Instruments (Instrumente detectate), faceti clic dreapta pe instrumentul tinta si
selectati Properties (Proprietati) in meniul care apare.

Fila Properties (Proprietati)

Fila Properties (Proprietati) prezinta detaliile tehnice privind instrumentul selectat, inclusiv modelul,
seriile componentelor si versiunile de firmware. Denumirea implicita a instrumentului (seria acestuia)
apare in multe locuri, inclusiv in panoul Detected Instruments (Instrumente detectate) si pe bara de
antet a casetei de dialog Instrument Properties (Proprietati instrument). Puteti redenumi instrumentul
pentru a-l identifica mai simplu.

Pentru a redenumi un instrument

» Infila Instrument Properties (Proprietati instrument), introduceti un nume in caseta Rename
(Redenumire) in partea de sus a filei Properties (Proprietati) si faceti clic pe Rename
(Redenumire).
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Denumirea noua apare pe randul Nickname (Alias) in fila Properties (Proprietati), precum si pe
bara de antet Instrument Properties (Proprietati instrument) si in panoul Detected Instruments
(Instrumente detectate).

Fila Shipping Screw (Surub de expediere)

Fila Shipping Screw (Surub de expediere) afiseaza starea actuala a surubului de expediere pentru
instrumentul selectat (Removed (Inl&turat) sau (Installed) (Instalat)). Fila include de asemenea
instructiuni pentru instalarea sau inlaturarea surubului rosu de transport.

Sfat: Daca software-ul detecteaza surubul de expediere, caseta de dialog Instrument Properties
(Proprietati instrument) afiseaza automat fila Shipping Screw (Surub de expediere). Urmati
instructiunile pentru a inlatura surubul.

Observatie: Trebuie s& inlaturati surubul de expediere inainte de a putea utiliza instrumentul.
Pentru mai multe informatii, consultati inlaturarea surubului de expediere de la pagina 30.

Fila Calibrated Dyes (Coloranti calibrati)

Fila Calibrated Dyes (Coloranti calibrati) afiseaza fluoroforii si placile calibrate pentru instrumentul
selectat.

\‘5;‘ Propetties 17) Shipping Screw ll Calbrated Dyes

Mwowomrmoca“’;’do Dae O Ewm O Detal |
1 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
2 |CalGold 540 2 BR White Factory 01/08/2008 10 [
3 |Cal Orange 560 2 BR Clear Factory 07/05/2013 14 o
4 |Cal Orange 560 2 BR White Factory 01/08/2008 10 [
5 |CalRed 610 3 BR Clear Factory 01,/08/2008 10 [
g |CalRed 610 3 BR White Factory 01/08/2008 10 [ =
7 G5 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10 (™
g OS5 4 BR White Factory 01/08/2008 10 [
3 Cyss 4 BR Clear Factory 07/05/2013 14 Wio
10 |Cy55 4 BR White Factory 01/08/2008 10 o
11 FAM 1 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
12 FAM 1 BR White Factory 01/08/2008 10 [
13 HEX 2 BR Clear Factory 01/08,2008 10 Info
14 |HEX 2 BR White Factory 01/08/2008 10 [
15 | Quasar 670 4 BR Clear Factory 101/08/2008 10 o
16 |CGuasar 670 4 BR White Factory 01/08/2008 10 o
17 | CGuasar 705 5 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
18 | CGuasar 705 = BR White Factory 01/08/2008 10 o
19 |ROX 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o

Pentru a vedea informatii detaliate despre o calibrare, faceti clic pe butonul Info (Informatii) din
coloana Detail (Detalii).
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inainte de a incepe

Setarea preferintelor utilizatorului

Sfat: Nu este obligatoriu sa realizati aceste actiuni pentru a utiliza CFX Manager Dx software.
Puteti omite fara probleme aceasta sectiune sau puteti realiza aceste actiuni in orice moment.

Tn CFX Manager Dx, vé puteti personaliza mediul de lucru. Dac administratorul dumneavoastra a
creat utilizatori pentru software, fiecare utilizator isi poate personaliza propriul mediu de lucru. Daca
administratorul dumneavoastra nu a creat utilizatori, modificarile preferintelor se aplica tuturor
utilizatorilor autentificati in CFX Manager Dx. (Pentru informatii privind crearea de utilizatori CFX
Manager Dx, consultati Anexa B, Gestionarea utilizatorilor si rolurilor CFX Manager Dx.)

De exemplu, in meniul Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator), puteti face
urmatoarele:

B Configura notificarea prin e-mail pentru finalizarea rularii.
B Modifica setarile implicite pentru
O Locul in care se salveazi fisierele
O Fisierele de configurare a rularii
O Prefixul de denumire a fisierelor
B Seta parametrii impliciti pe care sa-i utilizati cand creati un nou protocol si o placé noua.
B Seta parametrii impliciti pentru analiza datelor si expresia genica.
B Personaliza parametrii impliciti de control al calitatii.
B Personaliza parametrii de exportare a datelor.
Tn meniul Tools (Instrumente), puteti face urmatoarele lucruri:
B Crea un amestec principal de reactie.
B Calibra coloranti pentru un anumit instrument.

Observatie: Amestecul de reactie PCR si calibrarea colorantilor sunt disponibile oricarui utilizator
care se autentifica in CFX Manager Dx.

Aceasta sectiune va explica in detaliu cum sa realizati aceste actiuni.
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Configurarea notificarii prin e-mail

Puteti conecta CFX Manager Dx la serverul dumneavoastra de e-mail de iesire pentru a trimite o
notificare prin e-mail privind finalizarea unei rulari unei liste de utilizatori. Puteti, de asemenea, alege
sa atasati un fisier de date si un raport de analiza listei de utilizatori. Pentru a stabili conexiunea dintre
CFX Manager Dx si serverul dumneavoastrd SMTP, consultati Conectarea CFX Manager Dx la un
server SMTP de la pagina 62.

Observatie: Capacitatea unui utilizator de a accesa functiile de configurare a e-mailului depinde
de grupul utilizatorului si permisiunile atribuite de administrator. Pentru detalii privind gestionarea
utilizatorilor si a rolurilor acestora, consultati Gestionarea utilizatorilor de la pagina 257.

Pentru a configura notificarile prin e-mail

1. Selectati Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator) pentru a deschide caseta de
dialog User Preferences (Preferinte utilizator).

Va aparea caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), afisand fila Email (E-mail).

User Preferences

B el £ Fies Protocol (T3 Pise (7] DataAnsiyss gff[] Gene Bpresson ac 53 custom Bpor
Email Notfication Upon Run Completion

To:

[
Provide one email address per line
Attach Data File

[] Astach Analysis Report (.pdf) File

Configure Outgoing Email Outgoing email has not been corfigured

Restore Defaults oK Cancel

Observatie: Veti fi informat daca sistemul detecteaza ca nu ati configurat un server SMTP
valid pentru CFX Manager Dx. Faceti clic pe Configure Outgoing Email (Configurare e-mail
de iesire) pentru a deschide caseta de dialog Options (Optiuni) si a configura serverul SMTP
de e-mail. Pentru mai multe informatii, consultati Conectarea CFX Manager Dx |la un server
SMTP de la pagina 62.

2. In caseta de text To (Destinatar), tastati adresa de e-mail a fiecarei persoane pe care intentionati
sa o informati despre finalizarea rularii. Toti destinatarii vor primi un e-mail dupa finalizarea rularii.

Observatie: Trebuie sé& introduceti fiecare adresa de e-mail pe un rand separat. Apasati
Enter sau Return dupa fiecare adresa.

3. (Optional) Tn caseta de text cc, tastati adresa de e-mail a fiecarui destinatar caruia intentionati sa-i
trimiteti o copie a fiecarei notificari prin e-mail.
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4. (Optional) Implicit, toti destinatarii primesc o copie a fisierului de date sub forma de atasare.
Debifati caseta de selectare daca nu doriti sa atasati o copie a fisierului de date.

5. (Optional) Selectati Attach Analysis Report (Atasare raport analiza) pentru a atasa un PDF al
raportului de analiza la e-mail.

6. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog User Preferences
(Preferinte utilizator).

Pentru a edita adresa de e-mail a unui destinatar

» Modificati adresa de e-mail dupa cum este necesar si faceti clic pe OK.
Pentru a sterge un destinatar de e-mail

1. Selectati destinatarul e-mailului si apasati tasta Delete (Stergere).

2. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.

Important: Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate preferintele din toate filele la setarile de fabrica
initiale. Procedati cu atentie cand faceti clic pe acest buton.

Conectarea CFX Manager Dx la un server SMTP

Important: Unii furnizori de servicii comerciale de e-mail (precum Yahoo! si Gmail) si-au crescut
nivelul de securitate a e-mailului. Daca utilizati aceste conturi, trebuie sa activati setarea Allow
less secure apps (Permiteti aplicatiile mai putin sigure) in setarile contului respectiv, pentru
a permite CFX Manager Dx s trimitd e-mailuri. Consultati informatiile de securitate ale
furnizorului dumneavoastra de servicii e-mail pentru informatii suplimentare.

Trebuie sa stabiliti o conexiune de la CFX Manager Dx la serverul dumneavoastra de e-mail inainte ca
software-ul sa poata trimite notificari prin e-mail.

Pentru a conecta CFX Manager Dx la un server de e-mail
1. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Selectati User > User Preferences (Utilizator > Preferinte utilizator) si faceti clic pe Configure
Outgoing Email (Configurare e-mail de iesire) in fila Email (E-mail).

B Selectati Tools > Options (Instrumente > Optiuni).

Apare caseta de dialog Options (Optiuni), care afiseaza fila Email (E-mail).
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Email [Ey' Data Bxport Settings

SMTP Server Name: |smtp.omail com
&g smtp myCompany.com. Contact your |T Admiristrator to get the SMTP server name.
Port: 587 o
Use S5L
Use Defaut “From” Address

Authentication Required
User Mame: | <your account name>@gmail com

Password

Test Email Address

Test Attachment: [] : Test Email

ol

Introduceti urmatoarele informatii pentru compania dumneavoastra:

B SMTP Server Name (Denumire server SMTP) — numele serverului pentru e-mailuri de
iesire al companiei dumneavoastra.

B Port— numarul portului aferent serverului dumneavoastra SMTP. De obicei, acesta este 25.

B Use SSL (Utilizare SSL) — optiunea Secure Sockets Layer (SSL). Unele servere SMTP
necesita aceasta setare. Daca nu este necesara in cadrul companiei dumneavoastra,
debifati respectiva caseta de selectare.

B Use Default “From” Address (Utilizare adresa ,,De la” implicitd) — numele serverului de
e-mail al companiei dumneavoastra. Unele servere SMTP impun ca toate e-mailurile trimise
sa aiba o adresa ,de la” dintr-un anumit domeniu, de exemplu,
nume@CompaniaDumneavoastracom. in acest caz, debifati aceasta caseta de selectare si
introduceti o adresa de e-mail valida.

®  Authentication Required (Autentificare necesara) — daca institutia dumneavoastra
impune autentificarea cu un cont, asigurati-va ca aceasta caseta de selectare este bifata.

B User Name (Nume utilizator) — numele contului autentificat. Este necesar numai daca se
selecteaza Authentication Required (Autentificare necesara).

B Password (Parola) — parola pentru contul autentificat. Este necesara numai daca se
selecteaza Authentication Required (Autentificare necesara).

Pentru a va asigura ca setarile serverului SMTP sunt corecte, introduceti o adresa de e-mail
valida in caseta de text Test Email Address (Testare adresa de e-mail) si faceti clic pe Test Email
(Testare e-mail).

Observatie: Unele servere SMTP nu permit utilizarea de atasari, iar altele permit numai
utilizarea de atasari pana la o dimensiune maxima specifica. Daca intentionati sa trimiteti prin
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e-mail fisiere de date si/sau rapoarte utilizand CFX Manager Dx, selectati Test Attachment
(Testare atasament) si setati Attachment Size in MB (Dimensiune atasament in MB) la
minimum 5 megabytes (MB).

4. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.

Schimbarea setarilor implicite ale fisierelor

In fila Files (Fisiere) din caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), puteti schimba
urmatoarele:

B Locatia implicita in care se salveaza fisierele CFX Manager Dx
B Fisierele implicite pentru configurarea rularii

B Parametrii impliciti de denumire a fisierelor

Pentru a schimba setarile implicite ale fisierelor

1. Selectati Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator) pentru a deschide caseta de
dialog User Preferences (Preferinte utilizator).

2. Incaseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), selectati fila Files (Fisiere).

User Preferences - o X

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

Data File ‘C:‘-».Usefs".Pubhc \Documents'\Bio-Rad\CFX\Users\admin

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

\

l

Gene Study [C \Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin

File Selection for Run Setup
Protocol: [C \Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin\ExpressLoad\CFX_2stepAmp prcl

Plate (384 Well) ‘C \Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin\ExpressLoad\Quick Plate_384 wells_SYBR Only pttd

Plate (96 Wel): |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\adrmin\ExpressLoad\Quick Plate_96 wels_SYER Only pitd [

Plate (48 Well): |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\admin'\ExpressLoad\Quick Plate_48 wells_FAM ptd

Data File
Prefix: Part 1 Part 2 Part 3: Suffix:

Preview: admin_2017-07-28 16-40-31_InstrumentName

Restore Defaults oK Cancel

3. in sectiunea Default Folder for File Creation (Folder implicit pentru crearea fisierelor), navigati la
si selectati un folder implicit in care doriti sa salvati noile fisiere. Puteti selecta un loc diferit pentru
fiecare tip de fisier:
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B Protocol

B Placa

B Fisier de date
B Studiu genic

4. in sectiunea File Selection for Run Setup (Selectare fisier pentru configurarea rularii), navigati la
si selectati protocolul tinta si fisierele de placa ce vor aparea cand deschideti fereastra
Experiment Setup (Configurare experiment).

5. In sectiunea Data File (Fisier de date), definiti prefixul si/sau sufixul pentru fisierele de date.
Pentru orice parte, selectati o noua valoare din lista sa verticala. Puteti, de asemenea, furniza
valori personalizate pentru prefix si sufix in casetele de text Prefix si Suffix.

CFX Manager Dx afiseaza o previzualizare a numelui fisierului sub casetele de selectare.
6. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.

Important: Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate preferintele din toate filele la setarile de fabrica
initiale. Procedati cu atentie cand faceti clic pe acest buton.
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Setarea parametrilor de protocol impliciti

Pentru a seta parametri de protocol impliciti pentru Protocol Editor (Editor Protocol) si
Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol)

1. Selectati Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator) pentru a deschide caseta de
dialog User Preferences (Preferinte utilizator).

2. Incaseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), selectati fila Protocol.

User Preferences

I:l Emai [T Fies Protocol [E23) Plate ﬂ 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

Bestore Defaults oK Cancel

3. Insectiunea Protocol Editor (Editor Protocol), specificati valori pentru urmatoarele setari care
apar in Protocol Editor (Editor Protocol):

B Sample volume (Volumul probei) — volumul fiecarei probe din alveole (in pl).

B Lid Shutoff temperature (Temperatura oprire capac) — temperatura in °C la care
ncalzitorul capacului se opreste in timpul unei rulari.

4. Insectiunea Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol), specificati valori pentru
urmatoarele setari care apar inProtocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol):

B Annealing temperature (Temperatura de atasare) —temperatura in °C pentru
experimente care utilizeaza polimeraza ADN iProof, polimeraza ADN iTaq sau alte
polimeraze.

B Amplicon length (Lungime amplicon) — lungimea ampliconului in bp.

5. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.
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Important: Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate preferintele din toate filele la setarile de fabrica
initiale. Procedati cu atentie cand faceti clic pe acest buton.

Setarea parametrilor de placa impliciti

Schimbarile pe care le faceti in fila Plate (Placa) sunt disponibile tuturor utilizatorilor software-ului.
Schimbarile pe care le faceti in timpul configurarii placii sunt disponibile utilizatorilor dupa ce salvati si
inchideti fisierul de placa.

In caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator) puteti efectua urmatoarele:
B Setati parametrii de placa impliciti.

B Adaugati noi denumiri pentru tinta si proba la bibliotecile lor respective.

B Stergeti denumiri pentru tinta si proba din bibliotecile lor respective.

Pentru a seta parametrii de placa impliciti

1. Selectati Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator) pentru a deschide caseta de
dialog User Preferences (Preferinte utilizator).

2. Incaseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), selectati fila Plate (Placa).

User Preferences

EI Email ﬁ Files Protocal @ Flate m Data Analysis I! Gene Expression ac L‘Ee Custom Export
Settings
Plate Type: |BR Clear ~ | Fluorophores:
Plate Size: |96 Wells ~ | |C] FAM [] Texas Red Owvic
] SYBR [ Cal Red 610
Units: | copy number v | |CJ HEX ]G5
CJTET [] Tex 615
Scientific Motation ] Cal Orange 560 [ Guasar 670
[] Cal Gold 540 [] Guasar 705
Secan Mode: | All Channels ~ | |] ROX [ Cys5
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. Specificati valori pentru urmatoarele setari pentru un fisier de placa nou. Aceste valori apare in
fereastra Plate Editor (Editor placa):

B Plate type (Tip de placa)
B Dimensiune placa
B Units (Unitati) — concentratia matritei de pornire pentru alveolele care contin standarde.

CFX Manager Dx utilizeaza aceste unitati pentru a crea o curba standard in fila Data Analysis
Quantification (Cuantificare analiza date).

B Scientific notation (Notatie stiintifica) — cand este selectatd, CFX Manager Dx afiseaza
unitatile de concentratie in notatia stiintifica.

B Scan mode (Mod scanare) — numarul sau tipul de canale de scanat in timpul unei rulari.

B Fluorophores (Fluorofori) — fluoroforii impliciti care apar in solutiile de control Plate Editor
(Editor placa) pentru incarcarea godeului.

B Libraries (Biblioteci) — denumirile pentru tinta si proba pe care le utilizati de obicei in
experimentele dumneavoastra:

O Target Names (Denumiri tinte) — denumirile genelor si secventelor tinta.

O Sample Names (Denumiri probe) — denumirile pentru probele experimentului sau o
caracteristica identificatoare pentru mostre (de exemplu, Mouse1, Mouse2, Mouse3 —
Soarece1, Soarece2, Soarece3).

4. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.
Pentru a adauga o noua denumire de tinta sau proba

» ncaseta de biblioteca corespunzatoare, introduceti numele pentru tintd sau proba si faceti clic pe
OK.

Pentru a sterge o denumire de tinta sau proba

» incaseta de biblioteca corespunzatoare, selectati numele si apasati tasta Delete (Stergere), apoi
faceti clic pe OK.

Important: Numele pe care le inlaturati din biblioteca sunt eliminate automat din software si nu
mai sunt disponibile utilizatorilor. Pentru a restaura denumirile implicite CFX Manager Dx, faceti
clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite). Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire
valori implicite) in caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate
preferintele din toate filele |a setarile de fabrica initiale. Procedati cu atentie la stergerea
denumirilor CFX Manager Dx implicite si cand faceti clic pe acest buton.
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Setarea parametrilor impliciti pentru analiza de date
Pentru a configura parametrii impliciti ai analizei datelor

1. Selectati Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator) pentru a deschide caseta de
dialog User Preferences (Preferinte utilizator).

2. Incaseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), selectati fila Data Analysis (Analiza
date).

User Preferences
v FEH i e
Email B Files Protocol E Plate m Data Analysis EEE Gene Expression QC % Custom Export
Analysis Mode
(® Fluorophore () Targat

PCR Quartitation
Baseline Setting: | Baseline Subtracted Curve Fit ~

Cq Determination Mode: () Regression (@) Single Threshold
Thresheld Calc. Mode: Auto Threshold Manual Threshold (RFU): |0.00 -
Baseline Calc. Mode Auto Baseline Manual Baseline (Cycle Range): |2 | to |9 =
LogView: () On (@ Off
End Paint
End Cycles to Average: PCR: 5 + End Point Only Run:|2 =
Melt Curve
Peak Type: (@) Postive () Negative

Well Selector
Well Labels: (@) Sample Type () Target Name () Sample Name

Restore Defaults OK Cancel

3. In sectiunea Analysis Mode (Mod Analiza), selectati modul in care sa analizati datele (fie
Fluorophore (Fluorofor), fie Target (Tinta)).

4. nsectiunea PCR Quantitation (Cuantificare PCR), configurati parametrii impliciti pentru
urmatoarele optiuni:

B Baseline Setting (Setarea Nivel initial) - metoda de referintd pentru modul de analiza.

B Cq Determination Mode (Mod Determinare Cq) —modul in care sunt calculate valorile C
pentru fiecare urma de fluorescenta (fiecare regresie sau prag unic).
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B Threshold Calc. (Calculare Prag) Mode (Mod calc. prag) — cantitatea tintei la momentul
final.

Optiunea implicita este Auto. Adica software-ul calculeaza automat tinta la momentul final.
Pentru a configura un anumit prag, debifati caseta de selectare Auto si introduceti valoarea
de la momentul final, calculata in unitati de fluorescenta relativa (sau RFU). Valoarea
maxima este de 65.000,00 RFU. Fisierele de date pentru rularile ulterioare vor folosi aceasta
setare de prag.

B Baseline Calc. Mode (Mod calc. nivel initial) — nivelul initial pentru toate urmele.

Optiunea implicita este Auto. Adica software-ul calculeaza automat nivelul initial pentru toate
urmele. Pentru a configura un anumit nivel initial, debifati caseta de dialog Auto si introduceti
valorile minime si maxime pentru intervalul de cicluri (de la 1 la 9999). Fisierele de date
pentru rularile ulterioare vor folosi acest interval de cicluri.

B Log View (Vizualizare log) — determina modul in care software-ul afiseaza datele de
amplificare:

OO On (Activat) — datele amplificarii sunt afisate ntr-un grafic semilogaritmic.
O Off (Dezactivat) — (implicit) datele amplificarii sunt afisate intr-un grafic liniar.

5. Insectiunea End Point (Momentul final), selectati numérul de cicluri finale pentru care veti calcula
media atunci cand faceti calculele pentru momentul final.

B PCR-numarul de cicluri finale pentru care veti calcula media datelor de cuantificare
(valoarea implicita este 5).

B End Point Only run (Rulare doar momentul final) — numarul de cicluri finale pentru care
veti calcula media datelor de la momentul final (valoarea implicita este 2).

6. Insectiunea Melt Curve (Curba de topire), selectati tipul varfului de detectat (pozitiv sau negativ).

7. Insectiunea Well Selector (Selector alveole), selectati modul de afisare a etichetelor alveolelor
(dupa tipul probei, denumirea tintei sau denumirea probei).

8. Faceti clic pe OK pentru a salva modificérile si a inchide caseta de dialog.

Important: Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate preferintele din toate filele la setarile de fabrica
initiale. Procedati cu atentie cand faceti clic pe acest buton.
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Setarea parametrilor impliciti pentru fisierul de date de expresie genica
Pentru a seta parametrii impliciti pentru un nou figier de date de expresie genica

1. Selectati Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator) pentru a deschide caseta de
dialog User Preferences (Preferinte utilizator).

2. Incaseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), selectati fila Gene Expression
(Expresie genica).

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. Specificati valorile pentru urmatoarele setari:

B Relative to (Relativ la) — genereaza un grafic pentru datele expresiei genice relativ la o
proba control (incepand de la 1) sau relativ la zero:

[0 Zero —software-ul ignora proba control. Aceasta este valoarea implicita atunci cand nu
este alocata nicio proba de control in fereastra Experiment Settings (Setari experiment).

[0 Control — software-ul calculeaza datele relativ la proba de control alocata in fereastra
Experiment Setup (Configurare experiment).

m  X-axis (Axa x) — reprezinta grafic proba sau tinta pe axa x.

B Y-axis (Axay) - reprezinta grafic scara liniara, log2 sau log10 pe axa y.
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B Scaling (Scalare) — optiunea de scalare pentru grafic (optiunea implicita este Unscaled
(Nescalat)):

O Highest (Cel mai ridicat) — software-ul scaleaza graficul la punctul de date cel mai
ridicat.

O Lowest (Cel mai scazut) — software-ul scaleaza graficul catre punctul de date cel mai
scazut.

[0 Unscaled (Nescalat) — software-ul prezinta datele nescalate (fara scalare) in grafic.
B Mode (Mod) — modul de analizg, fie cantitate relativa (AC,) fie expresie normalizata (AAC).

B Error Bar (Bara de eroare) — variabilitatea datelor s-a prezentat fie ca deviatia standard
(Std. Dev.), fie ca eroarea standard a mediei (Std. Error Mean).

B Error Bar Multiplier (Multiplicator bara de eroare) — multiplicatorul deviatiei standard
utilizat pentru a desena barele de eroare (valoarea implicita este 1).

Puteti mari multiplicatorul la 2 sau 3.

B Sample Types to Exclude (Tipuri de probe de exclus) — aceleasi tipuri de probe de
exclus din analiza.

Puteti selecta una sau mai multe probe pentru excludere din analiza. Pentru a exclude toate
tipurile de probe, debifati casetele de selectare pentru orice tipuri de probe selectate.

4. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.

Important: Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate preferintele din toate filele la setarile de fabrica
initiale. Procedati cu atentie cand faceti clic pe acest buton.

Personalizarea regulilor de control al calitatii

in CFX Manager Dx, puteti seta reguli pentru controlul calitatii, care sunt aplicate datelor din fereastra
Data Analysis (Analiza date). Software-ul valideaza datele fata de regulile setate de dumneavoastra

Observatie: Implicit, toate regulile de control al calitatii sunt activate.

Sfat: Puteti exclude cu usurinta alveolele care nu indeplinesc un parametru CC in modulul CC al
ferestrei Data Analysis (Analiza date).

Pentru a personaliza regulile de control al calitatii

1. Selectati Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator) pentru a deschide caseta de
dialog User Preferences (Preferinte utilizator).

2. Incaseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), selectati fila QC (CC).
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User Preferences

[ = ™ Protocol (E23) Piate 7] Data Aralysis ﬂl]ﬂ Gene Expression oc 53 custom Bxpor
Description L] Value 9 Use (4]
Negative control with a Cg less than 124
NTC with a Cq less than ® M
NRT with a Cq less than B M
Postive control with a Cq greater than 30 M
Unknown without a Cq M
Standard without a Cg M
Efficiency greater than 1100 M
Efficiency less than %00 M
5td Curve ™2 less than 080 4
Replicate group Cq Std Dev greater than 020 M
Bestore Defaults oK Cancel

unde:

B NTC - control fara tinta de amplificare

B NRT - control fara transcriptaza inversa

m  Efficiency (Eficienta) — eficienta reactiilor

B Std Curve R*2 (R*2 curba standard) — valoarea R patrat pentru curba standard

B Replicate group Cq Std Dev (Deviatie standard Cq pentru grup de replicate) — deviatia
standard calculata pentru fiecare grup de replicate

3. Pentru fiecare regulda QC (CC), urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Pentru a utiliza valoarea implicita, nu faceti nimic.

B Pentru a modifica valoarea, faceti clic pe caseta de text Value (Valoare) aferenta, introduceti
0 noud valoare si apasati tasta Enter.

B Pentru a dezactiva regula, debifati caseta de selectare Use (Utilizare) aferenta.
4. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog.

Important: Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate preferintele din toate filele la setarile de fabrica
initiale. Procedati cu atentie cand faceti clic pe acest buton.
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Personalizarea parametrilor de exportare a datelor

Puteti exporta datele CFX Manager Dx in urmatoarele formate:

Text (.txt)

CSV (.csv)

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

HTML (.html)

Puteti specifica tipul de date de exportat si personaliza iesirea datelor exportate.

Pentru a personaliza parametrii de exportare a datelor

1.

Selectati Users > User Preferences (Utilizatori > Preferinte utilizator) pentru a deschide caseta de
dialog User Preferences (Preferinte utilizator).

Tn caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), selectati fila Custom Export
(Exportare particularizata).

User Preferences

EI Email Files Protocol lj Plate Lm Data Analysis I! Gene Expression Qac EE, Custom Export

Export Format: | CSV (*.csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Well Well

Fluorophore Fuorophare
Target Name Target Name
Contert gorrtelrd N
Replicate Number ampie flame
Sample Name
Biological Set Name
Well Note:

q
Starting Quantity

OOROREEE]

rjy ey

(=]
=
i

rtffication

Ca

Starting Quantity

Cqg Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

CIOOEIE

Mekt Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Melt Peak End Temperature

[] End Poirt Call Customize Column Mames...
[] End RFU

Restore Defaults 0K Cancel
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3. Inlista verticald Export Format (Format de exportare), selectati un format in care sa exportati
datele.

4. in sectiunea Data to Export (Date de exportat), bifati sau debifati casetele de selectare pentru
tipul de date de exportat. Elementele selectate apar in caseta lista Exported Columns (Coloane
exportate).

Observatie: Implicit, informatiile rularii sunt incluse in antet. Debifati aceasta caseta de
selectare dacé nu doriti sé fie incluse informatiile de rulare.

5. Puteti modifica ordinea de pe afisajul de iesire a elementelor selectate.

In caseta listd Exported Columns (Coloane exportate), evidentiati elementul, apoi faceti clic pe
butoanele sageata din stanga listei pentru a-l deplasa in sus sau in jos.

6. Optional, puteti modifica numele coloanelor de iesire ale elementelor selectate:
a. Faceticlic pe Customize Column Names (Personalizare nume coloana).

Va aparea caseta de dialog Column Name Customizer (Instrument de particularizare nume
coloana).

b. Pentru fiecare nume implicit de coloana pe care doriti sa- schimbati, tastati un nume nou in
campul Custom Name (Nume personalizat) corespunzator.

¢. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la fila Custom Export (Exportare
particularizata). Noul nume apare in paranteze, Ianga coloana implicita din caseta lista
Exported Columns (Coloane exportate).

B Faceti clic pe Cancel (Anulare) pentru a anula modificarile si a reveni la fila Custom
Export (Exportare particularizata).

7. Faceti clic pe OK pentru a salva modificérile si a inchide caseta de dialog.

Important: Facand clic pe Restore Defaults (Restabilire valori implicite) in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator), resetati toate preferintele din toate filele la setarile de fabrica
initiale. Procedati cu atentie cand faceti clic pe acest buton.

Crearea unui amestec principal de reactie

Folosind Master Mix Calculator (Calculator Amestec principal) din CFX Manager Dx, puteti calcula cu
usurinta volumul necesar al fiecarei componente a amestecului principal. Puteti imprima tabelul de
calcul al amestecului principal la imprimanta dumneavoastra implicita si puteti salva calculele pentru
fiecare tinta in vederea utilizarii ulterioare.
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Pentru a crea un amestec principal de reactie cu ajutorul Master Mix Calculator
(Calculator Amestec principal)

1. Pentru a deschide Master Mix Calculator (Calculator Amestec principal), urmati una dintre
procedurile urmatoare:

B Selectati Tools > Master Mix Calculator (Instrumente > Calculator Amestec principal).

B Faceti clic pe Master Mix Calculator (Calculator Amestec principal) de pe bara de
instrumente.

Va aparea Master Mix Calculator (Calculator Amestec principal).

= lpmoldd (M) v| 200 (3 nm
Probe [0 2] [pmoldd g "% 200 3] om
Master Mix Setup

of ) .96 EI Om:S:BRGm:ﬂmmChﬂe
Reaction Volume PerWell |20 &~ 4 Qsve -
Template Volume 10 B o
Supemix Concentration :Z.D :] X
Bxcess Reaction Voume |5 [+] %
Component Volume Per Reaction (W)  Total Volume for 96 Reactions + (5)%

2. Insectiunea Reaction (Reactie), selectati o metoda de detectie:
®  SYBR®Green/EvaGreen

B Probes (Sonde)
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3. Pentru acrea o tintd noud, in sectiunea Target (Tint&) faceti clic pe Create New (Creare nou). In
lista verticala de tinte va aparea o noua denumire de tinta.

4. (Optional) Pentru a schimba denumirea tintei implicite:
a. Evidentiati denumirea tintei in lista verticala a tintei.
b. Tastati o noua denumire a tintei in caseta Target (Tinta).
c. Apasati tasta Enter.
5. Ajustati concentratiile initiale si finale pentru primerii de redirectionare si inversare si orice sonde.
6. In sectiunea Master Mix Setup (Configurare Amestec principal), ajustati valorile pentru
B Numarul de reactii de rulat
B Volumul reactiei per alveola
B Volumul sablonului per alveola
B Concentratie amestec de reactie per alveola
B Volumul reactiei in exces per alveola
7. (Optional) Urmati pasii 2-6 pentru cate tinte este necesar.
8. Insectiunea Choose Target to Calculate (Alegere tinta de calculat), selectati tinta de calculat.
Sfat: Puteti calcula doar una sau mai multe sau toate tintele in acelasi timp.

Volumele calculate ale componentelor necesare pentru fiecare tinta selectata apar in tabelul
amestecului principal.

9. Faceti clic pe Set as Default (Stabilire ca implicit) pentru a seta cantitatile Tn sectiunile Target
(Tinta) si Master Mix Setup (Configurare Amestec principal) drept noi valori implicite.

10. Faceti clic pe OK pentru a salva continutul casetei de dialog Master Mix Calculator (Calculator
Amestec principal).

Pentru a imprima tabelul de calcul al amestecului principal

» Pentru aimprima tabelul de calcul al amestecului principal, faceti clic pe Print (Imprimare).
Tabelul de calcul se imprima la imprimanta dumneavoastra implicita.

Pentru a salva tabelul de calcul al amestecului principal ca fisier PDF

»  Schimbati imprimanta implicita cu un driver PDF si faceti clic pe Print (Imprimare) in Master Mix
Calculator (Calculator Amestec principal).

Manual de utilizare | 77



Capitolul 5 Fereastra Home (Fereastra de pornire)

Pentru a sterge tintele
P Selectati tinta utilizand lista verticala de tinte si facand clic pe Remove (Eliminare).

Important: Stergerea unei tinte din lista de tinte o sterge si din toate calculele amestecului
principal in care este folositd. Procedati cu atentie cand stergeti o tinta.
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Sistemele CFX96 Dx sunt calibrate din fabrica pentru fluoroforii utilizati in mod obisnuit pe placile cu
alveole albe si transparente. Tabelul 11 afiseaza fluoroforii si canalul pentru care este calibrat fiecare
instrument.

Observatie: Sistemele CFX96 includ, de asemenea, un canal dedicat experimentelor chimice

FRET. Acest canal nu necesita calibrare pentru coloranti specifici.

Tabelul 11. Fluorofori si canale calibrate din fabrica

Fluorofori Canal Excitatie, nm Detectie, 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

Pentru a calibra coloranti noi pentru sistemele CFX

1.

In fereastra Home (Fereastra de pornire), selectati un instrument tinta in panoul Detected

Instruments (Instrumente detectate).

Selectati Tools > Calibration Wizard (Instrumente > Expert calibrare) pentru a deschide expertul

Dye Calibration (Calibrare coloranti).

Dye Calibration - Base /N [SIM81435] - Optical Reaction Module S/N [783BROE1T]
Calibrated Fucrophores
Fuorophors )| Channel ) Plate Type O t“"'g”" 0 Dae o 0% | Ewn 5 Dem
Calibrate New or Existing Fluorophores
Fluoraphone _I’!ale Type Channel Plate column Fuor Color Addto Piate
<] [BR Clear v v v
Settngs
Motes |
Calibration Status
b Calborate q View Plate
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10.

1.

12.
13.

14.

15.

Fluoroforii calibrati deja pentru instrumentul tinta apar in tabelul Calibrated Fluorophores
(Fluorofori calibrati).

Tn sectiunea Calibrate New or Existing Fluorophores (Calibrare fluorofori noi sau existenti),
selectati fluoroforul de calibrat din lista verticala.

Daca denumirea fluoroforului nu este inclusa in lista, introduceti denumirea in caseta de text
pentru a o adauga in lista.

Selectati tipul de placa pentru fluorofor.

Daca tipul de placa nu este inclus in listd, introduceti denumirea in caseta de text pentru a o
adauga in lista.

Selectati un canal pentru fluorofor.

Selectati o coloana de placa pentru fluorofor.

(Optional) Scrieti o culoare care doriti s fie asociata cu fluoroforul.

Faceti clic pe Add to Plate (Adaugare la placa) pentru a adauga fluoroforul.

(Optional) Repetati pasii 3-8 pentru a adauga fiecare fluorofor pe care doriti sa il calibrati pentru
placa.

Cand finalizati adaugarea fluoroforilor, faceti clic pe View Plate (Vizualizare placa) pentru a
deschide fereastra Pure Dye Plate Display (Afisare placa coloranti puri).

Utilizati aceasta fereastra ca ghid pentru incarcarea colorantilor pe placa.
Pregatiti o placa cu 96 alveole pentru calibrarea colorantilor:

a. Pipetati solutie de colorant in fiecare alveold, respectand tiparul din Pure Dye Plate Display
(Afisare placa coloranti puri).

b. Pentru fiecare fluorofor, umpleti patru alveole cu 50 pl (placa cu 96 de alveole) de solutie de
colorant 300 nM. Veti observa ca cel putin jumatate din placa contine alveole goale.

c. Sigilati placa folosind metoda de sigilare pe care o veti utiliza in cadrul experimentului.
Pozitionati placa de calibrare in bloc si inchideti capacul.

Tn expertul Dye Calibration (Calibrare coloranti), faceti clic pe Calibrate (Calibrare) si pe OK
pentru a confirma ca placa se afla in bloc.

Cand CFX Manager Dx software finalizeaza rularea de calibrare, apare o casetéa de dialog. Faceti
clic pe Yes (Da) pentru a finaliza calibrarea si a deschide Dye Calibration Viewer (Vizualizator de
calibrare coloranti).

Faceti clic pe OK pentru a inchide fereastra.

80 | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Capitolul 6 Crearea de protocoale

Un protocol este un set de pasi care sunt executati intr-o secventa specifica. In CFX Manager Dx
software, toti pasii sunt asociati cu optiunile de pe instrument. De exemplu, pasii dau instructiuni
instrumentului sa controleze temperatura blocului si a capacului, sa aplice o diferenta de temperatura
pe bloc, sa efectueze o citire de placa sau sa efectueze o analiza pentru curba de topire. Fiecare
optiune este specificata pentru diferite tipuri de placa si rulare.

CFX Manager Dx furnizeaza doua optiuni pentru crearea de protocoale: Protocol Editor (Editor
Protocol) si Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol).

Caracteristica Protocol Editor (Editor Protocol) include urmatoarele:

B Solutii de control standard pentru protocol, pentru a crea rapid protocoale

B Capacitatea de a calcula rapid un gradient pentru numarul selectat de randuri
B Capacitatea de a calcula rapid timpul de rulare pentru tipul de placa selectat
B Capacitatea de a edita pasi de protocol

B Capacitatea de a salva protocoale pentru reutilizare

B Capacitatea de a imprima protocolul la o imprimanta implicita

Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol) genereaza automat un protocol PCR
personalizat cu etapa de activare pentru polimeraza hot-start, denaturare initiala, atasare si pasi de
elongare, folosind parametrii pe care fi furnizati dumneavoastra Puteti apoi sa vizualizati o
reprezentare grafica a protocolului sugerat si sa editati, rulati sau salvati protocolul.
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Fereastra Protocol Editor (Editor Protocol)

Folositi fereastra Protocol Editor (Editor Protocol) pentru a crea, deschide, verifica si edita un protocol.
Implicit, Protocol Editor (Editor Protocol) deschide un protocol generic in 2 pasi in timp real pentru o
placa de 96 de alveole.

File Settings Tools @ ?

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

] 1 2 3 4

o5 O 950 C

/ 300 o0

] N 550 C : B
] 0:30 o gl
! m TR
; >

| @ 2

I ¥ x

g 1 950 C for 300

I%mnﬁm 2 950 C for0:10

3 550 C for0:30
[7e] Inset Gradiert [: + Plate Read
4 GOTO2 39 more times

[+=] inset GQTO END

EA] et Mek Curve

i Acd Piate Readto Step ® @

Siep Options

75 Detete 510

oK Cancel

LEGENDA

1. Bara de meniu ofera acces rapid la comenzile de meniu File (Fisier), Settings (Setari) si

Tools (Instrumente).
2. Bara de instrumente ofera acces rapid pentru salvarea si imprimarea protocolului, stabilirea

punctului de inserare a unui pas, setarea volumului probei si vizualizarea timpului de rulare
estimat al protocolului.

3. Panoul principal afiseaza o reprezentare grafica a protocolului.
4. Panoul de jos afiseaza schita protocolului.
5. Panoul din stanga afiseaza comenzile protocolului pe care le puteti adauga pentru a

personaliza protocolul.
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Comenzile meniului File (Fisier)
Save (Salvare) — salveaza protocolul curent.
Save As (Salvare ca) — salveaza protocolul curent cu 0 denumire noua sau intr-un loc nou.

Close (inchidere) — inchide Protocol Editor (Editor Protocol)

Comanda meniu Settings (Setari)

Lid Settings (Setéri capac) — deschide caseta de dialog Lid Setting (Setari capac) in care puteti
schimba sau seta temperatura capacului.

Comenzile meniului Tools (Instrumente)

Gradient Calculator (Calculator Gradient) — deschide o caseta de dialog din care puteti selecta tipul
de bloc pentru un pas de gradient. Optiunea implicita este 96 de alveole.

Run time Calculator (Calculator timp rulare) — deschide o caseta de dialog din care puteti selecta
tipul de placa si modul de scanare pentru a calcula timpul de rulare estimat in fereastra Run Setup
(Configurare rulare). Optiunea implicita este 96 alveole, toate canalele.

Comenzi bara de instrumente

— salveaza fisierul de protocol actual.

&

— imprima fereastra selectata.

Insert Step | After v
— utilizati aceasta comanda pentru a selecta unde sa introduceti pasi relativ la

pasul selectat in prezent.

Sample Volume E pl
— utilizati aceasta comanda pentru a introduce un volum de proba in pl.

Volumele probelor difera in functie de tipul de bloc:
B Pentru un bloc de 96 de alveole adanci intervalul este 0-125 pl.

B Pentru un bloc de 96 de alveole intervalul este de 0-50 pl.
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Est. Run Time 01:09:00
— afiseaza timpul de rulare estimat bazat pe pasii de protocol, viteza de

crestere si tipul de bloc selectat.
?

— afiseaza informatii de Ajutor despre protocoale.

Solutii de control pentru editarea protocolului

Panoul stang din fereastra Protocol Editor (Editor Protocol) include solutii de control pe care le puteti
utiliza pentru a crea protocoale.

Fiecare solutie de control consta intr-un set de parametri care reprezinta un pas din protocol. Puteti
modifica fiecare parametru si ii puteti adauga sau elimina pentru a va personaliza protocolul. Aceasta
sectiune descrie optiunile din fiecare solutie de control.

'£_|L insert Step B Insert Step (Inserare pas) — insereaza un pas inainte sau dupa
pasul selectat. Puteti edita valorile pentru temperatura si timpul de
Inset Gradient mentinere Tn afisajul grafic al protocolului sau in schita protocolului.
LB B Insert Gradient (Inserare gradient) — insereaz& un pas de gradient
@ insert Melt Curve bazat pe tipul de bloc cu alveole selectat in calculatorul de gradient.

Puteti edita intervalul de gradient in panoul Gradient care apare

i Add Piate Readto Step atunci cand un pas de gradient este inserat.

Step Options B Insert GOTO (Inserare SaltLa) —insereaza un pas de ciclu (circuit)
—jA Delete Step step, care informeaza software-ul sa repete pasi specifici in secventa

pentru un numar specificat de cicluri. Repetitiile incep dupa ce primul

ciclu este finalizat. De exemplu, puteti informa software-ul sa
efectueze 39 de repetitii pentru pasii 2-4. Dupa repetitia finala, software-ul va fi efectuat pasii 2-4
de 40 de ori in total. Puteti edita pasul de return-to (revenire-la) (GOTO (SaltLa)) si numarul de
cicluri fie din afisajul grafic, fie din schita de protocol.

B Insert Melt Curve (Inserare curba de topire) — insereaza un pas de citire de curba de topire.

B Insert Plate Read to Step (Inserare citire placa la pas) — adaugati o comanda de citire placa la
pasul selectat. O citire de placa masoara cantitatea de fluorescenta de la sfarsitul unui ciclu.
Pasul pentru citire placa este in general ultimul pas dintr-o bucla GOTO (SaltLa).

Sfat: Dupa ce adaugati o comanda de citire placa unui pas, butonul se schimba in Remove
Plate Read (Eliminare citire placa) atunci cand selectati pasul.
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B Remove Plate Read (Eliminare citire placa) — elimina o comanda de citire placa din pasul
selectat.

Sfat: Dupa ce eliminati o comanda de citire placa dintr-un pas, butonul de schimba in Add
Plate Read to Step (Addugare citire placa la pas) atunci cand selectati pasul.

B Step Options (Optiuni pas) — deschide caseta de dialog Step Options (Optiuni pas) si afiseaza
optiunile disponibile pentru pasul selectat. Consultati Optiuni pas de la pagina 85 pentru informatii
detaliate privind optiunile pentru pas.

Sfat: De asemenea, puteti accesa Step Options (Optiuni pas) facand clic dreapta pe pas in
afisajul grafic.

B Delete Step (Stergere pas) — sterge pasul selectat din protocol.
Optiuni pas

Deschideti caseta de dialog Step Options (Optiuni pas) pentru a vizualiza optiunile pe care le puteti
adauga, schimba sau elimina dintr-un pas.

Step Options X

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 (Citire placa) — cand este selectata, adauga o citire de placa la pas.
B Temperature (Temperatura) — seteaza temperatura tinta pentru pasul selectat.
B Gradient — seteaza intervalul de gradient pentru pas; intervalul este 1-24°C.

Observatie: Un gradient ruleaza cu cea mai joasa temperatura in partea din fata a blocului
(in aceasta imagine, randul H) si cea mai ridicata temperatura in partea din spatele blocului
(in aceasta imagine, randul A).
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B Increment—suma cu care sa creasca (sau scada) temperatura pasului selectat; aceasta valoare
este adaugata la temperatura tinta cu fiecare ciclu. Intervalul este de +0,1-10°C.

Observatie: Pentru a reduce temperatura, introduceti un semn de minus (-) inainte de
valoarea numerica (de exemplu, -5°C).

B Ramp Rate (Viteza de crestere) — viteza de crestere pentru pasul selectat; intervalul depinde de
dimensiunea blocului.

B Time (Timp) — timpul de mentinere pentru pasul selectat.

m Extend (Extindere) — timpul (in sec.) pentru extinderea sau reducerea pasului selectat; aceasta
optiune este adaugata la timpul de mentinere din fiecare ciclu; intervalul este de 1-60 sec.

B Beep (Bip) — cand este selectata, se aude un bip la sfarsitul pasului.

Sfat: Cand introduceti un numar care este in afara intervalului de optiuni, software-ul
schimba numarul la cea mai apropiata intrare din interval.
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Crearea unui protocol in Protocol Editor (Editor Protocol)

Utilizand Protocol Editor (Editor Protocol), puteti crea fisiere protocol personalizate. Puteti, de
asemenea, edita si salva fisiere protocol salvate anterior sau sabloane de figiere protocol livrate
impreuna cu CFX Manager Dx software.

Pentru a crea un nou fisier protocol, procedati in felul urmator:
B Deschideti un figier protocol in Protocol Editor (Editor Protocol).
Sfat: Puteti deschide un protocol nou sau existent in Protocol Editor (Editor Protocol).
B Configurati noul protocol.
B Adaugati pasi la protocol din panoul de control al protocolului.
m  Editati proprietatile pasilor.
®  Salvati protocolul.

Sfat: Pentru a crea un nou protocol dintr-un fisier protocol salvat anterior sau dintr-un sablon de
fisier protocol, consultati Deschiderea unui protocol existent in Protocol Editor (Editor Protocol) de
la pagina 88.

Deschiderea unui nou fisier de protocol in Protocol Editor
(Editor Protocol)

CFX Manager Dx ofera mai multe optiuni de deschidere a unui nou fisier de protocol:

B Din fereastra Home (Fereastra de pornire)

B Din caseta de dialog Startup Wizard (Expert pornire)

B Din caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare)

Pentru a deschide un nou figier de protocol din Fereastra de pornire

» Selectati File > New > Protocol (Fisier > Nou > Protocol).

Se va deschide fereastra Protocol Editor (Editor Protocol), care afiseaza fisierul de protocol
implicit.

Sfat: Pentru informatii despre configurarea protocolului implicit, consultati Schimbarea
setarilor implicite ale fisierelor de la pagina 64.
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Pentru a deschide un nou fisier de protocol din Startup Wizard (Expert pornire)

1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), urmati una dintre procedurile urméatoare pentru a
deschide Startup Wizard (Expert pornire) daca nu apare in vizualizare:

B Selectati View > Startup Wizard (Vizualizare > Expert pornire).
B Faceti clic pe Startup Wizard (Expert pornire) de pe bara de instrumente.

Implicit, Startup Wizard (Expert pornire) afiseaza fila Run Setup (Configurare rulare) cu tipul de
instrument CFX96 selectat.

2. Daca este necesar, selectati tipul de instrument din lista verticala.
3. Faceti clic pe User-defined (Definit de utilizator) ca tip de rulare.

Se va deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare) in fila Protocol, care va afisa
fisierul de protocol implicit.

4. Faceticlic pe Create New (Creare nou).

Se va deschide fereastra Protocol Editor (Editor Protocol), care afiseaza protocolul implicit in timp
real.

Pentru a deschide un nou protocol din caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare)

1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), urmati una dintre procedurile urmatoare pentru a
deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare):

B Selectati Run > User-defined Run (Rulare > Rulare definita de utilizator).

B Faceti clic pe User-defined Run Setup (Configurare rulare definita de utilizator) de pe bara de
instrumente.

Se va deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare) in fila Protocol, care va va afisa
fisierul de protocol implicit.

2. Faceticlic pe Create New (Creare nou).

Se va deschide fereastra Protocol Editor (Editor Protocol), care afiseaza protocolul implicit in timp
real.

Deschiderea unui protocol existent in Protocol Editor
(Editor Protocol)

CFX Manager Dx furnizeaza fisiere de protocol probéa pe care le puteti edita si salva ca protocoale noi
personalizate. De asemenea puteti crea un protocol nou dintr-un protocol personalizat existent.
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Pentru a deschide un figier de protocol proba

1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati File > Open > Protocol (Fisier > Deschidere >
Protocol).

Implicit, Windows Explorer se deschide la locatia folderului CFX Manager Dx Sample files (Figiere
proba).

2. Deschideti folderul Sample files (Fisiere proba). Vedeti urmatoarele foldere:

H  ConventionalProtocols (ProtocoaleConventionale) — contine fisiere de protocol exemplu
pentru analiza PCR traditionala.

®  DataFiles (FisiereDate) — contine fisiere de date exemplu pe care le puteti utiliza pentru a
explora functile CFX Manager Dx.

B MeltCalibration (CalibrareTopire) — contine fisiere de protocol exemplu pentru utilizare cu
software-ul Precision Melt Analysis al Bio-Rad.

B Plates (Placi) — contine fisiere de placa exemplu.

B RealTimeProtocols (ProtocoaleTimpReal) — contine fisiere de protocol exemplu pentru
analiza PCR in timp real.

3. Deschideti folderul de protocol pentru tipul de rulare pe care doriti sa il efectuati, fie
ConventionalProtocols (ProtocoaleConventionale)sau RealTimeProtocols
(ProtocoaleTimpReal).

4. Selectati protocolul pe care il doriti si faceti clic pe Open (Deschidere).
Protocolul proba se deschide in fereastra Protocol Editor (Editor Protocol).

5. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) si salvati protocolul cu o denumire noua sau intr-un
folder nou.

Pentru a deschide un protocol existent
1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), efectuati una dintre urmétoarele:

B Selectati File > Open > Protocol (Fisier > Deschidere > Protocol), navigati la si selectati
protocolul tinta si faceti clic peOpen (Deschidere).
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B Deschideti Startup Wizard (Expert pornire) si efectuati una dintre urmatoarele:
O Pentru a edita protocolul afisat, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectate).

O Pentru a edita un alt protocol existent, faceti clic pe Select Existing (Selectare existent) si
navigati la fisierul tinta.

Protocolul se deschide in fereastra Protocol Editor (Editor Protocol).

2. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) si salvati protocolul cu o denumire noud sau intr-un
folder nou.

Configurarea unui nou protocol

Sfat: Daca fisierul dumneavoastra de protocol include parametrii necesari (de exemplu, daca
editati un fisier placa existent), puteti omite aceasta sectiune. Continuati cu Addugarea de pasi la
un protocol de la pagina 92.

Noile fisiere de protocol necesita urmatorii parametri:
®  Tipul blocului

B Modul de scanare pentru tipul de bloc selectat

B Temperatura capacului

B Volumul probei

Setarea tipului de bloc

CFX Manager Dx calculeaza automat cresterile de temperatura pentru pasii de gradient pe baza
tipului de bloc.

Observatie: Tipul de placa setat ih Protocol Editor (Editor Protocol) trebuie sa fie acelasi cu cel
pentru placa din modulul de reactie.

Pentru a seta tipul de bloc

» infereastra Protocol Editor (Editor Protocol), selectati Tools > Gradient Calculator (Instrumente >
Calculator gradient) si alegeti tipul de placa adecvat din lista verticala care apare.

Selectarea modului de scanare pentru tipul de bloc selectat
Pentru a stabili timpul de rulare a protocolului, selectati tipul blocului tinta si modul de scanare.
Pentru a stabili tipul blocului si modul de scanare

» infereastra Protocol Editor (Editor Protocol), selectati Tools > Run time Calculator (Instrumente >
Calculator timp de rulare) si alegeti tipul de placa si modul de scanare adecvate din lista verticala
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care apare.

Ajustarea temperaturii capacului
CFX Manager Dx seteaza temperatura implicita a capaculuila 105,0 °C.
Puteti modifica setarile implicite sau opri incalzitorul capacului dupa cum necesita protocolul.

Sfat: Puteti modifica temperatura implicitd a capacului in caseta de dialog User Preferences
(Preferinte utilizator). Consultati Setarea parametrilor de protocol impliciti de la pagina 66.

Pentru a ajusta temperatura capacului

1. Tnfereastra Plate Editor (Editor placa), selectati Settings > Lid Settings (Setari > Setari capac).
Apare caseta de dialog Lid Settings (Setari capac).

2. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Selectati User Defined (Definite de utilizator) si introduceti o valoare de temperatura in
caseta de text.

B Selectati Turn Off Lid Heater (Oprire incalzitor capac).

3. Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a inchide caseta de dialog.

Setarea volumului de proba

Implicit, CFX Manager Dx seteaza volumul de proba pentru fiecare alveola la 25 pl. Cu toate acestea,
intervalul CFX Dx system este 0-125 pl.

Instrumentul utilizeaza unul din doua moduri de control al temperaturii pentru a determina cand ajunge
proba la temperatura tinta intr-un protocol:

B Calculated mode (Mod calculat) — atunci cand volumul probei este setat la un volum
corespunzator pentru bloc, instrumentul calculeaza temperatura probei pe baza volumului probei.
Acesta este modul standard.

B Block mode (Mod bloc) — atunci cand volumul probei este setat la zero (0) pl, instrumentul
inregistreaza temperatura probei ca fiind aceeasi cu temperatura masurata a blocului.

Pentru a seta volumul de proba pentru un bloc specific

» infereastra Plate Editor (Editor placa), introduceti valoarea corectd in caseta de text Sample
Volume (Volum proba) de pe bara de instrumente.

Sfat: Puteti modifica volumul de proba implicit in caseta de dialog User Preferences (Preferinte
utilizator). Consultati Schimbarea setarilor implicite ale fisierelor de la pagina 64.
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Adaugarea de pasi la un protocol

Pentru a adauga un pas la un protocol

1.
2.

Deschideti protocolul in fereastra Protocol Editor (Editor Protocol).

Stabiliti unde doriti s inserati noul pas. Pe bara de instrumente, selectati Before (inainte) sau
After (Dupd) din lista verticala Step (Pas).

Tn grafic, selectati pasul inainte sau dupa care intentionati sa inserati noul pas.
Tn panoul din stanga, faceti clic pe Insert Step (Inserare pas).

Pentru a modifica temperatura sau timpul de asteptare, faceti clic pe valoarea implicita din grafic
sau schita protocolului si tastati o valoare noua.

(Optional) In panoul din stanga, faceti clic pe Step Options (Optiuni pasi) pentru a deschide
caseta de dialog Step Options (Optiuni pasi) si pentru a modifica optiunile disponibile pentru pasul
selectat.

Sfat: Puteti accesa caseta de dialog Step Options (Optiuni pasi) din meniul clic dreapta al
panoului graficului sau al panoului schitei protocolului.

Faceti clic pe OK si apoi pe Yes (Da) pentru a salva modificarile protocolului.
Va aparea caseta de dialog Save As (Salvare ca)

Tn caseta de dialog Save As (Salvare ca), tastati denumirea noului fisier de protocol si faceti clic
pe Save (Salvare).

Inserarea unui pas de gradient

Pentru a insera un pas de gradient

1.

4.

Verificati ca dimensiunea placii pentru gradient este aceeasi cu tipul de bloc al instrumentului, cu
96 de alveole.

Daca inca nu ati procedat astfel, selectati dimensiunea placii pentru gradient:

Selectati Tools > Gradient Calculator (Instrumente > Calculator gradient) si selectati tipul de
alveola corespunzator din lista verticala.

Pe bara de instrumente, selectati Before (inainte) sau After (Dupa) din lista verticala Insert Step
(Inserare pas).

Tn grafic sau in panoul de schit4, selectati pasul inainte sau dupé care intentionati s& inserati
pasul de gradient.
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5. In panoul din stanga, faceti clic pe Insert gradient (Inserare gradient). Noul pas de gradient este
evidentiat in grafic si in panoul de schita, de exemplu:

Protocol Editor - 2stepAmp.prel

File Settings Tools ?

H ﬁ Insert Step ' After ~ | Sample Volume |25 ul  Est. Run Time 01:33:00

1 2 ; 3 4 5
350 C 950 C |
=0 010 N 650 C _
550 C 550 C s B
0:30 0:30 0 Rl
jiei} T D
| 2
§35 x
nY 1 950 C for 3:00 Gradient
24 iset 00 2 950 C for 010 o 4
3 550 C for0:30 T
[N] Insert Gradient + Plate Read -
4 Gradient /650 C for0:30 B (645
D 5 GOTO2 39 more times C |63.3
END D (614
a‘l E |55.0
F |57.0
f6 Add Piate Read to Step G [s5.7
H _55.0 |
Step Options A
- = 10.0
5 Delete Step (100 |
oK Cancel

Temperatura fiecarui rand din gradient apare in tabelul Gradient in panoul din dreapta.
6. Pentru a edita intervalul de temperatura pentru gradient, efectuati una dintre urmatoarele:

B Faceti clic pe temperatura implicita in grafic sau panoul de schita si introduceti o temperatura
noua.

B Faceti clic pe Step Options (Optiuni Pas) pentru a introduce intervalul de gradient in fereastra
Step Options (Optiuni Pas).

B Schimbati valoarea pentruRange (Interval) in tabelul Gradient.

7. Pentru a edita timpul de mentinere, faceti clic pe timpul implicit din vizualizarea grafica sau text si
introduceti un timp nou.

8. Faceticlic pe OK siapoi pe Yes (Da) pentru a salva modificarile.
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Inserarea unui pas GOTO (SaltLa)

Observatie: Nu puteti insera un pas GOTO (SaltLa) intr-un set GOTO (SaltLa); nu puteti crea
bucle GOTO (SaltLa) imbricate.

Pentru a insera un pas GOTO (SaltLa)

1. Pe barade instrumente, selectati Before (Inainte) sau After (Dup4) din lista verticala Insert Step
(Inserare pas).

2. Ingrafic, selectati pasul inainte sau dupé care intentionati sa inserati pasul GOTO (SaltLa).
3. Inpanoul din stanga, faceti clic pe Insert GOTO (Inserare SaltLa).

4. Pentru a edita numarul pasului GOTO (SaltLa) sau numarul de repetéri GOTO (SaltLa), selectati
numarul implicit din grafic sau din panoul de schita si introduceti o valoare noua.

5. Faceticlic pe OK si apoi pe Yes (Da) pentru a salva modificarile.

Inserarea unui pas de curba de topire

Sfat: Nu puteti insera un pas de curba de topire intr-o bucla GOTO (SaltLa).

Observatie: Pasul de curba de topire include o mentinere de 30 de secunde la inceputul pasului,
care nu este afisata n protocol.

Pentru a insera un pas de curba de topire

1. Pe bara de instrumente, selectati Before (Inainte) sau After (Dup4) din lista verticala Insert Step
(Inserare pas).

2. Ingrafic, selectati pasul inainte sau dupa care intentionati sa inserati pasul de curbé de topire.
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3. Inpanoul din stanga, faceti clic pe Insert Melt Curve (Inserare curb& de topire). Noul pas de curba
de topire este evidentiat Tn grafic si in panoul de schita, de exemplu:

File Settings Tools T
H E' Insert Step | After ~ || Sample Volume ul Est. Run Time 01:33:00
| w0 c | %50 C 950 C
5:00 i m c 05 C 0:10 600 C { .
i 0:30 | O
< B
i i 0
i i
| | 4
| 39 x
[ 1 500 C for10:00
24 nsen gep 2 950 C for5:00
3 Melt Curve to 95.0 increment 0.5
mmm for 0:05 + Plate Read
i—) 4 950 C for(:10
- 5 600 C for0:30
=l C "6 GOTO4 .39  moretimes
END
A insert Mk Curve
0y Delete Step
QK Cancel

4. Pentru a edita intervalul de temperatura de topire sau timpul de increment, selectati numarul
implicit in grafic sau in panoul de schita si introduceti o valoare noua.

5. Faceti clic pe OK si apoi pe Yes (Da) pentru a salva modificarile.
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Adaugarea sau eliminarea unui pas de citire placa

Sfat: Dupa ce adaugati o comanda de citire placa unui pas, butonul se schimba in Remove Plate
Read (Eliminare citire placa) atunci cand selectati pasul.

Pentru a adauga o citire de placa la un pas

1.

2.
3.

4.

Pe bara de instrumente, selectati Before (Inainte) sau After (Dupé) din lista verticala Insert Step
(Inserare pas).

Tn grafic, selectati pasul inainte sau dupa care intentionati s inserati pasul de citire placa.

Tn panoul din stanga, faceti clic pe Add Plate Read to Step (Adaugare citire placa la pas) pentru a
adauga o citire de placa la pasul selectat.

Faceti clic pe OK si apoi pe Yes (Da) pentru a salva modificarile.

Pentru a elimina o citire de placa dintr-un pas

>

Tn grafic, selectati pasul care contine citirea de placé si faceti clic pe Remove Plate Read
(Eliminare citire placa) in panoul din stanga.

Modificarea optiunilor pasilor

Pentru a modifica optiunile pasilor pentru un pas selectat

1.
2.

Selectati pasul tinta in grafic sau in panoul de schita.

Tn panoul din stanga, faceti clic pe Step Options (Optiuni pasi) pentru a deschide caseta de dialog
Step Options (Optiuni pasi).

Ca alternativa, faceti clic dreapta pe pasul tinta in oricare panou si selectati Step Options (Optiuni
pasi) in meniul care apare.

Pentru a adauga, modifica sau elimina optiuni:

B Introduceti o valoare Tn caseta de text corespunzéatoare.
m  Editati o valoare in caseta de text specifica.

B Bifati sau debifati o caseta de selectare.

Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog Step Options (Optiuni
pasi).

Faceti clic pe OK si apoi pe Yes (Da) pentru a salva protocolul.
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Crearea unui protocol in Protocol Editor (Editor Protocol)

$tergerea unui pas
Pentru a sterge un pas din protocol
1. Selectati pasul in grafic sau in panoul de schita.

2. In panoul din stanga, faceti clic pe Delete Step (Stergere pas) pentru a sterge pasul selectat.

3. Faceti clic pe OK si apoi pe Yes (Da) pentru a salva protocolul.

Copierea, exportarea sau imprimarea unui protocol
Pentru a copia un protocol
P Faceti clic dreapta pe schita protocolului si selectati Copy Protocol (Copiere protocol).
Puteti lipi schita intr-un fisier .txt, .xIs, .doc sau .ppt.
Pentru a exporta un protocol
1. Faceti clic dreapta pe schita protocolului si selectati Export Protocol (Exportare protocol).
Va aparea caseta de dialog Save As (Salvare ca).
2. (Optional) in Windows Explorer, navigati la un folder in care doriti sa salvati fisierul protocolului.
3. InFile name (Denumire fisier), introduceti o denumire pentru fisierul de protocol exportat.

4. Faceticlic pe Save (Salvare).
Pentru a imprima un protocol
P Faceti clic dreapta pe schita protocolului si selectati Print (Imprimare).

Puteti imprima schita protocolului utilizadnd imprimanta dvs. implicita.
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Crearea unui protocol cu Protocol AutoWriter (Utilitar de
scriere automata Protocol)

Important: Bio-Rad nu garanteaza ca rularea unui protocol creat cu Protocol AutoWriter (Utilitar
de scriere automata Protocol) va determina intotdeauna un produs PCR in timp real.

Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol) din CFX Manager Dx genereaza automat

protocoale de ciclu bazate pe urmatorii parametri de intrare:

Amplicon length (Lungime amplicon) — lungimea asteptata a produsului PCR
Annealing temperature (Temperatura de atasare) — T, de reactie pentru primerii utilizati

Daca T, este necunoscuta, puteti utiliza T, Calculator (Calculator T,) pentru a o calcula automat
pe baza secventelor de primer.

Observatie: T, este ajustata pe baza informatiilor privind temperatura de topire a primerului
(T, care se bazeaza pe enzima selectata si pe viteza protocolului.

Enzyme type (Tip de enzima) — enzima DNA (ADN) polimeraza (iTaq, iProof DNA (ADN)
polimeraza sau Other (Alta))

Daca utilizati o altéa enzima decét iTaq sau iProof DNA (ADN) polimeraza, puteti introduce
informatii suplimentare, inclusiv intervalul de gradient, timpul de activare a polimerazei tip hot-
start (in sec) si timpul de elongare finala (in sec).

Run speed (Viteza de rulare) — viteza de reactie (standard, rapid sau ultrarapid)

Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automaté Protocol) optimizeaza protocolul n functie de
setarea de viteza selectata. Timpul de rulare total este determinat de numarul de pasi si de cicluri,
de timpul de incubare la fiecare pas si de timpul necesar pentru atingerea uniformitatii la
temperatura tinta.

Utilizand parametrii introdusi de dumneavoastra si ghidul standard pentru PCR, Protocol AutoWriter
(Utilitar de scriere automata Protocol) genereaza automat un protocol PCR personalizat cu pasi de

activare pentru polimeraza hot-start, denaturare initiala, atasare si elongare. Puteti apoi s vizualizati
o reprezentare grafica a protocolului sugerat si sa editati, rulati sau salvati protocolul.
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Pentru a crea un nou protocol utilizand Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata

Protocol) din cadrul CFX Manager Dx

1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati Tools > Protocol AutoWriter (Instrumente >

Utilitar de scriere automata Protocol).

Apare caseta de dialog Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automata Protocol).

Protocol AutoWriter
Erter Target Values/Enzyme Addtional Parameters (Optional)
Amplcon Length 100 bp Ta Caleulator... Gradient Range T
Hot Start Activation s
Aeveaing Temperture (Ta) 600 (1€ @ i ) iproat O Other —— .
Erter Anneaing temperature or use the Ta Calculator. The Annealing temperature wil
be automatically adjusted based on enzyme and speed selections
¥ using iProof, 3°C will be added to the Ta.
Type
{ A N\ N\ (i N N\ n .
F A\ A i\ A WA f\A . | ® Reskime PCR
A { \ ’ / \ / / \ V' Orer
" Fun Tme
Standard Fast Ubrafast
01:01:00
Preview
J 1 2 3 It 5
950 C 950 €
¥ 300 010 720 C
i 500 C 035
i 0:20
/
2
M x
Goroa

2. Tnsectiunea Enter Target Values/Enzyme (Introducere valori tintd/enzima), procedati dup& cum

urmeaza:

B Introduceti temperatura de atasare (T,) pentru primeri, daca este cunoscuta.

Sfat: Pentru mai multe informatii, consultati Utilizarea Ta Calculator (Calculator Ta) de

la pagina 100.

Observatie: Pentru informatii despre calculele utilizate in T, Calculator (Calculator T),

consultati Breslauer et al. 1986.

B Introduceti lungimea ampliconului in perechi de baze (pb).

B Selectati un tip de enzima din lista de optiuni (iTag DNA (ADN) polimeraza, iProof DNA

(ADN) polimeraza sau Other (Altal)).

Sfat: Daca selectati Other (Altal) ca tip de enzima, parametrii din sectiunea Additional

Parameters (Optional) (Parametri suplimentari (Optional)) devin activi.
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3. Daca ati selectat Other (Alta) ca tip de enzima, puteti adauga oricare dintre sau toti parametrii
urmatori la protocol:

B Gradient range (Interval de gradient)
B Hot start activation temperature (Temperatura de activare pentru polimeraza tip hot-start)
B Final extension time (Timp de elongare finala)

4. Tnsectiunea Type (Tip), deplasati cursorul pentru a selecta o viteza de protocol (Standard, Rapid
sau Ultrarapid). CFX Manager Dx ajusteaza timpul total de rulare.

5. Selectati tipul de PCR de efectuat (Real-time PCR (PCR in timp real) este optiunea implicita).

Tn cazul PCR in timp real, CFX Manager Dx adauga un pas de citire placa pentru colectarea de
date de fluorescenta.

6. Insectiunea Preview (Previzualizare), revizuiti protocolul. Puteti efectua modificari dup&
necesitéti.

7. Urmati una dintre procedurile urméatoare:

B Faceti clic pe OK pentru a salva noul protocol. Dupa ce a fost salvat, protocolul se deschide
in Startup Wizard (Expert pornire). Faceti clic pe Edit Selected (Editare selectate) pentru a
aduce orice modificari protocolului. De exemplu, ati putea avea nevoie sa schimbati
temperatura capacului si volumul probei.

B Faceticlic pe Cancel (Anulare) pentru a inchide fereastra fara a salva protocolul.

Utilizarea T, Calculator (Calculator T,)

Atunci cand nu cunoasteti temperatura de atasare pentru primer, puteti folosi T, Calculator (Calculator
T,) pentru a calcula valoarea. Puteti folosi valoarea din Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere
automata Protocol) sau din Protocol Editor (Editor Protocol) pentru a va crea protocolul.

Despre T, Calculator (Calculator T,)

T, Calculator (Calculator T,) calculeaza valoarea T, pentru fiecare primer, precum si valoarea T,
pentru protocol la viteza standard.

Valoarea T, pentru protocol este bazata pe valorile T,,, medii ale primerului, aplicAndu-se urmatoarele
reguli:

B Daca diferenta dintre valorile T,,, ale primerului este > 4°C, T, = (valoarea mai mica dintre cele
doua valori T, ale primerului + 2) -4 °C

B Daca diferenta dintre valorile T,,, este <4 °C, T, = (media valorilor T, ale primerului)—4 °C
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Metoda numararii perechilor de baze

Pentru fiecare primer, T, Calculator (Calculator T,) utilizeaza metoda numararii perechilor de baze
pentru secvente de maximum 14 perechi de baze (pb).

T = (WA+XT)*2) + ((y*G +z*C) * 4)
unde w, X, y Si z sunt numerele bazelor A, T, G, respectiv C din secventa.
Metoda Cel mai apropiat vecin

Pentru secvente mai lungi de 14 bp, se utilizeazd metoda cu cel mai apropiat vecin. Tn metoda cu cel
mai apropiat vecin, calculele pentru temperatura de topire sunt bazate pe relatia termodinamica dintre
entropie (ordine sau 0 masura a caracterului aleatoriu al oligonucleotidei), entalpie (caldura eliberata
sau absorbita de oligonucleotida), energie libera si temperatura.

AH=AG+T*AS
unde:
B AH = Valoare entalpie, Cal/Mol*K
B T =temperatura, Kelvin
B AS =Valoare entropie, Cal/Mol*K
B AG = Energie libera Gibbs in Cal/Mol*K

Schimbarea din entropie si entalpie este calculata direct insumand valorile pentru perechile de
nucleotide afisate in Tabelul 12 (Breslauer et al. 1986).

Relatia dintre energia libera si concentratia de reactanti si produse la echilibru este data de:
AG = R*T*In ((ADN * Primer)/(ADN + Primer))

unde R este constanta gazoasa (1,986 Cal/Mol*K).

Prin substituirea G Tn cele doua ecuatii si rezolvarea pentru T rezulta
T = AH/(AS + R*Ln((ADN * Primer)/(ADN + Primer)))

presupunand ca concentratiile de ADN si complex ADN-primer sunt egale.

S-a determinat Th mod empiric faptul ca exista o schimbare de energie libera de 5 kcal (3,4 kcal)
(Sugimoto et al. 1996) in timpul tranzitiei de la ADN cu catena unica la ADN de forma B. Aceasta se
presupune a fi energie de initializare a helixului. La final, addugarea unei ajustari pentru sare da
ecuatia pe care o utilizeaza Calculatorul T, :

T = (AH — 5(KCal/K*Mol))/(AS + (R * In(1/(primer)))) + 16,6 log,, (MolaritateSare)
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Nicio constanta de ajustare pentru concentratia de sare nu este necesara, deoarece diversii parametri
au fost determinati la 1 M NaCl, iar log4o de 1 este zero.

Calculele termodinamice presupun ca procesul de atasare are loc la pH 7,0. Calculele pentru T,
presupun ca secventele nu sunt simetrice si contin cel putin unG sau C.

Secventa de oligonucleotida trebuie sa fie la o lungime de cel putin 14 baze pentru a oferi valori T,
rezonabile. Mai putin de 14 baze utilizeaza aceeasi metoda de numarare a perechilor de baze
(consultati Tabelul 12 care urmeaza).

Tabelul 12. Constante de interactiune Breslauer

Interactiune 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 cC 1" 26,6 3,1
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Pentru a utiliza T, Calculator (Calculator T,)

1.

3.

Utilizarea Ta Calculator (Calculator Ta)

Pentru a deschide T, Calculator (Calculator T,), urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Daca momentan va aflati in Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere automaté Protocol), faceti
clic pe T, Calculator (Calculator T,).

B infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati Tools > T, Calculator (Instrumente >
Calculator T).

Va aparea caseta de dialog T, Calculator (Calculator T).

Ta Calculator X

W

D
©)
©

Forward Primer
d ]
Reverse Primer
’ |
Forward Tm Average of primer Tm's
|| |'C
Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTaq)
| <
Calcylate 0K Cancel

In caseta de dialog Forward Primer (primer Forward), tastati sau lipiti secventa de redirectionare a

primerului.

Sfat: Puteti, de asemenea, folosi butoanele A, T, G, C din partea stanga a casetei de dialog
pentru a introduce secventa.

Tastati sau lipiti secventa primerului revers in caseta de text Reverse Primer (primer Reverse).
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4.

Faceti clic pe Calculate (Calculare).

T, Calculator (Calculator T,) calculeaza si afiseazéa T, pentru fiecare primer si media T, si
valorile T,, de exemplu:

Ta Calculator X

Forward Primer
@) 5 _CTG GAG CCT TCAGTT GCAG |
Rewverse Primer

A

\D 5' [GAAGAT GGT GAT GGG ATT TC |
Forward Tm Average of primer Tm's
G [m7 | c [583 |'c
Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTaq)
L'E) [56.9 | € [543 |

oK Cancel

Daca valorile T,,, ale primerului difera intre ele cu mai mult de 4°C, Protocol AutoWriter (Utilitar de
scriere automata Protocol) foloseste valoarea T, inferioara a primerului + 2 °C ca baza de calcul
pentru valoarea T,, pe care o puteti modifica ulterior prin modificarea enzimei si a vitezei de
reactie.

T, Calculator (Calculator T,) genereaza o temperatura de atasare pentru viteza standard cu
polimeraza ADN iTaq. Daca se foloseste o alta enzima, setarile de viteza se ajusteaza automat
T,

Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Daca ati deschis T, Calculator (Calculator T,) din Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere
automata Protocol), faceti clic pe OK. Reveniti la Protocol AutoWriter (Utilitar de scriere
automata Protocol). Temperatura de atasare este modificata automat.

B Daca ati deschis T, Calculator (Calculator T,) din meniul Tools (Instrumente), inregistrati
calculele si faceti clic pe Cancel (Anulare) pentru a inchide calculatorul.
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Un fisier placa contine informatii despre parametrii rularii, precum modul de scanare, fluoroforii i
continutul godeului. Dupa rulare, CFX Manager Dx software asociaza continutul alveolelor cu datele
de fluorescenta colectate Th timpul rularii si aplica analiza corespunzatoare in fereastra Data Analysis
(Analiza date). De exemplu, alveolele incarcate cu proba de tip standard sunt utilizate pentru a genera
o curba standard.

CFX Manager Dx software ofera doua optiuni de creare a placilor: Plate Editor (Editor placa) pentru
rulari PCR n timp real si Setup Wizard (Expert configurare) pentru analiza expresiei genice
normalizate.

Plate Editor (Editor placa) include urmatoarele functii:

B Fluorofori standard si tipuri de probe ce vor fi atribuite alveolelor placii

B Capacitatea de a configura tinta de referinta si proba de control pentru analiza expresiei genice
B Capacitatea de a edita configuratia placii inainte, in timpul sau dupa finalizarea unei rulari

B Capacitatea de a salva fisierele placa pentru reutilizare

B Capacitatea de a imprima fisierul placa la o imprimanta implicita

Setup Wizard (Expert configurare) va asista la crearea unei structuri de placa pentru analiza expresiei
genice normalizate. Puteti folosi Setup Wizard (Expert configurare) inainte, n timpul sau dupa
finalizarea unei rulari.
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Fereastra Plate Editor (Editor placa)

Utilizati Plate Editor (Editor placa) pentru a crea placi personalizate sau modifica placile existente.

Plate Editor - New

File Settings Editing Tools 0 ® ?
=] fo Scan Mode |All Channels | (555 Well Groups... | I Trace Styles. = Spreadsheet View/lmporter  (§J5) Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 6 7 8 5 10 1 12 @ Select Fuorophores
1.O0E+06
A Sample Type | Standad  ~
Demo
Load Target Name
B FAM Actin ~
Ll sven
c @ Load Sample Name
@
Load Biological Set Name
° Test v
Load Replicate #
E 2 5
Replicate Series
F Load Concentration:
1.00E+06
<All>
G Dilution Series
Wel Note
H
‘ﬁﬂ Experiment Settings...
@ Clear Replicate #
6] Clear Wels
View View ®
Plate Type: BR Clear (3 Target Mame @) Concentration  [] Sample [7] Well Group 7] Biological Set 7] Well Note o o
LEGENDA
1. Bara de meniu furnizeaza acces rapid la comenzile de meniu File (Fisier) si Settings
(Setari), precum si la optiunile de instrumente de editare pentru placa.
2. Bara de instrumente ofera acces rapid la functii de incarcare de placa importante.
3. Panoul principal afiseaza schita placii si optiunile de placa atunci cand le aplicati.
4. Panoul din dreapta afiseaza optiuni pe care le utilizati pentru a va personaliza placa.
5. Panoul de jos afiseaza tipul de placa si ofera acces rapid la optiunile de vizualizare.
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Comenzile meniului File (Fisier)

Save (Salvare) — salveaza fisierul de date de placa in locatia specificata in fila File (Fisier) din caseta
de dialog User Preferences (Preferinte utilizator). Pentru mai multe informatii, consultati Schimbarea
setarilor implicite ale fisierelor de la pagina 64. Acest element de meniu este disponibil numai la
crearea unui fisier de placa nou.

Save As (Salvare ca) — salveaza fisierul de date de placa deschis cu un nume nou pe care il furnizati
dumneavoastra Acest element de meniu este disponibil numai la crearea unui fisier de placa nou.

Extract Plate (Extragere placa) — deschide o caseta de dialog Tn care puteti extrage/salva fisierul de
placa (.pltd). Acest element de meniu este disponibil numai la vizualizarea sau editarea unui fisier de
placa existent.

Print (Imprimare) — imprima fisierul de date de placa deschis.

Close (Inchidere) — inchide Plate Editor (Editor placs)

Comenzile meniului Settings (Setari)

Plate Size (Dimensiune placa) — furnizeaza optiuni din care puteti selecta o dimensiune a placii
pentru rulare.

Observatie: CFX Dx system poate folosi doar o placa de 96 de alveole.

Plate Type (Tipul placii) — va permite sa alegeti tipul alveolelor din placa cu probele dumneavoastra,
fie BR White (BR Alb), fie BR Clear (BR Transparent). Pentru o analiza de date precisa, tipul de placa
selectat trebuie sa corespunda cu tipul de placa utilizat in rulare.

Number Convention (Conventie numerica) — va permite sa bifati sau sa debifati optiunea de afisare
a unitatilor in notatie stiintifica. Optiunea implicita este afisarea unitatilor in notatie stiintifica.

Units (Unitati) — va permite sa alegeti unitatile de afisat in foile de calcul atunci cand efectuati
cuantificarea unei curbe necunoscute vs. una standard.

Comenzile meniului Editing Tools (Instrumente de editare)

Setup Wizard (Expert configurare) — deschide Setup Wizard (Expert configurare), in care puteti
defini parametrii de structuréa si analiza pentru placa actuala. Puteti folosi Setup Wizard (Expert
configurare) inainte de, in timpul sau dupa finalizarea unei rulari.

Spreadsheet View/importer (Vizualizare/importator foaie de calcul) — deschide caseta de dialog
View (Vizualizare), care afiseaza structura de placa drept sablon in format de foaie de calcul. Puteti
utiliza aceasta caseta de dialog pentru a exporta sau importa datele de sablon de placa in format .csv.

Flip Plate (intoarcere placa) — intoarce continutul pl&cii la 180°.
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Comenzi bara de instrumente

[Ei] Salveaza fisierul de placé actual.
Afiseaza o lista verticala din care puteti creste sau reduce marirea

vizualizarii placii.
Afiseaza o lista verticala din care puteti selecta un mod de scanare, care da

f8) Scan Mode | FRET instructiuni instrumentului din ce canale sa colecteze date de fluorescenta
in timpul unei rulari.

-; Well Groups... Deschide fereastra Well Groups Manager (Manager grupuri de alveole), pe

care o puteti utiliza pentru a crea grupuri de alveole pentru placa actuala.

m Trace Styles... Afiseaza o caseta de dialog in care puteti alege culorile si simbolurile pentru
urmele de amplificare.

Deschide caseta de dialog View (Vizualizare), care afiseaza structura
dumneavoastra de placa drept sablon intr-un format de foaie de calcul.
Puteti utiliza aceasta caseta de dialog pentru a exporta sau importa
datele de sablon de placa in format .csv.

== Spreadsheet View/lmporter

@ Plate Loading Guide Afiseaza pasii necesari pentru configurarea unei placi si incarcarea
alveolelor.
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Crearea unui fisier placa utilizand Plate Editor (Editor placa)

Utilizand Plate Editor (Editor placa), puteti crea fisiere placa particularizate. Puteti, de asemenea,
edita si salva figiere placa salvate anterior sau fisiere placa de proba livrate impreuna cu CFX
Manager Dx software.

Pentru a crea un nou fisier placa, procedati in felul urmator:
B Deschideti un figier placéa in Plate Editor (Editor placa).
B Selectati tipul placii.

Observatie: Tipul placii pentru fisierul placa trebuie sa fie acelasi cu tipul de placa din
modulul de reactie.

B Selectati modul de scanare care va fi utiliza in protocol.
B Selectati fluoroforii care vor fi utilizati in placa.

B Selectati tipul probei, tintele si probele.

B Selectati replicarile, daca este cazul.

B Salvati structura placii.

Sfat: Pentru a crea o placa noua din fisierele salvate anterior sau din fisiere placa de
proba, consultati Deschiderea unui fisier placa existent in Plate Editor (Editor placa) de la pagina
111.

Deschiderea unui fisier placa nou in Plate Editor (Editor placa)
CFX Manager Dx software ofera mai multe optiuni de deschidere a unui nou fisier de placa:

B Dinfereastra Home (Fereastra de pornire)

B Din caseta de dialog Startup Wizard (Expert pornire)

B Din caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare)

Pentru a deschide un nou fisier de placa din fereastra Home (Fereastra de pornire)

P Selectati File > New > Plate (Fisier > Nou > Placa).

Fereastra Plate Editor (Editor placa) se deschide afisand fisierul de placa implicit pentru
instrumentul selectat.

Sfat: Pentru informatii privind setarea fisierului de placa implicit, consultati Schimbarea
setarilor implicite ale fisierelor de la pagina 64.
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Pentru a deschide un nou fisier de placa din Startup Wizard (Expert pornire)

1.

Tn fereastra Home (Fereastra de pornire), urmati una dintre procedurile urmatoare pentru a
deschide Startup Wizard (Expert pornire) daca nu apare in vizualizare:

B Selectati View > Startup Wizard (Vizualizare > Expert pornire).
B Faceti clic pe Startup Wizard (Expert pornire) de pe bara de instrumente.

Implicit, Startup Wizard (Expert pornire) afiseaza fila Run Setup (Configurare rulare) cu
instrumentul CFX96 selectat.

Daca este necesar, selectati tipul de instrument din lista verticala.

Pentru a crea o placa noua, faceti clic pe User-defined (Definit de utilizator) ca tip de rulare.
Se va deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare) care afiseaza fila Protocol.
Faceti clic pe fila Plate (Placa) si faceti clic pe Create New (Creare nou).

Fereastra Plate Editor (Editor placa) se deschide afis&nd structura de placa implicita pentru
instrumentul selectat.

Pentru a deschide un nou fisier de placa din caseta de dialog Run Setup (Configurare

rulare)

1.

Tn fereastra Home (Fereastra de pornire), urmati una dintre procedurile urmatoare pentru a
deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare):

B Selectati Run > User-defined Run (Rulare > Rulare definita de utilizator).

B Faceti clic pe User-defined Run Setup (Configurare rulare definita de utilizator) de pe bara de
instrumente.

Se va deschide caseta de dialog Run Setup (Configurare rulare) in fila Protocol.

Pentru a crea o placa noua, faceti clic pe fila Plate (Placa) si faceti clic pe Create New (Creare
nou).

Fereastra Plate Editor (Editor placa) se deschide afisand structura de placa implicita pentru
instrumentul selectat.
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Deschiderea unui figier placa existent in Plate Editor
(Editor placa)

CFX Manager Dx software furnizeaza fisiere de placa proba pe care le puteti edita si salva ca o placa
noud. De asemenea, puteti crea un fisier de placé nou dintr-un fisier de placa salvat.

Pentru a deschide un figier de placa proba

1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati File > Open > Plate (Fisier > Deschidere >
Placa).

Windows Explorer deschide locatia folderului CFX Manager Dx Sample files (Fisiere proba).
2. Deschideti folderul Sample files (Fisiere proba), apoi deschideti folderul Plates (Placi).
3. Selectati placa dorita si faceti clic pe Open (Deschidere).
Fisierul de placa proba se deschide in fereastra Plate Editor (Editor placa).

4. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) si salvati fisierul de placa cu o denumire noua sau
ntr-un folder nou.

Pentru a deschide un figier de placa salvat anterior

1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati File > Open > Plate (Fisier > Deschidere >
Placa), navigati la si selectati placa tinta si faceti clic peOpen (Deschidere).

Fisierul de placa tinta se deschide in fereastra Plate Editor (Editor placa).

2. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) si salvati fisierul de placa cu o denumire noua sau
ntr-un folder nou.
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Configurarea unui figier de placa nou

Sfat: Daca fisierul dumneavoastra de placa include parametrii necesari (de exemplu, daca editati
un fisier de proba sau un fisier de placa existent), puteti omite aceastéa sectiune. Continuati cu
Atribuirea de parametri optionali fisierului placa de la pagina 118.

Noile fisiere de placa necesita urmatorii parametri:
B Dimensiune placa

B Tipdeplaca

B Mod de scanare

B Un fluorofor (colorant)

B Untip de proba
Selectarea dimensiunii si tipului placii

Important: Trebuie sa selectati o dimensiune de placa in timpul configurarii placii. Nu puteti
modifica dimensiunea placii in timpul sau dupa o rulare.

Software-ul aplica dimensiunea si tipul placii tuturor alveolelor in timpul rularii. Asigurati-va ca
dimensiunea de placa selectata este aceeasi cu cea a placii pe care o veti utiliza in rulare.

Instrumentele Bio-Rad CFX96 si CFX96 Deep Well sunt calibrate din fabrica pentru multe combinatii
de colorant fluorescent si placa. Calibrarea este specifica instrumentului, colorantului si tipului de
placa. Asigurati-va ca fluoroforul pe care intentionati sa fl utilizati este calibrat pentru tipul de placa
selectat.

Selectarea modului de scanare

Sistemele CFX96 si CFX96 Deep Well stimuleaza si detecteaza fluoroforii din cinci canale. Toate
sistemele folosesc moduri multiple de scanare a datelor obtinute, pentru a colecta date privind
fluorescenta din timpul unei rulari.

CFX Manager Dx software ofera trei moduri de scanare:
B Toate canalele

[0 Scaneaza canalele de la 1 la 5 de pe sistemele CFX96 si CFX96 Deep Well
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®  SYBR®/FAM
O Scaneaza doar canalul 1
[0 Ofera o scanare rapida
® FRET
[0 Scaneaza doar canalul FRET

[0 Ofera o scanare rapida

Selectarea fluoroforilor

Important: Tnainte de a initia o rulare, CFX Manager Dx software verifica daca fluoroforii pe care
i-ati specificat in placa sunt calibrati pe instrumentul respectiv. Nu puteti rula o placa daca include
fluorofori care nu au fost calibrati pe instrumentul respectiv.

Trebuie sa incarcati cel putin un fluorofor in structura pléacii inainte de rulare. Puteti adduga cati
fluorofori sunt necesari in acest moment, insa placa trebuie s& contina cel putin un fluorofor.
Fluoroforii selectati apar ca optiuni pentru tintele din Target Names (Denumiri tinte).

Puteti folosi caseta de dialog Select Fluorophores (Selectare fluorofori) pentru a incarca fluorofori (sau
coloranti placé) in comenzile de Tncarcare a alveolelor din Plate Editor (Editor placa). Fluoroforii care
apar in caseta de dialog Select Fluorophores (Selectare fluorofori) depind de modul de scanare
selectat:

B Toate canalele
Apar toti fluoroforii disponibili.

Sfat: Puteti adauga oricati fluorofori trebuie, insa puteti incarca doar un fluorofor per canal in
fiecare alveola.

®  SYBR®FAM

Vor aparea doar fluoroforii din canalul 1.
B FRET

Va aparea doar fluoroforul din canalul 6.

Sfat: Fluoroforul din canalul 6 FRET apare doar cand modul de scanare selectat este FRET.
Nu este disponibil pentru modul de scanare All Channels (Toate canalele).

Observatie: Nu puteti adauga sau indeparta fluorofori direct din caseta de dialog Select
Fluorophore (Selectare fluorofor). Trebuie sa calibrati noii fluorofori pe un instrument utilizand
Calibration Wizard (Expert calibrare). Dupa calibrare, noul fluorofor este adaugat automat pe
aceasta lista.
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Selectarea tipurilor de probe

Important: Trebuie sa selectati cel putin un tip de proba pe care sa il atribuiti alveolelor placii
Tnainte de rulare.

CFX Manager Dx software ofera cinci tipuri de proba:
B Unknown (Necunoscuta)

® Standard

B NTC (control fara tinta de amplificare)

B Positive Control (Control pozitiv)

B Negative Control (Control negativ)

B NRT (fara transcriptaza inversa)

Atribuiti tipurile de probe alveolelor placii.

Configurarea unei placi noi
Pentru a configura o placa noua

1. Deschideti o placa noua in fereastra Plate Editor (Editor placa).

2. Pentru a seta dimensiunea pléacii, selectati Settings > Plate Size (Setari > Dimensiune placa) si
selectati dimensiunea corespunzatoare a placii din meniul vertical.

3. Pentru a seta tipul placii, selectati Settings > Plate Type (Setari > Tip de placa) si selectati fie BR
White (Alb), fie BR Clear (Transparent) din meniul vertical.

4. Optional, din meniul Settings (Setéri), puteti schimba conventia numerica si unitatile de afisare:

B Pentru a schimba conventia numerica, selectati Settings > Number Convention (Setari >
Conventie numerica) si selectati Scientific Notation (Notatie stiintifica).

Sfat: Scientific Notation (Notatie stiintificd) este selectata implicit. in acest caz,
selectarea Scientific Notation (Notatie stiintifica) anuleaza selectia implicita si seteaza
conventia numerica la forma standard.

B Pentru a schimba unitatile de afisare, selectati Settings > Units (Setari > Unitati) si selectati o
noua valoare pentru unitate.

5. Pentru a configura modul de scanare, selectati modul de scanare corespunzator din lista verticala
Scan Mode (Mod de scanare) de pe bara de instrumente a ferestrei Plate Editor (Editor placa).
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Selectati fluoroforii necesari pentru placa:

a. Inpanoul din dreapta, faceti clic pe Select Fluorophores (Selectare fluorofori).

Va aparea caseta de dialog Select Fluorophores (Selectare fluorofori). Veti vedea fluoroforii
disponibili pentru tipul modului de scanare selectat de dumneavoastra in Pasul 5, de
exemplu:

Select Fluorophores

|
§
!

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

A0 ann= o

i

b. Pentru a selecta un fluorofor, faceti clic pe caseta sa de selectare Selected (Selectat).

Sfat: Pentru a elimina un fluorofor din lista, debifati-i caseta de selectare Selected
(Selectat).

c. Pentru a modifica culoarea afisajului unui fluorofor, faceti clic pe caseta Color (Culoare) a
acestuia.

Observatie: Culoarea pe care o selectati reprezinta fluoroforul atat in fereastra Plate
Editor (Editor placa), cat si in graficele Data Analysis (Analiza date).

d. Tncaseta de dialog Color (Culoare), selectati culoarea dorita sau faceti clic pe Define Custom
Colors (Definire culori personalizate) si creati o noua culoare care sa reprezinte fluoroforul.

e. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog Select
Fluorophores (Selectare fluorofori).

Trebuie sa selectati cel putin o alveola in care sa incarcati un tip de proba. Implicit este selectat o
alveola A1.
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n panoul pl&cii, urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a incarca mai multe alveole adiacente, faceti clic pe o alveola si trageti-o in alveola
tinta.

B Pentru a incarca mai multe alveole neadiacente, apasati tasta Control si faceti clic pe fiecare
alveola.

B Pentru aincérca o intreaga coloana cu acelasi tip de proba, faceti clic pe numarul coloanei.

B Pentru aincéarca un intreg rand, faceti clic pe numarul randului.

B Pentru aincarca intreaga placa, faceti clic pe coltul din stanga sus al placii.

De exemplu:

Plate Editor - New (] X

File

[=] i Scan Made | All Channels || 5 Well Groups... | Troce Styles... =3 Spreadsheet View/Importer | (4] Plate Loading Guide

Settings  Editing Tools 2?

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 @ Select Fluorophores. ~

Sampie Type v

rone:

none:

nane.

| Expenment Settngs.

View
Flate Type: BRCEA ] Saple [ Well Group ] Biological et [] Wel Note oK Canosl

| Cear Repicate #

F¥  Cesrwels

8. Atribuiti un tip de proba godeului sau alveolelor selectate din meniul vertical Sample Type (Tip
proba).

Sample Type e

Lnknown

NTC

Positive Contral
Megative Control

NRT

9.  Atribuiti cel putin un fluorofor tuturor alveolelor care contin un tip de proba. Puteti atribui mai mult

decat un fluorofor unei alveole sau unui grup de alveole.
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Observatie: Puteti atribui doar un singur fluorofor per canal. Nu puteti atribui mai mult de un
fluorofor din acelasi canal aceleiasi alveole.

Sfat: Puteti asocia o tinta cu fluoroforul sau puteti atribui doar fluoroforul godeului de aceasta
data si asocia o tinta fluoroforului dupa ce ati rulat experimentul.

B Pentru a atribui doar un fluorofor alveolelor selectate, in sectiunea Target Names (Denumiri
tinte) din panoul din dreapta bifati caseta de selectare Load (Incarcare) pentru respectivul
fluorofor.

B Pentru a asocia o tinta unui fluorofor, in sectiunea Target Names (Denumiri tinte) selectati o
denumire de tinta din lista verticala pentru respectivul fluorofor. Software-ul selecteaza
automat caseta de selectare Load (Incércare) aferenta.

Load Target Mame
L] FAM

[] SYBR

10. Pentru alveolele care contin un tip de proba Standard, trebuie sa incarcati o concentratie. Fiecare
alveola poate avea o valoare diferita a concentratiei. Implicit, CFX Manager Dx software incarca o
concentratie de 1,00E+06 tuturor alveolelor cu un tip de proba Standard. Puteti modifica valoarea
daca este necesar.

a. In panoul plcii, selectati o alveold sau un grup de alveole Standard.

b. Insectiunea Concentration (Concentratie), faceti clic pe Load (Incarcare) pentru a incérca
valoarea in alveola sau alveolele selectate.

c. (Optional) Pentru a incarca alta concentratie, tastati noua valoare in caseta de text
Concentration (Concentratie) si apasati Enter.

d. Realizati acest pas pentru toate alveolele cu tipul de proba Standard.

Sfat: Pentru a incarca aceeasi concentratie pentru toate alveolele Standard, asigurati-
va ca <All> (Toate) apare in lista verticala de sub valoarea Concentration
(Concentratie). Pentru a incarca aceeasi valoare de concentratie pentru toate alveolele
cu un anumit fluorofor, faceti clic pe lista verticala si selectati fluoroforul.

11. Faceti clic pe OK pentru a salva noua placa.
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Atribuirea de parametri optionali fisierului placa

Fisierul placii contine informatii despre continutul fiecarei alveole incarcate cu proba pentru o rulare.
Dupa rulare, CFX Manager Dx software asociaza continutul alveolelor cu datele de fluorescenta
colectate in timpul protocolului si aplica analiza corespunzatoare in fereastra Data Analysis (Analiza
date).

In CFX Manager Dx, puteti atribui parametri fiecarei alveole din placa inainte, in timpul sau chiar dupa
rularea experimentelor. Puteti atribui parametrii unui fisier de placa existent sau unui nou fisier de
placa. Acesti parametri includ:

B Target names (Denumiri tinte) — tinta sau tintele de interes (gene sau secvente) din fiecare
alveold incarcata.

B Sample Names (Denumiri probe) — identificatorul sau conditia care corespunde probei din
fiecare alveola incarcata, de exemplu O h, 1 hsau 2 h.

Sfat: Denumiri tinte si denumiri probe trebuie sa fie identice intre alveole, pentru a putea
compara datele din fila Gene Expression (Expresie genica) din fereastra Data Analysis
(Analiza date). Fiecare denumire trebuie sa utilizeze acelasi tip de caractere (majuscule sau
minuscule), punctuatie si spatii. De exemplu, ,Actin (Actina)” nu este totuna cu ,actin
(actina)”, ,2Hr (2H)” nu este totuna cu ,2 hr. (2 h.)” si ,Mouse 1 (Soarece 1)” nu este totuna cu
,mouse1 (soarece1)”. Pentru a asigura consecventa numirii, introduceti denumirile in
sectiunea Libraries (Biblioteci) din User > User Preferences > Plate (Utilizator > Preferinte
utilizator > Placa), disponibila in fereastra Home (Fereastra de pornire).

B Biological sets (Seturi biologice) — identificatorul sau conditia care corespunde unui set de
alveole.

B Replicates (Replicari) —fiecare alveola care este utilizata pentru a analiza aceeasi combinatie
proba-tinta (tinte), adica replicate ale reactiilor gPCR.

B Dilution series (Serie de dilutie) — cantitatea pentru modificarea concentratiei tipului de proba
Standard in cadrul unui grup de replicari, pentru a crea datele curbei standard de analizat.
Atribuirea unei tinte alveolelor

Sfat: Puteti atribui acelasi nume de tinta unui singur sau mai multor alveole. Puteti atribui, de
asemenea, mai multe tinte aceleiasi alveole.

Pentru a atribui o tinta unei alveole sau unui grup de alveole

1. In Plate Editor (Editor placa), asigurati-va c& godeului sau grupului de alveole i s-a atribuit un tip
de proba.
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Pentru informatii despre atribuirea tipurilor de probe, consultati Selectarea tipurilor de probe de la
pagina 114.

2. Tn panoul placii, selectati alveola sau grupul de alveole:
B Pentru a selecta o singura alveola, faceti clic pe alveola.

B Pentru a selecta mai multe alveole adiacente, faceti clic pe o alveola si trageti-o in alveola
tinta.

B Pentru a selecta mai multe alveole neadiacente, apasati tasta Ctrl si faceti clic pe fiecare
alveola.

B Pentru a selecta o intreaga coloana cu acelasi tip de proba, faceti clic pe numarul coloanei.
B Pentru a selecta un intreg rand, faceti clic pe numarul de rand aferent.
3. Inpanoul din dreapta, selectati un nume din lista verticala Target Name (Denumire tinta) pentru

fiecare fluorofor selectat.

Load Target Mame
[ ] FAM

[] SYBR

4. Repetati Pasul 3 pentru fiecare alveola sau grup de alveole caruia trebuie sa fi atribuiti o tinta.

Sfat: Puteti atribui aceeasi denumire sau o denumire diferita de tinta pentru fiecare fluorofor
selectat.

5. Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.
Pentru a sterge o denumire de tinta

» Pentru a elimina o denumire de tinta din alveola sau grupul de alveole selectat, debifati-i caseta
de selectare Load (Incércare).

Important: Eliminarea unei denumiri de tinta dintr-o alveola Ti elimina si fluoroforii asociati.
Procedati cu atentie cand eliminati o denumire de tinta dintr-o alveola.

Pentru a adauga o denumire de tinta in lista
» Pentru a adduga o denumire de tinta in lista verticald, urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Tastati un nume din lista verticala Target Names (Denumiri tinte) si apasati Enter.

Sfat: Numele tintelor pe care le-ati adaugat pe o lista apar in toate celelalte liste de tinte.
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B Faceti clic pe simbolul + verde din dreapta listei verticale, tastati un nume pentru tinta si
apasati Enter.

B Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente si adaugati
numele in biblioteca Target Names (Denumiri tinte) din fila Plate (Placa).

Important: Denumirile tintelor pe care le addugati pe lista verticala sunt disponibile doar
pentru placa curenta si doar daca atribuiti denumirea unei alveole si salvati structura placii.
Daca nu atribuiti numele unei alveole si nu salvati structura placii, numele nu este salvat si nu
este disponibil pentru utilizarea ulterioara. Pentru a adauga permanent o denumire de tinta,
adaugati-o si in biblioteca Target Names (Denumiri tinte) utilizand caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator). Numele pe care le adaugati in biblioteca sunt disponibile
dupa ce deschideti din nou Plate Editor (Editor placa). Pentru mai multe informatii, consultati
Setarea parametrilor de placa impliciti de la pagina 67.

Pentru a sterge o denumire de tinta din lista

1.

Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente.
Va aparea caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), afisand fila Plate (Placa).

Tn biblioteca Target Names (Denumiri tinte) din fila Plate (Placa), selectati denumirea pe care
doriti sa o stergeti si apasati tasta Delete (Stergere).

Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog User Preferences
(Preferinte utilizator).

Important: Nu puteti sterge denumirile de tinte pe care le-ati salvat impreuna cu un fisier
placa. Numele personalizate pe care le adaugati pe lista verticala Target Names (Denumiri
tinte) si nu le folositi si salvati impreuna cu placa sunt eliminate automat din lista. Numele pe
care le stergeti din biblioteca Target Names (Denumiri tinte) sunt eliminate automat din
software si nu mai sunt disponibile utilizatorilor. Procedati cu atentie cand stergeti denumiri
de tinte.

Atribuirea unei denumiri de proba alveolelor

Observatie: Pentru a atribui o denumire proba, trebuie sa atribuiti alveolelor selectate cel putin
un fluorofor. Daca alveolelor selectate nu li se atribuie un fluorofor, lista verticala Sample Names
(Denumiri probe) este dezactivata. Pentru informatii despre atribuirea fluoroforilor, consultati
Atribuirea unei tinte alveolelor de la pagina 118.

Sfat: Puteti atribui o singura denumire proba fiecarei alveole sau fiecarui grup de alveole.
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Pentru a atribui o denumire proba unei alveole sau unui grup de alveole

1. In Plate Editor (Editor placa), asigurati-va ca godeului sau grupului de alveole i s-a atribuit un
fluorofor.

2. In panoul pl&cii, selectati alveola sau grupul de alveole.

3. inpanoul din dreapta, selectati un nume din lista verticala Sample Names (Denumiri probe).

Sample Type w

Lnknown
NTC
Posttive Contral

Megative Control
NRT

4. Repetati Pasul 3 pentru fiecare alveola sau grup de alveole caruia trebuie sa fi atribuiti o denumire
proba.

5. Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.
Pentru a sterge o denumire proba

» Pentru a elimina o denumire proba din alveola sau grupul de alveole selectate, debifati-i caseta
de selectare Load (Incércare).

Pentru a adauga o denumire proba in lista

» Pentru a adduga o denumire proba in lista verticald, urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Tastati un nume din lista verticald Sample Names (Denumiri probe) si apasati Enter.
B Faceti clic pe simbolul + verde din dreapta listei verticale si tastati un nume pentru proba.

B Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente si adaugati
numele n biblioteca Sample Names (Denumiri probe) din fila Plate (Placa).

Important: Denumirile probelor pe care le adaugati pe lista verticala sunt disponibile doar
pentru placa curenta si doar daca atribuiti denumirea unei alveole si salvati configurarea
pl&cii. Daca nu atribuiti numele unei alveole si nu salvati structura placii, numele nu este
salvat si nu este disponibil pentru utilizarea ulterioara. Pentru a adauga permanent o
denumire proba, adaugati-o si in biblioteca Sample Names (Denumiri probe) utilizand caseta
de dialog User Preferences (Preferinte utilizator). Numele pe care le adaugati in biblioteca
sunt disponibile dupa ce deschideti din nou Plate Editor (Editor placa). Pentru mai multe
informatii, consultati Setarea parametrilor de placa impliciti de la pagina 67.
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Pentru a sterge o denumire proba din lista

1.

2.

Faceti clic pe User Preferences (Preferinte utilizator) de pe bara de instrumente.
Va aparea caseta de dialog User Preferences (Preferinte utilizator), afisand fila Plate (Placa).

Tn biblioteca Sample Names (Denumiri probe) din fila Plate (Placa), selectati denumirea pe care
doriti sa o stergeti si apasati tasta Delete (Stergere).

Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a inchide caseta de dialog User Preferences
(Preferinte utilizator).

Important: Nu puteti sterge denumirile de probe pe care le-ati salvat impreuna cu un fisier
placa. Numele personalizate pe care le adaugati pe lista verticala Sample Names (Denumiri
probe) si nu le folositi si salvati impreuna cu placa sunt eliminate automat din lista verticala.
Numele pe care le stergeti din biblioteca Sample Names (Denumiri probe) sunt eliminate
automat din software si nu mai sunt disponibile utilizatorilor. Procedati cu atentie cand
stergeti denumiri de probe.

Atribuirea de seturi biologice alveolelor

Observatie: Pentru a atribui un set biologic, trebuie sa atribuiti alveolelor selectate cel putin un
fluorofor. Atribuirea unui fluorofor activeaza lista verticala Biological Set Name (Nume set
biologic). Pentru informatii despre atribuirea fluoroforilor, consultati Atribuirea unei tinte alveolelor

de la pagina 118.

Sfat: Puteti atribui un set biologic fiecarei alveole sau fiecarui grup de alveole.

Pentru a atribui un set biologic unei alveole sau unui grup de alveole

1.

2.

3.
4.

in optiunile View (Vizualizare) din partea de jos a ferestrei Plate Editor (Editor placa), bifati caseta de
selectare Biological Set (Set biologic).

Tn Plate Editor (Editor plac), asigurati-va ca godeului sau grupului de alveole i s-a atribuit un
fluorofor.

Tn panoul pl&cii, selectati alveola sau grupul de alveole.
Tn panoul din dreapta, faceti o selectie din lista verticald Biological Set Name (Nume set biologic).

CFX Manager Dx software selecteaza automat caseta de selectare Load (Incarcare).

Load Biclogical Set Name

O
THr

|
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5. Repetati Pasul 4 pentru fiecare alveola sau grup de alveole caruia trebuie sa i atribuiti un set
biologic.

6. Faceticlic pe OK pentru a accepta modificérile si a salva placa.

Sfat: Atribuirea de nume de seturi biologice alveolelor activeaza Biological Set Analysis
Options (Optiuni analiza set biologic) in caseta de dialog Experiment Settings (Setari
experimente), in care puteti efectua analiza probei folosind una dintre cele patru configuratii.
Pentru mai multe informatii, consultati Schimbarea setarilor experimentelor de la pagina 129.

Pentru a elimina un set biologic

» Pentru a elimina un set biologic din alveola sau grupul de alveole selectat, debifati-i caseta de
selectare Load (Incarcare).

Pentru a adauga un set biologic pe lista

» Pentru a adauga un set biologic pe lista verticala, tastati un nume in caseta listei
verticaleBiological Set Name (Nume set biologic) si apasati Enter.

Important: Numele seturilor biologice pe care le adaugati pe lista verticala sunt disponibile
doar pentru placa curenta si doar daca atribuiti numele unei alveole si salvati structura placii.
Daca nu atribuiti numele unei alveole si nu salvati structura placii, numele nu este salvat si nu
este disponibil pentru utilizarea ulterioara.

Pentru a vedea toate seturile biologice de pe placa

» Bifati caseta de selectare Biological Set (Set biologic) din optiunile View (Vizualizare) din partea
de jos a ferestrei Editor.

View
Sample ] Well Group Biological Set  [] Well Note

Toate alveolele afiseaza numele setului biologic corespunzator, daca au unul atribuit. Comanda
Biological Set Name (Nume set biologic) este afisata ih panoul din dreapta.

Pentru a ascunde seturile biologice, debifati caseta de selectare Biological Set (Set biologic) din
optiunile View (Vizualizare).
Atribuirea de cifre replicari alveolelor

Important: Pentru a atribui cifre replicari, alveolele selectate trebuie s& aiba continut identic.
Adica alveolele selectate trebuie sa aiba acelasi tip de proba si acelasi fluorofor. Daca se poate,
trebuie, de asemenea, sa le fie atribuite aceleasi denumiri de tinta si de proba si acelasi set
biologic. Daca nu sunt aceleasi, CFX Manager Dx software nu activeaza aceasta optiune.
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Pentru a atribui cifre replicari unui grup de alveole

1.

2.
3.

5.

Tn Plate Editor (Editor placa), asigurati-va c& continutul grupului de alveole este identic.
n panoul pl&cii, selectati grupul de alveole tinta.

Pentru a atribui aceleasi numar de replicate tuturor alveole selectate, Th sectiunea Replicate #
(Nr. replicat) din panoul din dreapta tastati numarul replicatului in caseta si selectati Load
(Incarcare).

Load Replicate #
3

Replicate Seres

A

(Optional) Pentru a aplica o serie de replicate unui set de alveole selectate:

a. Faceticlic pe Replicate Series (Serie replicari). Sectiunea Replicate # (Nr. replicat) se
modifica, afisdnd urmatoarele optiuni:

Replicate Size: |1
Starting Replicate #: |1
(® Horizontal =5

(O Vertical %

Cancel Apnly

B Replicate size (Dimensiunea replicatului) — un numar care reprezinta numarul de
alveole din fiecare grup de replicate

B Starting replicate # (Replicat initial) — primul numar din seria de replicate pentru
grupul selectat de replicate

Observatie: Implicit, CFX Manager Dx software afiseaza numarul initial al replicatului
cu o cifra mai mare decat ultimul numar al replicatului atribuit in placa. De exemplu, daca
ultimul numar de replicat din placa este cinci, urmatorul numar initial este sase. Puteti
schimba numarul initial cu orice numar care nu a fost inca atribuit.

®  Directia de incarcare (orizontala sau verticala)

b. Faceti clic pe Apply (Aplicare) pentru a aplica parametrii seriei si a reveni la afisajul Replicate
# (Nr. replicat).

Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.
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Pentru a elimina o alveola dintr-o serie de replicate

P Selectati alveola sau grupul de alveole pe care doriti sa le eliminati si debifati caseta de selectare
Replicate # Load (Incércare nr. replicat).

Alternativ, puteti face clic pe Clear Replicate # (Stergere nr. replicat) pentru a sterge numarul
replicatului dintr-o alveola sau dintr-un grup de alveole selectate.

Atribuirea unei serii de dilutie probelor de tip standard

Dupa cum a fost mentionat anterior, tuturor alveolelor cu probe de tip Standard trebuie sa li se atribuie
o valoare de concentratie. Puteti atribui o serie de dilutie mai multor alveole cu probe de tip Standard.

Observatie: Pentru a atribui o serie de dilutie unui grup de alveole, alveolele trebuie sa fie incluse
ntr-o serie de replicari. Pentru informatii despre adaugarea alveolelor la o serie de replicate,
consultati Atribuirea de cifre replicari alveolelor de la pagina 123.

Pentru a atribui o serie de dilutie unui grup de alveole cu probe de tip Standard

1. In Plate Editor (Editor placa), asigurati-va ca sunt indeplinite urmatoarele cerinte:
B Tipul de proba pentru grupul de alveole este Standard.
B Tuturor alveolelor din grup li s-a atribuit cel putin un fluorofor si toate contin aceiasi fluorofori.
B Toate alveolele din grup sunt incluse in aceeasi serie de replicari.

Observatie: CFX Manager Dx software permite optiunea Dilution Series (Serie de
dilutie) doar daca toate alveolele selectate indeplinesc aceste criterii.

2. In panoul pl&cii, selectati grupul de alveole tinta.

3. Insectiunea Concentration (Concentratie) din panoul din dreapta, faceti clic pe Dilution Series
(Serie de dilutie). Sectiunea Concentration (Concentratie) se modifica, afisdnd urmatoarele
optiuni:

Starting Concentration: |1.00E+06

Replicates from: 9 =

to: (16 =

Dilution Factor: 10.000 =

() Increasing (® Decreasing
<Al

Cancel Apply

Manual de utilizare | 125



Capitolul 7 Pregatirea placilor

B Starting concentration (Concentratia initiala) — valoarea concentratiei de la care porneste
seria

B Replicates from and to (Replicatele de la si pana la) — replicatele din serie carora li se va
aplica factorul de dilutie

®  Dilution factor (Factor de dilutie) — cantitatea pentru modificarea concentratiei din fiecare
grup de replicate

4. Configurati valorile pentru optiuni sau acceptati valorile implicite.

5. Implicit, seria de dilutie scade cu factorul de dilutie. Selectati Increasing (Crescator) pentru a
creste seria de dilutie.

6. (Optional) Implicit, factorul de dilutie se aplica tuturor fluoroforilor din seria de replicate. Daca
seria dumneavoastra contine mai mult de un fluorofor si doriti sa aplicati dilutia unui singur
fluorofor, selectati-I din lista verticala.

7. Faceti clic pe Apply (Aplicare) pentru a aplica seria de dilutie grupului de alveole si pentru a reveni
la vizualizarea Concentration (Concentratie).

8. Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.

Copierea continutului unei alveole intr-o alta alveola

Puteti copia continutul unei alveole si-l puteti lipi intr-o singura alveola sau in mai multe alveole. Cu
toate acestea, puteti copia continutul unei singure alveole. Nu puteti selecta mai multe alveole pentru
ca apoi sa le copiati continutul.

Pentru a copia continutul unei alveole intr-o alta alveola
1. Tn panoul placii, selectati alveola pe care doriti sa o copiati.
2. Faceti clic dreapta pe alveola si selectati Copy Well (Copiere alveola).
3. Selectati alveola sau alveolele in care doriti sa lipiti continutul:
B Pentru a selecta o singura alveola, faceti clic pe alveola.

B Pentru a selecta mai multe alveole adiacente, faceti clic pe o alveola si trageti-o in alveola
tinta.

B Pentru a selecta mai multe alveole neadiacente, apasati tasta Ctrl si faceti clic pe fiecare
alveola.

4. Dupa ce ati selectat alveolele tinta, faceti clic dreapta si selectati Paste Well (Lipire alveola).

CFX Manager Dx software lipeste continutul primei alveole Tn alveolele selectate.
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Adaugarea unei note la o alveola

Puteti adduga o nota descriptiva la o alveola. Puteti vizualiza notele alveolelor in fila Quantification
(Cuantificare) din fereastra Data Analysis (Analiza date).

Pentru a adauga o nota la o alveola

1. Tn panoul placii, selectati alveola sau alveolele la care intentionati s& adaugati o nota.

2. Tnsectiunea View (Vizualizare) din panoul de jos, selectati Well Note (Nota alveola).
Zona Well Note (Nota alveola) apare in panoul din dreapta.

Well Note
<none> v ‘

3. Scrieti continutul notei in caseta de text si apasati Enter.
Textul apare in partea de jos a alveolelor selectate.

Sfat: Daca ati creat o nota de alveola anterioara, o puteti selecta din lista verticala si o puteti
aplica alveolelor selectate.
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Golirea alveolelor de tot continutul

Puteti debifa o alveola individual&, un grup de alveole sau intreaga placa de tot continutul. Golirea
alveolelor nu elimina datele de fluorescenta colectate Tn timpul citirii placii.

Golirea unei alveole elimina permanent continutul din alveola. Procedati cu atentie cand debifati
alveolele.

Pentru a debifa alveolele de toate setarile

1. In Plate Editor (Editor plac), selectati alveola sau grupul de alveole in panoul placii:

Pentru a selecta o singuré alveol, faceti clic pe alveola.

Pentru a selecta mai multe alveole adiacente, faceti clic pe o alveola si trageti-o in alveola
tinta.

Pentru a selecta mai multe alveole neadiacente, apasati tasta Ctrl si faceti clic pe fiecare
alveola.

Pentru a selecta o intreaga coloana cu acelasi tip de proba, faceti clic pe numarul coloanei.

Pentru a selecta un intreg rand, faceti clic pe numarul de rand aferent.

2. Inpanoul din dreapta, faceti clic pe Clear Wells (Debifare alveole).

CFX Manager Dx software debifeaza alveolele selectate de toate setarile.

3. Faceti clic pe OK pentru a accepta modificarile si a salva placa.
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Schimbarea setarilor experimentelor

Utilizati caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente) pentru a vizualiza sau a modifica
lista de tinte sau probe sau pentru a selecta grupul de analiza a expresiei genice si optiunea de analiza
a faptului de atribuire a seturilor biologice alveolelor din cadrul placii.

Tn caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente), fila Targets (Tinte) afiseaza o lista a
denumirilor tintelor pentru fiecare reactie PCR, de exemplu gena tinta sau secventele de gene de
interes.

Fila Samples (Probe) afiseaza o listd de denumiri de probe care indica sursa tintei, de exemplu o
proba recoltata la 1 ora (1 Hr) sau de la un anumit individ (mouse1 (soarece1)).

Pentru a schimba setarile placii utilizidnd caseta de dialog Experiment Settings (Setari
experimente)

1. Pentru a deschide caseta de dialog Experiment Settings (Setéari experimente), urmati una dintre
procedurile urmatoare:

B In panoul din dreapta al Plate Editor (Editor placa), faceti clic pe Experiment Settings (Setéri
experimente).

m Infila Gene Expression (Expresie genica) din fereastra Data Analysis (Analiza date), faceti
clic pe Experiment Settings (Setari experimente).

Apare caseta de dialog Experiment Settings (Setéri experimente), care afiseaza continutul filei
Targets (Tinte).
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Experiment Settings

Targets  Samples

MName 4 Full Name Reference S;L?HC;LQ
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. Pentru a adauga o noua denumire de tinta sau proba, in tipul de fild corespunzator introduceti o
denumire in caseta de text New (Nou) si faceti clic pe Add (Adaugare).

3. Pentru a elimina una sau mai multe denumiri de tinta sau proba din lista, in fila corespunzatoare
bifati caseta de selectare a elementului din coloana Select to Remove (Selectare pentru
eliminare) si faceti clic pe Remove checked item(s) (Eliminare elemente bifate).

4. CFXManager Dx software exclude tipul de proba NTC (control fara tinta de amplificare) din
analiza expresiei genice.

Pentru a include tipurile de probe NTC, debifati caseta de selectare corespunzatoare din
sectiunea Exclude the following sample types (Excludeti urmatoarele tipuri de probe). Puteti
alege sé excludeti urmatoarele tipuri de probe selectand caseta de selectare corespunzétoare:

B NRT (fara transcriptaza inversa)
®  Negative Control (Control negativ)
B Positive Control (Control pozitiv)

m Standard
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5. Infila Targets (Tinte):

a. Pentru a selecta o tinta ca referinta pentru analiza datelor expresiei genice, selectati-o in
coloana Reference (Referinta).

b. Pentru a ascunde setarile de analiza care vor fi aplicate in fila Gene Expression (Expresie
genica) din fereastra Analysis Settings (Setari analiza), debifati Show Analysis Settings
(Afisare setari analiza).

Software-ul ascunde urmatoarele coloane:
®  Color (Culoare)

B Show Chart (Afisare grafic)

m  Auto Efficiency (Eficientd automata)
m  Efficiency (%) (Eficienta (%))

c. Pentru a schimba culoarea tintei asa cum este reprezentata in graficul Gene Expression
(Expresie genica), faceti clic pe celula corespunzatoare din coloana Color (Culoare),
selectati o culoare noua in caseta de dialog Color (Culoare) si faceti clic pe OK.

d. Pentru a afisa tinta cu culoarea selectata in graficul Gene Expression (Expresie genica),
bifati-i caseta de selectare in coloana Show Chart (Afisare grafic).

e. Implicit, CFX Manager Dx calculeaza automat eficienta relativa a tintei, daca datele acesteia
includ o curba standard.

Pentru a utiliza o valoare de eficienta determinata anterior, introduceti valoarea in celula
corespunzatoare din coloana Efficiency (%) (Eficienta (%)) si apasati tasta Enter. CFX
Manager Dx debifeaza caseta de selectare Auto Efficiency (Eficienta automata).

6. Infila Samples (Probe):

a. Pentru a selecta o proba drept proba de control pentru analiza datelor expresiei genice,
selectati caseta sa de selectare in coloana Control.

b. Pentru a atribui conditia de control unei probe pentru o rulare, faceti clic pe caseta sa de
selectare n coloana Control.

c. Daca nu este deja selectata, faceti clic pe Show Analysis Settings (Afisare setéri analiza)
pentru a vizualiza sau a schimba parametrii de analiza care vor fi aplicati in fila Gene
Expression (Expresie genicad). Software-ul ascunde coloanele Color (Culoare) si Show Chart
(Afisare grafic).
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Daca atribuiti unul sau mai multe seturi biologice alveolelor de pe placa (consultati Atribuirea de

seturi biologice alveolelor de la pagina 122), selectati una dintre urmatoarele optiuni din lista
Biological Set Analysis Options (Optiuni analiza set biologic):

Target vs. Sample (Tinta vs. Proba) — numai denumirea probei din alveola este utilizata in
calculele expresiei genice.

Target vs. Biological Set (Tinta vs. Set biologic) — numai denumirea setului biologic este
utilizata in calcule.

Target vs. Sample_Biological Set (Tinta vs. Proba_Set biologic) — denumirea probei si
denumirea setului biologic se combina pentru a crea un nume unic utilizat in calcule.

Target vs. Biological Set_Sample (Tinta vs. Set biologic_Probé) — denumirea setului
biologic si denumirea probei se combina pentru a crea un nume unic utilizat in calcule.

Faceti clic pe OK pentru a salva parametrii in caseta de dialog Experiment Settings (Setari
experimente) si a reveni la fereastra Plate Editor (Editor placa).

Crearea de grupuri de alveole

Grupurile de alveole Tmpart o placa individuala in subseturi de alveole care pot fi analizate
independent in fereastra Data Analysis (Analiza date). Dupa configurarea grupurilor de alveole,
selectati unul in fereastra Data Analysis (Analiza date) pentru a analiza datele pentru fiecare grup in

mod independent. De exemplu, configurati grupuri de alveole pentru a analiza mai multe rulari de

experimente pe o singura placa sau pentru a analiza fiecare grup de alveole cu o curba standard

diferita.

Observatie: Grupul de alveole implicit este All Wells (Toate alveolele).

Pentru a crea grupuri de alveole

1.

Pentru a deschide Well Groups Manager (Manager grupuri de alveole), urmati una dintre
procedurile urmatoare:

Pe bara de instrumente Plate Editor (Editor placa), faceti clic pe Well Groups (Grupuri
alveole).

Tn fereastra Data Analysis (Analiz& date), faceti clic pe Manage Well Groups (Gestionare
grupuri alveole).

Apare caseta de dialog Well Groups Manager (Manager grupuri de alveole).
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Crearea de grupuri de alveole

Add Group 1 w Delete

1 2 3 4 5 [ 7 8 4] 10 1 12
A | Stdl || Std2 || Std3
B | 5td3 || 5td3 || 5td3
C MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
n 0
E MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
F MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
G
H

OK Cancel

2. Faceticlic pe Add (Adaugare) pentru a crea un grup nou. Meniul vertical afiseaza denumirea

grupului ca Group 1 (Grupul 1) pentru primul grup.

3. Selectati alveolele pentru grupul de alveole din vizualizarea placii, facand clic si deplasand
cursorul peste grupul de alveole. Alveolele selectate apar cu albastru in Manager.

4. (Optional) Pentru a schimba denumirea grupului, selectati-o din meniul vertical si introduceti o

denumire noua.

5. (Optional) Pentru a sterge un grup de alveole, selectati denumirea sa din lista verticala si faceti

clic pe Delete (Stergere).

6. Faceticlic pe OK pentru a finaliza si a inchide fereastra sau faceti clic pe Cancel (Anulare) pentru

a inchide fereastra fara a efectua modificari.

Important: Pentru a afisa grupurile de alveole, selectati Well Groups (Grupuri alveole) din
optiunile View (Vizualizare) din partea de jos a ferestrei Plate Editor (Editor placa).
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Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru caseta de dialog Well
Groups Manager (Manager grupuri de alveole)

Tabelul 13 listeaza elementele disponibile in caseta de dialog Well Groups Manager (Manager grupuri
de alveole) atunci cand faceti clic dreapta pe orice alveola.

Tabelul 13. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru caseta de dialog
Plate Editor Well Selector (Editor placa Selector alveole)

Element

Copy (Copiere)

Functie

Copiaza continutul godeului, care poate fi apoi lipit in alt
alveola sau alte alveole.

Copy as Image (Copiere ca
imagine)

Copiaza vizualizarea selector de alveola sub forma de
imagine.

Print (Imprimare)

Imprima vizualizarea selector de alveola.

Print Selection (Imprimare
selectie)

Imprima doar celulele selectate.

Export to Excel (Exportare in
Excel)

Exporta datele intr-o foaie de calcul Excel.

Export to Csv (Exportare in Csv)

Exporta datele intr-un document cu valori separate prin
virgula.

Export to Xml (Exportare in Xml)

Exporta datele drept document .xml.

Export to Html (Exportare in
Html)

Exporta datele drept document .html.
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Modificarea stilurilor urmelor

Tn timpul configurarii pl&cii si in cursul rulrii, puteti modifica culoarea si stilul urmelor de amplificare.
Apoi puteti vedea cu usurintd urmele in fereastra de stare in timp real, pe masura ce datele sunt
colectate.

Pentru a modifica stilurile urmelor
1. Faceti clic pe Trace Styles (Stiluri Urme) in bara de instrumente Plate Editor (Editor placa).

Va aparea caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme) pentru placa deschisa, de exemplu:

Trace Styles O

FAuorophore Wells Color Symbal
SYBR ~ Unknowns ~ None ~

Color Guick Set
Random by Well | | Random by Replicate | | Use FuorColors | | Use Target Colors | | Use Sample Colors

Well Labels: ®) Sample Type O Target Name (O Sample Name (O Symbol

1 2 gl 4 5 6 7 8 9 10 1 12

oK Cancel

2. Pentru a afisa stilurile urmelor in functie de un anumit fluorofor, selectati-l din lista verticala
Fluorophores (Fluorofori).

3. Pentru a schimba afisarea urmei:
a. Selectati tipul urmei din lista verticala Wells (Godeuri).
b. Faceti clic pe culoarea acesteia in coloana Color (Culoare).

c. Incaseta de dialog Color (Culoare) care apare, selectati o alté culoare pentru urma si faceti
clic pe OK.

Modificarea tipului de alveola apare in grila de mai jos.

d. (Optional) Selectati un simbol pentru urma din lista verticala Symbols (Simboluri).
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4. Pentru a schimba rapid setul de culori, faceti clic pe optiunea corespunzatoare din sectiunea
Color Quick Set (Set de culori rapid).

5. Pentru a vedea etichetele godeului in grila, selectati tipul etichetei in sectiunea Well Labels
(Etichete alveole).

6. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile sau pe Cancel (Anulare) pentru a anula modificarile.
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Vizualizarea placii in format foaie de calcul

Instrumentul Spreadsheet View/Importer (Vizualizare/Importator foaie de calcul) afiseaza continutul
unei placi in format foaie de calcul. Puteti utiliza instrumentul Spreadsheet View/Importer
(Vizualizare/Importator foaie de calcul) pentru a exporta continutul godeului in format delimitat cu
tabulatoare intr-o aplicatie precum Microsoft Excel. Puteti, de asemenea, importa continut dintr-o
aplicatie delimitata cu tabulatoare.

Pentru a utiliza instrumentul Spreadsheet View/Importer (Vizualizare/Importator foaie de
calcul)

1. Tn bara de instrumente Plate Editor (Editor placa), faceti clic pe Spreadsheet View/Importer
(Vizualizare/Importator foaie de calcul) pentru a deschide caseta de dialog Plate Spreadsheet
View (Vizualizare placa in foaie de calcul).

Plate Spreadsheet View

Fluors List: |SYBR ~ Export Template Import
=
Row a Column 4| Sample Type Replicate & “Target Name: *Sample Name | Starting Quantity Units n
D 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number
D 11 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number
D 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number
E 1 Std 1 Actin dil-1 1.000E+002  copy number
E 2 Std 2 Actin dil-2 1L.000E+003  copy number
E 3 Std 3 Actin dil-3 1.000E+004  copy number
E 4 Std 4 Actin dil-4 1.000E+005  copy number
E 5 Std 5 Actin dil-5 1.000E+006  copy number
E & Std & Actin dil-s 1.000E+007  copy number
E 7 Std 7 Tubulin dil-7 1.000E+002  copy number
E 8 Std 3 Tubulin dil-8 1.000E+003  copy number
E g Std g Tubulin dil-9 1.000E+004  copy number
E 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number
E i1 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number
E 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number =
[] Show Biclogical Set Name  [] Show Well Note oK Cancel

2. Casetade dialog Spreadsheet View (Vizualizare in foaie de calcul) afiseaza continutul placii
pentru un singur fluorofor. Pentru a vizualiza continutul placii pentru alt fluorofor, selectati-I din
lista verticala Fluors List (Lista fluorofori).

3. Faceti clic pe Export Template (Exportare sablon) pentru a export un sablon al foii de calcul a
pl&cii intr-un format de fisier Excel (format .csv). Puteti edita acest sablon pentru a importa
informatiile despre continutul godeului.

4. (Optional) Faceti clic pe Import (Importare) pentru a importa continutul godeului dintr-un fisier cu
delimitare prin virgule.

5. Pentru a sorta foaia de calcul in functie de datele dintr-o anumita coloana, faceti clic pe triunghiul
de langa denumirea coloanei.

Manual de utilizare | 137



Capitolul 7 Pregatirea placilor

Sfat: Puteti edita continutul oricarei celule dintr-o coloana care are un asterisc (*) 1anga
denumirea coloanei (de exemplu, *Target Name (Denumire tinta)).

Observatie: Selectati unitatile pentru datele curbei standard din coloana Quantity (Cantitate)
deschizand Plate Editor (Editor placa) si selectand Settings > Units (Setari > Unitati) din bara de
meniu. Dupa ce rularea placii este finalizata, datele din aceste standarde apar in graficul
Standard Curve (Curba standard) din fila Quantification (Cuantificare) din fereastra Data Analysis
(Analiza date) cu unitatile pe care le-ati selectat.

Elemente de meniu afisate prin clic dreapta pentru instrumentul Plate
Spreadsheet View/importer (Vizualizare/Importator foaie de calcul placa)

Tabelul 14 prezinta elementele de meniu disponibile in instrumentul Spreadsheet View/Importer
(Vizualizator/Importator foaie de calcul) atunci cand faceti clic dreapta pe orice alveola din instrument.

Tabelul 14. Elemente de meniu afisate prin clic dreapta in instrumentul Plate
Spreadsheet View/Importer (Vizualizare/Importator foaie de calcul placa)

Element Functie
Copy (Copiere) Copiaza toata foaia de calcul.
Copy as Image Copiaza foaia de calcul ca fisier imagine.

(Copiere caimagine)

Print (Imprimare) Imprima foaia de calcul.

Print Selection Imprima doar celulele selectate.
(Imprimare selectie)

Export to Excel Exporta fisierul intr-o foaie de calcul Excel.
(Exportare in Excel)

Export to Csv Exporta fisierul ca fisier .csv.
(Exportare in CSV)

Export to Xml Exporta fisierul ca fisier .xml.
(Exportare in Xml)

Export to Html Exporta fisierul ca fisier .html.
(Exportare in Html)

Find (Gasire) Cauta text specific.

Sort (Sortare) Sorteaza foaia de calcul selectand pana la trei coloane de date in
fereastra Sort (Sortare).
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Crearea unei structuri de placa folosind Plate Setup Wizard
(Expert configurare placa)

Puteti utiliza Setup Wizard (Expert configurare) pentru a introduce informatiile privind structura placii
care sunt necesare pentru analiza expresiei genice normalizate, inclusiv:

B Denumiri tinte

B Denumiri probe

B Pozitia tintelor si probei pe placa
B Genal/gene de referinta

B Probé de control

Puteti folosi Setup Wizard (Expert configurare) inainte, in timpul sau dupa finalizarea unei rulari.

Utilizarea Setup Wizard (Expert configurare) al placii

Aceasta sectiune explica modul de creare a unei structuri de placa cu ajutorul Setup Wizard (Expert
configurare). Pentru a vizualiza continutul fiecarei alveole din placa mai usor, faceti clic pe Zoom plate
(Marire placa) din partea de sus a Setup Wizard (Expert configurare).

Important: Revenirea la fila Auto layout (Structurd automaté) cand va aflati in orice alta fila din
Setup Wizard (Expert configurare) reseteaza structura placii. Procedati cu atentie cand selectati
aceasta fila.

Sfat: Puteti reseta structura selectand Tools > Clear Plate (Instrumente > Stergere placa) in
Setup Wizard (Expert configurare).

Pentru a utiliza Setup Wizard (Expert configurare) al placii

1. Deschideti Plate Editor (Editor placa)

2. Pentru a deschide Setup Wizard (Expert configurare),, alegeti Editing Tools (Instrumente de
editare) > Setup Wizard (Expert configurare).

Setup Wizard (Expert configurare) va aparea in fila Auto layout (Structura automata).
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Setup Wizard

Tools  [] Zoom plate
Auto layout Targetnames Sample names Reference targets Control sample
1 2 3 4 5 6
Al Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample 1 Sample 1 Sample 1 Sample 1
B Target2 | Target3 Target5 | Target6 Target9
Sample2 | Sample2 Sample2 | Sample 2 Sample 2
c Target2 Target3 Target5 Target6 T 7 Target9
Sample3 | Sample3 Sample3 | Sample3 | Sample Sample 3
D Target2 | Target3 Target5 | Target6 arge Target9
Sampled | Sampled Sampled | Sample4 | Sample Sample 4
E Target2 | Target3 Target5 | Target6 arge Target9
Sample5 | Sample5 Sample5 | Semple5 | Sample5 Sample 5
I3 Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample6 | Sample 6 Sample 6 | Sample 6
al Target2 | Target3 Target5 | Target6 Target9
Sample7 | Sample7 Sample 7 | Sample 7 Sample 7
H Target2 Target3 Target5 Target6 Target9
Sample8 | Sample8 Sample8 | Sample8 | Sa Sample 8
Click and drag on the plate to define the loading area. ? Colorby: @ Target O Sample
Use selections below to generate a suggested layout. Show: [ Target [ Sample
Targets: |10 {5 @ Byrow O Bycolumn Groupby: @ Target O Sample
Samples: 8 3] O Byrow ® Bycolumn GLiiiio Next Cancel

3. infila Auto layout (Structura automata), urmati procedura urméatoare:

a. Faceticlic pe o alveola din grila si trageti peste si in jos pentru a specifica zona de pe placa in
care doriti sa incarcati proba.

b. Introduceti numarul de tinte si probe de incarcat.

Sfat: Numarul de tinte si probe trebuie sa fie egal cu numarul de celule selectate. Daca
numerele introduse nu se potrivesc in zona selectata, modificati numerele sau zona de
selectare a placii. Orientarea elementelor de pe placa si gruparea acestora pot fi
specificate.

c. (Optional) Modificati orientarea placii. De exemplu, puteti configura tintele in coloane si
probele in randuri sau puteti grupa dupa probe.

d. Faceti clic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Target Names (Denumiri tinte).

Observatie: Daca structura placii nu are un model obisnuit, folositi fila Target Names
(Denumiri tinte) pentru a va pozitiona manual tintele sau fila Sample Names (Denumiri probe)
pentru a va pozitiona manual probele pe placa. Faceti clic si trageti pentru a selecta mai
multe alveole.
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In fila Target Names (Denumiri tint&), definiti numele tintei pentru grupurile de tinte:
a. Urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Pentru a redenumi tintele dupa grup, setati Select by (Selectare dupa) la Target (Tinta).

B Pentru a redenumi tintele dupa alveola, setati Select by (Selectare dupa) la Well
(Alveola).

b. Selectati un grup de tinte sau alveole din grila si tastati un nume in lista verticala Target name
(Denumire tinta).

Sfat: Apasati Tab pentru a selecta urmatorul grup sau urmatorul alveola din dreapta sau
Enter pentru a selecta urmatorul grup sau urmatorul alveola de dedesubt. Alternativ, in
filele Target name (Denumire tintd) si Sample name (Denumire probd), apasati tasta
Control si faceti clic pe o alveola pentru a selecta mai multe alveole care nu sunt
adiacente.

c. Faceticlic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Sample Names (Denumiri probe).
In fila Sample Names (Denumiri probe), definiti numele probelor pentru grupurile de probe.
Faceti clic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Reference targets (Tinte de referinta).

Tn fila Reference targets (Tinte de referinta), selectati una sau mai multe tinte pe care sa le folositi
drept referinte pentru expresia genica normalizata si faceti clic pe Next (Inainte) pentru a accesa
fila Control sample (Proba de control).

In fila Control sample (Probé de control), selectati o proba de utilizat ca si control in calculele
expresiei genice relative.

Faceti clic pe OK pentru a salva structura placii si a reveni la fila Plate Editor (Editor placa), in care
puteti defini alti parametri de placa. Pentru mai multe informatii, consultati Atribuirea de parametri
optionali fisierului placa de la pagina 118.

Alternativ, faceti clic pe Previous (Inapoi) pentru a reveni la o fila anterioaré si a efectua orice
modificari.

Observatie: Revenirea la fila Auto layout (Structura automata) reseteaza automat placa.
Procedati cu atentie cand faceti clic pe Previous (Inapoi).
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Capitolul 8 Rularea de experimente

Acest capitol va explica cum sa rulati experimente de testare personalizate (definite de utilizator) sau
PrimePCR folosind CFX Manager Dx software.

Un fisier de date de rulare contine informatiile despre protocol si placa pentru rularea respectiva.
Fisierul contine si datele obtinute in urma analizelor realizate de CFX Manager Dx dupa finalizarea
rularii.

CFX Manager Dx software faciliteaza configurarea si rularea experimentelor definite de utilizator sau
PrimePCR. Fereastra Run Setup (Configurare rulare) va ghideaza prin pasii comuni de configurare a
unui experiment, ducandu-va la caseta de dialog Start Run (incepere rulare), din care puteti initia
rularea.

Accesarea ferestrei Run Setup (Configurare rulare)
Pentru a accesa fereastra Run Setup (Configurare rulare)

» Urmati una dintre procedurile urmatoare:

® Infila Run Setup (Configurare rulare) din Startup Wizard (Expert pornire), faceti clic fie pe
User-defined (Definita de utilizator), fie pe PrimePCR.

m Infereastra Home (Fereastra de pornire), faceti clic fie pe User-defined Run Setup
(Configurare rulare definita de utilizator), fie pe PrimePCR Run Setup (Configurare rulare
PrimePCR) de pe bara de instrumente.

m Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati fie Run > User-defined Run (Rulare >
Rulare definita de utilizator), fie Run (Rulare) > PrimePCR Run (Rulare PrimePCR).
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Fereastra Run Setup (Configurare rulare)

Fereastra Run Setup (Configurare rulare) ofera acces rapid la fisierele si setérile necesare pentru
configurarea si desfasurarea unui experiment. Cand optati sa rulati un experiment definit de utilizator,
fereastra Run Setup (Configurare rulare) se deschide, afisand fila Protocol. Cand optati sa rulati un
experiment PrimePCR, fereastra Run Setup (Configurare rulare) se deschide, afisand fila Start Run
(Incepere rulare).

Sfat: Consultati Efectuarea de experimente PrimePCR de la pagina 161 pentru informatii privind
PrimePCR; consultati Fila Start Run (Incepere rulare) de la pagina 151 pentru informatii privind
fila Start Run (Incepere rulare).

Run Setup ===
[ Protocol  (££3) Plste mPp Stat Run @
Create New. Express Load
S CFX_2stepAmp prc v
Selected Protocal
CFX_2stepAmp prdd Edit Selected
Preview
Est. Run Time: 01:09-00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 25ul
1 2 3 4
@
%0 C %0 C
300 010
I '\I
/ \ B -
i \ 550 C o W
0:30 T o
| o]
2
¥ x
@ Next 5>
LEGENDA
1. Filele va ghideaza prin configurarea si rularea unui experiment:

B Fila Protocol — selectati un protocol existent pentru rulare sau editare sau
pentru a crea un protocol nou in Protocol Editor (Editor Protocol).

B Fila Plate (Placa) — selectati o placa existenta pentru rulare sau editare sau
pentru a crea o placa noua in Plate Editor (Editor placa).

B Fila Start Run (Incepere rulare) — vizualizati setérile experimentului, selectati
unul sau mai multe blocuri de instrumente si incepeti rularea.

2. Fereastra principala afiseaza optiunile pentru fiecare fila pe masura ce le aplicati.

3. Butoanele de navigare va duc la fila Start Run (Incepere rulare).
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Fila Protocol

Fila Protocol afiseaza o previzualizare a fisierului de protocol pe care intentionati sa-I rulati. Un fisier
de protocol contine instructiunile pentru pasii de temperatura ai instrumentului, precum si optiunile
instrumentului care controleaza viteza de crestere, volumul probei si temperatura capacului.

Run Setup
[Af] Protocol (3ZE) Plate sBr StatFun
Create New... Express Load
CFX_2stepAmp prcl bl
Select Existing
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prcl Edit Selected...
Prewview
Est. Run Time: 01:09:00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 254
1 2 3 4
950 C 9.0 C
[ 300 010
| I\I
/ \ s B
/ \ 550 C o |
| 0:30 T D
/ (-]
2
I’ x
Nexg >>

Implicit, software-ul afiseaza protocolul definit in sectiunea File Selection for Run Setup (Selectare
fisier pentru configurarea rularii) din fila Files (Fisiere) in caseta de dialog User > User Preferences
(Utilizator > Preferinte utilizator). Puteti modifica protocolul implicit in caseta de dialog User
Preferences (Preferinte utilizator). Pentru mai multe informatii, consultati Schimbarea setarilor

implicite ale fisierelor de la pagina 64.

In fila Protocol, puteti:

B Creaun nou protocol de rulat

B Selecta un protocol existent pentru a-l rula sau edita

Pentru mai multe informatii despre crearea si modificarea protocoalelor, consultati Capitolul 6,

Crearea de protocoale.
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Pentru a crea un nou protocol

1. Infila Protocol, faceti clic pe Create New (Creare nou).

Va aparea fereastra Protocol Editor (Editor Protocol).

2. Utilizati Protocol Editor (Editor Protocol) pentru a crea un nou protocol.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva protocolul si a reveni la fila Protocol din Run Setup (Configurare
rulare).

4. Vizualizati detaliile protocolului si urmati una dintre procedurile urmatoare:

Dac4 detaliile sunt corecte, faceti clic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Plate (Placa).

Daca detaliile sunt incorecte, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectat) pentru a reveni la
fereastra Protocol Editor (Editor Protocol). Revizuiti protocolul, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (inainte) din fila Protocol pentru a accesa fila Plate (Placa).

Pentru a selecta un protocol existent

1. Infila Protocol, urmati una dintre procedurile urmétoare:

Faceti clic pe Select Existing (Selectare existent) pentru a naviga la un protocol existent.

Faceti clic pe Express Load (Incércare expresa) si selectati un protocol din lista verticala a
protocoalelor.

Sfat: Puteti adiuga sau elimina protocoale din lista verticala Express Load (Incarcare
expresa). Pentru mai multe informatii, consultati Adaugarea si stergerea protocoalelor
cu Tncarcare expresa.

2. Vizualizati detaliile protocolului si urmati una dintre procedurile urmatoare:

Daca detaliile sunt corecte, faceti clic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Plate (Placa).

Daca detaliile sunt incorecte, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectat) pentru a deschide
fereastra Protocol Editor (Editor Protocol). Revizuiti protocolul, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (inainte) din fila Protocol pentru a accesa fila Plate (Plac).
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Adaugarea si stergerea protocoalelor cu incarcare expresa

Puteti modifica continutul listei verticale Express Load (Incarcare expresa) care apare in Protocol
Editor (Editor Protocol). Protocoalele din aceasta lista sunt salvate in urmatorul folder:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CF X\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Pentru a modifica lista de protocoale Express Load (incarcare expresa)
1. Navigati la si deschideti folderul ExpressLoad (Incarcare expresa).
2. Verificati fisierele de protocol (.pcrl) din folder.
3. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Stergeti protocoalele din folder pentru a le indeparta din lista verticala.

B Copiati protocoalele in folder pentru a le adauga in lista verticala.
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Fila Plate (Placa)

Observatie: Daca protocolul selectat in fila Protocol nu include un pas de citire placa pentru
analiza PCR in timp real, fila Plate (Placa) este ascunsa. Pentru a vizualiza fila Plate (Placa),
adaugati cel putin o citire de placa la protocol.

Fila Plate (Placa) afiseaza o previzualizare a fisierului de placa pe care doriti s3 il incarcati. intr-o
rulare PCR in timp real, fisierul de placa contine o descriere a continutului fiecarei alveole, incluzand
fluoroforii acestora, modul de scanare si tipul de placa. CFX Manager Dx software utilizeaza aceste
descrieri pentru colectarea si analiza datelor.

Run Setup (==
(0] Protocol (2 Piate v Stat Fun
Create Mew... Express Load
Guick Plate_56 wells_All Channeis w
Select Easting... = = Ll
Selected Plate
QuickPlate_96 wels_All Channels pitd Edtt Selected..
Preview
FRuorophores: FAM. HEX, Texas Red. Cy5. Quasar 705 Piate Type: BR Cear Scan Mode: Al Channels
1 2 3 4 5 6 7 8 9 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 Unk. 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 >>

Implicit, software-ul afiseaza placa definita in sectiunea File Selection for Run Setup (Selectare fisier
pentru configurarea rularii) din fila Files (Fisiere) din caseta de dialog User > User Preferences
(Utilizator > Preferinte utilizator). Puteti modifica placa implicita in caseta de dialog User Preferences
(Preferinte utilizator). Pentru mai multe informatii, consultati Schimbarea setarilor implicite ale
fisierelor de la pagina 64.

In fila Plate (Plac&), puteti:
B Creati o placa noua pentru incarcare.

B Selectati o placa existenta pentru incarcare sau editare.
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Fila Plate (Placa)

Pentru mai multe informatii privind crearea si modificarea placilor, consultati Capitolul 7, Pregatirea
placilor.

Pentru a crea o placa noua

1. Pefila Plate (Placa), faceti clic pe Create New (Creare nou).
Apare Plate Editor (Editor placa).

2. Utilizati Plate Editor (Editor placa)pentru a crea o placa noua.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva placa si a reveni la fila Plate (Placa) din Run Setup (Configurare
rulare).

4. Vizualizati detaliile placii si urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Daca detaliile sunt corecte, faceti clic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Start Run
(Incepere rulare).

B Daca detaliile sunt incorecte, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectate) pentru a reveni la
fereastra Plate Editor (Editor placa). Revizuiti fisierul de placa, salvati modificarile, apoi
faceti clic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Plate (Placa) pentru a continua la fila Start
Run (incepere rulare).

Pentru a selecta un fisier de placa existent

1. Infila Plate (Placa), urmati una dintre procedurile urmétoare:

B Faceti clic pe Select Existing (Selectare existent) pentru a naviga la un fisier de placa
existent.

B Faceti clic pe Express Load (Incércare expresa) si selectati un fisier de placa din lista
verticala.

Sfat: Puteti adauga sau elimina placi din lista verticala Express Load (Incarcare
expresa). Pentru mai multe informatii, consultati Adaugarea si stergerea fisierelor placa
cu incarcare expresa.

2. Vizualizati detaliile placii si urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Daca detaliile sunt corecte, faceti clic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Start Run
(Incepere rulare).

B Daca detaliile sunt incorecte, faceti clic pe Edit Selected (Editare selectat) pentru a deschide
fereastra Plate Editor (Editor placa). Revizuiti fisierul de placa, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (Inainte) pentru a accesa fila Start Run (Incepere rulare).
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Adaugarea si stergerea fisierelor placa cu incarcare expresa

Puteti modifica continutul listei verticale Express Load (Incarcare expresa) care apare in Plate Editor
(Editor placa). Placile care apar in aceasta lista sunt salvate in urmatorul folder:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Pentru a modifica lista de figiere de placa Express Load (incarcare expresa)
1. Navigati la si deschideti folderul ExpressLoad (Incarcare expresa).
2. Verificati fisierele de placa (.pltd) din folder.
3. Urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Stergetifisierele de placa din folder pentru a le indeparta din lista verticala.

B Copiatifisierele de placa din folder pentru a le adauga in lista verticala.
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Fila Start Run (incepere rulare)

Fila Start Run (Incepere rulare) afiseaza informatii despre experimentul care urmeaza a fi rulat.
Aceasta afiseaza, de asemenea, blocul sau blocurile instrumentului conectat pe care puteti rula
experimentul.

Run Setup @
Protocol (13 Plte "B Stat Run
Run Information
Protocol: CFX_2stepAmp prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pltd
Notes:

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name & Type Run Status | Sample Volume ID/Bar Code
0O CFXS'G Deep Well Idle 25
CFX36DW2 CFX96 Deep Wel Idle 25
[] CFrxsaibi CFX36 Idle 25
CFX3602 CFX36 Idle 25

[] Select All Blocks

@ Bash Bock Indcator | | 27 Open Lid £ Coselid

B Start Run

<< Prey.

Utilizand fila Start Run (Incepere rulare), puteti face urmatoarele lucruri:

B Vizualiza informatii detaliate despre rulare, inclusiv fisierul de protocol selectat, fisierul placa si
modul de scanare.

B Ad3auga observatii despre rulare.

B Vizualiza detalii despre toate instrumentele conectate, inclusiv starea lor de rulare (in functiune
sau inactiv), volumul probei in pl, temperatura capacului, modul de emulare si nr. de identificare
sau codul de bare, daca sunt disponibile.

Observatie: Puteti modifica coloanele care apar in tabelul Start Run on Selected Blocks
(Incepere rulare pe blocurile selectate). Pentru detalii, consultati Modificarea detaliilor din
tabelul Selected Blocks (Blocuri selectate) de la pagina 152.

B Selectati blocul sau blocurile pe care doriti sa realizati rularea.
B Deschideti sau inchideti de la distanta capacul fiecarui instrument selectat.

B Porniti rularea.
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Modificarea detaliilor din tabelul Selected Blocks (Blocuri selectate)

Puteti modifica coloanele care apar in tabelulStart Run on Selected Block(s) (incepere rulare pe
blocurile selectate). Puteti, de asemenea, modifica valorile implicite pentru volumul probei si
temperatura capacului in tabel. Schimbarile setarilor sunt aplicate asupra rularii de efectuat.

Pentru a adiauga coloane in tabelul Start Run on Selected Blocks (incepere rulare pe
blocurile selectate)

»  Faceti clic dreapta pe tabel si selectati o optiune in meniul care apare.

Pentru a elimina coloane din tabelul Start Run on Selected Blocks (incepere rulare pe
blocurile selectate)

» Faceti clic dreapta pe tabel si stergeti optiunea din meniul care apare.
Pentru a edita valorile pentru volumul probei sau temperatura capacului pentru un bloc

P Selectati celula pentru volumul probei sau temperatura capacului pentru blocul tinta si introduceti
o valoare noua in celula.

Pentru a adauga un ID de rulare sau un cod de bare pentru un bloc

» Selectati celula ID/Bar Code (ID/Cod de bare) pentru blocul tinta si introduceti un ID sau scanati
blocul cu un cititor de cod de bare.

Rularea unui experiment

Important: nainte de a rula un experiment, asigurati-va ca software-ul anti-virus al computerului
dumneavoastra nu va initia o scanare in timpul rularii.

Pentru a rula un experiment

1. Infila Start Run (Incepere rulare), verificati detaliile despre placa si protocol in sectiunea Run
Information (Informatii rulare).

2. (Optional) Adaugati observatii despre rulare sau experiment in caseta de text Notes (Observatii).
3. Bifati caseta de selectare a blocului sau blocurilor pe care doriti s& realizati rularea.

Sfat: Pentru a rula experimentul pe toate blocurile, selectati Select All Blocks (Selectare
toate blocurile) de sub tabelul Selected Blocks (Blocuri selectate).
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Fila Start Run (Incepere rulare)

4. (Optional) Faceti clic pe Flash Block Indicator (Indicator lumina intermitenta bloc) pentru a face sa
lumineze indicatorul LED de pe blocurile selectate ale instrumentului.

5. Introduceti placile experimentului in bloc:

a. Faceticlic pe Open Lid (Deschidere capac). Se va deschide capacul motorizat al fiecarui bloc
selectat.

b. Introduceti un bloc de experiment in fiecare bloc selectat.
c. Faceti clic pe Close Lid (Inchidere capac)).

Sfat: Pentru a deschide si inchide capacul, puteti, de asemenea, apasa butonul de pe partea
frontala a fiecarui bloc.

6. Faceticlic pe Open Lid (Deschidere capac) si Close Lid (Inchidere capac) pentru a deschide si
Tnchide capacul motorizat al fiecarui bloc selectat pentru instrument.

7. Vizualizati detaliile rularii si urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Dac4 detaliile sunt corecte, faceti clic pe Start Run (Incepere rulare).
B Daca detaliile suntincorecte:

O Corectati detaliile Tn tabelul Selected Blocks (Blocuri selectate) si faceti clic pe Start Run
(Incepere rulare).

O Reveniti la fila corecta si efectuati modificarile adecvate, salvati modificarile, apoi faceti
clic pe Next (Inainte) pentru a reveni la fila Start Run (Incepere rulare) si a initia rularea.

Pentru a initia o noua rulare dintr-o rulare anterioara
» Urmati una dintre procedurile urmatoare:

B Selectati File > Repeat a Run (Fisier > Repetare rulare) din bara meniului principal al
software-ului; navigati la si faceti dublu clic pe fisierul de date al rularii pe care doriti sa o
repetati.

B Selectati fila Repeat Run (Repetare rulare) din Startup Wizard (Expert pornire) si faceti dublu
clic pe fisierul de date al rularii pe care doriti sa o repetati.

Optional, in fila Repeat Run (Repetare rulare) puteti face clic pe Browse (Navigare) si naviga
la si face dublu clic pe fisierul de date al rularii pe care doriti sa o repetati.
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Caseta de dialog Run Details (Detalii rulare)

Cand faceti clic pe Start Run (Incepere rulare), CFX Manager Dx software va indica sa salvati fisierul
de date (.pcrd), incepe rularea si deschide caseta de dialog Run Details (Detalii rulare). Caseta de
dialog Run Details (Detalii rulare) cuprinde trei file de stare:

B Run Status (Stare rulare) — utilizata pentru a vizualiza starea actuala a protocolului, a deschide
sau inchide capacul, a pune pe pauza o rulare, a adauga repetari, a omite pasi sau a opri rularea.

B Real-time Status (Stare in timp real) — utilizatd pentru a vizualiza datele fluorescentei PCR in
timp real, pe masura ce sunt colectate.

B Time Status (Stare timp) — utilizata pentru a vizualiza pe intregul ecran cronometrul pentru
numaratoarea inversa pentru protocol.

Aceste file sunt explicate in detaliu Th urmatoarele sectiuni.

Fila Run Status (Stare rulare)

Fila Run Status (Stare rulare) afiseaza starea actuala a unei rulari in curs de desfasurare. In aceasta
vizualizare puteti, de asemenea, sa controlati capacul si sa schimbati rularea in curs de desfasurare.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd ==
ﬁ Run Status @ Realtime Status G Time Status
Run Status Run Information
1 2 3 4 Protocol: CFX_2stepAmp prol
%0 C %0 C Plate: | QuickFlate_96 wels_Al
300 oo \ Sample Volume: | 25ul
\ 550 C G Scan Mode: | Al Charnels
@ 030 Y
T Data File Name: | 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
D:
29 OpenLid 21 Cose Lid 2] (z] Sio Step ® z
Bash Block

A Ud pause A Sop
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Caseta de dialog Run Details (Detalii rulare)

LEGENDA
1. Panoul Run Status (Stare rulare) — afiseaza progresul actual al protocolului.
2. Solutii de control pentru Run Status (Stare rulare) — va permit sa operati
instrumentul sau sa intrerupeti protocolul actual.
3. Panoul Run Information (Informatii rulare) — afiseaza detaliile rularii.

Comenzi Run Status (Stare rulare)

Utilizati comenzile din fila Run Status (Stare rulare) fie pentru a opera instrumentul din software, fie
pentru a modifica o rulare in curs.

Observatie: Schimbarile aduse protocolului in timpul rularii, precum adaugarea de repetari, nu
modifica fisierul de protocol asociat rularii. Aceste actiuni sunt inregistrate in Run Log (Jurnal
rulare).

27

— deschide capacul motorizat al instrumentelor selectate.

Important: Deschiderea capacului in timpul unei rulari pune rularea pe pauza in timpul
pasului curent si ar putea modifica datele.

2

-

disponibila doar cand ruleaza un pas GOTO (SaltLa).

— inchide capacul motorizat al instrumentelor selectate.

—adauga mai multe repetari la pasul curent GOTO (SaltLa) din protocol. Aceasta optiune este

Ak

— omite pasul curent din protocol.

Observatie: Daca omiteti un pas GOTO (SaltLa), software-ul va cere sa confirmati ca doriti
sa omiteti intreaga bucla GOTO (SaltLa) si sa continuati cu urmatorul pas din protocol.

? — face sa lumineze intermitent LED-ul de pe instrumentul selectat, pentru a identifica blocurile

selectate.
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i

— pune protocolul pe pauza.

Observatie: Aceasta actiune este inregistrata in Run Log (Jurnal rulare).

Wl

—reia un protocol care a fost pus pe pauza.

— opreste rularea inainte ca protocolul sa fie finalizat.

Observatie: Oprirea unei rulari Thainte ca protocolul sa fie finalizat va poate modifica datele.
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Caseta de dialog Run Details (Detalii rulare)

Fila Real-time Status (Stare in timp real)

Fila Real-time Status (Stare in timp real) afiseaza datele PCR in timp real colectate in fiecare ciclu in
timpul rularii, dupa primele doua citiri ale placii.

-

Run Details - CFX Run [SIME3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB3878 perd =]
(2 R status '-a Reaitime Status () Time Status

Amplification

RFU
- @ B W A8

A FAM [ HEX [ TexasRed [1Cy5 [ Quasar 705 WelGroup: AlWells ~  Step Number:  3(Amp)

Wel O Fuor & Taget () Contert { Sample {

A GO4 FAM Unkn
B GO5 FAM Unkn
c GO6  FAM ® Unkn
: G07 FAM Unkn
E G08 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 @
|
Repeat 5 of 40 Remaining 00:5%:24 Lid 105°C
LEGENDA
1. Panoul urme de amplificare — afiseaza datele de amplificare in timp real din
timpul rularii.
2. Identificator grup de alveole — daca la configurarea placii au fost identificate

grupuri de alveole, utilizatorii pot selecta un anumit grup de alveole pentru a-i
vizualiza urmele, alveolele si informatiile tabelare.

Identificator numar de pas — daca protocolul colecteaza date la mai mult de un
pas (de exemplu, in timpul amplificarii si curbei de topire), utilizatorii pot selecta
un anumit pas si vizualiza urmele colectate la pasul respectiv.

3. Panoul selectorului de alveole — afiseaza alveolele active, inactive si goale din
placa.

4. Panoul tabelului de configurare a placii — afiseaza configurarea placii in format
tabelar.
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5. Panoul cu detalii despre rulare — afiseaza starea rularii Tn timp real, inclusiv:
B Pasul curent
B Repetarea curenta
B Temperatura curenta
B Timpul ramas
B Temperatura probei

B Temperatura capacului

6. Plate Setup (Configurare placa) — deschide caseta de dialog Plate Setup
(Configurare placa), in care utilizatorii pot modifica configurarea curenta a placii
n timpul unei rulari.

In fila Real-time Status (Stare in timp real) puteti:

B Afisa sau ascunde urmele in timp real, selectandu-le in panoul selectorului de alveole sau in
tabelul de configurare a placii.

B Vizualiza o singura urma sau grupuri de urme selectandu-le din meniul vertical al grupurilor de
alveole.

B Edita placa sau inlocui fisierul placa.

B Aplica un fisier PrimePCR la rulare.

Afisarea sau ascunderea urmelor in timp real

Implicit, toate alveolele umplute sunt active si apar in tabelul de configurare a placii. Alveolele active
apar cu albastru in panoul selectorului de alveole. Alveolele ascunse apar cu gri deschis, iar alveolele
nefolosite apar cu gri inchis in panoul selectorului de alveole.

Puteti ascunde urmele din alveolele active in timpul rularii. CFX Manager Dx continua sa colecteze
date pentru toate alveolele; cand ascundeti alveole, datele lor nu apar in tabelul de configurare a
placii.

Pentru a ascunde urmele in timp real

» in panoul selectorului de alveole, faceti clic pe alveolele active (albastre) pe care doriti sa le
ascundeti.
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Caseta de dialog Run Details (Detalii rulare)

Pentru a afisa urmele in timp real

» in panoul selectorului alveole, faceti clic pe alveolele ascunse (gri deschis) pe care doriti sa le
afisati.

Pentru mai multe informatii despre selectorul de alveole, consultati Selectorul de alveole de la pagina
174.

Editarea configurarii placii
Pentru a edita configurarea placii

» Faceti clic pe Plate Setup (Configurare placa) si apoi selectati View/Edit Plate (Vizualizare
editare/placa).

Apare fereastra Plate Editor (Editor placa) in care puteti edita placa in timp ce rularea este in curs.
Pentru mai multe informatii despre editarea placilor, consultati Capitolul 7, Pregatirea placilor.

Observatie: De asemenea, puteti edita stilurile de urme din fereastra Plate Editor (Editor
placa). Modificarile apar in graficul urmelor de amplificare din fila Real-time Status (Stare in
timp real).

inlocuirea unui figier placa

Sfat: Inlocuirea unui fisier placa este utila in special daca initiati o rulare cu un fisier Quick Plate
(Placa rapida) din folderul ExpressLoad (incarcare expresd) .

Pentru a inlocui un figier placa
» Faceti clic pe Plate Setup (Configurare placa), apoi selectati una dintre urmatoarele optiuni:

m  Replace Plate file (Inlocuire fisier placa) — selectati noul fisier placa din lista din fereastra de
navigare

B Apply PrimePCR file (Aplicare fisier PrimePCR) — cautati un fisier de rulare din care se va
obtine structura pléacii, utilizdnd Smart search (Cautare inteligenta) sau facand clic pe Browse
(Rasfoire) pentru a gasi un fisier pe care |-ati descarcat de pe site-ul web Bio-Rad si care nu
se afla in folderul PrimePCR

Observatie: CFX Manager Dx verificd modul de scanare si dimensiunea placii pentru fisierul
placa. Acestea trebuie sa corespunda cu cele din setarile rularii cu care a inceput rularea.
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Fila Time Status (Stare timp)

Fila Time Status (Stare timp) afiseaza timpul ramas pentru finalizarea rulérii actuale.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd =)

Q Run Status q Realtime Status | () Time Status

Running

01:02:02
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Efectuarea de experimente PrimePCR

Efectuarea de experimente PrimePCR

Experimentele PrimePCR utilizeaza teste specifice pentru cale biologica sau afectiune pe care Bio-
Rad le-a validat si le-a optimizat n laborator umed si care sunt disponibile in urméatoarele formate:

B Panouri cu placa preconfigurata — placi care contin teste care sunt specifice pentru o cale
biologica sau afectiune; acestea includ solutii de control PrimePCR si gene de referinta

B Placi cu o configuratie personalizata — placi care pot fi configurate intr-o structura definita de
utilizator, cu optiunea de a selecta teste pentru tinte de interes, solutii de control si referinte

B Teste individuale — eprubete care contin seturi de primeri individuale pentru utilizare in reactii in
timp real

Pentru a reduce timpul de rulare general, puteti elimina pasul de topire din protocol. Bio-Rad va
recomanda insistent sa nu faceti nicio altd modificare unui protocol de rularePrimePCR. Protocolul
implicit este cel care a fost utilizat pentru validarea testului. Orice deviere de la aceasta poate afecta
rezultatele. Schimbarile privind protocolul sunt notate in fila Run Information (Informatii rulare) pentru
fisierul de date rezultat si in orice rapoarte create.

Pentru a initia o rulare PrimePCR
» Pentru ainitia o rulare PrimePCR, efectuati oricare dintre urmatoarele:

m n Startup Wizard (Expert pornire), selectati PrimePCR pe fila Run Setup (Configurare rulare)
si apoi selectati chimia corespunzatoare (SYBER sau sonda).

B Selectati o rulare PrimePCR din lista Recent Runs (Ruléri recente) de pe fila Repeat Run
(Repetare rulare) in Startup Wizard (Expert pornire).

B Selectati File > New > PrimePCR Run (Fisier > Nou > Rulare PrimePCR) in fereastra Home
(Fereastra de pornire).

B Selectati File > New > PrimePCR Run File (Fisier > Nou > Fisier Rulare PrimePCR) in
fereastra Home (Fereastra de pornire).

B Trageti si eliberati un figsier de rulare PrimePCR in fereastra Home (Fereastra de pornire).

Dupa ce ati selectat o rulare PrimePCR, fereastra Run Setup (Configurare rulare) se deschide pe fila
Start Run (incepere rulare) cu structura implicita de placa PrimePCR incércata in functie de
instrumentul selectat.

Pentru a elimina pasul de topire din protocol

» Pefila Protocol, stergeti caseta adiacenta fata delnclude Melt Step (Includere pas topire).
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Pentru a importa informatii tinta pentru placi PrimePCR intr-o structura de placa
1. Urmati una dintre procedurile urmatoare:

® Infila Real-time Status (Stare in timp real) din caseta de dialogRun Details (Detalii rulare),
selectati Plate Setup > Apply PrimePCR File (Configurare placa > Aplicare fisier PrimePCR).

B [nfereastra Data Analysis (Analiza date), selectati Plate Setup > Apply PrimePCR File
(Configurare placa > Aplicare fisier PrimePCR).

2. Incaseta de dialog fisier de rulare PrimePCR, faceti clic pe Browse (Rasfoire) pentru a naviga la
fisierul PrimePCR corespunzator (.csv).

3. Selectati fisierul PrimePCR tinta si faceti clic pe Open (Deschidere).

CFX Manager Dx importa informatiile tinta in structura dvs. de placa.
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Capitolul 9 Prezentare generala a Data Analysis
(Analiza date)

CFX Manager Dx furnizeaza mai multe metode de a deschide si vizualiza fisierele de date. Puteti:

B Sa selectati File > Open > Data File (Fisier > Deschidere > Fisier de date) din fereastra Home
(Fereastra de pornire) si sa navigati la fisierul .pcrd tinta.

B S3 selectati File > Recent Data Files (Fisier > Fisiere de date recente) din fereastra Home
(Fereastra de pornire) pentru a selecta dintr-o lista cu cele mai recente zece fisiere de date
deschise.

Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Fereastra Data Analysis (Analiza date) afiseaza mai multe file, fiecare fila afisdnd datele analizate
pentru o anumitd metoda de analiza sau informatii specifice rularii. Filele apar doar daca datele
colectate n timpul rularii sunt disponibile pentru tipul respectiv de analiza.

@ Quantification ({2 Quartification Data Melt Curve Melt Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Paint é:.? Custom Data View Qac [% Run Information
Sfat: Pentru a alege filele care vor fi afisate, selectati-le din meniul vertical View (Vizualizare) din

fereastra Data Analysis (Analiza date). Pentru a reveni la aspectul original al filei, selectati
Settings > Restore Default Window Layout (Setéri > Restabilire Aspect fereastra implicit).
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Bara de instrumente de analiza a datelor

Bara de instrumente din fereastra Data Analysis (Analiza date) ofera acces rapid la functii importante
de analiza a datelor.

Elate Setup ~ '.; | All Wells + || Fluorephere  + ‘ ?

Tabelul 15 listeaza functiile butoanelor de pe bara de instrumente.

Tabelul 15. Bara de instrumente a ferestrei Data Analysis (Analiza date)

Buton Denumire Functie
Bl Plate Setup View/Edit (Vizualizare/Editare) placa:
Plate Setup - (Configurare Deschide Plate Editor (Editor placa) pentru a
placa) vizualiza si edita continutul alveolelor.

Fisier de inlocuire placé: selecteaza un figier
placa pentru a inlocui configurarea placii.
Fisier pentru aplicarea PrimePCR:
selecteaza un fisier de rulare care va inlocui
structura placii pentru o rulare PrimePCR.

=3 Gestionare grupuri Deschide fereastra Well Groups Manager
- de alveole (Manager grupuri de alveole) pentru a crea,
edita si sterge grupuri de alveole.

Grup de alveole Selecteaza numele unui grup de alveole
existent din meniul vertical. Selectia implicita
este All Wells (Toate alveolele). Acest buton
apare doar cand sunt create grupuri de
alveole.

All Wells w

Analysis Mode Analizeaza datele fie in modul Fluorophore
Fluorophore (Mod Analiz3) (Fluorofor), fie in modul Target (Tinta).

Help (Ajutor) Deschide o copie digitala a acestui manual in
2 format Acrobat PDF.
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Bara de meniu de analiza a datelor

Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Tabelul 16 listeaza elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date).

Tabelul 16. Elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date)

Element de
meniu Comanda Functie
File (Fisier) Save (Salvare) Salveaza fisierul.
Save As (Salvare ca) Salveaza fisierul cu o denumire noua.
Repeat Run (Repetare rulare) Extrage fisierul de protocol si placa din rularea
curenta, pentru a-l rula din nou.
Close (Inchidere) inchide fereastra Data Analysis (Analiz& date).
View Run Log (Jurnal rulare) Deschide o fereastra Run Log (Jurnal rulare)

(Vizualizare)

pentru a vizualiza jurnalul rularii fisierului de
date curent.

Quantification, Melt Curve,
Gene Expression, End Point,
Custom Data View, QC, Run
Information (Cuantificare,
Curba de topire, Expresie
genica, Momentul final,
Vizualizare de date
personalizata, CC, Informatii
rulare)

Afiseaza datele analizate din filele selectate in
fereastra Data Analysis (Analiza date). Trebuie
selectata cel putin o fila.

Settings (Setari)

C Determination Mode (Mod
determinare Cg)

Selectati modul Regression (Regresie) sau
Single Threshold (Prag unic) pentru a
determina cum se calculeaza valorile C
pentru fiecare urma.

Baseline Setting (Setarea
Nivel initial)

Selectati metoda Baseline Subtraction
(Scadere nivel initial) pentru grupurile de
alveole selectate.

Analysis Mode (Mod Analiza)

Selectati pentru a analiza datele in functie de
Fluorophore (Fluorofor) sau Target (Tinta).
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Tabelul 16. Elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date), continuare

Element de
meniu

Comanda

Cycles to Analyze (Cicluri de
analizat)

Functie

Selectati ciclurile care urmeaza a fi analizate.

Baseline Thresholds (Praguri
nivel initial)

Deschide fereastra Baseline Thresholds
(Praguri nivel initial) pentru a ajusta nivelul
initial sau pragul.

Trace Styles (Stiluri Urme)

Deschide fereastra Trace Styles (Stiluri Urme).

Plate Setup (Configurare
placa)

Deschide Plate Editor (Editor placa) pentru a

vizualiza si edita placa; inlocuiti placa curenta
cu una dintr-un fisier placa definit de utilizator
sau un fisier de rulare PrimePCR.

Include All Excluded Wells
(Includeti toate alveolele
excluse)

Include toate alveolele excluse in analiza.

Mouse Highlighting
(Evidentiere cu mouse-ul)

Activeaza sau dezactiveaza evidentierea
simultana a datelor cu indicatorul mouse-ului.

Sfat: Daca Mouse Highlighting
(Evidentiere cu mouse-ul) este
dezactivata, apasati tasta Control pentru a
activa temporar evidentierea.

Restore Default Window
Layout (Restabilire Aspect
fereastra implicit)
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Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Tabelul 16. Elementele barei de meniu din fereastra Data Analysis (Analiza date), continuare

Element de
meniu Comanda Functie
Export Export All Data Sheets to Exporta toate vizualizarile foilor de calcul din
(Exportare) Excel (Exporta toate fisele de fiecare fila in fisiere Excel individuale.
date in Excel)
Custom Export (Exportare Deschide fereastra Custom Export (Exportare
personalizata) personalizata) in care pot fi specificate
campurile de exportat si formatul fisierului.
Export to LIMS Folder Deschide o fereastra pentru a salva datele intr-
(Exportare in folderul LIMS) un format predeterminat in folderul LIMS.
Seegene Export (Exportare Deschide o fereastra pentru a identifica locul
Seegene) de salvare a datelor din toate foile de calcul in
fisiere Excel structurate special pentru a fi
utilizate de Seegene, Inc.
Tools Reports (Rapoarte) Deschide Raportul pentru acest fisier de date.

(Instrumente)

Well Group Reports (Rapoarte
pentru grupuri de alveole)

Deschide fereastra Well Group Report
(Rapoarte pentru grupuri de alveole) pentru a
genera rapoarte pentru grupurile de alveole
specificate.

Import Fluorophore Calibration
(Importare calibrare fluorofor)

Selectati un fisier de calibrare de aplicat
fisierului de date curent.

gbase+

Lanseaza gbase+ v2.5 direct din fisierul .pcrd
curent, daca este instalat.
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Detalii fila

Fiecare fila din fereastra Data Analysis (Analiza date) afiseaza datele Tn grafice si foi de calcul pentru o
anumitd metoda de analiza si include un selector de alveola pentru selectarea datelor pe care doriti sa
le afisati. Cand se deschide, Data Analysis (Analiza date) afiseaza implicit fila Quantification
(Cuantificare). Puteti utiliza datele din graficul Amplification (Amplificare) din fila Quantification
(Cuantificare) pentru a determina setarile adecvate de analiza pentru rulare.

Wi Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 1.pcrd - o X
File View Settings Export Tools E\ate Setup '|h= Fluorophore | ?
Quantfication Guantification Data EE Gene Expression {g? Custom Data View Qc % Fun Information

Amplification El Standard Curve 2

3 4 5 1] T 13
10? - Log Starting Quantity
o 10 P » ) 0 g i
Cycles Log Seale 7 FAM = 005 RA2=0020 SIepEe- 575 e 106
FAM [JHEX [] TexasRed []0Cy5 Step Number
1 2 3 4 5 3 7 B s 10 | 1 12 Well Q| Fuor [ Target O Content ¢ Samle 0| Ca 2]
A O3 FAM Tubuin St di-1 ®
s R4 FAM Tuuin 52 2
5 FAM Tubulin 53 42
€ R Tubulin  Std4 di4
D F7FAM Tubuin S5 s
z e FAM Tubuin 56 i
I8 FAM Tubuin ST 47
G [stez [seds [seae | stes [ stao |
G Istdl |std2 Istd3 Ismq Isms Istds Isnﬂ
S N 3 0 0 Y -

Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Observatie: Software-ul asociaza datele din panourile fiecarei file Data Analysis (Analiza date).
De exemplu, evidentierea unei alveole prin plasarea indicatorului mouse-ului pe alveola in
vizualizarea selector de alveole evidentiaza datele din toate celelalte panouri.
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Fereastra Data Analysis (Analiza date)

Selector Step Number (Numar pas)

Sistemele CFX96 si CFX96 Deep Well pot achizitiona date de fluorescenta in cadrul mai multor pasi
de protocol; software-ul pastreaza datele achizitionate separat pentru fiecare pas. Software-ul
afiseaza selectorul Step Number (Numar pas). Atunci cand un protocol contine cel putin un pas de
colectare a datelor, CFX Manager Dx software afiseaza datele din primul pas de colectare.

Daca protocolul contine mai mult de un pas de colectare, puteti selecta un alt pas din lista verticala, de
exemplu:

Step Number: | 3 w

Cand selectati un pas, software-ul aplica acea selectie tuturor datelor afisate in fereastra Data
Analysis (Analiza date).

Vizualizarea grupurilor de alveole in Data Analysis (Analiza date)

Alveolele din placa pot fi grupate Tn subseturi pentru analiza independenta utilizadnd grupuri de alveole.
Cand creati grupuri de alveole, denumirea grupului apare in fereastra Data Analysis (Analiza date), in
lista verticala Well Groups (Grupuri de alveole) de pe bara de instrumente.

Daca ati creat grupuri de alveole, software-ul afiseaza grupul implicit de alveole All Wells (Toate
alveole) atunci cand deschideti fereastra Data Analysis (Analiza date), afisdnd datele din toate
alveolele cu continut in grafice si foi de calcul. Doar alveolele din grupul de alveole respectiv incarcate
cu continut apar in selectorul de alveole si doar datele pentru alveolele respective sunt incluse in
calculele analizei datelor.

Observatie: Daca nu ati creat grupuri de alveole, lista verticala Well Groups (Grupuri de alveole)
nu va aparea in bara de instrumente.

Modificarea continutului alveolelor dupa o rulare

Tn timpul analizei datelor, modificarea modului in care sunt afisate datele prin modificarea continutului
alveolelor in Plate Editor (Editor placa) nu modifica niciodata datele de fluorescenta colectate din
fiecare alveola in timpul rularii. Dupa ce modulul colecteaza datele de fluorescenta, acele date nu pot
fi sterse, dar puteti sa le eliminati din vizualizare si din analiza.

Pentru modificarea continutului alveolelor dupa o rulare

» infereastra Data Analysis (Analiza date), faceti clic pe Plate Setup (Configurare placa) si selectati
una dintre urmé&toarele optiuni:

m  Edit/View Plate (Editare/Vizualizare placa) — deschide Plate Editor (Editor placa), unde
puteti face modificari manuale la configurare.
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® Replace Plate file (inlocuire fisier placa) — deschide browser-ul Select Plate (Selectare
placad), in care puteti naviga la o placa salvata anterior cu care sa inlocuiti structura actualé a
placii.

B Apply PrimePCR file (Aplicare fisier PrimePCR) — deschide caseta de dialog Select

PrimePCR file (Selectare fisier PrimePCR), in care puteti naviga la un fisier de rulare
PrimePCR, pe care il puteti aplica structurii placii.

Sfat: Puteti adauga sau edita informatii despre continutul godeului inainte de o rulare, in timpul
sau dupa o rulare sau dupa finalizarea unei rulari PCR. Trebuie sa atribuiti modul de scanare si
dimensiunea placii Thainte de rulare. Acesti parametri nu pot fi modificati dupa rulare.
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Setari Analiza date

Setari Analiza date

Datele graficului Amplification (Amplificare) din fila Quantification (Cuantificare) indica fluorescenta
relativa (RFU) pentru fiecare alveola din fiecare ciclu. Fiecare urma din grafic reprezinta datele de la
un singur fluorofor dintr-o alveola. Aceste date sunt utilizate pentru determinarea valorilor Cq pentru
fiecare alveola si fluorofor. Software-ul foloseste unul dintre cele doud moduri pentru a determina
valorile Cy:

B Regression (Regresie) — aplica un model de regresie neliniar, cu mai multe variabile, urmelor
individuale ale godeului, iar apoi utilizeaza modelul respectiv pentru a calcula o valoare Cq
optima.

B Single Threshold (Prag unic) —foloseste o singura valoare de prag pentru a calcula valoarea
Cq in functie de punctul de depdsire a pragului urmelor de fluorescenta individuale.

Selectati Settings > Cq Determination Mode (Setari > Mod determinare Cq) pentru a alege modul de
determinare al Cy,.

Ajustarea pragului

Tn modul Single Threshold (Prag unic), puteti ajusta pragul pentru un fluorofor facand clic pe linia de
prag din graficul Amplification (Amplificare) si deplasand indicatorul mouse-ului pe verticala.
Alternativ, puteti specifica un prag exact pentru fluoroforul existent.

Setarea Nivel initial

Software-ul seteaza automat nivelul initial individual pentru fiecare alveol&. Setarea Nivel initial
determina metoda de scadere a nivelului initial pentru toate urmele de fluorescenta. Software-ul ofera
trei optiuni de scadere a nivelului initial:

B No Baseline Subtraction (Fara scadere a nivelului initial) — afiseaza datele sub forma de
urme de fluorescenta relativa. Anumite analize nu sunt posibile in acest mod de analiza, prin
urmare software-ul nu afiseaza filele Gene Expression (Expresie genica), End Point (Momentul
final) si Allelic Discrimination (Evidentiere alelica).

B Baseline Subtracted (Nivelul initial scazut) — afiseaza datele sub forméa de urme din care s-a
scazut nivelul initial pentru fiecare fluorofor dintr-o alveola. Software-ul trebuie sa scada nivelul
initial din date pentru a determina ciclurile de cuantificare, construi curbele standard si determina
concentratia probelor necunoscute. Pentru a genera o urma din care s-a scazut nivelul initial,
software-ul integreaza cea mai buna linie dreapta prin fluorescenta inregistrata a fiecarei alveole
n timpul ciclurilor initiale, apoi scade datele cele mai potrivite din datele de fond din care s-a
scazut nivelul initial la fiecare ciclu.
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B Baseline Subtracted Curve Fit (Potrivirea curbei din care s-a scazut nivelul initial) —
afiseazé datele drept urme din care s-a scazut nivelul initial, iar software-ul ajusteaza curba din
care s-a scazut nivelul initial folosind un filtru de medie centrat. Acest proces este realizat in asa
fel incat fiecare C sa ramana invariabila.

Pe langa aceste optiuni, puteti selecta si Apply Fluorescent Drift Correction (Aplicare corectie deviatie
fluorescenta). Pentru alveolele care au valori de deviatie RFU anormale in timpul primelor cateva cicluri
ale unei rulari, software-ul deriva un nivel initial estimat din alveolele adiacente pentru care s-a generat cu
succes un nivel initial orizontal.

Pentru a schimba setarea scaderii nivelului initial:

P Selectati Settings > Baseline Setting (Setari > Setarea nivelului de referinta).

Analysis Mode (Mod Analiza)

Datele pot fi grupate si analizate fie dupa fluorofor, fie dupa denumirea tintei. Atunci cand sunt grupate
dupa fluorofor, urmele de date sunt afisate in functie de fluorofor, asa cum este indicat de configuratia
placii pentru rularea respectiva. Datele individuale ale fluoroforului apar in graficul curbei de amplificare
si in graficul curbei standard (daca este disponibil) atunci cand sunt bifate casetele de selectare a
fluoroforului localizate sub graficul de amplificare.

Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
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@ Guantfication Quartification Dat Gene Expression 488 Custom Data Vi ac ﬁ Run Informati
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Atunci cand sunt grupate dupa tinta, urmele de date sunt afisate in functie de denumirea tintei, asa
cum a fost introdusa n configuratia placii pentru rularea respectiva.
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ion Multiplex - Time Course 3.pcrd
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Pentru a alege un mod de analiza a datelor

» Urmati una dintre procedurile urmétoare:

B Selectati Settings > Analysis Mode (Setari > Mod Analiza).

Step Number: |3 ~

B Alegeti un mod din meniul vertical Analysis Mode (Mod Analiza) de pe bara de instrumente.

Cycles to Analyze (Cicluri de analizat)

Puteti restrictiona numarul de cicluri de analizat. Puteti, de asemenea, analiza date dintr-un anumit set
de cicluri. Numarul maxim de cicluri pe care le puteti analiza este 50.

Observatie: Eliminarea ciclurilor de la inceputul unei rulari poate avea un impact semnificativ

asupra valorii initiale.

Pentru a restrictiona analiza datelor la un anumit interval de cicluri

1. Selectati Settings > Cycles to Analyze (Setari > Cicluri de analizat).

Va aparea caseta de dialog Cycles to Analyze (Cicluri de analizat).

2. Introduceti valorile ciclului initial si final si faceti clic pe OK.

Faceti clic pe Restore Defaults (Restaurare valori implicite) din caseta de dialog Cycles to Analyze
(Cicluri de analizat) pentru a reveni la ciclurile utilizate original pentru analiza.
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Selectorul de alveole

Folositi Selectorul de alveole pentru a afisa sau ascunde datele alveolelor Tn graficele sau foile de
calcul din fereastra Data Analysis (Analiza date). Doar alveolele incarcate cu proba pot fi selectate in
selectorul de alveole. Software-ul coloreaza alveolele din Well Selector (Selectorul de alveole):

®  Albastru —indica alveolele selectate. Datele din alveolele selectate apar in fereastra Data
Analysis (Analiza date).

B Gri deschis —indica alveolele neselectate. Datele din alveolele neselectate nu apar in fereastra
Data Analysis (Analiza date).

B Griinchis —indica alveolele goale.

L mmm
D mmp

Unkl |UnIQ | Unk3

Pentru a afisa sau ascunde datele alveolelor
» in selectorul de alveole, urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a ascunde o alveold, faceti clic pe alveola respectiva. Pentru a afisa alveola
respectiva, faceti clic din nou pe ea.

B Pentru a ascunde mai multe alveole, trageti cu mouse-ul peste alveolele pe care doriti sa le
selectati. Pentru a afisa alveolele respective, trageti din nou cu mouse-ul peste alveole.

B Faceti clic pe coltul din stanga sus al placii pentru a ascunde toate alveolele. Faceti clic din
nou pe coltul din stadnga sus pentru a afisa toate alveolele.

B Faceti clic pe inceputul unei coloane sau al unui rand pentru a ascunde alveolele respective.
Faceti clic din nou pe coloana sau pe rand pentru a afisa alveolele.
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Selectorul de alveole

Elementele de meniu afisate prin clic dreapta in Well Selector

(Selector alveole)

Tabelul 17 listeaza optiunile afisate prin clic dreapta disponibile in vizualizarea selector de alveola.

Tabelul 17. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta in selectoarele de alveole

Element

Well XX (Alveola XX)

Functie

Afiseaza numai aceastd alveold, elimina aceasta alveola din
vizualizare, seteaza culoarea pentru aceasta alveola sau exclude
aceasta alveola din analiza.

Selected Wells (Godeuri
selectate) (faceti clic dreapta si
trageti)

Afiseaza numai aceste alveole, elimina aceste alveole din
vizualizare, seteaza culoarea pentru aceste alveole sau exclude
aceste alveole din analiza.

Copy (Copiere)

Copiaza continutul godeului pe clipboard, inclusiv Sample Type (Tip
probd) si Replicate # (Nr. replica) optional.

Copy as Image (Copiere ca
imagine)

Copiaza vizualizarea selector de alveola sub forma de imagine.

Print (Imprimare)

Imprima vizualizarea selector de alveola.

Print Selection (Imprimare
selectie)

Imprima selectia curenta.

Export to Excel (Exportare in
Excel)

Exporta datele intr-o foaie de calcul Excel.

Export to Csv (Exportare in
Csv)

Exporta datele ca document text.

Export to Xml (Exportare in
Xml)

Exporta datele drept document .xml.

Well Labels (Etichete alveole)

Schimba etichetele alveolelor in Sample Type (Tip proba), Target
Name (Denumire tintd) sau Sample Name (Denumire proba).
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Excluderea temporara a alveolelor din analiza

Pentru a exclude temporar alveole din analiza datelor

1. Faceti clic dreapta pe alveola in selectorul de alveole. Pentru a exclude alveole multiple, faceti clic
dreapta si trageti pentru a evidentia mai multe alveolele, urme sau puncte.

2. Din meniul afisat prin clic dreapta, alegeti optiunea corespunzatoare:

®  Well > Exclude Well (Alveola > Excludere alveola)

B Selected Wells > Exclude from Analysis (Godeuri selectate > Excludere din analiza)

B Selected Traces > Exclude these wells from Analysis (Urme selectate > Excludere aceste

urme din analiza)

Amplification

]

Standard Curve

Well F9, Tubulin

Cycles

‘ Tubulin Actin L1k GAPDH

Copy

Save Image As...
Page Setup...
Print...

Show Point Values
Set Scale to Default
Chart Settings...

View Only Well F8
Remove Well F3 From View

Set Color...

Exclude Well F3 From Analysis [, |

Step Number: |3

Alternativ, pentru a elimina permanent alveole din analiza, stergeti continutul godeului in Plate
Editor (Editor placa), facand clic pe butonul Clear Wells (Debifare alveole).

Important: Trebuie sa reintroduceti orice continut de alveola care este debifat.

Pentru a include o alveola exclusa

» Faceti clic dreapta pe alveola corespunzatoare in selectorul de alveole si selectati Well > Include
Well in Analysis (Alveola > Includere alveola in analiza).

176 | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Grafice

Fiecare grafic din fereastra Data Analysis (Analiza date) afiseaza datele intr-o reprezentare grafica
diferita si include optiuni pentru ajustarea si exportarea datelor sau a imaginilor din grafice.

Elementele de meniu comune afisate prin clic dreapta pentru

grafice

Tabelul 18 listeaza elementele de meniu afisate prin clic dreapta disponibile in grafice. Cateva dintre
elementele disponibile sunt prezente in toate graficele, iar aceste elemente pot fi utilizate pentru a
schimba modul de afisare sau pentru a exporta cu usurinta datele dintr-un grafic.

Tabelul 18. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru grafice

Element

Copy (Copiere)

Functie

Copiaza graficul pe clipboard.

Save Image As (Salvati

Salveaza imaginea la 0 anumita dimensiune si rezolutie si intr-un

imaginea ca) anumit tip de fisier. Formatele de imagine disponibile sunt PNG
(implicit), JPG si BMP.

Page Setup (Configurare Previzualizarea si configurarea paginii pentru imprimare.

pagina)

Print (Imprimare)

Imprima graficul.

Set Scale to Default
(Setare scara la implicit)

Restaureaza vizualizarea implicita a graficului dupa ce acesta a fost
marit.

Chart Options (Optiuni
grafic)

Deschide fereastra Chart Options (Optiuni grafic) pentru a modifica
graficul, incluzand schimbarea titlului, selectarea limitelor pentru axele x
siy, afisarea liniilor grilei si a gradatiilor minore de pe axe.

Observatie: Elementele de meniu aplicabile anumitor grafice sunt descrise in Capitolul 10,
Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date).

Grafice
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Copierea datelor din grafic pe clipboard

Puteti copia continutul din vizualizarea graficului si lipi acest continut in orice aplicatie care accepta
fisiere imagine bitmap.

Pentru a copia date din grafic pe clipboard
1. Din meniul clic dreapta al graficului, selectati Copy (Copiere).
2. Deschideti o aplicatie care accepta imagini bitmap, de exemplu Microsoft Word.

3. Faceti clic dreapta si selectati Paste (Lipire) pentru a lipiimaginea bitmap din clipboard in
aplicatie.

Modificarea setarilor de prag pentru nivelul initial

Tn modul Single Threshold (Prag unic), puteti ajusta pragul pentru un fluorofor facand clic pe linia de
prag din graficul Amplification (Amplificare) si deplasand indicatorul mouse-ului pe verticala.
Alternativ, puteti specifica un prag exact pentru fluoroforul existent.

Sfat: Puteti specifica un interval de cicluri pentru a determina nivelul initial pentru toate figierele
de date din fila Data Analysis (Analiza date) din User > User Preferences (Utilizator > Preferinte
utilizator).
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Grafice

Pentru a ajusta ciclul initial pentru inceput si sfarsit pentru fiecare alveola

1.

3.

In fila Quantification (Cuantificare), selectati un singur fluorofor de sub graficul Amplification
(Amplificare).

Din meniul clic dreapta al graficului, selectati Baseline Threshold (Prag nivel initial).

Apare caseta de dialog Baseline Threshold (Prag nivel initial).

Baseline Threshold

Baseline Cycles
(® Auto Calculated
() User Defined Bold indicates a changed value.
wel & Rur () Bgene o Besele o 4]
1 [aor Jsver 2 17 E
2 |AD2 SYBR 2 17
3 |AD3 SYBR 2 7
4 (A4 SYER 2 1
5 |AD5 SYBR 2 1
& |AD& SYBR 2 12
7 |AD7 SYBR 2 8
8 |ADB SYER 2 10
9 |ADS SYBR 2 12
10 |A10 SYER 0 0=
40 B 1 o
| Reset All User Defined Values
Single Threshold
() Auto Calculated:  1424.30
(® User Defined: 1700.00 =
oK Cancel

In sectiunea Baseline Cycles (Cicluri nivel initial), urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Pentru a selecta o alveola, faceti clic pe numarul de rand al acesteia.

B Pentru a selecta mai multe alveole adiacente, faceti clic pe numarul de rand al primei alveole
si deplasati cursorul in jos de-a lungul coloanei pana la ultima alveola.

B Pentru a selecta mai multe alveole neadiacente, apasati tasta Ctrl si faceti clic pe numarul de
rand al fiecarei alveole tinta.

B Pentru a selecta toate alveolele, faceti clic in coltul din stnga sus al tabelului.

Ajustati ciclul initial pentru Tnceput si ciclul initial pentru sfarsit pentru toate alveolele selectate sau
modificati numarul ciclurilor de Tnceput si de sfarsit in partea de jos a foii de calcul.
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Sfat: Pentru a readuce setarile la ultimele valori salvate, faceti clic pe Reset All User Defined
Values (Resetare toate valorile definite de utilizator).

5. Faceti clic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la grafic.

Pentru a specifica un interval de cicluri pentru toate fisierele de date

» Dinfereastra Home (Fereastra de pornire) sau fereastra Plate Editor (Editor placa), selectati User
(Utilizator) > User Preferences (Preferinte utilizator) si alegeti fila Data Analysis (Analiza date).

Sortarea datelor tintei si probei

Observatie: Aceasta optiune este disponibila numai in graficele de expresie genica.

Implicit, lista Targets and Samples (Tinte si probe) apare in ordine alfabetica. Utilizati caseta de dialog
Sort (Sortare) pentru a sorta afisajul in ordine alfabetica inversa sau pentru a muta manual un termen
n alta pozitie din lista.

Pentru a sorta datele tintei si probei
1. Din meniul clic dreapta al graficului, faceti clic pe Sort (Sortare).

Va aparea caseta de dialog Gene Expression Chart Sorting (Sortare grafic expresie genica).

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

RN

oK Cancel

2. Incaseta de dialog, faceti clic pe Z-A pentru a sorta lista in ordine alfabetica inversa.
3. Pentrua muta manual un termen, selectati-l si faceti clic pe butonul corespunzator dintre grafice:
B Faceticlic pe sageata Tn sus sau In jos pentru a muta termenul selectat cu o pozitie.

B Faceticlic pe sdgeata bara Tn sus sau In jos pentru a muta termenul selectat in partea de sus
sau de jos a listei.

4. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la fila Gene Expression (Expresie genica).
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Marirea unei zone a graficului

Pentru a mari o zona a graficului

» Faceti clic si deplasati mouse-ul deasupra graficului, apoi faceti clic pe Zoom (Méarire)*. Software-
ul redimensioneaza graficul si Tl centreaza asupra zonei selectate.

Observatie: * Pentru graficul cu bare, nu este necesar sa faceti clic pe comanda pop-up
Zoom (Marire).

Pentru a reseta graficul la vizualizarea completa

» Faceti clic dreapta n grafic si selectati Set Scale to Default (Setare scara la implicit).

Copierea graficelor intr-un figier Microsoft

Puteti copia grafice de date Th documente Microsoft Word, Excel sau PowerPoint. Rezolutia imaginii
corespunde cu cea a ecranului din care a fost obtinuta imaginea

Pentru a copia grafice intr-un fisier Microsoft

1. Infereastra Data Analysis (Analiza date), selectati Copy (Copiere) din meniul clic dreapta al
graficului.

2. Deschideti un fisier Microsoft gol si lipiti continutul din clipboard.

Alternativ: Faceti clic pe pictograma ,clic si glisare” si trageti si fixati graficul intr-un fisier

Microsoft.

Grafice

Manual de utilizare | 181



Capitolul 9 Prezentare generala a Data Analysis (Analiza date)

Foi de calcul

Foile de calcul afisate in Data Analysis (Analiza date) includ optiuni pentru sortarea si transferarea
datelor. Sortati coloanele folosind una dintre aceste metode:

B Faceti clic pe si trageti o coloana intr-o noua locatie din tabelul selectat.
B Faceti clic pe antetul coloanei pentru a sorta datele in ordine ascendenta sau descendenta.
Pentru a sorta pana la trei coloane de date din fereastra Sort (Sortare)

1. Faceti clic dreapta in foaia de calcul si selectati Sort (Sortare).

2. Incaseta de dialog Sort (Sortare), selectati titlul primei coloane pe care doriti s& o sortati. Sortati
datele in ordine ascendenta sau descendenta.

3. Selectati a doua sau a treia coloana pe care doriti sa o sortati si alegeti Ascending (Ascendent)
sau Descending (Descendent).

4. Faceticlic pe OK pentru a sorta datele sau clic pe Cancel (Anulare) pentru a opri sortarea.

Evidentiati datele din graficele asociate si selectorul de alveole tinand indicatorul mouse-ului pe o
celula. Faceti clic intr-o celula pentru a copia si lipi continutul acesteia in alt program software.

Elementele de meniu comune afisate prin clic dreapta pentru
foile de calcul

Tabelul 19 listeaza elementele de meniu afisate prin clic dreapta disponibile in orice vizualizare a foii
de calcul.

Tabelul 19. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru foile de calcul

Element Functie

Copy (Copiere) Copiaza continutul alveolelor selectate pe clipboard, apoi lipeste
continutul intr-o foaie de calcul precum un document Excel.

Copy as Image (Copiere ca Copiaza vizualizarea foii de calcul sub forma de fisier imagine si o
imagine) lipeste intr-un fisier care accepta un fisier imagine, precum fisierele
text, imagine sau foaie de calcul.

Print (Imprimare) Imprima vizualizarea curenta.
Print Selection (Imprimare Imprima selectia curenta.
selectie)
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Foi de calcul

Tabelul 19. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru foile de calcul, continuare

Element

Export to Excel (Exportare in
Excel)

Functie

Exporta datele intr-o foaie de calcul Excel.

Export to Csv (Exportare in
CSV)

Exporta datele intr-un fisier (.csv) cu valori separate prin virgula.

Export to Xml (Exportare in Xml)

Exporta datele intr-un fisier Xml.

Export to Html (Exportare in
Html)

Exporta datele intr-un fisier Html.

Find (Gasire)

Cauta text.

Sort (Sortare)

Sorteaza datele din pana la trei coloane.

Select Columns (Selectare
coloane)

Selecteaza coloanele care vor fi afisate in foaia de calcul.
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Export (Exportare)

CFX Manager Dx software ofera patru optiuni de exportare din meniul vertical Export (Exportare):
B Export All Data Sheets (Exporta toate fisele de date)

m  Custom Export (Exportare personalizata)

B Export to LIMS (Exportare in LIMS)

B Seegene Export (Exportare Seegene)

Exportarea tuturor fiselor de date

Puteti exporta toate vizualizarile foilor de calcul din fiecare fila a CFX Manager Dx software in fisiere
individuale.

Pentru a exporta toate fisele de date
» Selectati Export > Export All Data Sheets (Exportare > Exporta toate fisele de date).
B CSV (*.csv)
B Text (*.txt)
B Excel 2007 (*.xIsx)
®  Excel 2003 (*.xls)

m XML (*.xml)
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Crearea unui fisier de exportare particularizata
Pentru a crea un fisier de exportare particularizata

1.

Custom Export

Export Format: | CSV (*csv)

Data to Export

Include Run Information Header

Cqg Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

=

et Curve

Melt Temperature
Melt Peak Height
Melt Peak Begin Temperature

Melt Peak End Temperature

End Paint

] End Poirt Cal
] End RFU

Set as Default Configuration

Export

Sample Description Exported Columns
Well zl Well

[] Auorophore Fluerophare

[] Target Name garget Name

[/] Content Al ontent

= N Sample Name
[] Replicate Mumber Cgq

[] Sample Mame vl Starting Guantity
[] Biclogical Set Name

[] Well Note
Quantification EI

Cq

Starting Quantity

[] Cqg Mean

Customize Column Names...

Selectati formatul de exportare din lista verticala care apare.

Bifati casetele de selectare pentru elementele de exportat.

Faceti clic pe Export (Exportare). Va aparea caseta de dialog Save As (Salvare ca).

Faceti clic pe OK pentru a salva fisierul exportat.

Export (Exportare)

Selectati Export > Custom Export (Exportare > Exportare particularizata). Apare caseta de dialog
Custom Export (Exportare particularizata).

(Optional) Faceti clic pe Customize Column Names (Personalizare nume coloana) pentru a
modifica numele coloanei.

Tn caseta de dialog Save As (Salvare ca), specificati un nume de fisier si locul in care doriti s&
salvati fisierul exportat.

Manual de utilizare | 185



Capitolul 9 Prezentare generala a Data Analysis (Analiza date)

Exportarea catre un folder LIMS

Puteti exporta datele intr-un format de fisier compatibil cu LIMS.

Pentru a exporta datele in format LIMS

1. Selectati Export > Export to LIMS Folder (Exportare > Exportare catre folder LIMS).
Va aparea caseta de dialog Save As (Salvare ca).

2. Incaseta de dialog Save As (Salvare ca), specificati un nume de fisier si locul in care doriti sa
salvati fisierul exportat.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva fisierul exportat.

Exportarea de date in format Seegene

Puteti exporta datele din toate vizualizarile foilor de calcul in fisiere Excel structurate special pentru a fi
utilizate de Seegene, Inc.

Pentru a exporta date intr-un format specific Seegene
1. Selectati Export > Seegene Export (Exportare > Exportare Seegene).
Va aparea caseta de dialog Save As (Salvare ca).

2. Incaseta de dialog Save As (Salvare ca), specificati localizarea folderului in care doriti s& salvati
fisierele in format Seegene Excel (.xIsx) exportate.

3. Faceti clic pe OK pentru a salva fisierele exportate.
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Capitolul 10 Detalii despre fereastra Data
Analysis (Analiza date)

In CFX Manager Dx software, fereastra Data Analysis (Analiza date) cuprinde mai multe file in care
pot fi vizualizate datele. Acest capitol explica detaliat aceste file.

Sfat: Puteti alege filele pe care doriti sa le vizualizati in fereastra Data Analysis (Analiza date)
utilizand meniul View (Vizualizare). Aspectul personalizat al ferestrei este salvat impreuna cu

fisierul de date.
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Capitolul 10 Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date)

Fila Quantification (Cuantificare)

Utilizati datele din fila Quantification (Cuantificare) pentru a seta conditiile pentru analiza datelor,
inclusiv setarile de nivel initial pentru alveole individuale si setarile de prag. Fila Quantification
(Cuantificare) afiseaza date in aceste patru vizualizari:

B Graficul Amplification (Amplificare) — afiseaza unitatile de fluorescenta relativa (RFU) pentru
fiecare alveola la fiecare ciclu. Fiecare urma din grafic reprezinta datele de la un singur fluorofor
dintr-o alveola.

B Standard curve (Curba standard) — apare numai daca rularea include alveole desemnate ca tip de
proba standard (Std). Curba standard afiseaza ciclul de prag reprezentat pe baza logaritmului
cantitatii initiale. Legenda afiseaza Eficienta reactiilor (E) pentru fiecare fluorofor din alveole cu un
tip de proba Standard.

B Well selector (Selector alveole) — selecteaza alveolele cu datele de fluorescenta pe care doriti sa
le afisati.

B Spreadsheet (Foaie de calcul) — afiseaza o foaie de calcul a datelor colectate in alveolele

selectate.
P& Data An s — [m]
File View Settings Export Tools & plate setup v|@‘ Fluorophore  ~ || ?
Quantfication Quanfcation Dat ] Gene Brpression {88 Custom Dsta View ac B Run infomation
Amplification El Standard Curve el
2
20
) g
o S
=
10
5
10° Log Starting Quantity
& S
° . g
Cycles Al %eaE TR e e mesmnsme s s e
I FAM [ HEX [ TemasRed []G5 Step Number
Well (| Fuor A Target ¢ Cortent () Sample ¢ Cg (
A F3 0 FAM Tubulin St di-1 6.2
. 4 FAM Tubuin 52 4z 114
FO5 FAM Tubuin  Std3 S 14.4(
E 6 FAM Tubulin G4 di4 1774
D FO7FAM Tubuin S5 dis 211(
= e FAM Tubuin S8 s 2447
R Tubulin 57 47 2787
; [star [ stee [[suas | sa [ stos T sas s |
G std1 || std2 || std3 || std4 ISI‘dS IStdﬁ std7
i [ s [ saz | s | s [ st s st [ R i - o]
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
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Fila Quantification (Cuantificare)

Optiuni fluorofori

Pentru a afisa datele pentru fluorofori in fila Quantification (Cuantificare) a graficelor si foilor de calcul,
selectati fluoroforul (fluoroforii) tinta de sub graficul Amplification (Amplificare). Pentru a ascunde
datele pentru fluorofori din fereastra Data Analysis (Analiza date), debifati caseta de selectare
aferenta.

Caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme)

Folosind caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme), puteti ajusta aspectul urmelor in graficele pentru
amplificare si curba de topire din filele Quantification (Cuantificare) si Melt Curve (Curba de topire).
Apoi puteti previzualiza schimbarile Tn selectorul de alveole care apare in caseta de dialog Trace
Styles (Stiluri Urme).

Pentru a ajusta stilurile de urme

1. Selectati un singur fluorofor din graficul Amplification (Amplificare).

2. Pentru a deschide caseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme), efectuati una dintre urmatoarele:
B Faceti clic pe Trace Styles (Stiluri Urme) in graficul Amplification (Amplificare).

B Selectati Settings > Trace Styles (Setari > Stiluri Urme) din bara de meniu Data Analysis
(Analiza date).

B Faceti clic dreapta pe o urma si selectati Trace Styles (Stiluri Urme).

Apare dialogul Trace Styles (Stiluri Urme).
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Capitolul 10 Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date)

Trace Styles

Fluorophare Wells Color Symbol
A 7] trcouns v -

Selected Wells

Color Quick Set
| Random by Well | ‘ Random by Replicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors ‘ | Use Sample Colors |

Well Labels: ®) Sample Type () Target Mame () Sample Name () Symbol

3. Incaseta de dialog Trace Styles (Stiluri Urme), selectati un set specific de alveole in selectorul de
alveole din panoul de jos. Alternativ, selectati alveole care contin un tip de proba in meniul vertical
din coloana Wells (Alveole).

4. Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a alege o culoare pentru alveolele selectate, faceti clic pe caseta din coloana Color
(Culoare).

B Pentru a aloca un simbol alveolelor selectate, selectati un simbol din lista verticala Symbol

(Simbol).
B Pentru a colora rapid alveolele prin eticheta butonului, faceti clic pe setul rapid
corespunzator:
O Random by Well (Aleatoriu dupa alveole)
O Random by Replicate (Aleatoriu dupa replicate)
O Use Fluor Colors (Utilizare culori fluorofor)
[0 Use Target Colors (Utilizare culori pentru tinta)
O Use Sample Colors (Utilizare culori pentru proba)

B Pentru a aloca etichete de alveola, selectati Sample Type (Tip de proba), Target Name
(Denumire proba), Sample Name (Denumire proba) sau Symbol (Simbol).

190 | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Optiunea Log Scale (Scara logaritmica)

Fila Quantification (Cuantificare)

Selectati Log Scale (Scara logaritmica) de sub graficul Amplification (Amplificare) pentru a vizualiza
urmele de fluorescenta intr-o scara semilogaritmica:

Amplification

[

Cycles Log Scale

Sfat: Pentru a mari orice zona a graficului, trageti de-a lungul zonei tinta. Pentru a revenila o
vizualizare completa, faceti clic dreapta in grafic si selectati Set Scale to Default (Setare scara la

implicit).

Graficul Standard Curve (Curba standard)

Software-ul creeaza un grafic Standard Curve (Curba standard) in fila Quantification (Cuantificare)
daca datele includ tipuri de proba definite ca Std pentru cel putin un fluorofor din rulare.

Standard Curve

Log Starting Quantity

o
~

Sandard
Linknown
FAM

HEX E=54.2% R*Z=0.955 Slope=-3.465 y-Int=36.863

E= 9200 R*2=0.955 Sope=-3.551 y-Int=35.553

[
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Capitolul 10 Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date)

Graficul Standard Curve (Curba standard) afiseaza urmatoarele informatii:

Denumirea fiecarei curbe (fluoroforul sau tinta).
Culoarea fiecarui fluorofor sau fiecarei tinte.

Eficienta reactiilor (E). Utilizati aceasta statistica pentru a optimiza o reactie multipla si pentru a
egaliza datele unei curbe standard.

Observatie: Eficienta reactiilor descrie cat de mult este produsa tinta dumneavoastréa cu
fiecare ciclu din protocol. O eficienta de 100% indica faptul ca va dublati tinta cu fiecare ciclu.

Coeficientul de determinare, R? (scris sub forma R*2). Folositi aceasta statistica pentru a
determina cat de corect descrie linia datele (adecvarea potrivirii).

Panta

Punct de intersectie Y

Optiunile meniului Amplification Chart (Grafic Amplificare)

Pe langa optiunile comune de meniu ale graficelor afisate prin clic dreapta (consultati Elementele de

meniu comune afisate prin clic dreapta pentru grafice de la pagina 177), Tabelul 20 prezinta optiunile de

meniu disponibile numai in graficul Amplification (Amplificare).

Observatie: Graficul Standard Curve (Curba standard) oferd numai optiunile de meniu afisate
prin clic dreapta.

Tabelul 20. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta si clic stanga in graficul de
amplificare

Optiune de meniu Functie

Show Threshold Values (Afisare Afiseaza valoarea pragului pentru fiecare curba de amplificare din
valori prag) grafic.

Trace Styles (Stiluri Urme) Deschide fereastra Trace Styles (Stiluri Urme) pentru a schimba

stilurile urmelor care apar pe filele Quantification (Cuantificare) si
Melt Curve (Curba de topire).

Baseline Thresholds (Praguri Deschide fereastra Baseline Thresholds (Praguri de nivel de
nivel initial) referintd) pentru a schimba nivelul de referintéd sau pragurile

fiecarui fluorofor (schimbarile apar in graficul Amplification
(Amplificare) din fila Quantification (Cuantificare)).
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Fila Quantification (Cuantificare)

Foaia de calcul din fila Quantification (Cuantificare)

Tabelul 21 defineste datele afisate in foaia de calcul din fila Quantification (Cuantificare).

Tabelul 21. Continutul foii de calcul din fila Quantification (Cuantificare)

Informatie Descriere

Well (Alveola) Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor) Fluorofor detectat

Target (Tint&) Denumirea tintei incarcate in alveolele Plate Editor (Editor placa)
Content (Continut) O combinatie intre Tipul de proba (obligatoriu) si Numarul

replicatului (optional) incarcate in Plate Editor (Editor placa)

Sample (Proba) Denumirea probei incarcate in alveolele Plate Editor (Editor placa)

C Ciclul de cuantificare pentru fiecare urma

q

Modificarea datelor aferente tintei, continutului sau probei

Puteti modifica datele din coloanele Tint&, Continut si Proba editand fisierul placii cu Editor placa chiar
si dupa rularea experimentului.

Pentru a modifica datele din coloanele Continut, Tinta si Proba

» Faceti clic pe Plate Setup (Configurare placa) si selectati View/Edit Plate (Vizualizare/editare
placa) pentru a deschide Plate Editor (Editor placa).
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Capitolul 10 Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date)

Fila Quantification Data (Date de cuantificare)

Fila Quantification Data (Date de cuantificare) afiseaza datele de cuantificare colectate in fiecare
alveola. CFX Manager Dx software afiseaza datele in patru vizualizari de foaie de calcul diferite:

Results (Rezultate) — afiseaza o foaie de calcul a datelor. Aceasta este vizualizarea implicita.

Standard Curve Results (Rezultate Curba standard) — afiseaza o foaie de calcul cu datele curbei
standard.

Plate (Placa) — afiseaza datele din fiecare alveola sub forma de harta placa.

RFU — afiseaza cantitatile RFU din fiecare alveola pentru fiecare ciclu.

Selectati fiecare foaie de calcul din lista verticala care apare sub fila Quantification Data (Date de
cuantificare).

Foaia de calcul Results (Rezultate)

Foaia de calcul Results (Rezultate) afiseaza date pentru fiecare alveola din placa.

Eile

Quantification Quantification Data EHH Gene Expression ESELZ Custom Data View 5_i|_| Qc % Run Information

Resulis | Step Number. 3

View  Settings Export Tools E\atesatup'

._'-;‘F\uorophore ~ '3'

Wel O Fuor & Tamet O Cortent O Sample | Ca & CaMean §| CqStd.Dev 5‘5"‘"?58‘;3"‘“ o legStating  of4]

Quantity
s GAPDH Unkn-1 BHr 17.14 1713 0.003 1.911E+05 5281
BO5 o5 GAPDH Unkn-2 THr 17.07 1708 0.024 1.393E+05 5300
BOG o5 GAPDH Unkn-3 BHr 17.08 17.08 0.035 1.980E+05 5297
co4 o5 GAPDH Unkn-1 BHr 17.13 1713 0.003 1.917E+05 5283
co5 o5 GAPDH Unkn-2 THr 1712 1708 0.024 1937E+05 5287
co6 o5 GAPDH Unkn-3 BHr 1712 17.08 0.035 1.930E+05 5285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 BHr 17.14 1713 0.003 1.908E+05 5281
D05 o5 GAPDH Unkn-2 THr 17.08 17.08 0.024 1.388E+05 5298

Observatie: Toate calculele Std. Dev (deviatie standard) se aplica grupelor de replicate alocate
in alveolele din fereastra Plate Editor (Editor placa). Calculele stabilesc media pentru valoarea Cq
pentru fiecare alveola din grupul de replicate.

Tabelul 22 defineste datele care apar in foaia de calcul Results (Rezultate).
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Fila Quantification Data (Date de cuantificare)

Tabelul 22. Continutul foii de calcul Results (Rezultate)

Informatie

Well (Alveola)

Descriere

Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor

Fluorofor detectat

Target (Tinta) Nume tinta amplificare (gena)
Content (Continut) Tipul de proba si Numarul replicatului
Sample (Proba) Descrierea probei

Biological Set Name (Denumire
set biologic)

Denumirea setului biologic

C

Ciclul de cuantificare

q
Cqy Medie Media ciclului de cuantificare pentru grupul de replicate
C, Std. Dev Deviatia standard a ciclului de cuantificare pentru grupul de
replicate
Starting Quantity (SQ) Estimare a cantitatii initiale a tintei

(Cantitate initiald (SQ))

Log Starting Quantity (Log.
cantitate initiala)

Logaritmul cantitatii initiale

SQ Mean (Medie SQ)

Media cantitatii initiale

SQ Std. Dev

Deviatie standard a cantitatii initiale intre replicate
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Foaia de calcul Standard Curve Results (Rezultate Curba
standard)

Foaia de calcul Standard Curve Results (Rezultate Curba standard) afiseaza parametrii curbei
standard calculati.

[l Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.perd

File  View Settings Export Tools Elﬁte Setup - ._% | Fluorophore  +~ | ?
)
(ff Quantification Quantification Data !!H Gene Bxpression é:u.? Custom Data View Qc % Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber: 3
Fluar & Hfficiency % {) Slope | Yntercept R"2 O =
95.92 3423 5216 1.000 B
FAM 9197 -3.531 35.593 0.995
HEX 94.24 -3.468 36.863 0.558
Texas Red 96.86 -3.399 35.481 0999
=]
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Tabelul 23 defineste datele care apar in foaia de calcul Standard Curve Results (Rezultate Curba
standard).

Tabelul 23. Continutul foii de calcul Rezultate Curba standard

Informatie Descriere

Fluor (or Target) (Fluorofor sau Fluorofor (sau Tinta) detectat(a)

Tinta)

Efficiency % (% Eficienta) Eficienta reactiilor

Slope (Panta) Panta curbei standard

Y-intercept (Punct de Punctul in care curba se intersecteaza cu axa y

intersectie Y)

RA2 Coeficientul de determinare
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Fila Quantification Data (Date de cuantificare)

Foaia de calcul Plate (Placa)

Foaia de calcul Plate (Placa) afiseaza o harta a placii datelor pentru cate un fluorofor pe rand.

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

Pentru a vedea datele pentru un anumit fluorofor

» Faceti clic pe fila sa din partea de jos a foii de calcul.

Foaia de calcul RFU

Foaia de calcul RFU afiseaza citirile de unitati de fluorescenta relativa (RFU) pentru fiecare alveola
obtinute la fiecare ciclu al rularii. Numarul de alveole apare in partea de sus a fiecarei coloane si
numarul de cicluri apare la stanga fiecarui rand.

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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Fila Melt Curve (Curba de topire)

Exonerare de raspundere: Bio-Rad nu acorda niciun drept pentru utilizarea analizei curbei de
topire la analizarea topirii la Tnalta rezolutie in domeniul diagnosticului in vitro la oameni sau animale.
Tn plus, este responsabilitatea cumpérétorului s& obtina orice drepturi de proprietate intelectuala care

ar putea fi obligatorii pentru aplicatiile sale specifice.

Pentru colorantii de fixare a DNA (ADN) si sondele de hibridizare neclivabile, fluorescenta este cea
mai puternica atunci cand cele doua catene de DNA (ADN) se ataseaza. Prin urmare, pe masura ce
temperatura creste apropiindu-se de temperatura de topire (T,,), fluorescenta scade cu o viteza
constanta (panta constanta). La T,,, se inregistreaza o reducere dramatica a fluorescentei, cu o
schimbare notabila a pantei. Viteza acestei schimbari este determinata prin trasarea primei regresii
negative a fluorescentei versus temperatura (-d(RFU)/dT). Cea mai mare viteza de modificare a
fluorescentei determina valori de varf vizibile si reprezinta T, (Temperatura de topire) a complexelor
DNA (ADN) cu doua catene.

CFX Manager Dx software traseaza datele RFU colectate in timpul unei curbe de topire ca o functie a
temperaturii. Pentru a analiza datele valorilor de varf de topire, software-ul atribuie o temperatura
initiala si finala fiecarui varf, deplasand bara de prag. Valoarea minima a zonei de varf este specificata
de pozitia barei pragului de topire. Un varf valid trebuie sa aiba o inaltime minima relativ la distanta
dintre bara de prag si inaltimea celui mai inalt varf.

Fila Melt Curve (Curba de topire) afiseaza T, (temperatura de topire) a produselor PCR amplificate in
patru vizualizari:

B Melt Curve (Curba de topire) — afiseaza datele in timp real pentru fiecare fluorofor sub forma de
RFUs per temperatura pentru fiecare alveola.

B Melt Peak (Varf de topire) — afiseaza regresia negativa a datelor RFU per temperatura pentru
fiecare alveola.

B Well selector (Selector alveole) — afiseaza alveolele pentru a arata sau ascunde datele.
B Peak spreadsheet (Foaie de calcul varf) — afiseaza datele colectate din alveola selectata.

Observatie: Aceasta foaie de calcul afiseaza pana la doua varfuri pentru fiecare urma.
Pentru a vedea mai multe varfuri, faceti clic pe fila Melt Curve (Curba de topire).
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Fila Melt Curve (Curba de topire)

[l cusntfication Quartification Data Mk Curve Met Curve Data  gfjf] Gene Expression EndPort 85 Costom Dats View (2] ac 1EE] Run fomation

Melt Curve Welt Peak
2000 Lo e
1500 4ot OO || PO
g -
5 g
= B
> & 1000
& ¥
500 oot
J t f t O
&0 7 B_U « 60 70 50 90
Temperature, Celsius Temperature, Celsius

Actin IL1Beta Tubulin

Peak Type: |Posttive v|  Step Number: |7 ~

1 2 3 4 5 6 7 8
(o0 | | | v s | i ||
e [ J[ua o [[oner | ows Lo [ oo o]

[unka Tunks TTunks TTuniz Tonks |

E] 0 | 1 12 Wel 9| Auor & Target ¢ Content ¢ Sample ¢ T“gf""p o

---- F11 SYBR Tubulin S5td-11 dil-11 84.50

B | 2 o wn a2

Tabelul 24 de la pagina 199 defineste datele care apar in foaia de calcul Melt Curve (Curba de topire).

Tabelul 24. Continutul foii de calcul Melt Curve (Curba de topire)

Informatie

Well (Alveol)

Descriere

Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor

Fluorofor detectat

Content (Continut)

O combinatie intre Tipul de proba si Numarul replicarii

Sample (Proba)

Denumirea probei incarcate in Plate Editor (Editor
placa)

Melt Temp (Temperatura de topire)

Temperatura varfului de topire pentru fiecare alveola

Observatie: Doar cele mai mari doua valori de varf
apar in aceasta foaie de calcul.
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Ajustarea datelor Melt Curve (Curba de topire)

Pentru a ajusta datele Melt Curve (Curba de topire)

» Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

Faceti clic pe si trageti barele de prag din graficul Melt Peak (Varf de topire) pentru a include
sau exclude valorile de varf in analiza datelor.

Selectati Positive (Pozitive) in meniul vertical Peaks (Valori de varf) pentru a afisa datele din
foaia de calcul pentru valorile de varf de deasupra linei Melt Threshold (Prag de topire) sau
selectati Negative (Negative) pentru a vizualiza datele din foaia de calcul pentru valorile de
varf de sub linia pragului de topire.

Deschideti fereastra Trace Styles (Stiluri Urme) pentru a schimba culoarea urmelor din
graficele Melt Curve (Curba de topire) si Melt Peak (Varf de topire).

Selectati un numar in selectorul Step Number (Numar pas) pentru a vizualiza datele din Melt
Curve (Curba de topire) la un alt pas din protocol. Lista afiseaza mai mult de un pas daca
protocolul include citiri ale placii Tn mai mult de un pas al curbei de topire.

Selectati alveole din selectorul de alveole, pentru a va axa pe subseturi de date.

Selectati un grup de alveole pentru a vizualiza si analiza un subset al alveolelor din placa.
Selectati fiecare grup de alveole dupa nume in meniul vertical Well Group (Grup alveole) de
pe bara de instrumente.
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Fila Melt Curve Data (Date curba de topire)

Fila Melt Curve Data (Date curba de topire)

FilaMelt Curve Data (Date curba de topire) afiseaza datele din fila Melt Curve (Curba de topire) in mai
multe foi de calcul care includ toate varfurile de topire pentru fiecare urma. CFX Manager DX software
ofera patru optiuni de foi de calcul in care sa vizualizati datele pentru curba de topire:

B Melt Peaks (Varfuri de topire) — afiseaza toate datele, inclusiv toate varfurile de topire, pentru
fiecare urma. Aceasta este vizualizarea implicita.

B Plate (Placa) — afiseaza o vizualizare a datelor si continutului fiecarei alveole din placa.
B RFU - afiseaza cantitatile RFU la fiecare temperatura pentru fiecare alveola.

B -d(RFU)/dT — afiseaza rata negativa de schimbare din RFU pe masura ce se schimba
temperatura (T). Acesta este un grafic de regresie initial pentru fiecare alveola din placa.

Selectati fiecare foaie de calcul din lista verticala care apare sub fila Melt Curve Data (Date curba de
topire).
Foaia de calcul Melt Peaks (Varfuri de topire)

Foaia de calcul Melt Peaks (Varfuri de topire) afiseaza toate datele curbei de topire.

(ffl Quantification Quartification Data Melt Curve 5‘5 Met Curve Data EHH Gene Expression End Point "-(_\:J Custom Data View

Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

Well { Fuor & Taget ) Cortent { Sample Temr:cnﬁture | Peak Height ¢ Terr?:g;lure )] Temsneciture &
SYBR At Unken-1 OHr 24.00 1457.19 78.00 82,50
Al2 SYBR Actin Unkn-2 THr 84.00 142657 78.50 94.00
A03 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 24.00 145253 78.50 51.00
BO1 SYBR Actin Unkn-1 OHr 84.00 140873 78.50 92.50
BO2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 84.00 1510.77 78.00 89.00
BO3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 8400 145325 78.00 8850
co SYBR Actin Unkn-1 OHr 24.00 1521.98 78.50 91.50
co2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 2400 161875 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 24.00 1100.08 79.00 54.00

Tabelul 25 de la pagina 202 defineste datele care apar in foaia de calcul Melt Peaks (Varfuri de topire).
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Tabelul 25. Continutul foii de calcul Melt Peaks (Varfuri de topire)

Informatie Descriere

Well (Alveold) Pozitia godeului n placa

Fluor (Fluorofor Fluorofor detectat

Content (Continut) Tipul de proba listat in fereastra Plate Editor (Editor placa)
Target (Tinta) Tinta amplificarii (gena)

Sample (Proba) Denumirea probei listata in fereastra Plate Editor (Editor placa)
Melt Temperature (Temperatura Temperatura de topire a fiecarui produs, listata ca valoare de varf
de topire) (cea mai mare) per rand in foaia de calcul

Peak Height (Inaltime de varf) Tnaltimea varfului

Begin Temperature Temperatura la inceputul varfului

(Temperatura initiala)

End Temperature (Temperatura Temperatura la finalul varfului
finala)

Foaia de calcul Plate (Placa)

Foaia de calcul Plate (Placa) afiseaza datele privind curba de topire intr-un format placa.

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

Observatie: Pentru a ajusta varful apelat de software, ajustati linia pragului din graficul Melt Peak
(Varf de topire) in fila Melt Curve (Curba de topire).

Tabelul 26 de la pagina 203 defineste datele care apar in foaia de calcul Plate (Placa).
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Fila Melt Curve Data (Date curba de topire)

Tabelul 26. Continutul foii de calcul Plate (Placa)

Informatie Descriere

Content (Continut) O combinatie intre Tipul de proba (obligatoriu) si numarul replicatului (optional)
Sample (Proba) Descrierea probei

Peak 1 (Varful 1) Primul varf de topire (cel mai mare)

Peak 2 (Varful 2) Al doilea (cel mai mic) punct de topire

Foaia de calcul RFU

Foaia de calcul RFU afiseaza fluorescenta pentru fiecare alveola in fiecare ciclu achizitionat in timpul
curbei de topire.

Tabelul 27 defineste datele afisate in foaia de calcul RFU.

Tabelul 27. Continutul foii de calcul RFU

Informatie Descriere

Well number (Numar alveold) (A1, A2, A3, Pozitia godeului in placa pentru alveolele
A4, A5) incarcate

Temperature (Temperatura) Temperatura de topire a tintei amplificate,

reprezentata ca o alveola per rand si mai multe
alveole pentru mai multe produse din aceeasi
alveola

Manual de utilizare | 203



Capitolul 10 Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date)

Foaia de calcul -d(RFU)/dT

Foaia de calcul -d(RFU)/dT afiseaza raportul negativ de schimbare din RFU pe méasura ce
temperatura (T) se modifica.

=
(| Quartification Quantification Data Melt Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-:?? Custom Data View

<d({RFU)dT ~ | Step Number: 7 Pesk Type: Postive

Temperature | A1 A2 A3 B B2 B3 c1 cz c3 D1 D2 D3 D4 D5
105 %0 101 %85 119 115 107 125 120 77@ 104 103 121 114
5550 27| 26 29| 215 258 249 231 27| 260 169 25 224 263 246

5600 210 18D 202 139 238 230 214 240 156 207 207 243 227

5650 210 190 202 138 238 230 214 240 186 207 247 M3 23

5700 210 180 202 139 238 230 214 240 15 207 207 243 27

5750 209 183 202 138 238 229 213

5800 214 193 204 202 242 232 M5 253 243 184 214 210 245 23

5850 222 20 210 209 247 237 231 260 249 184 228 219 249 237

Tabelul 28 defineste datele care apar in foaia de calcul -d(RFU)/dT.

Tabelul 28. Continutul foii de calcul -d(RFU)/dT

Informatie Descriere
Well number (Numar alveold) (A1, A2, Pozitia godeului in placa pentru alveolele incarcate
A3, A4, A5)

Temperature -d(RFU)/dT (Temperatura Raportul negativ de schimbare din RFU pe masura ce
-d(RFU)/dT) temperatura (T) se modifica
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Fila End Point (Momentul final)

Fila End Point (Momentul final)

Deschideti fila End Point (Momentul final) pentru a analiza unitatile finale de fluorescenta relativa
(RFU) pentru alveolele cu probe. Software-ul compara nivelurile RFU pentru alveolele cu probe
necunoscute cu nivelurile RFU pentru alveolele cu controale negative si determina dacéa proba
necunoscuta este pozitiva sau negativa. Probele pozitive au o valoare RFU mai mare decat media
valorii RFU a controalelor negative plus valoarea limita.

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd

View  Settings Export  Tools Blate Setup ~ 3 ‘ Fluorophore v ?
EndPort e Custom Data View 2] Run Ifomation
Settings ~ End 2
Porr: e S Wel & Fuor | Content | Sample O piy O Cal O[S
End Cycles To Average: [2 B co3 [iex s 15271 (+) Postive
O RFUs P o*R Co4 HEX Std-2 10788 (+) Pusil:ve
® P o R 100 & C05 HEX Std-3 6245  (+) Posttive
C06 HEX Std-4 4035  (+) Posttive
Results
Lowest RFU value: 2663 el el e 1887 .
Highest RFU value: 18293 D03 HEX Std-1 15193 (4 Fosilvve
Ty 578 D04 HEX Std-2 10781 () Posilvve
Cut OF Value: 4243 v D05 HEX Std-3 6294  (+) Posttive
D06 HEX Std-4 4013 (+) Posttive
D07 HEX Neg Ctd 1882 =
EO3 HEX Std-1 14530  (+) Posttive
E04 HEX Std-2 10240 () Postive
E05 HEX Std-3 5838  (+) Postive
E06 HEX Std-4 3896  (+) Positive
EO07 HEX Neg Ctd 1882
FO3 HEX Std-1 14055  (+) Posttive
FO4 HEX Std-2 9932  (+) Posttive
FO5 HEX Std-3 5826  (+) Posttive
F06 HEX Std-4 3964  (+) Posttive
FO7 HEX Neg Ctrd 1883 —
v
14 4 » [ FAM | HEX 4 TexasRed 4 Cy5 , Quasar 705 ¢
[ Completed Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Pentru a analiza datele din momentul final, placa trebuie sa contina controale negative, altfel software-
ul nu poate efectua analiza. Rulati unul dintre aceste doua tipuri de protocol:

B Rulati un protocol Quantification (Cuantificare) — configurati un protocol standard. Dupa
finalizarea rularii, deschideti fereastra Data Analysis (Analiza date), ajustati setarile analizei
datelor in fila Quantification (Cuantificare), apoi faceti clic pe fila End Point (Momentul final)
pentru a alege un ciclu final.

B Rulati un protocol End Point Only (Doar momentul final) — incarcati protocolul End Point Only
(Doar momentul final) in fila Plate (Placa) a ferestrei Run Setup (Configurare rulare), selectati sau
creati o placa si initiati rularea.

Fila End Point (Momentul final) afiseazé media valorilor RFU, pentru a determina daca tinta a fost
amplificata de ultimul ciclu (final). Folositi aceste date pentru a stabili daca o anumita secventa tinta
este prezenta (pozitiva) intr-o proba. Tintele pozitive au valori RFU mai mari decét nivelul de prag
definit de dumneavoastra.
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Sfat: Pentru a crea un protocol pentru momentul final, deschideti fila Protocol (fereastra Run
Setup (Configurare rulare)) si selectati Run > End Point Only Run (Rulare > Rulare doar
momentul final).

Dupa finalizarea rularii, fisierul de date se deschide la fila End Point (Momentul final), care cuprinde
urmatoarele sectiuni:

Settings (Setari) — ajusteaza setarile analizei datelor.
Results (Rezultate) — afiseaza rezultatele imediat dupa ce ati ajustat setarile.
Well selector (Selector alveole) — selecteaza alveolele cu datele finale pe care doriti sa le afisati.

RFU spreadsheet (Foaie de calcul RFU) — afiseaza datele RFU finale colectate din alveolele
selectate.

Date rezultate

Sectiunea Results (Rezultate) afiseazé urméatoarele date:

Lowest RFU value (Cea mai mica valoare RFU) — cea mai mica valoare RFU din cadrul datelor
Highest RFU value (Cea mai mare valoare RFU) — cea mai mare valoare RFU din cadrul datelor

Negative Control Average (Medie control negativ) — valoarea RFU medie pentru alveolele care
contin controale negative

Cut Off Value (Valoare limita) — calculata prin adunarea tolerantei (RFU sau Percentage (Procent)
al intervalului indicat in Setéri) si a mediei controalelor negative. Probele cu RFU mai mare decét
valoarea limita vor fi numite ,Pozitive”. Pentru a ajusta valoarea limita, modificati RFU sau
Percentage of Range (Procent interval)

Valoarea limita este calculata utilizand urmatoarea formula:

Valoare limitd = medie control negativ + toleranta

Selectati o toleranta printr-una dintre urmatoarele metode:

RFU (implicit) — selectati aceasta metoda pentru a utiliza o valoare RFU absoluta pentru
toleranta. Valoarea minima a tolerantei RFU este 2. Valoarea maxima este valoarea absoluta a
celei mai mari valori RFU minus valoarea absoluta a celei mai mici valori RFU. Valoarea implicita
a tolerantei RFU este 10 % din intervalul RFU total.

Percent of Range (Procent interval) — selectati aceasta metoda pentru a utiliza un procent al
intervalului RFU pentru toleranta. Procentul minim al intervalului este 1 %. Procentul maxim al
intervalului este 99 %. Procentul implicit al intervalului este 10 %.
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Fila End Point (Momentul final)

Ajustarea analizei datelor din momentul final
Pentru a ajusta datele din fila End Point (Moment final)
» Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Alegeti un fluorofor din lista verticala.

B Alegeti o valoare End Cycle to Average (Ciclu final la medie) pentru a configura numarul de
cicluri cu care sa calculati valoarea medie finala RFU.

B Selectati RFUs (Valori RFU) pentru a vizualiza datele in unitati de fluorescenta relativa.

B Selectati Percentage of Range (Procentaj interval) pentru a vizualiza datele sub forma de
procentaj al intervalului RFU.

B Selectati alveole din selectorul de alveole, pentru a va axa pe subseturi de date.

B Selectati un grup de alveole pentru a vizualiza si analiza un subset al alveolelor din placa.
Selectati fiecare grup de alveole dupa nume in meniul vertical Well Group (Grup alveole) de
pe bara de instrumente.

Foaia de calcul RFU pentru analiza momentului final

Tabelul 29 defineste datele care apar in foaia de calcul RFU din fila End Point (Momentul final).

Tabelul 29. Continutul foii de calcul End Point (Momentul final)

Informatie Descriere

Well (Alveola) Pozitia godeului in placa

Fluor (Fluorofor) Fluorofor detectat

Content (Continut) O combinatie intre tipul de proba si numarul replicatului

End RFU (RFU final) RFU pentru ciclul de la momentul final

Call (Apel) Pozitiv sau negativ, unde probele pozitive au o valoare RFU mai mare

decat RFU medie a controalelor negative plus valoarea limita

Sample (Proba) Denumirea probei incarcate in Plate Editor (Editor placa)
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Fila Allelic Discrimination (Evidentiere alelica)

Fila Allelic Discrimination (Evidentiere alelica) atribuie genotipuri alveolelor cu probe necunoscute.
Utilizati aceste date pentru a identifica probe cu diferite genotipuri, inclusiv Alela 1, Alela 2,
Heterozigot, Niciun apel (nicio amplificare) sau Nedeterminat.

Observatie: Datele pentru evidentierea alelica trebuie sa provina din rulari multiplex cu cel putin
doi fluorofori. Fiecare fluorofor identifica o alela in toate probele.

m Data Analysis - 2-Target Allelic Discrimination.pcrd

File View Settings Export Tools glate Setup ~ = ‘ vFIuorophore v 7
Quantification Quantification Data .|| Gene Expression End Point Allelic Discrimination ::"ﬁ Custom Data View Qc E Run Information

Allelic Discrimination £ Wel A Sample ¢  Cal O Tye O RFUI | RFU2 §
3 & Alele 2 Ato 1644 524
000 £ @ | A Alele 2 Auto 1605 5228
’ AD6 Heterozygote  Auto 8476 2982
g %000 803 Alele 2 Ao 78 63t
& 4000 £ B0S Alele 2 Auto 1716 5456
: o & 4 B06 Heterozygote  Auto 8050 2909
5 s co3 Alele 2 Ao 1757 5858
2 2000 § cos Alele 2 Auto 1897 5799
C06 Heterozygote Auto 8362 2847
ot e . D03 Alele 2 Ato w58 662
) [] . . . D05 Alele 2 Auto 1575 5314
o 2 4 s e 10 12 D06 Heterozygote  Auto 9871 3437
RFU for Allele 1 - FAM (1043) [ Polar Coordinates E04 Alele 1 Auto 10639 40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 Selected f

Selectcycle: 50 |3

- [ View call map

" I
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Analiza evidentierii alelice necesita urmatorul continut minim al alveolelor:
B Doifluorofori in fiecare alveola
B Probe NTC (control fara tinta de amplificare) pentru analiza de date optimizata

CFX Manager Dx software ofera patru optiuni in care puteti vizualiza datele privind evidentierea
alelica:

B Graficul Allelic Discrimination (Evidentiere alelica) — afiseaza datele intr-un grafic al RFU pentru
Alela 1/Alela 2. Fiecare punct din grafic reprezinta datele din ambii fluorofori dintr-o alveola. Puteti
comuta intre coordonate carteziene si polare, bifand si debifand caseta de selectare Polar
Coordinates (Coordonate polare). Coordonatele carteziene reprezintda RFU pentru Alela 1 de pe
axa x si RFU pentru Alela 2 de pe axa y. Coordonatele polare reprezinta unghiul de pe axa x si
distanta dintre origine si RFU de pe axa y (media tuturor NTC).
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Fila Allelic Discrimination (Evidentiere alelica)

B Well spreadsheet (Foaie de calcul alveola) — afiseaza datele de evidentiere alelica colectate in
fiecare alveola a placii.

B Well selector (Selector alveole) — selecteaza alveolele cu datele alelice pe care doriti s le afisati.

B Selected Fluorophores panel (Panoul Fluorofori selectati) — schimba etichetele axei x siy in

graficul Evidentiere alelica, ciclul de analizat si afisarea sau ascunderea hartii apelurilor.

Ajustarea datelor pentru evidentiere alelica

Software-ul atribuie automat un genotip alveolelor cu probe necunoscute, pe baza pozitiilor probelor
martor NTC si a unghiului si distantei punctelor de date necunoscute din probele martorNTC.

Pentru a ajusta datele de evidentiere alelica

» Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a afisa coordonatele polare, bifati caseta de selectare din graficul Allelic
Discrimination (Evidentiere alelica).

B Pentru a vizualiza un alt fluorofor, alegeti-l din lista verticala de pe panoul Selected
Fluorophores (Fluorofori selectati).

B Pentru a schimba un apel, glisati peste punctul (punctele) de date din graficul Allelic
Discrimination (Evidentiere alelica) si alegeti o optiune din lista Selected Wells (Godeuri

selectate):

O  Allele 1 (Alela 1)

O Allele 2 (Alela 2)

O Heterozygote (Heterozigot)

O Undetermined (Nedeterminat)
O  No Call (Niciun apel)

O Auto Call (Apel automat)

Sfat: Selectati Auto Call (Apel automat) pentru a reveni la apelul implicit.
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Optiunile de meniu pentru grafice

Pe langa optiunile comune de meniu pentru grafice, afisate prin clic dreapta (consultati Elementele de
meniu comune afisate prin clic dreapta pentru grafice de la pagina 177), Tabelul 30 listeaza optiunile de
meniu disponibile Tn graficul Allelic Discrimination (Evidentiere alelica).

Tabelul 30. Optiunile de meniu dreapta si stanga pentru graficul Allelic Discrimination
(Evidentiere alelica)

Optiune de meniu Functie

Zoom (Marire) Focalizeaza vizualizarea graficului asupra zonei selectate (facand
clic si tragand cursorul in grafic).
Sfat: Pentru a anula marirea si a afisa toate punctele de date,
faceti clic dreapta si selectati Set Scale to Default (Setare
scara la implicit).

Well (Alveold) Pentru alveola selectata, optiunile sunt: afiseaza doar aceasta
alveold, elimina aceasta alveola din vizualizare, seteaza culoarea
pentru aceasta urma sau exclude aceasta alveola din analiza.

Selected Wells (Godeuri Pentru alveolele selectate (facand clic si trdgand cursorul in grafic),

selectate) optiunile sunt: afiseaza doar aceste alveole, elimina aceste alveole
din vizualizare, seteaza culoarea pentru aceste urme sau exclude
aceste alveole din analiza.
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Fila Allelic Discrimination (Evidentiere alelica)

Foaia de calcul Allelic Discrimination (Evidentiere alelica)

Tabelul 31 defineste datele care apar in foaia de calcul Allelic Discrimination (Evidentiere alelica).

Tabelul 31. Continutul foii de calcul Allelic Discrimination (Evidentiere alelica)

Informatie Descriere

Well (Alveola) Pozitia godeului in placa

Sample (Proba) Descrierea denumirii probei

Call (Apel) Identitatea alelei, incluzand optiunile automate Alela 1, Alela 2,
Heterozigot, Niciun apel sau Nedeterminat

Type (Tip) Auto (Automat) sau Manual, descrie modul in care a fost efectuat
apelul. Automat indica faptul ca software-ul a selectat apelul.
Manual indica faptul ca utilizatorul a ales apelul.

RFU1 RFU pentru Alela 1

RFU2 RFU pentru Alela 2
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Fila Custom Data View (Vizualizare de date personalizata)

Fila Custom Data View (Vizualizare de date personalizata) afiseaza simultan mai multe panouri intr-un
format personalizabil.

Lista verticald Load a Preset View (Incarcare vizualizare prestabilitd) ofera o selectie a sabloanelor de
format de afisare. Vizualizarea implicita afisata depinde de fisierul analizat. De exemplu, daca sunt
prezente date Melt Curve (Curba de topire), va aparea vizualizarea implicita Amp+Melt.

Quantfication Quantfication Data EEE Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information
Rows: Columns: Load a Preset View: | <Select a preset View> | | Save as Preset... | | Manage Presels..

Chart | Bar Chart v

Amplification fe | . el
o
) . i
o

=
107
:

il ,

Relative Normalized Expression

Sample

L
Cycles
Quantification Summary Results Girid Gene Expression Resuts - Bar Chart
Wel 9| Fuor & Taget (| Cortent O| Sample ¢ Ca 9| Conscted
Expression
F4  HEX Actin std-2 di-2 1275 Target 2 Sample ) Cl § Expression & “gey™ O B o
FI5  HEX  Acin 53 di-3 1608
F05 HEX ActinStd4 di4 1951 ILb |8 000203 000033 000033
F07  HEX  Acin S5 s 287 Lb di 2335 00737 011670
FI8  HEX  Acin 56 a6 2614 ILb a2 315%630| 019034 02278
F09 HEX | Acin ST a7 2957 L di3 300759 | 0.16432 0.16988
Lb  di4 317837 0.15760 0.15883
b dis 302785 018924 018931
b di 304125 018184 018402
b di7 297195 024201 0.24751
| [ED! Il | [ED! il
Well Selector ~| | Bar Chat Cortrol Panel
A FAM [AHEX []TexasRed []Gy5 Mode:
I expression (AACq ) v
Graph Data
Relative to cortrol v
Control Sample:
[6Hr v
Show Chart Settings |
XA ~
Sample |
I [stan || ste2 || stas || stos | stes |[sta [[sewr | [ v .
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Fila Custom Data View (Vizualizare de date personalizata)

Crearea unei vizualizari de date personalizata
Pentru a crea o vizualizare de date personalizata
» Urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Selectati o vizualizare prestabilita alternativa din lista verticala.

B Selectati alta vizualizare grafic din lista verticala aflata in partea de sus a fiecarui panou
individual.

B Modificati numarul de randuri si coloane din fila.

B Modificati dimensiunile panourilor individuale. Trageti de barele de la marginea fiecarui
panou.

Faceti clic pe Save as Preset (Salvare ca prestabilit) pentru a salva vizualizarea personalizata ca
sablon prestabilit. Faceti clic pe Manage Presets (Gestionare prestabilite) pentru a sterge, redenumi
sau restabili vizualizari prestabilite existente.

Manual de utilizare | 213



Capitolul 10 Detalii despre fereastra Data Analysis (Analiza date)

Fila QC (CC)

Utilizati fila QC (CC) pentru a evalua rapid calitatea datelor de rulare pe baza regulilor definite in fila
QC (CC).

CFX Manager Dx software ofera patru optiuni in care puteti vizualiza datele QC (CC):

B Graficul Amplification (Amplificare) — afiseaza RFU pentru fiecare alveola la fiecare ciclu.
Fiecare urma din grafic reprezinta datele de la un singur fluorofor dintr-o alveola.

B Tabelul de reguli QC (CC) — afiseaza regulile QC (CC) disponibile si setérile care definesc
fiecare regula. Regulile QC (CC) aplicate sunt indicate printr-o bifa.

B Well selector (Selector alveole) — selecteaza alveolele cu datele de fluorescenta pe care doriti
sa le afisati.

B QC rule summary pane (Panou rezumat regula QC) — afiseaza regula QC (CC) selectata si
evidentiaza alveolele care nu indeplinesc regula.

Quantification Quantfication Data EE Gene Expression {'3? Custom Data View ac @ Run Information

Amplification ’—_Q'—| Description O Value § Use O Results & E;fglga S
| |Negstive cortrol with aCqless 38 O
NTC with a Cq less than k] O
o W NRT with a Cq less than ] O
& Posiive cortrol wih a Cqgreate 30 O
Unknown without a Cq O
Standard without a Cq O
s Efficiency greater than 100
0 £ Efficiency less than 90.0
Cycles Leg Sedle | gt Curve R™2less than 0380
EAM HEX [ TexssRed [ Cy5 Replicate group Cq Std Dev g~ 0.20 FAM:F3. HEX:F4, F6, F O

Negative control with a Cq less than 38

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

I I
Unkt [ Uni |[ UniS
Unkt [ Unie || UniS
Unkt || Unie || Uns

Mo wells fail this GC Rule

St ][ staa St |[" st |
Stdl || Std2 || Std3 || Sta4 || Std5 || Std6 || Std7
T EEA EE EEN ET ETETA D

Schimbarea criteriilor QC (CC)
Pentru a schimba criteriile QC (CC)

P Bifati sau debifati caseta de selectare Use (Utilizare) pentru regula, pentru a o include sau
exclude din QC (CC).
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Excluderea alveolelor care nu indeplinesc QC (CC)

CFX Manager Dx software afiseaza alveolele care nu indeplinesc criteriile QC (CC) in coloana
Rezultate din tabelul de reguli QC (CC) si in panoul rezumativ.

Pentru a exclude alveolele care nu indeplinesc criteriile QC (CC)

» Selectati Exclude Wells (Excludere alveole) pentru fiecare alveola pe care doriti sa o excludeti.
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Fila Run Information (Informatii rulare)

Fila Run Information (Informatii rulare) afiseaza informatii despre protocol si alte informatii despre

fiecare rulare. Folositi aceasta fila pentru a:
B Vizualiza protocolul.

B Introduce si edita observatii despre rulare.

B Introduce sau edita ID (Nr. de identificare) sau codul de bare al rularii.

B Vizualiza evenimentele potential produse in timpul rularii. Folositi aceste mesaje pentru

depanarea unei rulari.

Sfat: Faceti clic dreapta pe Protocol pentru a-I copia, exporta sau imprima. Faceti clic dreapta pe
panourile Notes (Observatii), ID/Bar Code (Nr. de identificare/cod de bare) sau Other (Altele)

pentru a taia, copia, lipi, sterge sau selecta textul.
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Rapoarte de analiza a datelor

Rapoarte de analiza a datelor

Caseta de dialog Report (Raport) afiseaza informatii despre fisierul de date curent in fereastra Data
Analysis (Analiza date) . Pentru a deschide un raport, selectati Tools > Reports (Instrumente >

Rapoarte).

Caseta de dialog Report (Raport) cuprinde urmatoarele sectiuni:

B Meniu si bara de instrumente — ofera optiuni de formatare, salvare si imprimare a raportului sau

sablonului.

B Lista de optiuni (partea stanga sus a casetei de dialog) — ofera optiuni de afisare a raportului.

B Panou de optiuni (partea stanga jos a casetei de dialog) — afiseaza casete text in care puteti
introduce informatii despre o optiune selectata.

B Panou de previzualizare (partea dreapta a casetei de dialog) — afiseaza o previzualizare a

raportului curent.

Report: Gene Expi

sion Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  Templates

B & 2w

Format

E-Header ~
Report Information

[hetes

=-[]Run Setup

.[] Plate Display
=[] Quantification
.[] Analysie Settings

Amplification Chart

3 tandard Curve Chart

Data

=-[]Gene Expression - Bar Chart
[ Analysis Settings

....Chan

[] Target Names

../ Samnle Names

Header
Title

|ene Expression Multiplex - Time Course 3.pc|
Sub-Title

[0818/2017 15:36 |
Mign: | Left ~
Logao

Select Logo Clear Logo

Update Report

Gene Expression Multiplex -
Time Course 3.pcrd

08/18/2017 15:36

Report Information

User : BioRad\admin
Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 perd
Data File Path : C:\CFX-Maestro 1.1'PCRDs

Well Group Name : All Wells
Report Differs from Last Save : No

Run Setup

Run Information

Run Date : 12/13/2007 12:31
Run User : admin

Run Type : User-defined
Plate File : Multi GE pltd

< >
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Categorii de rapoarte de analiza a datelor

Tabelul 32 afiseaza toate optiunile disponibile pentru un raport de analizé a datelor, in functie de tipul
de date din fereastra Data Analysis (Analiza date).

Tabelul 32. Categorii de rapoarte de analiza a datelor in lista de optiuni

Categorie Optiune Descriere

Header (Antet)

Titlu, subtitlu si logo pentru raport

Report Information (Informatii Data rularii, nume utilizator, denumirea
raport) fisierului de date, calea fisierului de
date si grupul de alveole selectat

Audit Information (Informatii Informatii suplimentare necesare
audit) pentru audit, inclusiv semnaturi
Notes (Observatii) Observatii despre raportul de date

Run Setup (Configurare rulare)

Run Information (Informatii Data rularii, nume utilizator, denumirea
rulare) fisierului de date, calea fisierului de
date si grupul de alveole selectat

Protocol Vizualizare in format text a pasilor si
optiunilor protocolului

Plate Display (Afisare placa) Vizualizare a placii, cu informatii despre
fiecare alveola din placa

Quantification (Cuantificare)

Analysis Settings (Setari Numarul pasilor de colectare a datelor,
analiza) modul de analiza si metoda de scadere
a nivelului initial

Graficul Amplification Graficul de amplificare pentru rularile
(Amplificare) care includ date de cuantificare
Standard Curve Chart (Grafic Grafic curba standard

Curba standard)
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Rapoarte de analiza a datelor

Tabelul 32. Categorii de rapoarte de analiza a datelor in lista de optiuni, continuare

Categorie Optiune

Data (Date)

Descriere

Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare alveola

Gene Expression — Bar Chart (Expresie genica — Grafic cu bare)

Analysis Settings (Setari Modul de analiza, datele graficului,
analiza) optiunea de scalare si erori grafic
Chart (Grafic) Copie a graficului cu bare

Target Names (Denumiri tinte)

Grafic cu denumirile tintelor

Sample Names (Denumiri
probe)

Grafic cu denumirile probelor

Data (Date)

Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare alveola

Target Stability (Stabilitatea
tintei)

Grafic cu valorile de stabilitate a tintelor

Gene Expression (Expresie genica) — Clustergram (Clustergrama) si Scatter Plot

(Corelograma)

Analysis Settings (Setari

Setari pentru fiecare tip de grafic

analiza)
Chart (Grafic) Copie a graficului
Data (Date) Foaie de calcul care listeaza datele din

fiecare tinta

Melt Curve (Curba de topire)

Analysis Settings (Setari Numaér pasi de topire si setare bara
analiza) prag

Grafic Melt Curve (Curba de Graficul curbei de topire

topire)

Grafic Melt Peak (Varf de topire)

Graficul Melt peak (Varf de topire)
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Tabelul 32. Categorii de rapoarte de analiza a datelor in lista de optiuni, continuare

Categorie Optiune

Data (Date)

Descriere

Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare alveola

Allelic Discrimination (Evidentiere alelica)

Analysis Settings (Setari
analiza)

Afiseaza fluoroforii, ciclul si harta
apelurilor de vizualizare

Allelic Discrimination Chart
(Grafic evidentiere alelica)

Copie a graficului de evidentiere alelica

Data (Date)

Foaie de calcul care listeaza datele din
fiecare alveola

End Point (Momentul final)

Analysis Settings (Setari Fluorofor, cicluri finale la medie, mod,

analiza) cea mai mica valoare RFU, cea mai
mare valoare RFU si valoarea limita

Data (Date) Foaie de calcul care listeaza datele din

fiecare alveola

QC Parameters (Parametri CC)

Data (Date)

Foaie de calcul cu parametrii pentru
fiecare regula CC
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Rapoarte de analiza a datelor

Crearea unui raport de analiza a datelor
Puteti salva structura raportului drept sablon, pe care-I puteti utiliza din nou pentru rapoarte similare.
Pentru a crea un raport de analiza a datelor

1. Efectuati ajustarile finale la continutul godeului, alveolele selectate, grafice si foile de calcul in
fereastra Data Analysis (Analiza date) inainte de a crea raportul.

2. Selectati Tools > Reports (Instrumente > Rapoarte) din bara de meniu Data Analysis (Analiza
date) pentru a deschide caseta de dialog Report (Raport).

3. Alegetioptiunile pe care doriti sa le includeti in raport. Raportul se deschide cu optiunile implicite
selectate. Bifati sau debifati casetele de selectare pentru a schimba categorii intregi sau optiuni
individuale dintr-o categorie.

Observatie: Datele care apar in raport depind de selectiile curente din cadrul filelor ferestrei
Data Analysis (Analiza date). De exemplu, o rulare de cuantificare poate s& nu contina o
curbd standard si prin urmare datele respective nu apar in fereastra Data Analysis (Analiza
date) sau in raportul de date.

4. Schimbati ordinea categoriilor si elementelor dintr-un raport. Trageti optiunile in pozitia aferenta.
Elementele pot fi reordonate doar in cadrul categoriilor carora le apartin.

5. (Optional) In panoul Report Options (Optiuni raport), introduceti informatiile relevante pentru
optiunea selectata:

B Alegeti un subset de informatii de afisat in raport.
B Alegeti setarile specifice pentru optiunea selectata.
B Modificati textul de afisat pentru optiunea selectata.

6. Faceticlic pe Update Report (Actualizare raport) pentru a actualiza Report Preview
(Previzualizare raport) cu orice modificari.

7. Imprimati sau salvati raportul. Faceti clic pe butonul Print Report (Imprimare raport) de pe bara de
instrumente pentru a imprima raportul curent. Selectati File > Save (Fisier > Salvare) pentru a
salva raportul in format PDF (fisier Adobe Acrobat Reader) si selectati un loc in care sa salvati
fisierul. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) pentru a salva raportul cu 0 noua denumire
sau intr-un nou loc.

8. (Optional) Creati un sablon de raport cu informatiile pe care le doriti. Pentru a salva setarile
raportului curent Tntr-un sablon, selectati Template > Save (Sablon > Salvare) sau Save As
(Salvare ca). Apoi incarcati sablonul raportului data viitoare cand doriti sa creati un raport nou.
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Crearea rapoartelor pentru grupuri de alveole
Pentru a crea un raport pentru un grup de alveole

1. Selectati Tools > Well Group Reports (Instrumente > Rapoarte grupuri de alveole) din fereastra
Data Analysis (Analiza date).

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. Din caseta de dialog Well Groups Reports (Rapoarte grupuri de alveole), selectati grupurile de
alveole, pasii de amplificare si pasii de topire de inclus in raport.

3. Introduceti calea sau navigati la folderul de destinatie in care doriti sa salvati raportul.

4. (Optional) Selectati Choose a Report Template (Alegeti un sablon de raport) si navigati la folderul
fisierului sablon.

5. (Optional) Selectati Open Destination Folder (Deschidere folder destinatie) pentru a deschide
folderul si vizualiza rapoartele dupa ce sunt generate.

6. Faceticlic pe Create Reports (Creare rapoarte).
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Cu ajutorul unor probe control calificate mai stringent in reactiile dumneavoastra, puteti utiliza CFX
Manager Dx software pentru a efectua o rulare de expresie genica pentru a normaliza diferentele
relative dintr-o concentratie tinta printre probe. Tn mod tipic, nivelurile de expresie pentru una sau mai
multe gene de referinta sunt utilizate pentru a normaliza nivelurile de expresie ale unei gene de
interes. Genele de referinta iau in considerare diferentele de incarcare sau alte variatii reprezentate in
fiecare proba si nivelurile lor de expresie trebuie sa nu fie afectate in sistemul biologic studiat.

Selectati fila Gene Expression (Expresie genica) in fereastra Data Analysis (Analiza date) pentru a
evalua diferentele relative intre reactiile PCR din dou&d sau mai multe alveole. De exemplu, puteti
evalua numerele relative de genomi virali sau numerele relative de secvente transfectate dintr-o
reactie PCR. Cea mai comuna aplicatie pentru studiul de expresie genica este comparatia intre
concentratia cDNA (ADNc) in mai mult de o reactie pentru a estima nivelurile de stare de echilibru al
RNA (ARN) mesager.

Software-ul calculeaza nivelul de expresie relativa al unei tinte cu unul dintre aceste scenarii:

B Nivelul de expresie relativa pentru o secventa tinta (Tinta 1) relativ la o alté tinta (Tinta 2); de
exemplu cantitatea unei gene relativ la o altd gena sub acelasi tratament al probei.

®  Nivelul de expresie relativa al unei secvente tinta dintr-o proba in comparatie cu aceeasi tinta sub
un tratament diferit al probei; de exemplu, cantitatea relativa a unei gene in raport cu ea insasi in
alte conditii temporale, geografice sau de dezvoltare.

Configurarea placii pentru analiza expresiei genice

Pentru a realiza analiza expresiei genice, continutul alveolelor trebuie sa includa urmétoarele:

B Doua sau mai multe tinte — cele doua tinte care reprezinta diferite gene amplificate sau secvente
din probele dumneavoastra.

B Una sau mai multe tinte de referinta — cel putin o tinta trebuie sa fie tinta de referinta pentru
expresia normalizata. Atribuiti toate tintele de referinta in fereastra Experiment Settings (Setari
experimente), pentru a analiza datele in modul Expresie normalizata (AAC,). Rularile care nu
contin o referinta trebuie analizate utilizand modul Expresie relativa (ACq).

B Probe comune —reactiile dumneavoastra trebuie sa includa probe comune (minimum doua
necesare) pentru a va vizualiza datele reprezentate grafic in fila Gene Expression (Expresie
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genica). Aceste probe ar trebui sa reprezinte diferite tratamente sau conditii pentru fiecare dintre
secventele dumneavoastra tinta. Atribuiti o proba de control (optionald) in fereastra Experiment
Settings (Setari experimente). Daca nu este selectata nicio proba de control, software-ul
foloseste cea mai mica valoare C drept valoare de control.

Cerintele pentru setarea Gene Expression (Expresie genica) din Plate Editor (Editor placa) depind de
tipul continutului reactiei: PCR singleplex, cu un fluorofor in reactii sau PCRmultiplex, cu mai multi

fluorofori in reactie.

Configurarea ghidata a placii

Daca configurarea placii unui fisier de date nu contine informatiile necesare pentru analiza si fila Gene
Expression (Expresie genica) este selectata, spatiul ocupat in mod normal de graficul cu bare va
contine instructiuni pentru introducerea acestor informatii. Pentru expresia genica normalizata,

finalizati urmatorii pasi:

1.

Definiti denumirile Target (Tinta) si Sample (Proba) urmand oricare dintre procedurile urméatoare:
B Plate Setup (Configurare placa) — deschide fereastra Plate Editor (Editor placa).

B Replace Plate File (inlocuire fisier placa) — deschide browser-ul Select Plate (Selectare
placa), in care puteti naviga la un fisier placa salvat anterior cu care sa inlocuiti structura
curenta a placii.

®  Replace PrimePCR File (Inlocuire fisier PrimePCR) — deschide caseta de dialog Select
PrimePCR File (Selectare fisier PrimePCR), in care puteti naviga la un figier de rulare
PrimePCR pe care sa-l aplicati la structura placii.

Selectati una sau mai multe tinte de referinta si o proba de control utilizand caseta de dialog
Experiment Settings (Setari experimente).

Daca structura placii contine deja informatii despre tinta si proba, doar al doilea pas este necesar
si este evidentiat cu portocaliu. Acest pas trebuie finalizat inainte de realizarea analizei expresiei
genice normalizate.

Observatie: Datele pentru clustergrama si corelograma sunt afisate doar daca toate
cerintele pentru expresia genica normalizata listate in Plate Setup (Configurare placa) pentru
Gene Expression Analysis (Analiza expresiei genice) sunt indeplinite.
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Graficele de expresie genica

CFX Manager Dx software afiseaza datele expresiei genice in mai multe vizualizari. Tabelul 33
listeaza optiunile graficelor disponibile in software.

Tabelul 33. Optiunile graficelor de expresie genica

Buton Denumire Functie
Grafic cu bare Afiseaza datele expresiei genice
‘i} normalizate in format de grafic cu bare.
Clustergrama Afiseaza datele expresiei normalizate intr-o
i ierarhie bazata pe gradul de similaritate a

expresiei pentru diferite tinte si probe.

Corelograma Afiseaza expresia normalizata a tintelor
F pentru un control versus o proba
experimentala.

Rezultate Rezuma datele din toate graficele.
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Grafic cu bare

W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File View Setings Export Tools & plate setup - ".| Fluorophore
Guartification || Quartification Data EEI! Gene Expression ‘;_!_? Custom Data View ac ﬂ Run Information
Bar Chant Mods:
i . . . |
5 1 Graph Data:
ﬂ 0 7 E Relative to control
=
=l Control Sample:
2 1 6Hi
@ + i Ir w~
FIET
LI:: Show Chart Settings
E_] E 1w L :‘: ] XoPuis: ~
4 = Sampl ~
= = ample
g Y-Auis:
Z 4 0-1 1 i Log 10 -
_g 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
L1 8Hr 0.00209 0.00053 0.00093 3012 0.65400 %
IL1b di-1 2.93656 007376 0.11670 789 0.03661
L1 dil-2 3.15690 0.19094 0.20278 11.91 0.05799
L1 dil-3 3.10759 0.16432 0.16986 15.24 0.05851
P hazoen hazem hoains Ad
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Expresia relativa a tintelor este prezentata in aceste doua vizualizari:

O  AAC, - expresie normalizata relativa, calculata folosind probe de control si tinte de referinta.

O ACq — cantitatea relativa a genei tinta dintr-o proba in raport cu o proba de control.

Foaie de calcul — afiseaza o foaie de calcul a datelor expresiei genice.

Sfat: Faceti clic dreapta pe orice grafic sau foaie de calcul pentru a accesa optiunile.
Selectati View/Edit Plate (Vizualizare/Editare placa) din meniul vertical Plate Setup
(Configurare placa) pentru a deschide Plate Editor (Editor placa) si a modifica continutul
godeului din placa.

Sfat: Selectati Sort (Sortare) din meniul clic dreapta pentru a rearanja ordinea denumirilor

Target (Tinta) si Sample (Proba) din grafic.
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Grafic cu bare

Expresie genica normalizata

Pentru a normaliza datele, utilizati nivelul expresiei masurat pentru una sau mai multe gene de
referinta ca factor de normalizare. Genele de referinta sunt tinte care nu sunt regulate in sistemul
biologic studiat, de exemplu actind, GAPDH sau tubulina.

Pentru a configura analiza expresiei genice normalizate (AAC)

1. Deschideti un fisier de date (extensia .pcrd).

2. Revizuiti datele din fila Quantification (Cuantificare) din fereastra Data Analysis (Analiza date).
Ajustati datele, de exemplu schimband pragul si modul de analiza.

3. Alegetifila Gene Expression (Expresie genica).

4. Infila Gene Expression (Expresie genica), faceti clic pe Experiment Settings (Setari
experimente).

5. Incaseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente), urmati procedura urmatoare:

a. Alegetifila Samples (Probe) si selectati un control. La atribuirea unui control, CFX Manager Dx
software normalizeaza cantitatile relative pentru toate genele la cantitatea de control, care este
setatala 1.

b. Alegetifila Target (Tinta) si selectati genele de referinta. Analiza expresiei genice necesita o
referinta intre tintele din probele dumneavoastra

6. Selectati Normalized Expression (Expresie normalizata) (AAC,) daca aceasta optiune nu este
deja selectata si apoi vizualizati nivelurile de expresie in fila Gene Expression (Expresie genica).

Cantitate relativa

Prin definitie, datele de cantitate relativa (ACg) nu sunt normalizate. Aceasta metoda este utilizata
pentru a cuantifica probele care nu includ gene de referint4 (tinte). In mod obisnuit, cercetatorii se
bazeaza pe una dintre urmatoarele considerente cand seteaza rularea:

B Fiecare proba contine aceeasi cantitate de RNA (ARN) sau cDNA (ADNc) in fiecare alveola.

B Orice variatie a cantitatii de proba biologica incarcata va fi normalizata dupa rulare printr-o metoda
de analiza a datelor, in afara software-ului. De exemplu, un cercetator poate alege sa imparta
valoarea cantitatii relative la factorul de normalizare, daca se poate la masa de acid nucleic
Tncarcata pentru fiecare proba, sau la numarul de celule din care a fost izolat acidul nucleic.

Pentru a rula o analiza a cantitatii relative (AC,)

» Infila Gene Expression (Expresie genica), selectati Relative Quantity (ACq) (Cantitate relativa)
(ACq) din lista verticala Mode (Mod) din panoul din dreapta.
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Sfat: Pentru a compara rezultatele cu datele din alte rulari ale expresiei genice, deschideti un
nou studiu genic sau adaugati un fisier de date la un studiu genic existent.

Sortarea datelor tintei si probei

Observatie: Aceasta optiune este disponibild numai in graficele de expresie genica.

Implicit, lista Targets and Samples (Tinte si probe) apare in ordine alfabetica. Utilizati caseta de dialog
Sort (Sortare) pentru a sorta afisajul in ordine alfabetica inversa sau pentru a muta manual un termen

n alta pozitie din lista.

Pentru a sorta datele tintei si probei

1. Din meniul clic dreapta al graficului, faceti clic pe Sort (Sortare).

Va aparea caseta de dialog Gene Expression Chart Sorting (Sortare grafic expresie genica).

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples:

AZ||ZA

Actin
IL1Beta
Tubulin

L [l

OHr
THr
2Hr
dil-1
dil-2
dil-3
dil-4
dil-5
dil-6

Cancel

2. Incaseta de dialog, faceti clic pe Z-A pentru a sorta lista in ordine alfabetica inversa.
3. Pentru a muta manual un termen, selectati-l si faceti clic pe butonul corespunzator dintre grafice:
B Faceticlic pe sdgeata Tn sus sau In jos pentru a muta termenul selectat cu o pozitie.

B Faceti clic pe sageata bara Tn sus sau in jos pentru a muta termenul selectat in partea de sus

sau de jos a listei.

4. Faceticlic pe OK pentru a salva modificarile si a reveni la fila Gene Expression (Expresie genica).

Ajustarea datelor de expresie genica

Dupa ce ati selectat modul de analiza — expresie normalizata (AACq) sau cantitate relativa (ACq),
ajustati datele pe care le vedeti in fila Gene Expression (Expresie genicd) modificand optiunile de

setare din partea dreapta a graficului.
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Sfat: Setati optiunile implicite pentru datele de Gene Expression (Expresie genica) in caseta de dialog
User Preferences (Preferinte utilizator) (consultati Setarea parametrilor impliciti pentru fisierul de date de
expresie genica de la pagina 71).

Datele graficului

Setati valoarea axei y la scara liniara pentru a activa optiunile datelor graficului. Optiunile datelor
graficului va permit sa prezentati datele din grafic folosind una dintre urmatoarele optiuni:

B Relativ la control — reprezentarea grafica a datelor cu axa scalata de la 0 la 1. Daca atribuiti o
valoare de control in rularea dumneavoastra, selectati aceasta optiune pentru a vizualiza rapid
reglarea pozitiva si negativa a tintei.

B Relativ la zero — reprezentarea grafica a datelor cu originea la zero.
Proba de control

Utilizati meniul vertical Control Sample (Proba de control) pentru a selecta o proba care va fi utilizat(a)
la normalizarea cantitatii relative:

Setari grafic

Urmatoarele optiuni (descrise mai jos) sunt afisate atunci cand selectati caseta Show Chart Settings
(Afisare setari grafic): X-Axis (Axa x), Y-Axis (Axa y), Scaling (Scalare), Error Type (Tip eroare) si
Chart Error Multiplier (Multiplicator eroare grafic).

Optiuni axa x
Optiunea axei x va permite sa selectati datele axei x ale graficului Gene Expression (Expresie genica):

B Target (Tinta) — reprezinta grafic denumirile tintelor pe axa x.

B Sample (Proba) — reprezinta grafic denumirile probelor pe axa x.
Optiuni axa y

Optiunea axei y va permite sa afisati graficul Gene Expression (Expresie genica) pe una dintre
urmatoarele trei scari:

B Linear (Liniara) — selectati aceasta optiune pentru a afisa o scara liniara.

Sfat: Setarea axei y la Linear (Liniara) activeaza lista verticala Graph Data (Date grafic), din
care puteti alege sa reprezentati grafic datele relativ la control sau relativ la zero.

B Log 2 - selectati aceasta optiune pentru a evalua probele la nivelul unuiinterval dinamic mare.

B Log 10 - selectati aceasta optiune pentru a evalua probele la nivelul unui interval dinamic foarte
mare.
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Optiuni de scalare

Selectati Normalized Gene Expression (Expresie genica normalizata) (AAC,) si setati Control Sample
(Proba de control) la None (Niciuna) pentru a activa optiunile de scalare in graficul Gene Expression
(Expresie genica). Selectati una dintre aceste optiuni de scalare pentru a calcula si prezenta datele Tn
maniera cea mai adecvata pentru designul rularii dumneavoastra:

B Unscaled (Nescalat) — prezinta expresia genica normalizata nescalata.

B Highest (Cel mai ridicat) — scaleaza expresia genica normalizata pentru fiecare tinta, impartind
nivelul expresiei fiecarei probe la cel mai ridicat nivel de expresie pentru toate probele.

Aceasta optiune de scalare foloseste formula ,scalat la cel mai ridicat nivel”.

B Lowest (Cel mai scazut) — scaleaza expresia genica normalizatd pentru fiecare tinta, impartind
nivelul expresiei fiecarei probe la cel mai scazut nivel de expresie pentru toate probele.

Aceasta optiune de scalare foloseste formula ,scalat la cel mai scazut nivel”.

B Average (Mediu) — scaleaza expresia genica normalizata pentru fiecare tinta, impartind nivelul
expresiei fiecarei probe la media geometrica a nivelurilor de expresie pentru toate probele.

Aceasta optiune de scalare foloseste formula ,scalat la nivel mediu”.

Tip de eroare

Selectati o optiune pentru calcularea tipului de eroare (barele de eroare) din graficul Gene Expression
(Expresie genica).

B Standard error of the mean (default) (Eroarea standard a mediei (implicita))

B Standard deviation (Deviatie standard)

Multiplicator bare de eroare din grafic

Selectati un multiplicator pentru barele de eroare din graficul Gene Expression (Expresie genica).
Selectati unul dintre aceste numere intregi:
+/- 1 (implicit), 2 sau 3. Tipul multiplicatorului se schimba atunci cand selectati tipul de eroare:

B SEMs pentru eroarea standard a mediei

®  Std Devs pentru deviatiile standard

Setari experimente

Sfat: Aceasta caseta de dialog este disponibila si in Plate Editor (Editor placa). Pentru mai multe
informatii, consultati Schimbarea setarilor experimentelor de la pagina 129.
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In caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente), puteti vizualiza sau modifica lista de
tinte sau probe, selecta genele de referinta, selecta controalele sau seta grupul Gene Expression
Analysis (Analiza expresie genica) de analizat, daca denumirile seturilor biologice au fost adaugate la
alveole.

Pentru a deschide caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente)

» inBar Chart (Grafic cu bare), faceti clic pe Experiment Settings (Setari experimente) in partea de
jos a panoului din dreapta.

Apare caseta de dialog Experiment Settings (Setéri experimente), care afiseaza fila Targets
(Tinte).

Experiment Settings

Targetz  Samples

MName & Full Name Reference Color | [+ Show Chatt | Auto Efficiency Hficiency (%)
| A A
Z GAFDH GAFDH v - v v 95.9
3 ILib IL1b r e ra v 3.9
4 Tubulin Tubulin - [v [v 0.5

New:
Show Analysis Settings
Biclogical Set Analysis Options: Target vs. Sample ~
Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

NTC [ MRT [ Megative Control [ ] Positive Control [ Standard

0K Cancel

Pentru a ajusta setérile pentru Targets (Tinte)
» infila Targets (Tinte), urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a selecta o tinta ca referinta pentru analiza datelor expresiei genice, selectati
denumirea sa in coloana Reference (Referinta).

B Pentru a schimba culoarea tintei, faceti clic pe celula corespunzatoare din coloana Color
(Culoare) si modificati culoarea in caseta de dialog Color (Culoare) care apare.

Schimbarea culorii apare Tn graficele Gene Expression (Expresie genica).

B Pentru a utiliza o valoare de eficienta determinata anterior, debifati caseta de selectare
aferenta tintei din coloana Auto Efficiency (Eficientd automata) si introduceti un numar pentru
procentul de eficienta al unei tinte.
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Software-ul calculeaza eficienta relativa a unei tinte folosind Auto Efficiency (Eficienta
automata), daca datele pentru o tinta includ o curba standard.

Pentru a ajusta setarile pentru Sample (Proba)
» infila Samples (Probe), urmati oricare dintre procedurile urmatoare:

B Pentru a selecta o proba drept control pentru analiza datelor expresiei genice, selectati
denumirea sa in coloana Control.

B Pentru a schimba culoarea probei, faceti clic pe celula corespunzatoare din coloana Color
(Culoare) si schimbati culoarea in caseta de dialog Color (Culoare) care apare.

Schimbarea culorii apare in graficele Gene Expression (Expresie genica).

B Pentru a afisa proba in graficele Gene Expression (Expresie genica), selectati-o in coloana
Show Chart (Afisare grafic).

B Pentru a elimina proba din graficele Gene Expression (Expresie genica), debifati-o in
coloana Show Chart (Afisare grafic).

Sfat: Datele probei raman in tabelul Results (Rezultate).
Pentru a modifica selectia Biological Set Analysis Options (Optiuni analiza set biologic)

» Dacad atribuiti unul sau mai multe seturi biologice alveolelor de pe placa (consultati Atribuirea de
seturi biologice alveolelor de la pagina 122), lista Biological Set Analysis Options (Optiuni analiza
set biologic) afiseaza caseta de dialog Experiment Settings (Setari experimente), permitandu-va
sa modificati selectia dupa necesitati.

Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample

Target vs. Biological Set
Target vs. Sample_Biclogical Set
W | Target vs. Biological Set Sample

B Target vs. Sample (Tinta vs. Proba) — numai denumirea probei din alveola este utilizata in
calculele expresiei genice.

B Target vs. Biological Set (Tinta vs. Set biologic) — numai denumirea setului biologic este
utilizata Tn calcule.

B Target vs. Sample_Biological Set (Tinta vs. Proba_Set biologic) — denumirea probei si
denumirea setului biologic se combina pentru a crea un nume unic utilizat in calcule.

B Target vs. Biological Set_Sample (Tinta vs. Set biologic_Proba) — denumirea setului
biologic si denumirea probei se combina pentru a crea un nume unic utilizat in calcule.
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Pentru a exclude un tip de proba din calculele analizei

P Bifati caseta de selectare aferenta din partea de jos a casetei de dialog Experiment Settings
(Setari experimente).

Observatie: Aceasta exclude controalele si/sau standardele din analiza expresiei genice.

Valoarea stabilitatii tintei

Valorile stabilitatii tintei sunt calculate ori de cate ori se utilizeaza mai mult decat o gena de referinta.
CFX Manager Dx software calculeaza doi parametri de calitate pentru genele de referinta:

B Varianta coeficientilor (VC) pentru cantittile relative ale genelor de referinta normalizate.
O valoare VC mai mic& denot o stabilitate mai mare.

B Valoarea M (M), o masura a stabilitatii expresiei genice de referinta.

Valorile VC si M recomandate sunt afisate in partea de jos a casetei de dialog Stability Value (Valoare
stabilitate).

Pentru a vizualiza valoarea stabilitatii tintei

» infila Gene Expression Bar Chart (Grafic cu bare expresie genica), faceti clic pe Target Stability
Value (Valoarea stabilitatii tintei) in partea de jos a panoului din dreapta.

Apare caseta de dialog Stability Value (Valoare stabilitate).

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta

Faceti clic dreapta pe graficul expresiei genice pentru a selecta elementele afisate in Tabelul 34.

Tabelul 34. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru expresia genica

Element Functie

Copy (Copiere) Copiaza graficul pe clipboard.

Save Image As (Salvati Salveaza graficul ca fisier imagine. Configurati rezolutia si

imaginea ca) dimensiunile imaginii, apoi selectati tipul fisierului (PNG, GIF, JPG,
TIF sau BMP).

Page Setup (Configurare Selecteaza configurarea paginii pentru imprimare.

pagina)

Print (Imprimare) Imprima graficul.
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Tabelul 34. Elementele de meniu afisate prin clic dreapta pentru expresia genica, continuare

Element

Set Scale to Default (Setare
scara la implicit)

Functie

Show Al (Afisare toate) afiseaza toate datele din graficul cu bare.
Scroll Bar (Bara de defilare) afiseaza o bara de defilare daca exista
prea multe probe de afisat in cadrul graficului, mentinand o latime
minima a barei.

Chart Options (Optiuni grafic)

Deschide fereastra Chart Options (Optiuni grafic), pentru a ajusta
graficul.

Sort (Sortare)

Sorteaza ordinea probelor sau tintelor care apar pe axa x a
graficului.

Use Corrected Std Devs
(Utilizare deviatii standard
corectate)

Calculeaza barele de eroare utilizand formula deviatiei standard
corectate.

Use Solid Bar Colors (Utilizare
culori compacte bare)

Afiseaza barele compacte din grafic.

X—Axis Labels (Etichete axa x)

Afiseaza etichetele axei x pe orizontald sau in unghi.

Foaia de calcul Data (Date)

Tabelul 35 defineste datele afisate in tabelul de date Gene Expression (Expresie genica).

Observatie: Valorile din tabel sunt calculate pe baza tipului de grafic si a preferintelor selectate in

panoul din dreapta.

Tabelul 35. Descrierea informatiilor din foaia de calcul din fila Reprezentare graficaGrafic cu

bare
Informatie Descriere
Tinta Denumirea tintei (gend amplificata) selectata in fereastra
Experiment Settings (Setari experimente).
Proba Denumirea probei si/sau a grupului biologic selectata in fereastra.
Ctrl Denumirea controlului selectat in fereastra Experiment Settings

(Setari experimente).

Cantitate relativa sau
Expresie

Cantitate relativa (ACg) sau Expresie genica normalizata (AAC), in
functie de modul selectat.
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Informatie

SEM (sau SD) pentru cantitate
relativa sau expresie

Descriere

Eroarea standard a mediei (SEM) sau deviatia standard (SD) a
cantitatii relative sau a expresiei normalizate, in functie de optiunea
selectata.

SEM (sau SD) corectata pentru
cantitate relativa sau expresie

Calculul valorii corectate pentru SEM sau SD a cantitatii relative sau
a expresiei normalizate, Tn functie de optiunea selectata.

Medie Cq

Media ciclului de cuantificare.

SEM (sau SD) C,

SEM sau SD a ciclului de cuantificare, in functie de optiunea
selectata.

Optiunea Show Details (Afisare detalii)

Tabelul 36 defineste datele afisate cand este selectata optiunea Show Details (Afisare detalii) din
meniul clic dreapta al foii de calcul a graficului cu bare.

Tabelul 36. Informatiile din foaia de calcul a graficului cu bare cu optiunea Show Details

(Afisare detalii) selectata

Informatie

Set de date

Descriere

Date privind fluorescenta de la un fluorofor din fisierul de date

Cantitate relativa

Cantitatea relativa calculata a probelor

SD cantitate relativa

Deviatia standard a calcularii cantitatii relative

SD cantitate relativa corectata

Deviatia standard calculata a cantitatii relative corectate

SEM cantitate relativa

Eroarea standard a mediei calcularii cantitatii relative

SEM cantitate relativa corectata

Eroarea standard a mediei calcularii cantitatii relative corectate

Cantitate relativa(lg)

Log, al cantitatii relative utilizate pentru analiza statistica

SD RQ(lg)

Deviatia standard a cantitatii relative (logy)

SEM expresie(lg)

Eroarea standard a mediei expresiei (log,)

Expresie nescalata

Expresia nescalata calculata

SD expresie nescalata

Deviatia standard calculata a expresiei nescalate
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Tabelul 36. Informatiile din foaia de calcul a graficului cu bare cu optiunea Show Details
(Afisare detalii) selectata, continuare

Informatie Descriere

SD expresie nescalata Deviatia standard calculata a expresiei nescalate corectate

corectata

SEM expresie nescalata Eroarea standard a mediei calculata a expresiei nescalate

SEM expresie nescalata Eroare standard a mediei calculata a expresiei nescalate corectate

corectata

Expresie nescalata(lg) Log, al expresiei nescalate

SD expresie nescalata(lg) Deviatia standard a expresiei nescalate (log,)

SEM expresie nescalata(lg) Eroarea standard a mediei expresiei nescalate (logy)

Expresie Expresie genica normalizata

SD expresie corectata Deviatia standard calculata

SEM expresie Eroarea standard a mediei

SEM expresie corectata Eroarea standard a mediei calculata

Expresie(lg) Log, al expresiei (expresia normalizata) utilizate pentru analiza
statistica

SD expresie(lg) Deviatia standard a expresiei (log»)

SEM expresie(lg) Eroarea standard a mediei expresiei (log,)

Medie C, Media ciclului de cuantificare

SDC Deviatie standard a ciclului de cuantificare

q

SEM Cq Eroarea standard a mediei ciclului de cuantificare
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Clustergrama

Clustergrama afiseaza datele intr-o ierarhie bazaté pe gradul de similaritate a expresiei pentru
diferitele tinte si probe.

Observatie: Trebuie s& alegeti o tinta de referinta pentru a afisa oricare dintre reprezentarile
grafice de date, in afara de expresia relativa pentru graficele cu bare.

Imaginea clustergramei descrie expresia relativa a unei probe sau tinte, dupa cum urmeaza:
B Reglare pozitiva (rosu) — expresie mai mare

B Reglare negativa (verde sau albastru) — expresie mai mica

B Nicio reglare (negru)

B Nicio valoare calculata (negru cu un X alb)

Cu cat nuanta culorii este mai deschisa, cu atat mai mare este diferenta expresiei relative. Daca nu se
poate calcula nicio valoare C normalizata, patratul va fi negru cu un X alb.

Pe marginile exterioare ale graficului de date se gaseste o dendrograma, care indica ierarhia de
clustering. Tintele sau probele care au tipare de expresie similare vor avea ramuri adiacente, iar cele
cu tipare nesimilare vor fi mai departate.

Setari

Puteti seta urméatoarele optiuni:

B Cluster By (Grupare dupa) — alegeti dintre Targets (Tinte), Samples (Probe), Both (Ambele) sau
None (Niciuna).

B Size (Dimensiune) — ajusteaza dimensiunea imaginii si modifica gradul de marire a graficului.
B Split Out Replicates (Replicate individuale) — afiseaza valoarea pentru replicatele individuale.

Sfat: Puteti schimba schema de culoare pentru clustergrama si corelograma de la setarea implicita
Red/Green (Rosu/Verde) la Red/Blue (Rosu/Albastru) selectand aceasta optiune din meniul clic
dreapta din oricare dintre aceste grafice.

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta pentru clustergrama sunt aceleasi cu cele pentru graficul
cu bare. Consultati Tabelul 34 de la pagina 233 pentru optiunile disponibile. De asemenea, selectati
Color Scheme (Schema de culori) pentru a modifica expresia de reglare negativa de la setarea
implicita Red/Green (Rosu/Verde) la Red/Blue (Rosu/Albastru) pe grafic.
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Foaia de calcul Data (Date)

Foaia de calcul afiseaza valorile pentru tinta, proba si expresia normalizata. Faceti clic pe caseta de
selectare de langa o tinta pentru a o include sau a o exclude din reprezentarea grafica.
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Corelograma

Corelograma afiseaza expresia normalizata a tintelor pentru un control versus o proba experimentala. Liniile
din grafic indica pragul de reglare. Punctele de date dintre linii indica faptul ca diferenta de expresie pentru
tinta (gena) respectiva este neglijabila intre probe. Punctele de date din afara liniilor depasesc pragul de
reglare si ar putea fi de interes.

Imaginea din grafic afiseaza urmatoarele modificari in expresia tinta pe baza pragului de reglare:
B Reglare pozitiva (cerc rosu) — expresie relativ mai mare

B Reglare negativa (cerc verde sau albastru) — expresie relativ mai mica

B Nicio schimbare (cerc negru)

Faceti clic pe si trageti oricare linie de prag pentru a ajusta valoarea de prag a reglarii.

Setari

Puteti seta urmatoarele optiuni:
H  Proba de control

B Proba experimentala

B Pragul de reglare. Pe masura ce mariti sau micsorati valoarea de reglare, liniile de prag din grafic
se muta si ele in mod corespunzator.

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta

Optiunile de meniu afisate prin clic dreapta pentru corelograma sunt aceleasi cu cele pentru graficul cu
bare. Consultati Tabelul 34 de la pagina 233 pentru optiunile disponibile. n plus, selectati Symbol
(Simbol) pentru a schimba simbolul utilizat pe grafic din cercul implicit in unul dintre urmatoarele:

B Triunghi
B Cruce
m  Patrat
®  Romb
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Foaia de calcul Data (Date)

Foaia de calcul afiseaza valorile pentru tinta si expresia normalizaté pentru proba de control si proba
experimentala. Indica, de asemenea, daca tintele sunt reglate pozitiv sau negativ in comparatie cu
pragul de reglare. Faceti clic pe caseta de selectare de langa o tintd pentru a o include sau a o exclude
din reprezentarea grafica.
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Results (Rezultate)

Fila Rezultate ofera o foaie de calcul care sintetizeaza datele din toate graficele. Tabelul 37 defineste
datele afisate in foaia de calcul Rezultate.

Tabelul 37. Informatiile din fila Rezultate

Informatie Descriere

Target (Tint&) Denumirea tintei (gena amplificata)

Sample (Proba) Denumire proba

Mean Cq (Medie C,) Media ciclului de cuantificare

Mean Efficiency Corrected C, Media ciclului de cuantificare dupa ajustarea pentru eficienta

(Cq corectata eficient medie) reactiilor

Normalized Expression Expresia tintei normalizata in functie de o tinta de referinta (AACy)

(Expresie normalizata)

Relative Normalized Expresie normalizata relativa la o proba de control; denumita si Fold
Expression (Expresie Change (Schimbarea factorului)
normalizata relativa)

Regulation (Reglare) Modificare a expresiei relativa la o proba de control
Compared to Regulation Reglare pozitiva sau negativa a unei probe experimentale bazata pe
Threshold (Comparativ cu setarea pragului

pragul de reglare)

Observatie: Datele pentru replicate se gdsesc numai in foile de calcul ale filelor de analiza a
datelor in care s-a selectat Split Out Replicates (Replicate individuale) (respectiv Clustergram
(Clustergrama)). Poate exista o discrepanta intre datele de expresie din foile de calcul de analiza
a expresiei genice daca selectati ,none” (niciuna) drept proba de control pe graficul cu bare.
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Studiu genic

Creati un studiu genic pentru a compara datele de expresie genica de la unul sau mai multe
experimentePCR in timp real folosind un calibrator intre rulari pentru normalizare intre experimente.
Creati un studiu genic adaugand date din unul sau mai multe fisiere de date (extensia .pcrd) la studiul
genic. Software-ul le grupeaza intr-un fisier unic (extensie .mgxd).

Observatie: Numarul maxim de probe pe care le puteti analiza intr-un studiu genic este limitat de
marimea memoriei RAM a computerului si de memoria virtuala.

Inter-run Calibration (Calibrare intre rulari)

Inter-run calibration (Calibrare intre rulari) este incercata automat in fiecare studiu genic pentru fiecare
tinta pentru a normaliza variatiile intre rulari intre tintele testate in rulari PCR in timp real separate (cu
alte cuvinte, fisiere .pcrd generate din placi diferite).

Pentru ca software-ul sa recunoasca o proba drept calibrator intre rulari, aceasta trebuie sa aiba
acelasi nume de tinta, nume de proba si, daca este utilizat, acelasi nume de set biologic pe fiecare
placa comparata.

Observatie: Cel putin o proba calibrator intre rulari trebuie sa fie prezenta Tn studiul genic pentru
a avea loc calibrarea intre rulari. Tintele fara probe calibrator intre rulari adecvate vor fi procesate
fara corectie in studiul genic (nerecomandat).

Calibrarile intre rulari pot fi aplicate in doua moduri:

B Pertinta — diferiti primeri PCR pot avea eficiente diferite. In mod implicit, calibratorul intre rulari
este aplicat tuturor alveolelor unei placi care au aceeasi denumire a tintei de amplificare, de
exemplu C, generata cu acelasi test.

® Intregul studiu — un calibrator intre rulari este selectat de utilizator si aplicat intregului studiu
genic.

Caseta de dialog Gene Study (Studiu genic)

Caseta de dialog Gene Study (Studiu genic) include doua file:

B Fila Study Setup (Configurare studiu) — gestioneaza rularile din studiul genic.

Important: Adaugarea sau eliminarea fisierelor de date intr-un studiu genic nu modifica
datele din fisierul original.

B Fila Study Analysis (Analiza studiu) — afiseaza datele de expresie genica pentru rularile
combinate.
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Fila Study Setup (Configurare studiu)

Tabelul 38 defineste datele care apar in fila Study Setup (Configurare studiu).

Tabelul 38. Fila Study Setup (Configurare studiu) din caseta de dialogGene Study (Studiu

genic)

Titlu coloana

File Name (Nume fisier)

Descriere

Denumirea fisierului de date pentru rulare (extensie pcrd)

File Folder (Folder fisiere)

Director care stocheaza fisierul de date pentru fiecare rulare din studiul
genic

Date Created (Data crearii)

Data la care au fost colectate datele rularii

Well Group Name (Nume
grup alveole)

Numele grupului de alveole care a fost selectat atunci cand fisierul a
fost adaugat la studiul genic

Sfat: Pentru a analiza un grup de alveole din studiul genic, trebuie
sa selectati acel grup de alveole din fereastra Data Analysis
(Analiza date) Tnainte de a importa fisierul de date in studiul genic.

Step (Pas) Pas de protocol care include citirea de placa pentru colectarea datelor
PCR in timp real
Run Type (Tip rulare) Rulare definita de utilizator sau rulare PrimePCR

Protocol Edited (Protocol
editat)

Daca este selectata, indica faptul ca protocolul utilizat pentru o rulare
PrimePCR a fost editat

View Plate (Vizualizare
placa)

Deschide o harta de placa a placii cu datele din fiecare rulare inclusa in
studiul genic

Pregatirea unui studiu genic

Pentru a pregati un studiu genic

1. Tnainte de a importa datele intr-un studiu genic, efectuati urmatoarele in fereastra Data Analysis

(Analiza date):

®  Verificati c& probele cu acelasi continut au acelasi nume. Intr-un studiu genic, software-ul
presupune ca alveolele cu acelasi nume pentru Target (Tintd) sau Sample (Proba) contin

aceleasi probe.

B Ajustati nivelul initial si pragul (Cq) in fila Quantification (Cuantificare) pentru a optimiza
datele din fiecare rulare.

B Selectati grupul de alveole pe care doriti sa il includeti in studiul genic.
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Pentru a afisa date de la un grup de alveole in studiul genic, grupul respectiv trebuie sa fie
selectat Tnainte de a importa fisierul de date.

FilaStudy Setup (Configurare studiu) afiseaza o lista a tuturor rularilor din studiul genic.
2. Incaseta de dialogGene Study (Studiu genic) selectati fila Study Setup (Configurare studiu).

3. Faceti clic pe Add Data Files (Adaugare fisiere de date) pentru a selecta un fisier din fereastra
browser-ului.

Sfat: Pentru a adauga rapid ruléri la un studiu genic, trageti fisierele de date (extensia .pcrd)
in caseta de dialog Study Setup (Configurare studiu).

4. CFXManager Dx software efectueaza automat analiza studiului genic pe masura ce adaugati
fisiere de date. Selectati fila Study Analysis (Analiza studiu) pentru a vizualiza rezultatele.

Pentru a elimina rulari din studiul genic
»  Selectati unul sau mai multe fisiere din lista si faceti clic pe Remove (Eliminare).
Pentru a adduga observatii despre studiul genic

» Introduceti observatii despre fisiere si analiza in caseta de dialog Notes (Observatii).

Fila Study Analysis (Analiza studiu)

Fila Study Analysis (Analiza studiu) afiseaza datele de la toate rularile din studiul genic. Optiunile de
analiza pentru datele de expresie genica sunt aceleasi cu cele pentru un fisier de date unic, cu
urmatoarea exceptie:

B Pentru graficele cu bare, valorile de calibrare intre rulari (daca sunt calculate) apar atunci cand
faceti clic pelnter-run Calibration (Calibrare intre rulari).

Observatie: Numai urmatoarele tipuri de probe pot fi utilizate drept calibrator intre rulari:
0 Unknown (Necunoscuta)

O Standard

[0 Positive Control (Control pozitiv)

Tipurile de probe Negative Control (Control negativ), no template control (control fara tinta de
amplificare) (NTC) si no reverse transcriptase control (control fara transcriptaza inversa) (NRT)
nu pot fi utilizate drept calibrator intre rulari.
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Studiu genic

Crearea unui raport de studiu genic
Pentru a crea un raport de studiu genic

1. Ajustati datele raportului de studiu genic si graficele dupa caz inainte de a crea un raport.

2. Selectati Tools > Reports (Instrumente > Rapoarte) din meniul Gene Study (Studiu genic) pentru
a deschide caseta de dialog Report (Raport).

3. Alegeti optiunile pe care doriti sa le includeti Th raport. Raportul se deschide cu optiunile implicite
selectate. Bifati sau debifati casetele de selectare pentru a schimba categorii intregi sau optiuni
individuale dintr-o categorie.

Categoriile raportului de studiu genic de la pagina 245 listeaza optiunile disponibile pentru afisare.

4. Schimbati ordinea categoriilor si elementelor dintr-un raport. Trageti optiunile in pozitia necesara.
Elementele pot fi reordonate doar in cadrul categoriilor carora le apartin.

5. Faceti clic pe Update Report (Actualizare raport) pentru a actualiza Report Preview
(Previzualizare raport) cu orice modificari.

6. Imprimati sau salvati raportul. Faceti clic pe butonul Print Report (Imprimare raport) de pe bara de
instrumente pentru a imprima raportul curent. Selectati File > Save (Fisier > Salvare) pentru a
salva raportul in format PDF (fisier Adobe Acrobat Reader) si selectati o locatie in care sa salvati
fisierul. Selectati File > Save As (Fisier > Salvare ca) pentru a salva raportul cu 0 noua denumire
sau intr-un nou loc.

7. (Optional) Creati un sablon de raport cu informatiile pe care le doriti. Pentru a salva setarile
raportului curent Tntr-un sablon, selectati Template > Save (Sablon > Salvare) sau Save As
(Salvare ca). Apoi incarcati sablonul raportului data viitoare cand doriti sa creati un raport nou.

Categoriile raportului de studiu genic

Folositi caseta de dialog Gene Study Report (Raport studiu genic) pentru a aranja datele studiului
genic intr-un raport. Tabelul 39 listeaza toate optiuni disponibile pentru un raport de studiu genic.

Tabelul 39. Categoriile unui raport de studiu genic

Categorie Optiune Descriere

Header (Antet)

Titlu, subtitlu si logo pentru raport
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Tabelul 39. Categoriile unui raport de studiu genic, continuare

Categorie Optiune

Report Information
(Informatii raport)

Descriere

Data, numele utilizatorului, denumirea fisierului
de date, calea fisierului de date si grupul de
alveole selectat

Gene Study File List (Lista
fisierelor studiului genic)

Lista tuturor fisierelor de date din studiul genic

Notes (Observatii)

Observatii despre raportul de date

Study Analysis: Bar Chart (Analiza studiu: Grafic cu bare)

Analysis Settings (Setari Lista parametrilor de analiza selectati
analiza)
Chart (Grafic) Graficul cu bare al expresiei genice care

afiseaza datele

Target Names (Denumiri
tinte)

Lista tintelor din studiul genic

Sample Names (Denumiri
probe)

Lista probelor din studiul genic

Data (Date)

Foaie de calcul care afiseaza datele

Target Stability
(Stabilitatea tintei)

Date privind stabilitatea tintei

Inter-run Calibration
(Calibrare intre rulari)

Date de calibrare intre rulari

Study Analysis (Analiza studiu): clustergrama si corelograma

Analysis Settings (Setari Setari pentru fiecare tip de grafic

analiza)

Chart (Grafic) Graficul expresiei genice care afiseaza datele
Data (Date) Foaie de calcul care listeaza datele din fiecare

tinta
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CFX Manager Dx software calculeaza automat formulele si afiseaza rezultatele in filele Data Analysis
(Analiza date). Aceasta anexa explica in detaliu cum calculeaza CFX Manager Dx software formulele.

Eficienta reactiilor

Dovezile sugereaza ca utilizarea unei modalitati exacte de masura a eficientelor pentru fiecare primer
si set de sonde va determina rezultate mai exacte la analiza datelor de expresie genica. Valoarea
implicita a eficientei utilizata in calculele de expresie genica este 100 %. Pentru a evalua eficienta
reactiilor, generati o curba standard utilizand dilutii in serie ale unei probe reprezentative la nivelul unui
interval dinamic relevant si apoi inregistrati eficienta pentru analiza ulterioara a expresiei genice. Daca
rularea dumneavoastra include o curba standard, atunci software-ul va calcula automat eficienta si o
va afisa sub Standard Curve (Curba standard) in fila Quantification (Cuantificare), cand Auto
Efficiency (Eficientd automat&) este bifata in fila Targets (Tinte) din fereastra Experiment Settings
(Setari experimente).

Eficienta (E) din formulele de eficienta se refera la ,eficientele” descrise de Pfaffl (2001) si
Vandesompele et al. (2002). In aceste publicatii, o eficienta de 2 (dublarea perfecta cu fiecare ciclu)
este echivalenta cu o eficienta de 100 % in acest software. Aveti posibilitatea s& convertiti calculele
dumneavoastra de eficienta in cele utilizate de software, utilizadnd urmatoarele relatii matematice:

B E=(% eficienta *0,01) +1

B % eficienta=(E—-1)* 100
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Cantitate relativa

Formula pentru cantitatea relativa (ACq) pentru orice proba (GOI) este:

. . C, (min)—C
Relative Quantity,mpe (cor) = E'GOI( e (min) g (sample))
Observatie: Aceasta formula este utilizata la calcularea cantitatii relative atunci cand nu s-a
definit o proba de control.
Unde:

B E = Eficienta primerului si a setului de sonde. Aceasta eficienta este calculata cu ajutorul formulei
(% eficienta * 0,01) + 1, unde 100 % eficienta = 2

B C 4 (min) = Cq medie pentru proba cu cel mai mic C, medie pentru GOI
B C 4 (proba) = Cq medie pentru proba

B GOl = Gena de interes (o tinta)

Cantitatea relativa cand este selectat un control

Atunci cand se atribuie o proba de control, cantitatea relativa (RQ) pentru orice proba care include o
gena de interes (GOI) este calculata dupa urmatoarea formula:

Cq (control) _Cq (sample) )

Relative Quantity,mpe (@or) = EGOI(

Unde:

B E = Eficienta primerului si a setului de sonde. Aceasta eficienta este calculata cu ajutorul formulei
(% eficienta * 0,01) + 1, unde 100% eficienta = 2

B Cq (control) = Cq medie pentru proba de control
B Cq (proba) = Cq medie pentru orice probe cu GOI

B GOl =Genadeinteres (o tinta)
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Deviatia standard a cantitatii relative

Formula pentru deviatia standard a cantitatii relative este

SD Relative Quantity = SD Cqqor X Relative Quantitygmyle (ory X Ln (Eeor)

Unde:

B SD Relative Quantity = Deviatia standard a cantitatii relative

B SD Cygos sample = Deviatia standard a C,, pentru proba (GOI)
B Relative Quantity = Cantitatea relativa a probei

B E = Eficienta primerului si a setului de sonde. Aceasta eficienta este calculata cu ajutorul formulei
(% eficienta * 0,01) + 1, unde 100% eficienta = 2

B GOl = Genadeinteres (o tinta)

C, corectata eficient (C )
Formula pentru Cq corectata eficient este
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Unde:

®  E=Eficienta

C, corectata eficient medie (MCyg)

Formula pentru Cq corectata eficient medie este

Cqg 1)+Cag 2+...+Cag .
MC g = (Rep 1) (Re': ) (Rep n)

Unde:
B Cgye = C, corectata eficient

B n=Numarul de replicari

Factor de normalizare

Numitorul ecuatiei expresiei normalizate se numeste factor de normalizare. Factorul de
normalizare reprezintd media geometrica a cantitatilor relative ale tuturor tintelor
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(genelor) de referinta pentru o proba data, conform descrierii din aceasta formula:
Normalization Factorsample @on = (RQgample Ref1) X RQsample (Ref2) X -+ - X RQgample (Retn)) .
Unde:

B RQ = Cantitate relativa

B n=Numarul de tinte de referinta

B GOl = Gena de interes (o tinta)

250 | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Expresie normalizata

Expresie normalizata

Expresia normalizata (AAC,) este cantitatea relativa a tintei (genei) normalizata la cantitatile tintelor
de referintd (gene sau secvente) din sistemul dumneavoastra biologic. Pentru a selecta tintele de
referinta, deschideti fereastra Experiment Settings (Setari experimente) si faceti clic pe coloana de
referinta pentru fiecare tinta care serveste drept gena de referinta.

Formula pentru expresia normalizata, care foloseste metoda de calcul a Cantitatii relative (RQ)
calculate, este

RQuampie (GO

Normalized Expressiong,p. (cor = T
(RQuacupe (rer 1) ¥R Quample (et 2% - X RQuaaple (et ) ™

Unde:
B RQ = Cantitatea relativa a unei probe

B Ref="Tinta de referinta dintr-o rulare, care include una sau mai multe tinte de referinta in fiecare
proba

B GOl =Genadeinteres (o tinta)

Cu conditia ca tintele de referinta sa nu isi modifice nivelul de expresie din sistemul dvs. biologic,
calcularea expresiei normalizate va lua in considerare diferentele de incarcare sau variatiile numarului
de celule care sunt reprezentate in fiecare dintre probele dvs.

Expresia normalizata cand este selectat un control

Cand selectati o probéa de control din fereastra Experiment Settings (Setari experimente), software-ul
seteaz nivelul de expresie al probei de control la 1. In aceasts situatie, software-ul normalizeaza
cantitatile relative ale tuturor expresiilor tintelor (genelor) la cantitatea de control (o valoare de 1).
Aceasta expresie normalizata este echivalenta cu analiza expresiei normalizate nescalate atunci cand
este selectat un control.

Observatie: Aceasta este cunoscuta si sub denumirea de expresie normalizata relativa (RNE) si
schimbare de ondulatie.
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Deviatia standard pentru expresia normalizata

Rescalarea valorii expresiei normalizate este realizatd impartind deviatia standard a expresiei
normalizate la valoarea expresiei normalizate pentru cele mai ridicate sau cele mai scazute niveluri
individuale de expresie, in functie de optiunea de scalare aleasa. Formula pentru deviatia standard
(SD) a factorului de normalizare este

- SD RQuumpie (Rec1) \ 2 SD RQuuupte (rer3) \ 2 SD RQuuupte (refn) 2
SD NF, = NF, x \/(HXRQmpLe (Ref 1) ) (ﬂXRQm.ph (Ref 2) ) et (ﬂXRQmph (Ref n) )
Unde:

B RQ = Cantitatea relativa a unei probe

B SD = Deviatia standard

B NF =Factor de normalizare

B Ref=Tinta de referinta

B n=Numarul de tinte de referinta

Cand se atribuie o proba de control, nu este nevoie sa aplicati aceasta functie de rescalare pentru
deviatia standard, dupa cum se arata in formula de mai jos:

SD NFsample ) 2 (SD RQuemgpte (cor) ) 2

SD NEsample (Go1) = NEsample (cor) X \/( NF sample RQumpte (cor)

Unde:
B NE = Expresia normalizata

B RQ = Cantitatea relativa a unei probe

SD = Deviatia standard

B GOl = Gena de interes (o tinta)
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Expresia normalizata scalata la cel mai ridicat nivel de
expresie

Cand rularea nu include controale, scalati expresia normalizata (NE) pentru fiecare tinta (gena)
impartind nivelul expresiei fiecarei probe la cel mai ridicat nivel de expresie pentru toate probele.
Software-ul stabileste cel mai ridicat nivel de expresie la o valoare de 1 si rescaleaza toate niveluri de
expresie ale probelor. Formula celei mai ridicate scalari este

Normalized Expressiongmye (qor
Normalized Expressiohmghess sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong,q;j. (cor) =

Unde:

B GOl = Genade interes (finta)

Expresia normalizata scalata la cel mai redus nivel de
expresie

Cand rularea nu include controale, scalati expresia normalizata (NE) pentru fiecare tinta (gena)
impartind nivelul expresiei fiecarei probe la cel mai redus nivel de expresie pentru toate probele.
Software-ul stabileste cel mai redus nivel de expresie la o valoare de 1 si rescaleaza toate nivelurile de
expresie ale probelor. Formula celei mai reduse scalari este

Normalized Expressiongnmge (corn
Normalized EXpressionyopest sample (GOI)

Scaled Normalized Expression,,ny. (qor =

Unde:

B GOl = Gena de interes ({inta)

Expresia normalizata scalata la nivelul de expresie mediu

Cand rularea nu include controale, scalati expresia normalizatd (NE) pentru fiecare tinta (gena),
impartind nivelul expresiei fiecarei probe la media geometrica a expresiei pentru toate probele.
Software-ul stabileste nivelul mediu de expresie la o valoare de 1 si rescaleaza toate nivelurile de
expresie ale probelor. Formula scalarii medii este

Normalized Expressiong,mye (gor

Scaled Normalized Expressiong,qle (qor) = Normalized Expressiony (o

Unde:
B GOl = Gena de interes (finta)

B GM = Media geometrica a expresiei normalizate pentru toate probele
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Deviatia standard pentru expresia normalizata scalata

Rescalarea valorii expresiei normalizate (NE) este realizata impartind deviatia standard (SD) a
expresiei normalizate la valoarea expresiei normalizate pentru cele mai ridicate (MAX) sau cele mai
scazute (MIN) niveluri de expresie, in functie de optiunea de scalare aleasa.

Observatie: Cand se atribuie o proba de control, nu este nevoie sa aplicati aceasta functie de
rescalare pentru deviatia standard.

Calculul pentru aceasta formula este

SD NEgumpis (con)
NEmAX or MIN (GOT)

SD Scaled NEsa.mple (Gor) =
Unde:
B NE = Expresia normalizata
B SD = Deviatia standard
B GOl = Genade interes (finta)

B MAX= Cel mairidicat nivel de expresie

B MIN = Cel mai scazut nivel de expresie

Reglarea

Reglarea masoara marirea sau micsorarea expresiei unei tinte pentru o proba experimentala fata de
o proba de control si se determind astfel:

Daca Expresie (experimentald) > Expresie (control):

. Expression (experimental
Regulation = ( )

Expression (control)

Daca Expresie (experimentald) < Expresie (control):

Regulation = -1/ (ExPreSSiOD (ﬂperimenta.l))

Expression (control)

Observatie: Pentru graficul cu bare, Expresia se bazeaza fie pe cantitatea relativa, fie pe
expresia normalizata, in functie de modul selectat (consultati Grafic cu bare de la pagina 226). Cu
toate acestea, pentru corelograma si clustergrama, reglarea este calculata intotdeauna pe baza
expresiei normalizate.
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Formule valori corectate

O diferenta intre valorile corectate si valorile necorectate este observata doar daca este creata o
curbé standard ca parte a rularii PCR in timp real. Software-ul foloseste trei ecuatii pentru a determina
propagarea erorilor:

B Eroare standard

B Eroare standard pentru expresie normalizata

B Eroare standard pentru gena de interes normalizata (tinta)
Formula pentru eroarea standard este

— Sb
Standard Error = R

Unde:
B n=Numarul de tinte (gene) de referinta
®  SD = Deviatia standard

Eroarea standard pentru factorul de normalizare din formula expresiei normalizate este

SE BQuupte ®er1) \ 2 SE RQuumple (mef) \ 2 SE RQ,., 3\ 2
SE NF,, = NF,, x ( gl (et ) ) +( el (1t ) +...+(7"““” )
nxSE RQgumple (Ref 1) nXSE RQgample (Ref 2) nXSE RQgample (Ref n)

Unde:

B n=Numarul de tinte de referinta
®  SE = Eroare standard

B NF = Factor de normalizare

B RQ = Cantitate relativa

Formula erorii standard pentru gena de interes (GOI) normalizata este

2 2
SE GOI, = GOL, x \/ (Br) + (SEG(‘;'I‘")

Unde:

B SE =Eroare standard

B GOl =Genadeinteres (o tinta)
B NF = Factor de normalizare

B n=Numarul de tinte de referinta
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Anexa B Gestionarea utilizatorilor si rolurilor CFX
Manager Dx

In CFX Manager Dx software, puteti crea utilizatori si aloca un rol respectivilor utilizatori. Rolurile
limiteaza accesul la functiile CFX Manager Dx. Unui utilizator i se poare aloca un singur rol la un
moment dat. Cu toate acestea, un administrator de CFX Manager Dx software poate schimba rolul
utilizatorului in orice moment.

Sfat: Nu este necesar sa creati utilizatori pentru a utiliza CFX Manager Dx. Daca nu creati
utilizatori, toata activitatea este efectuata de contul de utilizator implicit admin.

Important: Utilizatorul admin este contul Administrator implicit, pe care 1l utilizati pentru a va
autentifica initial in CFX Manager Dx. Se recomanda sa creati un utilizator specific pentru a
administra CFX Manager Dx. Alocati acestui utilizator rolul de Administrator si efectuati toate
sarcinile de administrare cu acest utilizator.

Important: CFX Manager Dx software nu are nicio functie de expirare a sesiunii utilizatorului
pentru inactivitate. Asadar, este recomandat sa implementati masuri de securitate Windows sau
terte (de exemplu, implementati un economizor de ecran cu autentificare obligatorie).

Gestionarea utilizatorilor

Tn editia standard a CFX Manager Dx software, conturile de utilizator pot avea orice nume sau parola.
Pentru a aloca un rol fiecarui utilizator, selectati din lista de roluri din fereastra User Administration
(Administrare utilizatori). In acest exemplu, utilizatorul Guest (Invitat) primeste dreptul adaugat de a
salva fisiere.

Adaugarea si stergerea utilizatorilor

Observatie: Doar administratorul CFX Manager Dx poate adauga si sterge utilizatori.

Pentru a adauga conturi de utilizator la CFX Manager Dx

1. Dinfereastra Home (Fereastra de pornire), selectati User > User Administration (Utilizator >
Administrare utilizatori).

Va aparea caseta de dialog User Administration (Administrare utilizatori).

Manual de utilizare | 257



Anexa B Gestionarea utilizatorilor si rolurilor CFX Manager Dx

User Administration X

Mariage Users

User Name Full Name Rale Password Remove

1 admin Administrator = 0
2 |cpeterson carl peterson Administrator v m]
9 |ebrizel elizabeth brizel Pincipal v m]
4 |msnyder matthew snyder Guest v m]
5 - O

Manage Rights (Managed by Administrator orly)

Rights Principal Operator Guest

1 |Start, pause and abort uns

2 |Addrepeatsto arun

3 |Perfom skip steps

4 |Perfom instrument calibration

5 | Apply different calibrations to 3 data file
§ |Edit orreplace plate during un

7 |Edit orreplace the plate afteraun
2 |Alow nstrument fie management
9 |Rename instumerts

10 | Save anyfile

11 |Change threshold and baseines
12 | Print reports

13 |Setup Emai

<]

Restore Defauk Rights

HEEERECNRRREEE R
DNEREARROOME R

!D!DHDDDDDDHD!

=]
=

Cancel

2. In panoul Manage Users (Gestionare utilizatori), introduceti un nume de utilizator pentru utilizator.
3. Selectati un Role (Rol) pentru utilizator.
Rolurile restrictioneaza drepturile utilizatorului. Rolul implicit este Principal.

Sfat: Puteti modifica drepturile pentru fiecare rol in parte. Modificarea dreptului rolului
afecteaza toti utilizatorii carora li s-a atribuit rolul respectiv. Pentru mai multe informatii,
consultati Gestionarea drepturilor rolurilor de la pagina 259.

4. (Optional) Introduceti Full Name (Nume complet) si Password (Parola) pentru utilizator.

5. Faceti clic pe OK pentru a deschide o caseta de dialog si pentru a confirma ca doriti sa inchideti
fereastra.

6. Faceticlic pe Yes (Da) pentru a inchide caseta de dialog si fereastra.
Pentru a sterge un utilizator

1. Tn panoul Manage Users (Gestionare utilizatori), selectati Remove (Stergere) pentru fiecare
utilizator pe care doriti sa-1 stergeti.

2. Faceticlic pe OK pentru a deschide o casetéa de dialog si pentru a confirma ca doriti sa inchideti
fereastra.

3. Faceticlic pe Yes (Da) pentru a inchide caseta de dialog si fereastra.

Observatie: Lista utilizatorilor software-ului trebuie sa includa intotdeauna un Administrator.
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Gestionarea drepturilor rolurilor
CFX Manager Dx include aceste patru roluri:

B Administrator (obligatoriu) — administratorii au toate drepturile si nu le puteti modifica drepturile.
Administratorii pot, de asemenea, adauga si sterge utilizatori si modifica drepturile pentru fiecare
rol in parte.

Observatie: Doar un administrator poate modifica drepturile pentru fiecare rol in parte.
B Principal —implicit, utilizatorul principal detine toate drepturile
B Operator — implicit, utilizatorul operator detine toate drepturile, mai putin omiterea ciclurilor
B Invitat —implicit, utilizatorul invitat poate doar citi fisiere

Important: Modificarea drepturilor unui rol afecteaza toti utilizatorii carora li s-a atribuit rolul
respectiv. Nu puteti particulariza un rol pentru un anumit utilizator. Procedati cu atentie cand
modificati drepturile rolurilor.

Pentru a specifica drepturile pentru fiecare rol in parte

1. Dinfereastra Home (Fereastra de pornire), selectati User > User Administration (Utilizator >
Administrare utilizatori).

2. In panoul Manage Rights (Gestionare drepturi), urmati una dintre procedurile urmatoare:
B Pentru a elimina un drept al unui rol, debifati caseta de selectare aferenta.
B Pentru a adauga un drept unuirol, bifati caseta de selectare aferenta.

3. Faceti clic pe OK pentru a deschide o caseta de dialog si pentru a confirma ca doriti sa inchideti
fereastra.

4. Faceticlic pe Yes (Da) pentru a inchide caseta de dialog si fereastra.
Pentru a reseta toate drepturile pentru toate rolurile

» incaseta de dialog User Administration (Administrare utilizatori), faceti clic pe Restore Default
Rights (Restaurare drepturi implicite).
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Autentificarea in CFX Manager Dx software

CFX Manager Dx software gestioneaza cine se autentifica in software prin caseta de dialog Login
(Autentificare). Cand initializati software-ul, CFX Manager Dx afiseaza automat caseta de dialog Login
(Autentificare) atunci cand doi sau mai multi utilizatori sunt listati in fereastra User Administration
(Administrare utilizatori).

CFX Manager Dx afiseaza numele utilizatorului autentificat in partea de sus a ferestrei Home
(Fereastra de pornire).

Pentru autentificarea in CFX Manager Dx

1. In caseta de dialog Login (Autentificare), selectati-va numele din lista verticald User Name (Nume
utilizator).

2. Introduceti parola dumneavoastra

3. Faceti clic pe OK pentru a inchide caseta de dialog Login (Conectare) si a deschide software-ul.

Bio-Rad CFX Maestro - Login

User Name: | cpeterson bl

Password: |H+

QK Cancel

Schimbarea utilizatorilor
Puteti schimba utilizatorii in timp ce software-ul se afla in functiune.
Pentru a schimba utilizatorii

1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati User > Select User (Utilizator > Selectare
utilizator) pentru a deschide caseta de dialog Login (Conectare).

2. Selectati un nume din lista verticala User Name (Nume utilizator).
3. Introduceti parola noului utilizator.

4. Faceticlic pe OK pentru a inchide caseta de dialog Login (Conectare) si a deschide software-ul.
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Schimbarea parolelor utilizatorilor
Utilizatorii CFX Manager Dx Tsi pot schimba parolele in orice moment.

Pentru a schimba parola de utilizator

Autentificarea in CFX Manager Dx software

1. Din fereastra Home (Fereastra de pornire), selectati User > Change Password (Utilizator >
Schimbare parold) pentru a deschide caseta de dialog Change Password (Schimbare parola).

Change Password

@ 1

(ld Password: |

MNew Password: |

Corfim New Password: |

oK

Cancel

2. TnOld Password (Parola veche), tastati parola actuala.

3. nNew Password (Parola noud), tastati o parola nou4 si tastati-o din nou in Confirm New

Password (Confirmati noua parola).

4. Faceti clic pe OK pentru a confirma modificarea.

Vizualizarea rolului si drepturilor dumneavoastra

Sfat: Utilizatorilor carora li s-au atribuit roluri de utilizator Principal, Operator sau Invitat Tsi pot
vizualiza doar setarile, drepturile si rolurile lor de utilizator.

Pentru a va vizualiza rolul de utilizator si drepturile curente

» Din fereastra Home (Fereastra de pornire), selectati User > User Administration (Utilizator >

Administrare utilizatori).

Contactati-va administratorul CFX Manager Dx pentru a modifica setarile, drepturile si rolurile de
utilizator listate in fereastra User Administration (Administrare utilizatori).
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Anexa C Integrare LIMS

Puteti configura CFX Manager Dx software pentru utilizare cu un sistem de gestionare a informatiilor
de laborator (LIMS). Pentru integrarea LIMS, CFX Manager Dx necesita informatii pentru configurarea
placii generate de platforma LIMS (un fisier LIMS, *.pIrn), un fisier de protocol creat folosind CFX
Manager Dx software (*.prcl), o locatie definita pentru exportarea datelor si un format de exportare
definit.

La finalizarea rularii, CFX Manager Dx genereaza un fisier de date (.pcrd) si Tl salveaza in locatia
definita a folderului de exportare a datelor. CFX Manager Dx poate, de asemenea, sa creeze un fisier
de date compatibil cu LIMS in format .csv si sa il salveze in aceeasi locatie.

Crearea de fisiere de date compatibile cu LIMS

Aceasta anexa explica modul in care puteti configura CFX Manager Dx software pentru a crea, salva
si exporta fisiere de date compatibile cu LIMS.

Configurarea folderului LIMS si a optiunilor de exportare a
datelor

Implicit, CFX Manager Dx salveaza protocoalele LIMS, fisierele LIMS si fisierele de exportare a
datelor in acest folder:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

Puteti configura CFX Manager Dx sé salveze fisiere intr-un alt folder si puteti schimba optiunile de
exportare pentru date LIMS.

Pentru a configura un folder LIMS si optiunile de exportare a datelor

1. Dinfereastra Home (Fereastra de pornire), selectati Tools > Options (Instrumente > Optiuni).

2. In caseta de dialog Options (Optiuni), selectati Data Export Settings (Setari exportare date).
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Options

[~ Emai [;JJ 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. (Optional) Selectati Automatically Export LIMS data at end of run (Exportare automata date LIMS
la sfarsitul rularii).

Software-ul va exporta automat date LIMS dupa fiecare rulare si le va salva in locatia specificata.

4. Pentru a schimba optiunile de exportare implicite pentru date LIMS, faceti clic peLIMS Data
Export Settings (Setari exportare date LIMS).

Important: Numai datele LIMS exportate ca fisier .csv pot fiimportate inapoi Th CFX
Manager Dx.

5. Tn caseta de dialog LIMS Data Export Format Settings (Setari format exportare date LIMS),
selectati optiunile de exportare necesare si faceti clic pe OK.

6. Incaseta de dialog Options (Optiuni), navigati la si selectati un folder implicit in care doriti s&
salvati fisierele de date LIMS. Puteti selecta un loc diferit pentru fiecare tip de fisier:

®  Protocol
B Fisier LIMS
B Data export (Exportare date)

7. Faceti clic pe OK pentru a salva modificérile si a inchide caseta de dialog Options (Optiuni).

Crearea unui protocol LIMS

Pentru a initia o rulare LIMS, creati CFX Manager Dx un fisier protocol (*.prcl) si salvati-l in folderul de
protocol LIMS desemnat.

Pentru mai multe informatii, consultati Capitolul 6, Crearea de protocoale.
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Crearea unui fisier LIMS

Un fisier LIMS (*.plrn) contine detaliile configurarii placii si denumirea fisierului de protocol. Acest fisier
este generat de unitatea LIMS interna. CFX Manager Dx foloseste fisierul LIMS pentru a crea un fisier
placa pe care sa-| foloseasca impreuna cu un fisier de protocol.

CFX Manager Dx ofera fisiere sablon de import al placii, pe care le puteti edita pentru a crea fisiere
placa LIMS personalizate.

Sfat: Aceasta sarcina trebuie realizata de un specialist LIMS.
Pentru a crea un fisier LIMS

1. Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati View > Show > LIMS File Folder (Vizualizare >
Afisare > Folder fisier LIMS).

2. Deschideti folderul LIMS Templates (Sabloane LIMS) si selectati un figier .csv pe care sa-|
importati in unitatea LIMS interna.

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. Cu ajutorul LIMS, editati fisierul sablon completand campurile obligatorii listate Tn Tabelul 40.

4. Salvati sablonul cu extensia .plrn a numelui de fisier in folderul cu fisiere LIMS.

Important: CFX Manager Dx poate deschide doar figierul .plrn. Trebuie s& salvati fisierul
.csv ca .plrn pentru a putea sa initiati rularea LIMS.

Tabelul 40. Definirea continutului unui fisier LIMS .csv

Content
Coloana Rand Descriere (Continut) Scop
A 1 Antet placa Nu editati Predefinit
AB,C 2 Camp/Date/Instructiuni Nu editati Predefinit
B 3 Versiunea Nu editati Predefinit
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Tabelul 40. Definirea continutului unui figsier LIMS .csv, continuare

Content
Coloana Rand Descriere (Continut) Scop

B 4 Dimensiune placa Nu editati Predefinit

B 5 Tip de placa Introduceti ,BR Obligatoriu
White” (BR Alb),
,BR Clear” (BR
Transparent) sau
alt tip de placi
calibrate

B 6 Mod de scanare Introduceti Obligatoriu
.SYBR/FAM Only:"
(Doar SYBR/FAM),
,All Channels”
(Toate canalele)
sau ,FRET”

266 | Sistemele CFX96 Dx si CFX96 Deep Well Dx



Crearea de fisiere de date compatibile cu LIMS

Tabelul 40. Definirea continutului unui fisier LIMS .csv, continuare

Coloana

B

Rand
7

Descriere

Unitati

Content
(Continut) Scop
Introduceti una Obligatoriu

dintre urmatoarele
,Copy number”
(numar copii), ,fold
dilution” (factor
dilutie),
,micromoles”
(micromoli),
,nhanomoles”
(nanomoli),
spicomoles”
(picomoli),
Lfemtomoles”
(femtomoli),
Lattomoles”
(atomoli),
»milligrams”
(miligrame),
smicrograms”
(micrograme),
,nhanograms”
(nanograme),
Lpicograms”
(picograme),
Lfemtograms”
(femtograme),
Lattograms”
(atograme) sau
spercent” (procent)
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Tabelul 40. Definirea continutului unui figsier LIMS .csv, continuare

Content
Coloana Rand Descriere (Continut) Scop
B 8 ID rulare Introduceti o scurta Optional

descriere sau un
cod de bare care sa
identifice aceasta
rulare (maximum
30 de caractere,
virgulele nu sunt
permise)

B 9 Observatie rulare Introduceti Optional
descrierea rularii

B 10 Protocol rulare Introduceti numele Obligatoriu
fisierului de
protocol exact cum
apare in lista.

A 11 Fisier de date Introduceti numele Optional

fisierului de date

A 12-15 Urmeaza afi Nu editati Predefinit
determinat/Gol

A 16 Date placa Nu editati Predefinit
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Tabelul 40. Definirea continutului unui fisier LIMS .csv, continuare

Coloana Rand
A 17-113
B-G
H

Content
Descriere (Continut) Scop
Pozitia godeului Nu editati Predefinit
Ch1 Dye, Ch2 Dye, Ch3 Introduceti un Obligatoriu
Dye, Ch4 Dye, Ch5 Dye, nume de colorant
FRET (Colorant canal1, calibrat (de
Colorant canal2, Colorant exemplu, ,FAM”)
canal3, Colorant canal4, pentru fiecare
Colorant canal5, FRET) canal utilizat
Tipul de proba Introduceti unul Obligatoriu
dintre urmatoarele
tipuri de probe:
,Unknown”
(Necunoscuta),
,Standard”,
+Positive Control”
(Control pozitiv),
.Negative Control”
(Control negativ),
L,NTC” sau ,NRT”
Denumire proba Introduceti Optional

denumirea probei
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Tabelul 40. Definirea continutului unui figsier LIMS .csv, continuare

Coloana

J-O

R-W

Rand

Content
Descriere (Continut) Scop
CH1 Target, CH2 Target, Introduceti Optional
CH3 Target, CH4 Target, denumirea tintei
CH5 Target, FRET Target pentru fiecare
(Tinta C1, Tinta C2, Tinta canal utilizat
C3, Tinta C4, Tinta C5,
Tinta FRET)
Denumire set biologic Introduceti Optional
denumirea setului
biologic
Replicare Introduceti un Optional
intreg pozitiv
pentru fiecare set
de replicate.
Valoarea nu poate
fi zero.
CH1 Quantity, CH2 Introduceti Obligatoriu
Quantity, CH3 Quantity, cantitatea valorilor pentru toate
CH4 Quantity, CH5 pentru oricare standardele
Quantity, FRET Quantity standard.
(Cantitate C1, Cantitate Introduceti
C2, Cantitate C3, Cantitate concentratia sub
C4, Cantitate C5, Cantitate forma de numar
FRET) zecimal.
Nota alveola Introduceti o nota Optional
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Tabelul 40. Definirea continutului unui fisier LIMS .csv, continuare

Coloana

Y-AD

Rand

Descriere

Ch1 Well Color, Ch2 Well
Color, Ch3 Well Color, Ch4
Well Color, Ch5 Well Color,
FRET Well Color (Culoare
alveola C1, Culoare
alveola C2, Culoare
alveola C3, Culoare
alveola C4, Culoare
alveola C5, Culoare
alveola FRET)

Content
(Continut) Scop
Introduceti orice Optional

culoare de stil de
urma definita de
utilizator in format
zecimal intreg pe
32 biti (argb)
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Initierea unei rulari LIMS
Pentru a initia o rulare LIMS

1. Urmati una dintre procedurile urmatoare pentru a deschide un fisier LIMS .plrn:

B Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati View > Show > LIMS File Folder
(Vizualizare > Afisare > Folder fisier LIMS) si deschideti figierul .plrn tinta.

m Infereastra Home (Fereastra de pornire), selectati File > Open > LIMS File (Fisier >
Deschidere > Fisier LIMS) si deschideti fisierul .plrn tinta.

Fisierul se deschide in fila Start Run (Incepere rulare) din expertul Run Setup (Configurare
rulare). Fila Start Run (Incepere rulare) afiseaza informatii despre experimentul care urmeaza a fi
rulat. Aceasta afiseaza, de asemenea, blocul sau blocurile instrumentului conectat pe care puteti
rula experimentul.

2. Infila Start Run (Incepere rulare), selectati un instrument si faceti clic pe Start Run (Incepere
rulare).

Run Setup @
Protocol (23] Flate "B Start Run
Run Information
Protocol: RespProtocol prcl
Plate: LIMS001_96 wells pltd
Notes

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block MName a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
O CFX%396 Deep Wel Idle 25
CFX36DW2 CFX56 Desp Well Idie 25
[] Crxse CFX96 Idie 25
CFX96i02 CFX96 Idie 25
[] Select All Blocks

% Dash Block Indicator ﬂ Open Lid ,ﬂ Close Lid

B Start Run

S
"
s
7]

=
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Exportarea datelor catre o LIMS

La finalizarea rularii, CFX Manager Dx genereaza un fisier de date (.pcrd) si il salveaza in locul definit
al folderului de exportare a datelor.

Pentru a exporta figierul de date catre o LIMS

» Deschideti fisierul .pcrd si selectati Export > Export to LIMS Folder (Export > Exportare catre
folder LIMS).

Sfat: Daca selectati Automatically Export Data after Run (Exportare automata date dupa rulare)
din Optiuni LIMS, CFX Manager Dx creeaza un fisier compatibil cu LIMS in format .csv si il
salveaza in acelasi folder.
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Anexa D Depanarea problemelor de conectare a
CFX Manager Dx software

Jurnalul aplicatiei

Tnainte de a initia o rulare, instrumentele CFX96 si CFX96 Deep Well initiaza un test de auto-
diagnosticare pentru a verifica daca respecta specificatiile. Software-ul inregistreaza rezultatele
acestui test in fisierul Run Log (Jurnalul rularii) si Application Log (Jurnalul aplicatiei). Daca observati o
problema la unul sau mai multe experimente, deschideti jurnalele rularii si aplicatiei pentru a descoperi
cand a inceput problema.

CFX Manager Dx inregistreaza informatii despre starea unui instrument in timpul unei rulari in
Application Log (Jurnalul aplicatiei). Folositi aceste jurnale pentru a monitoriza evenimentele
instrumentelor si software-ului si pentru a le depana.

Pentru a deschide Jurnalul aplicatiei

» Din fereastra Home (Fereastra de pornire), selectati View > Application Log (Vizualizare >
Jurnalul aplicatiei).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xml X

File:  BioRadPCRClentHistoryLog xmi

Open Log
Find
Date Message Seveity ¢ Log
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RN003707, Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 783BR09588", Model - CFX36'
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - 'RN005883, Shuttle SN - 'SG8719, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR02007", Model - Dual 48 Well
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN -'RN00S661", Shuttle SN - 'SG6751. ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO3671", Model - Dual 48 Well
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM83878", Block SN - 'RN002499, Shuttle SN -'SG8038, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO0531', Model - CFX6
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM81435', Block SN - RN004743, Shuttle SN - 'SG0887, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR06617, Model - CFX Connect'
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM42465', Block SN - RN006483, Shuttle SN - 'SG3551', ORM SN Info MachineCollection
- 788BR04970', Model - '96 Well
08/04/201709:3459  Command line argumerts: C:\ProgramData \Bio-Rad\CFX\Instrument’ 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
08/04/201709:3453  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
14« » »i] EventLog
Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00
Severty: Info
Tag: Unassigned
Message: Instrument connected- Base SN - 'SIM85406', Block SN - RN0S707, Shuttle SN - 'SG7642. ORM SN - 7838R09588", Mode! - CFX36'
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Depanare

De obicei, problemele de comunicare ale software-ului si instrumentului pot fi rezolvate prin repornirea
computerului dumneavoastra si a sistemului. Asigurati-va ca ati salvat lucrul in desfasurare inainte de
repornire.

Observatie: Verificati dacd computerul dumneavoastra are suficient RAM si spatiu liber pe disc.
Memoria RAM minima este de 4 GB, iar spatiul minim pe disc este de 128 GB.

Pana de curent

Tn caz de pana de curent, instrumentul si computerul se vor inchide. Daca pana de curent este scurta,
instrumentul va relua rularea unui protocol, dar Application Log (Jurnalul aplicatiei) va nota pana de
curent. Tn functie de setarile computerului si durata de timp pentru care este oprita alimentarea
electrica, instrumentul si software-ul incearca sa continue sa ruleze in functie de pasul protocolului:

B Daca protocolul este intr-un pas fara nicio citire de placa, protocolul ruleaza in continuare de
indata ce instrumentul este din nou alimentat cu energie.

B Daca protocolul este intr-un pas cu o citire de placa, instrumentul asteapta ca software-ul sa
reporneasca si s reia comunicarea pentru a colecta datele. In aceasta situatie, protocolul
continua numai daca software-ul nu este oprit de computer. Atunci cand computerul si software-ul
pornesc din nou, protocolul continua.

indepartarea probelor din modulul de reactie in timpul penelor de curent.

Puteti deschide un capac motorizat blocat de pe un modul de reactie pentru a indeparta probele in
timpul unei pene de curent.

Pentru a indeparta placa de blocare

1. Tmpingeti in jos bara de blocare pentru a indeparta modulul de reactie din ciclorul termic C1000
Dx.

2. Asezati cu grija modulul de reactie pe un birou sau pe masa de laborator.
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Depanare

3. Pozitionati modulul astfel incat partea frontala a modulului sa depaseasca marginea cu 5 cm.

4. Cu o cheie imbus, inlaturati cele doua suruburi mari de sub marginea frontald a modulului de
reactie (de sub butonul pentru deschiderea capacului).

Ar trebui sa auziti eliberarea clichetului de blocare din interiorul modulului.

Important: Nu Tnlaturati cele doua suruburi mici de pe marginea frontald a modulului.

L

5. Deschideti prin impingere capacul modulului de reactie. Observati faptul ca clichetul (din plastic
negru) nu mai este atasat. Scoateti probele dumneavoastra din bloc.
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6. Punetilaloc clichetul de blocare si fixati-l cu suruburi mari pentru a reasambla modulul de reactie
cu capacul deschis.

Preluarea fisierelor in computerul cu CFX Manager Dx

Puteti prelua fisierele de date si jurnal localizate in instrument, pe care sa le transferati pe unitatea de
disc a unui computer atasat.

Observatie: Toate fisierele din folderul cu date in timp real din baza instrumentului sunt preluate
in computer.

Pentru a prelua fisiere din instrument

1. Tn panoul Detected Instruments (Instrumente detectate) din fereastra Home (Fereastra de
pornire), faceti clic dreapta pe instrumentul tinta si selectati una dintre urmatoarele:

B Retrieve Log Files (Preluare fisiere jurnal)
B Retrieve Data Files (Preluare fisiere de date)
2. Alegetilocatia folderului in care sa salvati fisierele preluate.

3. Faceti clic pe Okay (OK).

Instalarea manuala a CFX Manager Dx software
Pentru a instala manual CFX Manager Dx software

1. Daca este necesar, deconectati orice instrumente conectate de la computer.

Localizati si deconectati cablul USB al instrumentului de la computerul CFX Manager Dx. Capatul
introdus in instrument poate sa rdmana in pozitie.

2. Autentificati-va pe computerul cu CFX Manager Dx cu drepturi de administrator.

3. Introduceti CD-ul cu software-ul.
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4. TnWindows Explorer, navigati la CD, faceti clic dreapta pe pictograma CD-ului cu software-ul Si
selectati Explore (Explorare) pentru a deschide fereastra CD-ului.

5. Faceti dublu clic pe folderul CFX_Manager pentru a deschide folderul si apoi faceti dublu clic
pesetup.exe pentru a initializa expertul de instalare a software-ului.

6. Urmati instructiunile din expert pentru a instala software-ul, apoi faceti clic pe Finish (Finalizare).

Reinstalarea driverelor
Pentru a reinstala driverele instrumentului

» Din fereastra Home (Fereastra de pornire), selectati Tools > Reinstall Instrument Drivers
(Instrumente > Reinstalare drivere instrument).

Observatie: Daca aveti probleme cu comunicarea dintre software si sistemul in timp real dupa ce
ati reinstalat driverele si ati verificat conexiunea USB, contactati serviciul de asistenta tehnica Bio-
Rad.
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Redistribuirea si utilizarea in forma sursa si binara, cu sau fara modificare, sunt permise cu
indeplinirea urmatoarelor conditii:

1. Redistribuirile codului sursa trebuie sa pastreze notificarea privind drepturile de utilizator de mai
sus, aceasta lista de conditii si urmatoarea exonerare de raspundere.

2. Redistribuirile in forma binara trebuie sa reproduca notificarea privind drepturile de autor de mai
sus, aceasta listd de conditii si urmatoarea exonerare de raspundere in documentatia si/sau
celelalte materiale furnizate impreuna cu distribuirea.

3. Documentatia pentru utilizatorul final inclusa cu redistribuirea, daca exista, trebuie sa includa
urmatoarea recunoastere:

»+Acest produs include software dezvoltat de Universitatea din Chicago, ca Operator al Laboratorului
National Argonne.”
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