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Uréené pouzitie

Urcené pouzitie

Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx so softvérom CFX Manager Dx software su ur¢ené na
vykonavanie PCR na baze fluorescencie na detekciu a kvantifikaciu sekvencii nukleovych kyselin.
Systémy a softvér su uréené pre in vitro diagnostické pouzitie vyskolenymi laboratérnymi technikmi.
Systémy su uréené na pouzitie s diagnostickymi testami nukleovych kyselin tretich stran, ktoré boli

vyrobené a oznacené na diagnostickeé ucely.

Vysvetlivky

Délezité upozornenie: Vyznamné zmeny su zvyraznené!
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e

Oznadenie CE - Nariadenie (EU)
2017/746 o diagnostickych zdravotnickych
pomdckach in vitro

Preklady

Prislusné dokumenty spolu s navodom na pouzitie je mozné poskytnut aj v inych jazykoch v
elektronickej forme.
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Bezpecnost a dodrziavanie predpisov

Pre bezpecnu prevadzku systému CFX96 Dx alebo systému CFX96 Deep Well Dx so softvérom
CFX Manager Dx software, ktory sa v tomto dokumente oznacuje ako CFX Dx system, spolo¢nost Bio-
Rad dérazne odporuca, aby ste dodrziavali bezpeénostné Specifikacie uvedené v tejto Casti a prirucke.

Dolezité upozornenie: Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well st schvalené na pouzitie ako
diagnostické zdravotnicke pomécky in vitro (IVD).
Bezpecnostné vystrazné stitky

Vystrazné Stitky umiestnené na pristroji a vtomto navode vas upozorfiuju na zdroje zranenia alebo
poskodenia. Tabulka 1 definuje vSetky bezpecnostné vystrazné Stitky.

Tabulka 1. Vyznam bezpeénostnych vystraznych stitkov

lkona Vyznam

Upozornenie na nebezpecenstvo poskodenia tela alebo zariadenia
Pouzivanie systému CFX Dx system pred precitanim tohto navodu méze
predstavovat nebezpecéenstvo poranenia osdb. Pre bezpecné pouzivanie
nepouzivajte tento pristroj ziadnym spdsobom, ktory nie je Specifikovany v tomto
navode. Tento pristroj smie obsluhovat iba kvalifikovany laboratérny personal
vySkoleny na bezpe€né pouzivanie elektrickych zariadeni. So vSetkymi
komponentmi systému zaobchadzajte vZdy opatrne a Cistymi, suchymi rukami.

Pri manipulacii s biologicky nebezpecnymi vzorkami dodrziavajte odporucané

f Upozornenie na zaobchadzanie s biologicky nebezpeénymi materialmi
bezpecnostné opatrenia a pokyny a dodrziavajte vSetky miestne smernice

Specifické pre vasSe laboratérium a jeho polohu.

Upozornenie na nebezpecenstvo popalenia

Tepelny cyklovaC generuje dostatok tepla, aby spdsobil vazne popaleniny. Pocas
pouzivania noste vzdy ochranné okuliare alebo ind ochranu o€i. Pred otvorenim
veka a vybratim vzoriek vzdy nechajte blok vzorky, aby sa vratil do pokojovej teploty.
Vzdy dbajte na to, aby ste zabranili nahodnému popaleniu pokozky.

Navod na obsluhu | 15



Bezpecnost a dodrziavanie predpisov

Tabulka 1. Vyznam bezpeénostnych vystraznych stitkov, pokracovanie

lkona Vyznam

Upozornenie na nebezpecenstvo vybuchu
Bloky vzoriek sa mézu po€as normalnej prevadzky zahriat dostatocne, aby spdsobili
var a expléziu kvapalin.

Specifikacie bezpeéného pouzivania a zhoda s predpismi

Tabulka 2 uvadza Specifikacie bezpe€ného pouzivania pre Bio-Rad CFX Dx systémy detekcie PCR v
realnom €ase. Dodavané tienené kable sa musia pouzivat s tymito pristrojmi, aby sa zabezpecil sulad
s limitmi FCC triedy A.

Tabulka 2. Podmienky pre bezpeéné pouzitie

Aspekt pouzitia Podmienky pre bezpecné pouzitie

Menovity vstupny prud 100 — 240 VAC, 50 — 60 Hz, 850 W max

Kategoria prepatia Il

Poistky 10 A, 250V, 5 x 20 mm, rychla poistka (pocet 2)
Prostredie Len na pouzitie vnutri

Teplota pouzitia 15-31°C

Teplota skladovania -20°Caz60°C

Relativna vihkost Az 80 % (nekondenzujuca)

Nadmorska vyska Az 2000 metrov nad morom

Stuperi znedistenia 2

16 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Nebezpecenstva

Sulad s predpismi

Systém na detekciu PCR v realnom &ase CFX Dx bol testovany a je v sulade so vietkymi platnymi
poziadavkami nasledujucich bezpecnostnych a elektromagnetickych noriem:

®m  |EC61010-1:2010 (3. vyd.), EN61010-1: 2010 (3. vyd.). Elektrické zariadenia na meranie,
riadenie a laboratérne pouzitie. Cast 1: V&eobecné poZiadavky

m  |[EC61010-2-010: 2014, EN 61010-2-010: 2014. Bezpecnostné poziadavky na elektrické
zariadenia na meranie, riadenie a laboratérne pouzitie. Cast 2-010: Osobitné poZiadavky na
laboratorne zariadenia na ohrev materialov

m |EC61010-2-081:2015, EN 61010-2-081: 2015. Bezpecnostné poZiadavky na elektrické
zariadenia na meranie, riadenie a laboratérne pouzitie. Cast 2-081: Osobitné poZiadavky na
automatické a poloautomatické laboratérne zariadenia na analyzu a iné Ucely (vratane dodatku 1)

m  |EC61010-2-101: 2015 (2. vydanie). Bezpe&nostné pozZiadavky na elektrické zariadenia na
meranie, riadenie a laboratdrne pouzitie. Osobitné poZiadavky na diagnostické zdravotnicke
zariadenia in vitro (IVD)

B |EC61326-1: 2012 (trieda A), EN 61326-1: 2013 (trieda A). Elektrické zariadenia na meranie,
riadenie a laboratérne pouZitie. PoZiadavky na elektromagnetickl kompatibilitu. Cast 1:
VSeobecné poziadavky

B |EC 61326-2-6: 2012, EN 61326-2-6: 2013 (trieda A). Elektrické zariadenia na meranie, riadenie a
laboratdrne pouzitie. PoZiadavky na elektromagneticki kompatibilitu. Osobitné poziadavky na
diagnostické zdravotnicke zariadenia in vitro (IVD)

Dolezité upozornenie: Toto zariadenie vytvara, pouziva a mdze vyzarovat radiofrekvenénu
energiu a ak nie je indtalované a pouzivané poskytnutou instruktdZnou dokumentaciou, méze
sposobit’ Skodlivé rusenie radiokomunikacii. Prevadzka systémov v obytnej zéne pravdepodobne
sposobi Skodlivé rusenie, v takom pripade sa od pouzivatelov bude vyzadovat, aby rusenie
odstranili na vlastné naklady.

Nebezpecenstva

Systém detekcie PCR v realnom ¢ase CFX Dx je skonstruovany na bezpeénu prevadzku, ked sa
pouziva spésobom predpisanym vyrobcom. Ked sa systém detekcie PCR v realnom ¢ase CFX Dx
alebo ktorékolvek jeho prislusné komponenty pouzivaju spésobom nespecifikovanym vyrobcom,
vnutorna ochrana zabezpecena nastrojom moze byt narusena. Bio-Rad Laboratories, Inc. nie je
zodpovedna za ziadne zranenie ani Skody spbdsobené pouzitim tohto systému nespecifikovanym
spdsobom alebo Upravami in§trumentu, ktoré nevykona Bio-Rad alebo jej autorizovany agent. Servis
systému detekcie PCR v realnom ¢ase CFX Dx smie vykonavat len kvalifikovany personal Bio-Rad.
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Bezpecnost a dodrziavanie predpisov

Biologické nebezpecenstva

Systém detekcie PCR v realnom €ase CFX Dx je produkt uréeny pre laboratéria. Ak su vSak pritomné
biologicky nebezpecéné vzorky, dodrzujte nasledujuce smernice a dodrziavajte vSetky miestne
smernice Specifické pre vase laboratérium a pracovisko.

Poznamka: Poc¢as normalnej prevadzky tohto pristroja sa netvoria Ziadne biologicky nebezpec¢né
latky.

Vseobecné opatrenia

Vzdy pouzivajte laboratérny plast, laboratérne rukavice a bezpecnostné okuliare s bo¢nymi
krytmi alebo ochranné okuliare.

Nedavajte si ruky k ustam, nosu ani oiam.

Akukolvek reznu ranu alebo odreninu pred pracou s potencialne infekénymi materialmi Uplne
zakryte.

Pred odchodom z laboratéria si dokladne umyte ruky mydlom a vodou po praci s akymkolvek
potencialne infekénym materialom.

Pred pracou na pracovnom stole si zloZte naramkové hodinky a Sperky.

VSetky infekéné alebo potencialne nebezpeéné materialy uskladnite v nerozbitnych
nepresakujucich nadobach.

Pred opustenim laboratéria si vyzleCte ochranny odev.

Rukou v rukavici nepiste, netelefonujte, nerozsvecujte svetlo ani sa nedotykajte ni¢oho, €¢oho sa
mézu dotykat ini fudia bez rukavic.

Rukavice €asto vymienajte. Rukavice si okamzZite dajte dolu, ked su viditelne kontaminované.

Nevystavujte materialy, ktoré nie je mozné riadne dekontaminovat, potencialne infekénému
materialu.

Po dokonéeni operéacie zahffiajucej biologicky nebezpeény material dekontaminujte pracovnu
oblast vhodnym dezinfek&énym prostriedkom (napriklad roztokom 1:10 bielidla na pouzitie v
domacnosti).

Specifické bezpeénostné opatrenia suvisiace s in vitro diagnostikou

VSetky vzorky pacientov predstavuju potencialne biologické riziko a musi sa s nimi podla toho
manipulovat’ v sulade so vSeobecnymi bezpe&nostnymi opatreniami.

Pocas normalnej prevadzky tohto pristroja sa netvoria Ziadne biologicky nebezpecéné latky.
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Nebezpecenstva

Dekontaminacia povrchu

VAROVANIE! Aby sa zabranilo urazu elektrickym prudom, pred vykonanim postupov
dekontaminacie pristroj vzdy vypnite a odpojte od elektrickej siete.

Nasledujuce oblasti sa mdzu Cistit akymkolvek dezinfekénym prostriedkom proti baktériam, virusom
alebo hubdm:

B VonkajSie veko aram
B Povrch vnutorného reakéného bloku a jamky reakéného bloku
B Ovladaci panel a displej

Pokyny na pripravu a aplikaciu dezinfekéného prostriedku najdete v pokynoch dodanych vyrobcom
daného produktu. Po pouziti dezinfekéného prostriedku niekolkokrat vodou oplachnite reakény blok a
jamky reakéného bloku. Po oplachnuti vodou dékladne vysuste reakény blok a jamky reakéného
bloku.

Dolezité upozornenie: Nepouzivajte abrazivne, korozivne Cistiace prostriedky alebo silné
alkalické roztoky. Tieto €inidla mdZu poskriabat povrchy a poskodit reakény blok, o ma za
nasledok stratu presnej regulacie teploty.

Likvidacia biologicky nebezpeéného materialu

Nasledujuce potencialne kontaminované materialy zlikvidujte v sulade s laboratérnymi, regionalnymi a
narodnymi predpismi:

m  Klinické vzorky
B Reagencie

B PouZité reakéné nadoby alebo iny spotrebny material, ktoré mézu byt kontaminované

Chemické nebezpecenstva

Systém detekcie PCR v realnom €ase CFX Dx neobsahuje Ziadne potencialne nebezpecné chemické
materialy.

Nebezpecenstvo vybuchu alebo horlavosti

Systém detekcie PCR v realnom ¢ase CFX Dx nepredstavuje ziadne nezvy€ajné nebezpecenstvo
suvisiace s horfavostou alebo vybuchom, ak sa pouzije spravnym spdsobom tak, ako Specifikovala
spolo¢nost Bio-Rad Laboratories.
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Bezpecnost a dodrziavanie predpisov

Elektrické nebezpecenstva

Systém detekcie PCR v realnom ¢ase CFX Dx nepredstavuje pre operatorov Ziadne nezvy&ajné
elektrické nebezpeclenstvo, ak je nainstalovany a prevadzkovany spravne bez fyzickej modifikacie a
pripojeny k zdroju napajania spravnej Specifikacie.

Transport

Pred premiestnenim alebo odoslanim systému na detekciu PCR v realnom €ase CFX Dx alebo jeho
optického reakéného modulu alebo jeho tepelnej cyklickej zakladne sa musia vykonat
dekontaminacné postupy. Systém na detekciu PCR v realnom ¢ase CFX Dx a optické reakéné moduly
vzdy premiestiujte alebo dodavajte v samostatnych nadobach s dodanymi obalovymi materidlmi,
ktoré budu pristroj chranit pred poskodenim. Ak nie je mozné ndjst vhodné kontajnery, obratte sa na
miestnu poboc¢ku Bio-Rad.

Batéria

Tepelny cyklovag systému CFX Dx system vyuziva 3 V litium-kovovu plochu batériu a 4,8 V nikel-
kovovu hydridovu nabijatefnu batériu na udrzanie nastavenia ¢asu a udajov o chode v pripade
vypadku striedavého prudu. Ak udaje o ase a/alebo chode nezostanu nastavené po vypnuti
zariadenia, mbze to znamenat, Ze Uroven nabitia batérie je nizka. Ak sa tak stane, vyhladajte pomoc
technickej podpory Bio-Rad.

Nepokusajte sa vymenit batérie. Kontaktujte technicku podporu Bio-Rad.

Likvidacia

Systém detekcie PCR v realnom ¢ase CFX Dx obsahuje elektrické materialy; nemali by sa likvidovat
ako netriedeny odpad a musia sa zbierat oddelene v stlade so smernicou Eurépskej tnie 2012/19/EU

o odpade z elektrickych a elektronickych zariadeni - smernica o OEEZ. Pred likvidaciou sa obratte na
miestneho zastupcu Bio-Rad pre Specifické pokyny pre danu krajinu.

Zaruka

Na systém detekcie PCR v realnom ¢ase CFX Dx a s nim suvisiace prislusenstvo sa vztahuje
Standardna zaruka Bio-Rad. Podrobnosti o zaruke vam poskytne miestna pobocka Bio-Rad.
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Kapitola 1 Uvod

Amplifikacné systémy Bio-Rad CFX Dx PCR v realnom €ase pre in vitro diagnostiku (IVD) su
vybavené najnovsim technologickym pokrokom, ktory umoznuje kvantifikaciu PCR so Standardnou
krivkou, analyzou expresie génu, alelickou diskriminaciou a analyzou koncového bodu.

Systémy CFX Dx system sa skladaju z dvoch hardvérovych modulov a softvéru:

B Modul optickej reakcie (ORM) CFX96 Dx alebo CFX96 Deep Well Dx

B Tepelny cyklova¢ C1000 Dx

B CFX Manager Dx software

Pri pouziti so softvérom CFX Manager Dx software mbzete
B Generovat okamzité vysledky Startup Wizard (Sprievodca spustenim)

B Zadavat alebo upravovat informacie o jamke pred, pocas alebo po cykle

B Interpretovat komplexné udaje a porozumiet Studii expresie génu pomocou nastrojov, ako je
napriklad analyza PrimePCR a referen¢ny nastroj na vyber génu

B Pripravit si komplexné spravy o svojich udajoch PCR v realnom Case
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Kapitola 1 Uvod

Detekéné systémy PCR CFX Dx

Tabulka 3 uvadza Bio-Rad produkty IVD PCR, ktoré sa dodavaju so systémom CFX Dx system.

Poznamka: CFX Dx system sa dodava so softvérom CFX Manager Dx software, zakladriou
tepelného cyklova¢a C1000 Dx a s modulom optickej reakcie CFX96 Dx alebo CFX96 Deep Well
Dx.

Tabulka 3. Detekéné systémy CFX IVD PCR

Katalégové €. Opis

1845097-1VD CFX96 Dx ORM *
1844095-1VD CFX96 Deep Well Dx ORM
1841000-1VD Tepelny cyklova¢ C1000 Dx
12007917 CFX Manager Dx software v3.1

* Modul optickej reakcie
Dalsie informacie

Tento dokument vysvetluje, ako bezpecne nastavit' a prevadzkovat systémy na detekciu PCR v
realnom Case CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx, ktoré su ozna¢ené znackou CE-IVD. Tieto systémy
sa v tomto dokumente oznacuju ako CFX Dx system. Tento dokument navySe vysvetluje, ako
pouzivat CFX Manager Dx software so systémom CFX Dx system.

Tip: Kliknutim na logo spolo€nosti Bio-Rad v pravom hornom rohu lubovofného okna softvéru
CFX Manager Dx software otvorite webovu stranku spoloénosti Bio-Rad. Tato stranka obsahuje
prepojenia na technické poznamky, prirucky, informacie o produkte a technicki podporu. Tato
stranka tieZ poskytuje mnoho technickych zdrojov pre Siroku Skalu metéd a pouziti tykajucich sa
PCR, PCR v redlnom €ase a expresie génov.
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Kapitola 2 Nastavenie tepelného cyklovaca
C1000 Dx

Tato kapitola vysvetluje, ako nastavit tepelny cyklova¢ C1000 Dx systému CFX Dx system na vaSom
pracovisku.

Tip: Pred nastavenim tepelného cyklovaga sa oboznamte so samotnym tepelnym cyklovacom,
jeho optickym reakénym modulom, portami a prislusenstvom.

Poziadavky suvisiace s pracoviskom

Tabulky v tejto Casti uvadzaju poZiadavky na miestnost, prostredie a napajanie, ktoré su potrebné na
uspesnu instalaciu a pouzivanie tepelného cyklovaca systému CFX Dx system.

Poznamka: Tepelny cyklovac systému CFX Dx system nainstalujte na rovny, suchy povrch s
dostato¢nym prudenim studeného vzduchu.

Poziadavky na miesto na pracovnhom stole

Tabulka 4. Poziadavky tepelného cyklovaéa systému CFX Dx system na miesto na
pracovnom stole

Polozka Specifikacia
Vstupny vykon Maximalne 850 W
Frekvencia 50 — 60 Hz, jedna faza
Porty USB 5A,1B

Rozmery 8: 13 palcov; 33 cm

H: 18 palcov; 46 cm
V: 14 palcov; 36 cm

Hmotnost 47 1b; 21 kg
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Kapitola 2 Nastavenie tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Poziadavky suvisiace s prostredim

Tabulka 5. Poziadavky tepelného cyklovaéa systému CFX Dx system suvisiace s prostredim

Parameter Rozsah Rozsah vihkosti

Prevadzkové podmienky 15-31°C 0-80 % RH, bez kondenzacie
59-87,8°F

Skladovacie podmienky 15-31°C 0-80 % RH, bez kondenzacie
59-87,8°F

Poziadavky na napajanie

Napajanie tepelného cyklovaca systému CFX Dx system musi byt stabilné a v ramci Specifikacii, aby
sa zabezpecilo spravne fungovanie. Napajaci kabel pripojeny k vstupnému portu musi byt
dimenzovany na 7 alebo viac ampérov.

Tabulka 6. Poziadavky na napajanie systému CFX Dx system

Polozka Specifikacia

Sietové vstupné napatie 100 — 240 VAC; 50 — 60 Hz, jedna faza
Maximalna spotreba energie <850 W

Pocet zasuviek Minimalne 2 zasuvky:

B 1 zasuvka na tepelny cyklovac

B 1 zasuvka na pocitac na spustenie softvéru CFX Manager
Dx software
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Prehlad systému

Prehlad systému

llustracie v tejto €asti zobrazuju hlavné komponenty zakladne tepelného cyklova¢a C1000 Dx.

Predny pohlad

LEGENDA

1. Opticky reakény modul — zahfia opticky systém na zhromazdovanie fluorescencnych
dat a blok tepelného cyklovaca. Systémy detekcie PCR v redlnom ¢ase CFX Dx podporuju
bud modul CFX96 Dx, alebo CFX96 Deep Well Dx.

2. Stavova LED kontrolka — oznacuje, kedy sa blok pouziva.

3. Tlacidlo veka — otvara a zatvara veko optického reakéného modulu a utesnuje reakénu
komoru.

4. Zakladna tepelného cyklovacéa C1000 Dx — poskytuje napajanie systému a komunikaciu
a obsahuje optické reakéné moduly CFX96 Dx a CFX96 Deep Well.

5. Displej a tlacidla predného panela — umozniuju ovladanie systému v samostatnom
rezime.
Dolezité upozornenie: Aby sa zabezpecila integrita Udajov o $tudii IVD génu, CFX
Manager Dx software nepodporuje tdaje generované tepelnym cyklovacom v
samostatnom rezime.

6. Vyhrievané vnatorné veko — udrzuje teplotu veka, aby sa zabranilo kondenzacii a
odparovaniu.

7. Blok vzoriek/reakcie — obsahuje reakénu nadobu, vratane hadiCiek a mikroplatniciek.
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Kapitola 2 Nastavenie tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Zadny pohlad
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1. Ethernetovy port — pripoji tepelny cyklova¢ C1000 Dx k vasej sieti.

2. Port USB typu B — pripoji tepelny cyklova¢ C1000 Dx k spustenému pocitacu so
softvérom CFX Manager Dx software.

3. Porty USB typu A — prenos dat do a z USB flash disku.
Délezité upozornenie: Aby sa zabezpedila integrita Gdajov o $tudii IVD génu, CFX
Manager Dx software nepodporuje Udaje generované tepelnym cyklovacom v
samostatnom rezime.

4. Sériovy testovaci port — len pre servisné testovanie.

5. Chladiace otvory — chladia tepelny cyklovac.
Délezité upozornenie: Neblokujte chladiace otvory. Pre optimalnu prevadzku zaistite,
aby za zakladnou tepelného cyklova¢a mohol prudit vzduch.

6. Napajaci vstup — napajanie striedavym pradom; pouzite dodany napajaci kabel.

7. Prepina¢ napajania — koliskovy prepina¢ na zapnutie a vypnutie tepelného cyklovaca.

8. Poistky — pozrite si Specifikacie bezpe&ného pouZivania a zhoda s predpismi na strane 16

pre Specifikacie poistky.
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Moduly optickej reakcie

Moduly optickej reakcie

Tepelny cyklova¢ C1000 Dx je kompatibilny s nasledujucimi modulmi optickej reakcie na PCR v
realnom €ase znacky Bio-Rad.

B Modul optickej reakcie CFX96 Dx

B Modul optickej reakcie CFX96 Deep Well Dx

Vybrany modul optickej reakcie CFX Dx a tepelny cyklova¢ sa dodavaju v samostatnych baleniach.
CFX Manager Dx software sa dodava spolu s modulom optickej reakcie.

Doélezité upozornenie: Modul optickej reakcie sa kalibruje so zakladriou tepelného cyklovaca, s
ktorym sa dodava. Z tohto dévodu nepouzivajte modul optickej reakcie so Ziadnou inou
zakladnou tepelného cyklovaca, ani zakladriu tepelného cyklovaca so ziadnym inym modulom
optickej reakcie.

Oba moduly optickej reakcie obsahuju plne nastavitelné vyhrievané veko, ktoré dokaze spolahlivo
fungovat s velkym mnozstvom reakénych nadob. Kazdy modul optickej reakcie obsahuje chladiace
ventilatory na rychle ohrievanie a chladenie.

Kazdy modul optickej reakcie CFX Dx pozostava z nasledujucich komponentov:

B Vyhrievané vnatorné veko — udrzuje teplotu veka, aby sa zabranilo kondenzacii a
odparovaniu.

B Blok vzoriek/reakcie — obsahuje reakéné nadoby, vratane hadiCiek a mikroplatniciek.
B Tlacidlo veka — otvara a zatvara veko a utesnuje reakciu.

B Stavova LED kontrolka — ked je rozsvietena, znamena to, Ze sa blok pouziva.

Odporucany objem vzorky

Pri pouzivani tepelného cyklovac¢a C1000 Dx je maximalny objem vzorky uréeny typom pouzitého
reakéného modulu. Tabulka 7 uvadza zoznam odporucanych objemov, ktoré sa maju pouZzit pri
kazdom reakénom module.

Tabulka 7. Limit velkosti a objemu pre reakéné moduly

Odporucany objem vzorky, pl

Pocet jamiek Pocet blokov (Horny limit)
96-jamkovy 1 10-50
96-hlbokojamkovy 1 10-125
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Kapitola 2 Nastavenie tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Instalacia tepelného cyklovaé¢a C1000 Dx

Zakladria tepelného cyklovac¢a C1000 Dx sa prepravuje v oddelenom boxe od optického reakéného
modulu. Balenie obsahuje:

B Zakladna tepelného cyklovaca C1000 Dx

B Sietovy kabel

m 1 USB kabel

Na instalaciu tepelného cyklova¢a C1000 Dx:

1. Rozbalte a nastavte zakladrnu tepelného cyklova¢a C1000 Dx.
2. Pripojte reakény modul k zakladni.

3. Odstrante prepravnu skrutku.

Tato Cast podrobne vysvetluje tieto ulohy.

Vybalenie a nastavenie tepelného cyklovac¢a C1000 Dx

Dolezité upozornenie: Pred pouzitim tepelného cyklovaca si precitajte informacie v Bezpecnost’
a dodrziavanie predpisov na strane 15 a Bezpecnostné vystrazné stitky na strane 15.

Tip: Po€as nastavovania sa uistite, Ze v blizkosti tepelného cyklovaca mate dostatok miesta na
pocita€, na ktorom sa bude spustat CFX Manager Dx software.

Ak chcete vybalit’ a nastavit’ zakladnu ¢ast’ tepelného cyklovaca
1. Na3jdite balenie, ktoré obsahuje zakladriu tepelného cyklovaca.
2. Vyberte zakladriu z obalového materialu.

Tip: Obalovy material si uschovajte pre buduce pouzitie. Ak nejaka polozka chyba alebo je
poskodena, obratte sa na miestnu poboc¢ku spolo¢nosti Bio-Rad.

3. Za&kladhu tepelného cyklovaga umiestnite na rovny, suchy povrch s dostato€nym pradenim
studeného vzduchu.

4. Najdite napajaci kabel v prepravnom baleni a jeden koniec vilozte do portu napajania na zadnej
Casti tepelného cyklovaca.

Dolezité upozornenie: Pristroj v tomto okamihu nezapinajte.

5. Pripojte reakény modul IVD k zakladni. PokraCujte na Pripojenie modulov optickej reakcie na
strane 29.
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Instalacia tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Pripojenie modulov optickej reakcie

Spolo&nost Bio-Rad dodava modul optickej reakcie CFX96 Dx alebo CFX96 Deep Well spolu so
zakladnou tepelného cyklova¢a C1000 Dx (ale v samostatnom baleni). Opatrne rozbalte modul
optickej reakcie a overte si, i st napajacie kable a kable USB sucastou prepravného balenia.

Délezité upozornenie: Kazdy modul optickej reakcie sa kalibruje so zakladriou tepelného
cyklovaca, s ktorou sa dodava. Z tohto dévodu nepouzivajte modul optickej reakcie so Ziadnou
inou zakladnou tepelného cyklovaca.

Aby sa dosiahlo spravne fungovanie, zakladriu tepelného cyklova¢a C1000 Dx umiestnite na rovny,
suchy povrch s dostato&nym prudenim studeného vzduchu.

Ak chcete pripojit’ reakény modul k zakladni tepelného cyklovaca

1. Tepelny cyklova¢ C1000 Dx umiestnite na vhodné miesto so zaistenou poistnou ty€ou.

2. Nadvihnite modul optickej reakcie pomocou rukovate nad drazky bo¢nych vetracich otvorov,
umiestnite modul do stojana na reakény modul C1000 Dx . V prednej €asti ponechaijte priblizne 2
cm volného priestoru. Ked sa modul optickej reakcie nachadza v stojane, mal by zakryvat logo
Bio-Rad na prednej Casti stojana.
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Kapitola 2 Nastavenie tepelného cyklova¢a C1000 Dx

3. Potiahnite poistnu ty¢ tak, aby bola v jednej rovine so stranami stojana modulu. Tento ukon
posunie modul dopredu a zaisti ho na svojom mieste.

4. Skontrolujte, i je modul Uplne a rovnomerne usadeny v zakladni tepelného cyklova¢a C1000 Dx.
Medzi modulom a zakladriou by nemal byt Ziadny dalSi priestor.

5. Zapojte napajaci kabel do zadnej Easti zakladne tepelného cyklovac¢a C1000 Dx a vhodnej
elektrickej zasuvky, nasledne stlacenim vypinac¢a na zadnom paneli tepelného cyklovaca C1000
Dx spustite systém.

Odstranenie prepravnej skrutky

Dolezité upozornenie: Optické reakéné moduly Bio-Rad sa dodavaju s Eervenou prepravnou
skrutkou vloZzenou do vnutorného veka na stabilizaciu modulu optickej reakcie pocas prepravy.
Pred pouzitim modulu optickej reakcie musite odstranit prepravnu skrutku.

Na odstranenie prepravnej skrutky

1. Tepelny cyklova¢ C1000 Dx rozpozna, ze prepravna skrutka je vlozena do modulu optickej
reakcie a zobrazi spravu, ktora vas vyzve na odstranenie skrutky.
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Instalacia tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Shipping Screw Status

Shipping Screw is inserted.
1. Open Optical Module lid -- press manual button below the Bio-Rad logo.
2. Rernowve RED Shipping Screw from hole adjacent to left side of well B 1

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

4, Press F1 (Screw Remowed) te confirm Shipping Screw haz been
removed,

To checkjrernove the shipping screw status Followe the instructions
e above.,

.Remove ” ” ‘

Na odstranenie prepravnej skrutky postupujte podla pokynov. Nasledujica schéma znazorfiuje
umiestnenie prepravnej skrutky.

Poznamka: Pre pripad, Ze by ste z nejakého dévodu museli vratit reakény modul, musite
zasunut prepravnu skrutku. Skrutku ulozte na bezpecné a pristupné miesto.
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Kapitola 2 Nastavenie tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Vlozenie platni¢iek so vzorkami

Aby sa zabezpedilo rovhomerné zahrievanie a chladenie vzoriek, platni¢ky musia byt v iplnom
kontakte s reak&nym blokom. Ak chcete zabezpe it primerany kontakt, postupujte takto:

B Pred viozenim vzoriek skontrolujte, ¢i je blok Cisty.
B Jednotlivé skumavky, skimavkové pruzky alebo mikroplatni¢ky pevne zatlacte do jamiek bloku.

B Pri pouziti jednej alebo niekolkych skiumaviek pouzite ram skimaviek (katalogové ¢. 1849000
alebo €. 1849001) alebo nasadte aspon jednu prazdnu skimavku do kazdého rohu bloku, aby ste
zabezpedili rovhomerny tlak veka na jednotlivé skimavky.
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Instalacia tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Vlozenie platni¢iek do modulu optickej reakcie

Dolezité upozornenie: Pri spusteni systému CFX Dx system vzdy vyvazte skimavkové prazky
alebo pridajte uzavery skumaviek do rohovych jamiek, aby sa zabezpecilo, Ze vyhrievané veko
aplikuje rovhomerny tlak cez blok.

Vlozenie platnic¢iek do modulu optickej reakcie
1. Na otvorenie motorizovaného veka vykonajte jeden z nasledujicich krokov:

BV okienku Detected Instruments (Detegované pristroje) v softvéri CFX Manager Dx software
kliknite na polozku Open Lid (Otvorit veko).

BV softvéri na karte Start Run (Spustit' chod) kliknite na Open Lid (Otvorit veko).
B Stlacte tlaCidlo veka na prednej strane pristroja.

2. Do bloku vloZte mikroplatniku, jednotlivé skimavky alebo skimavkové pruzky s utesnenymi
vekami.

Dolezité upozornenie: Overte, €i sU skimavky Uplne utesnené, aby sa zabranilo Uniku.
Tip: Pre optimalne vysledky vlozte objem vzorky 10-25 pl pre CFX Dx system.

3. Pre presnu analyzu udajov overte, Ci je orientacia reakcii v bloku presne rovnaka ako orientacia
obsahu jamiek na karte Plate (Platnic¢ka) v softvéri CFX Manager Dx software.

Tip: Obsah jamiek mézete upravovat pomocou softvéru CFX Manager Dx software pred,
pocas alebo po cykle.

4. Na zatvorenie motorizovaného veka vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
B Stlacte tlacidlo veka na pristroji.

BV okienku Detected Instruments (Detegované pristroje) v softvéri kliknite na poloZku Close
Lid (Zatvorit veko).

BV softvéri na karte Start Run (Spustit chod) kliknite na Close Lid (Zatvorit veko).

Délezité upozornenie: Uistite sa, Ze pri zatvarani ni¢ neblokuje veko. Aj ked existuje
bezpeénostny mechanizmus, ktory zabranuje zatvaraniu veka, ak zisti prekazku, pred
uzavretim ni¢ nedavajte do priestoru veka.
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Kapitola 2 Nastavenie tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Plastové spotrebné materialy PCR a reagencie

Ak chcete najst a objednat’ odport¢any plastovy spotrebny material pre CFX Dx system, prejdite na
webovu stranku spolo¢nosti Bio-Rad. Na tuto stranku sa dostanete pomocou polozky Help
(Pomocnik) > PCR Plastic Consumables Web Site (Webova stranka plastovych spotrebnych
materidlov PCR) v softvéri CFX Manager Dx software. Okrem toho si pozrite zdroje vyberu plastov a
reagencii, ktoré vam pomoéZzu jednoducho vyhladat a objednat plastové spotrebné materialy a
reagencie pre vas konkrétny hardvér a potreby v suvislosti s PCR.

Detekcia pripojenych pristrojov

Pocas instalacie softvéru CFX Manager Dx software automaticky nainstaluje ovladace pristrojov do
pocitaca so spustenym softvérom CFX Manager Dx software. CFX Manager Dx zisti pripojené
pristroje po spusteni softvéru.

Dolezité upozornenie: Pred inStalaciou softvéru musite odpojit tepelny cyklova¢ C1000 Dx od
pocitata CFX Manager Dx. Pocas inStalacie softvéru nemusite vypnut tepelny cyklovac.

Detekcia pripojenych pristrojov

1. Ak ste to eSte neurobili, vloZte Stvorcovy (zasunovaci) koniec dodaného kabla USB typu B do
portu USB typu B, ktory sa nachadza na zadnej Casti zakladne.

2. Druhy koniec (port) vlozte do portu USB na pocita¢i CFX Manager Dx.

3. Aktepelny cyklovag este nie je spusteny, zapnite ho stlaéenim vypinaca na zadnej strane
pristroja.
4. Spustite CFX Manager Dx software.

Softvér automaticky zisti pripojeny pristroj a zobrazi jeho nazov v table Detected instruments
(Detegované pristroje) v okne Home (Domovské okno).

Poznamka: Ak sa pristroj nezobrazuje v table Detected Instruments (Detegované pristroje),
skontrolujte, &i je spravne pripojeny kabel USB. Ak chcete preinstalovat ovladace, v okne Home
(Domovské okno) softvéru CFX Manager Dx software vyberte polozku Tools (Nastroje) >
Reinstall Instrument Drivers (PreinStalovat ovladace pristrojov).
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Instalacia tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Odpojenie reakéného modulu

Délezité upozornenie: Pred odpojenim reakéného modulu vypnite tepelny cyklova¢ C1000 Dx
(pozrite si Vypnutie tepelného cyklovaca C1000 Dx na strane 35). Chladiace rebra v reakénom
module mézu byt ihned po chode protokolu alebo inkubacie horuce. Pred odpojenim reakéného
modulu sa uistite, ze rebra su chladné.

Odpojenie optického reakéného modulu od zakladne tepelného cyklovaca

1. Nazadnej strane zakladne tepelného cyklovaca zatlacte blokovaciu listu nadol, aby ste ju odomkli
a uvorlnili opticky reakény modul.

“’myn G )]
A o
T e u ‘:‘ .-"/

2. Nauvolnenie z pozicie opatrne zdvihnite opticky reakény modul pomocou zarazok na rukovati na
kazdej strane.

3. Postavte opticky reak&ny modul na €isty, rovny povrch, na ktorom sa nemoze prevrhnut,
poskriabat alebo spadnut.

Vypnutie tepelného cyklova¢a C1000 Dx

Vypnutie tepelného cyklovaca

1. Poskoné&eni chodu stlacte tlacidlo otvorenia veka na prednej strane modulu optickej reakcie CFX,
aby ste ziskali pristup ku vzorkam vioZzenym do bloku.

2. Vyberte vzorky z bloku a stlaéenim tlacidla zatvorenia veka zavrite veko.

3. Stlacenim vypinaca na zadnom paneli tepelného cyklovaca C1000 Dx vypnite systém.
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Kapitola 3 Instalacia softvéru CFX Manager Dx
software

Tato kapitola vysvetluje, ako nainstalovat softvér CFX Manager Dx software.

CFX Manager Dx software sa vyZaduje na analyzu udajov PCR v redlnom Case zo systémov CFX96
Dx a CFX96 Deep Well Dx. Tento softvér mdzete pouzit' aj na ovladanie tychto systémov v softvérovo
riadenom reZime.

Informécie o inStalacii tepelného cyklovaca systému CFX Dx system a optického reakéného modulu
uvadza Nastavenie tepelného cyklova¢a C1000 Dx na strane 23.
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Kapitola 3 Instalacia softvéru CFX Manager Dx software

Systémové poziadavky

Tabulka 8 uvadza minimalne a odporucané systémové poziadavky pre pocitac so softvérom CFX
Manager Dx software (oznaCovany ako pocita¢ CFX Manager Dx).

Tabulka 8. Poziadavky na pocita¢ so softvérom CFX Manager Dx software

Systém Minimalne Odporucané
Operacny systém Microsoft Windows 7 SP1 Niektory z nasledujucich:
Pro B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (32-a
64-bitovy)

B Microsoft Windows 10 Pro (iba 64-bitovy)
B Microsoft Windows 10 Enterprise
(iba 64-bitovy)

Doélezité upozornenie: V pripade systému Microsoft Windows 10 Pro a Enterprise musi byt
vypnuta funkcia Secure Boot (Zabezpecené spustenie).

Porty 2 vysokorychlostné porty 2 vysokorychlostné porty USB 2.0
USB 2.0
Miesto na 128 GB 128 GB

pevnom disku

Rychlost 2,4 GHz, Dual Core 2,4 GHz, Quad Core
procesora
RAM 4 GB RAM 8 GB RAM
Rozlisenie 1024 x 768 s rezimom 1280 x 1024 s rezimom true-color
obrazovky true-color
Program na Program Adobe PDF Reader alebo Windows
zobrazenie PDF Reader z jedného z nasledujucich
suborov vo podporovanych balikov Microsoft Office:
formate PDF m 2007

m 2010

m 2013
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Instalacia softvéru CFX Manager Dx software

Instalacia softvéru CFX Manager Dx software

Dolezité upozornenie: Pred inStalaciou alebo aktualizaciou softvéru musite odpoijit vSetky
pripojené pristroje od pocitata CFX Manager Dx. PoCas inStalacie softvéru nemusite vypnat
tepelny cyklovac. Uistite sa, Ze ste ulozili vSetky chody a Ze nie su spustené Ziadne experimenty.

Poznamka: Ak instalujete CFX Manager Dx software na Windows 10, pred zacatim inStalacie
overte, Ci je funkcia Secure Boot vypnuta.

InStalacia softvéru CFX Manager Dx software
1. V pripade potreby odpojte od pocitaca vSetky pripojené pristroje.

Najdite a odpojte kabel USB pristroja z pocitata CFX Manager Dx. Koniec vloZzeny do pristroja
mdze zostat na svojom mieste.

2. Prihlaste sa do pocitaca CFX Manager Dx s pravami spravcu.
3. VloZte disk CD so softvérom CFX Manager Dx software do jednotky CD pocitaca.

4. Stranka na spustenie softvéru by sa mala zobrazit automaticky. Dvakrat kliknite na polozku Install
Software (InStalovat softvér) na stranke spustenia softvéru.

Poznamka: Ak sa Uvodna stranka nezobrazi automaticky, prejdite na jednotku CD a otvorte
prieCinok CFX_Manager a potom dvakrat kliknite na setup.exe, im spustite sprievodcu
inStalaciou softvéru.

Tip: V sprievodcovi inStalaciou kliknite na tlagidlo Dokumentacia a vyhladajte kopie
poznamok k vydaniu, priruiek nastrojov a inej dokumentécie.

5. Dokoncite instalaciu podla pokynov na obrazovke. Po dokon&eni sa na pracovnej ploche
pocitaca zobrazi ikona softvéru CFX manager.

6. Podokonc&eni instalacie mbzZete bezpecne vybrat CD.

Detekcia pripojenych pristrojov

Pocas inStalacie softvér CFX Manager Dx automaticky nainstaluje ovladace pristrojov do pocitaca
CFX Manager Dx. Systém CFX Manager Dx zisti pripojené pristroje po spusteni softvéru.

Detekcia pripojenych pristrojov

1. Ak ste to eSte neurobili, vloZte Stvorcovy (zasunovaci) koniec dodaného kabla USB typu B do
portu USB typu B, ktory sa nachadza na zadnej €asti zakladne pristroja.

2. Druhy koniec (port) vlozZte do portu USB na po¢itaci CFX Manager Dx.

3. Ak pristroj este nie je spusteny, zapnite ho stlaCenim vypinac¢a na zadnej strane pristroja.
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Kapitola 3 Instalacia softvéru CFX Manager Dx software

4. Spustite CFX Manager Dx software.

Softvér automaticky rozpozna pripojeny pristroj a zobrazi jeho nazov v table Detected Instruments
(Detegované pristroje) v okne Home (Domovské okno).

Poznamka: Ak sa pristroj nezobrazuje v table Detected Instruments (Detegované pristroje),
skontrolujte, ¢i je spravne pripojeny kabel USB. Ak chcete preinstalovat ovladace, v okne Home
(Domovské okno) softvéru CFX Manager Dx software vyberte polozku Tools

(Nastroje) > Reinstall Instrument Drivers (Preinstalovat ovladace nastrojov).

Subory softvéru

Tabulka 9 uvadza typy suborov softvéru CFX Manager Dx software.

Tabulka 9. Typy suborov softvéru CFX Manager Dx software

Typ suboru RozSirenie Podrobnosti

Protokol .prcl Obsahuje podrobnosti o nastaveni protokolu na
vykonanie PCR chodu.

Platnicka .pltd Obsahuje podrobnosti o nastaveni platni¢ky na
vykonanie PCR chodu.

Udaje .pcrd Obsahuje vysledky experimentu a analyzu PCR.

Chod PrimePCR .csv Obsahuje protokol a usporiadanie platnicky pre
platnicky PrimePCR.

Génova studia .mgxd Obsahuje vysledky viacerych PCR chodov a analyz

expresie génu.

LIMS .plm Obsahuje informacie o nastaveni platnicky a
protokoloch, ktoré su potrebné na vykonanie chodu
kompatibilného s LIMS.
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Odporucané opatrenia v oblasti kybernetickej bezpeénosti

Odporucané opatrenia v oblasti kybernetickej bezpecnosti

Spolognost Bio-Rad odporuca spolupracovat so svojim oddelenim IT na implementacii opatreni na
zabezpecenie pocitatovej bezpeénosti pre pocitac pouzivany so systémom CFX96 Dx. Napriklad:

B Nainstalujte a nakonfigurujte vhodnu ochranu pred virusmi a aplikaciu firewall.

Délezité upozornenie: Nakonfigurujte antivirusovu kontrolu tak, aby sa objavila mimo
prevadzkovych hodin alebo ked pristroj nie je aktivne spusteny. Ak sa spusti antivirusova
kontrola pocas spustenia experimentu CFX Manager Dx, m0ze sa chod zrusit a udaje sa
stratia.

B CFXManager Dx software nema funkciu ¢asového limitu ne€innosti relacie pouzivatefa.
Implementujte bezpeénostné opatrenia systému Windows alebo tretej strany (napriklad
implementujte Setri€ obrazovky s pozadovanym protokolom).

B Zabezpecenie vymenitelnych médii:
[0 Na ochranu udajov pouzivajte hesla a Sifrovanie na zariadeni USB.

O Zakazte funkcie automatického spustenia a automatického prehravania pre vSetky
zariadenia s vymenitelnymi médiami.

O Vynuatte USB skenovanie vzdy, ked je pripojena jednotka USB.

B PouZite zaloZny nastroj na ulah&enie obnovy dat.
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Kapitola 4 Pracovny priestor

CFX Manager Dx software poskytuje rozhranie na nastavenie platni€iek, vyvoj protokolov PCR ich
spustenie na CFX Dx nastrojoch a analyzu udajov z chodov PCR.

CFX Manager Dx software predstavuje pat zakladnych pracovnych priestorov:
B Okno Home (Domovské okno)

B Startup Wizard (Sprievodca spustenim)

B Okno Protocol Editor (Editor protokolov)

B Okno Plate Editor (Editor platnicky)

B Okno Data Analysis (Analyza dat)

Kazda pracovny priestor je zobrazeny a stru¢ne opisany v tejto kapitole.
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Kapitola 4 Pracovny priestor

Okno Home (Domovské okno)

CFX Manager Dx software otvori okno Home (Domovské okno) a zobrazi aplikaciu Startup Wizard
(Sprievodca spustenim), pomocou ktorej mbzZete nastavit’ experiment, vykonat alebo zopakovat chod,
pripadne analyzovat existujuci chod. Z okna Home (Domovské okno) mdzete tiez zobrazit zaznamy
aplikacii a pristrojov, vytvarat' a spravovat pouzivatelov a pristupovat k viacerym uzito€nym
nastrojom. Viac informacii uvadza Kapitola 5, Okno Home (Domovské okno).

B8 CEX Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

2 [ R & R

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

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

Startup Wizard (Sprievodca spustenim)

Pouzite Startup Wizard (Sprievodca spustenim) na rychle nastavenie a spustenie experimentov
definovanych pouzivatelom alebo vyberte a spustite experiment PrimePCR. Sprievodcu mézete
pouzit aj na opakovanie chodu alebo analyzu tdajov chodu.

Startup Wizard

Hﬁ} Run setup

@ Repeat run
@h.ﬂ.nahﬂe

Select instrument

Select run type

User-defined

CFX36

PrimePCR

=
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Kapitola 4 Pracovny priestor

Okno Protocol Editor (Editor protokolov)

V okne Protocol Editor (Editor protokolov) mézete vytvorit, otvorit, skontrolovat a upravit’ protokol.
MozZete tiez zmenit teplotu veka pre otvoreny protokol. Fungovanie aplikacie Protocol Editor (Editor
protokolov) podrobne popisuje Kapitola 6, Vytvaranie protokolov.

Protocol Editor - New

File Settings Tools ?

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

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

3 550 C for0:30
@mm + Plate Read

— 4 GOTO2 39 more times

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

oK Cancel
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Okno Plate Editor (Editor platnicky)

Okno Plate Editor (Editor platnicky)

V okne Plate Editor (Editor platni¢ky) mdzete vytvorit, otvorit, skontrolovat a upravit platnicku.
Fungovanie aplikacie Plate Editor (Editor platnicky) podrobne popisuje Kapitola 7, Priprava platniiek.

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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Kapitola 4 Pracovny priestor

Okno Data Analysis (Analyza dat)

V okne Data Analysis (Analyza dat) mdzete zobrazit' a porovnat Udaje chodu, vykonavat Statistické

analyzy, exportovat Udaje a vytvarat prehlady pripravené na publikovanie. Funkciu Data Analysis
(Analyza dat) podrobne vysvetluje Kapitola 9, Prehfad analyzy dat. Pozrite si tiez Kapitola 10,
Podrobnosti analyzy dat.

B Data Analysis - Gene Ex Multiplex - Time Ce

e | 2

-
File  View Settings Export Tools E\atasatup'

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

=

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

CFX Manager Dx software poskytuje rozhranie na vyvoj protokolov PCR, ich spustenie na systémoch
CFX Dx system a analyzu udajov chodu PCR.

Tato kapitola predstavuje CFX Manager Dx software a popisuje funkcie dostupné z okna Home

(Domovské okno).
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Kapitola 5 Okno Home (Domovské okno)

Okno Home (Domovské okno)

CFX Manager Dx otvori okno Home (Domovské okno) a zobrazi aplikaciu Startup Wizard (Sprievodca
spustenim), pomocou ktorej mézZete nastavit, vykonat alebo zopakovat chod, pripadne analyzovat
existujuci chod. Z okna Home (Domovské okno) mézete tiez zobrazit zaznamy aplikacii a pristrojov,
vytvarat a spravovat pouzivatelov a pristupovat k viacerym uzito€nym nastrojom.

B CFY Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

ZhEmEaR Q@

& Detected Instrument(s)

. 5 crxesowt

ol

B CcrxesDw2
L BB Crxosm

- ooz ®
@ Startup Wizard ==

H(H}Run setup
@ Repeat run

@ Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

o

[

Select instrument CFX96 <

Selected Instrument

g U G

Al Instruments

B View Summay @

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

LEGENDA

1. V zahlavi softvéru sa zobrazuje nazov softvéru a prihlaseny pouzivatel.

2. Lista ponuky poskytuje rychly pristup k polozkam File (Subor), View (Zobrazit), Users
(Pouzivatelia), Run (Chod), Tools (Nastroje), Window (Okno) a prikazom menu Help
(Pomocnik).

3. Prikazy panela nastrojov umoznuju rychly pristup k moznostiam menu.

4. V lavom paneli sa zobrazuju pristroje pripojené k pocitacu CFX Manager Dx a nachadzaju
sa v filom tlacidla, pomocou ktorych mézete ovladat veko a zobrazit’ stav pristrojov.

5. Hlavny panel zobrazuje pracovné okno. Predvolené pracovné okno na obrazovke Home
(Domovskeé okno) je Startup Wizard (Sprievodca spustenim).

6. Stavovy riadok zobrazuje nazvy pripojenych pristrojov a prihlaseného pouzivatela.
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Prikazy ponuky File (Subor)

New (Nové) — otvori dial6gové okno, z ktorého si mdzete vybrat vytvorenie nového protokolu, platni¢ky
alebo génovej studie.

Open (Otvorit) — otvori dialégové okno, z ktorého si mézete vybrat, i chcete prejst na a otvorit’
existujuci protokol, platni¢ku, datovy subor, génovu $tadiu, subor LIMS, alebo subor chodu
PrimePCR.

Recent Data Files (Posledné datové subory) — zobrazi zoznam nedavno otvorenych suborov PCR.

Repeat a Run (Zopakovat chod) — otvori prieskumnika Windows Explorer na mieste ulozenych
suborov PCR, kde mdzete vyhladat chod, ktory sa ma opakovat.

Exit (Ukongit) — zatvori systém CFX Manager Dx.

Prikazy ponuky View (Zobrazit’)

Application Log (Protokol aplikacie) — zobrazi dennik pouZivania softvéru od pociato€nej inStalacie
az po aktualny den.

Run Reports (Spravy chodov) — zobrazi zoznam sprav chodov.

Startup Wizard (Sprievodca spustenim) — zobrazi Startup Wizard (Sprievodca spustenim) v
hlavnom paneli.

Run Setup (Nastavenie chodu) — zobrazi okno Run Setup (Nastavenie chodu) v hlavhom paneli.

Instrument Summary (Sumar pristroja) — zobrazi okno Instrument Summary (Sumar pristroja) v
hlavnom paneli.

Detected Instruments (Detegované pristroje) — prepina medzi zobrazovanim a nezobrazovanim
pripojenych pristrojov v lavom paneli. Softvér predvolene zobrazuje pripojené pristroje v lavom paneli.

Toolbar (Panel nastrojov) — prepina medzi zobrazovanim a nezobrazovanim panela nastrojov v
hornej Casti obrazovky. Softvér predvolene zobrazuje panel nastrojov.

Status Bar (Stavovy riadok) — prepina medzi zobrazovanim a nezobrazovanim stavového riadka v
spodnej Casti obrazovky. Softvér predvolene zobrazuje stavovy riadok.

Show (Zobrazit) — otvori dialdgové okno, z ktorého mézete
B Zobrazit alebo zablokovat zaznam Status (Stav).
B Otvorit' a zobrazit priecinok s tdajmi systému CFX Manager Dx.
B Otvorit' a zobrazit prieinok s Udajmi pouzivatela.

B Otvorit a zobrazit priecinok so suborom LIMS.

Navod na obsluhu | 51



Kapitola 5 Okno Home (Domovské okno)

B Otvorit' a zobrazit prie€inok PrimePCR.
B Zobrazit historiu chodov.

B Zobrazit vlastnosti vSetkych pripojenych pristrojov.

Prikazy ponuky User (Pouzivatel)

Select User (Vybrat pouzivatela) — otvori obrazovku Login (Prihlasenie), na ktorej mézete vybrat
pouzivatela z rozbalovacieho zoznamu User Name (Meno pouzivatela) a prihlasit sa do aplikacie.

Change Password (Zmenit heslo) — otvori dialégové okno Change Password (Zmenit heslo), v
ktorom si pouzivatelia mdézu zmenit svoje heslo do softvéru CFX Manager Dx software.

User Preferences (Pouzivatelské preferencie) — otvori dialégové okno User Preferences
(Pouzivatelské preferencie), v ktorom pouzivatelia mézu zmenit predvolené nastavenia nasledujucich
¢innosti:

B Odosielanie a prijimanie e-mailovych upozorneni po dokon&eni chodu
B Ukladanie datovych suborov

®  Vytvaranie protokolov pomocou aplikacie Protocol Editor (Editor protokolov) alebo Protocol
AutoWriter (Protokol AutoWriter)

B Vytvaranie platni¢iek

B Analyza dat

B Vykonanie analyzy expresie génu
B Stanovenie kvality dat

m  Export dat pristroja CFX Dx

User Administration (Sprava pouzivatelov) — otvori dial6gové okno User Administration (Sprava
pouzivatefov), v ktorom spravcovia mozu vytvarat pouzivatelov, upravovat povolenia funkcii a
priradovat funkcie pouzivatefom.

Bio-Rad Service Login (Servisné prihlasenie Bio-Rad) — len pre servisny personal spolo¢nosti Bio-
Rad. Nevyberajte tento prikaz.
Prikazy ponuky Run (Chod)

User-defined Run (Pouzivatefom definovany chod) — otvori okno Run Setup (Nastavenie chodu), v
ktorom mbzZete nastavit pouzivatelsky definovany protokol a platni¢ku a potom spustit' experiment
PCR na vybranych pristrojoch.
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PrimePCR Run (Chod PrimePCR) — otvori kartu Start Run (Spustit chod) v okne Run Setup
(Nastavenie chodu) s predvolenym protokolom PrimePCR a rozloZzenim platni¢ky na&itanej na
zaklade zvoleného pristroja.

End-Point Only Run (Chod iba koncovym bodom) — otvori kartu Start Run (Spustit chod) v okne
Run Setup (Nastavenie chodu) s predvolenym protokolom koncového bodu a rozlozenim platni¢ky na
zaklade zvoleného pristroja.

Qualification Run (Kvalifikacny chod) — otvori kartu Start Run (Spustit chod) v okne Run Setup
(Nastavenie chodu) s predvolenym kvalifikaénym protokolom Bio-Rad a rozlozenim platni¢ky na
z&klade zvoleného néstroja.

Prikazy ponuky Tools (Nastroje)

Master Mix Calculator (Master Mix kalkulacka) — otvori Master Mix Calculator (Master Mix
kalkulacka), v ktorej mbzete vytvorit reakéni zmes a vytlacit vypocty.

Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter) — otvori dialégové okno Protocol AutoWriter (Protokol
AutoWriter), v ktorom mdzete jednoducho vytvorit novy protokol.

T, Calculator (T, kalkulacka) — otvori T, Calculator (T, kalkulacka), v ktorej moZete jednoducho
vypocitat teplotu Zihania primérov.

Dye Calibration Wizard (Sprievodca kalibraciou farbiva) — otvori sprievodcu Dye Calibration
(Kalibracia farbiva), v ktorom mézete kalibrovat’ pristroj na novy fluorofor.

Reinstall Instrument Drivers (Opatovne instalovat ovladace pristrojov) — obnovi ovladace, ktoré
riadia komunikaciu so systémami PCR Bio-Rad v realnom Case.

Zip Data a Log Files (Zozipované Udaje a subory zaznamu) — otvori dialégové okno, v ktorom
mdZete vybrat subory, ktoré sa maju kondenzovat' a ulozit do zozipovaného suboru na uloZenie alebo
odoslanie e-mailom.

Batch Analysis (Analyza davky) — otvori dialégové okno Batch Analysis (Analyza davky), v ktorom
mdZete nastavit parametre na analyzu viacerych datovych suborov naraz.

Options (MoZnosti) — otvori dialdgové okno, v ktorom mozZete
B Konfigurovat nastavenia e-mailového servera.

B Konfigurovat nastavenia exportu pre LIMS a iné datové subory.

Prikazy ponuky Help (Pomocnik)

Tip: Ponuka Help (Pomocnik) je k dispozicii na paneli s ponukami vo vSetkych oknach softvéru
CFX Manager Dx software.
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Open Operation Manual (Otvorit navod na obsluhu) — otvori tato priru¢ku vo formate PDF.

Gene Expression Gateway Web Site (Webova stranka Brana expresie génu) — otvori domovsku
webovu stranku spolo¢nosti Bio-Rad pre CFX Dx system.

PCR Reagents Web Site (\Webova stranka reagencii PCR) — otvori webovu stranku reagencii PCR
spolo¢nosti Bio-Rad, na ktorej si mézZete objednat reagencie, superzmesi, farbiva a supravy PCR.

PCR Plastic Consumables Web Site (\Webova stranka plastového spotrebného materialu PCR) —
otvori webovu stranku plastovych spotrebnych materidlov PCR spolo¢nosti Bio-Rad, kde si mézete
objednat platni¢ky, tesnenia platni€iek, skimavky, uzavery a dalSie plastové prislusenstvo PCR.

Software Web Site (Webova stranka softvéru) — otvori webovu stranku softvérovej analyzy PCR
spolo¢nosti Bio-Rad, kde si mézZete objednat aktualizované verzie softvéru CFX Manager Dx software
spolognosti Bio-Rad.

About (Informacie) — zobrazi informacie o autorskych pravach a verzii softvéru CFX Manager Dx.

Prikazy panela nastrojov

2

— otvori Windows Explorer, v ktorom mézZete navigovat' a otvarat subor s idajmi alebo subor
génovej studie.
2%

— otvori Master Mix Calculator (Master Mix kalkulacka).

— otvori okno Run Setup (Nastavenie chodu).

— otvori okno Run Setup (Nastavenie chodu) s predvolenym protokolom PrimePCR a

rozlozenim platni¢ky na zaklade zvoleného pristroja.

— otvori Startup Wizard (Sprievodca spustenim).
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Okno Home (Domovské okno)

Ked sa spusti CFX Manager Dx, v pracovhom paneli sa zobrazi Startup Wizard (Sprievodca

spustenim). Zo Startup Wizard (Sprievodca spustenim) mozete

B Zvolit nastroj z detegovanych pristrojov a nastavit pouzivatel'sky definovany alebo PrimePCR

chod.

B Otvorit a zopakovat chod.

B Otvorit datovy subor na analyzu vysledkov z jedného chodu alebo suboru génovej $tudie pre

vysledky z viacerych chodov expresie génu.

Startup Wizard

l](fl:%'Run setup
@ Repeat run

ﬁh Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFx9s

)

Tieto ulohy su podrobne vysvetlené v nasledujucich kapitolach.

Stavovy riadok

Na lavej strane stavového riadku v spodnej €asti hlavného okna softvéru sa zobrazuje aktualny stav
zistenych pristrojov. Na pravej strane stavového riadku sa zobrazuje meno aktualneho pouzivatela a

datum a ¢as.
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Tabla Detected Instruments (Detegované pristroje)

Tabla Detected Instruments (Detegované pristroje) zobrazuje kazdy pristroj, ktory je pripojeny k po€itacu
CFX Manager Dx. Predvolene sa kazdy pristroj zobrazuje ako ikona so sériovym &islom ako nazvom.

Na nasledujucom obrazku sa napriklad zobrazuju Styri zistené pristroje:

B Dva tepelné cyklovace C1000 s reakénymi modulmi CFX96 Deep Well (CFX96DW1 a
CFX96DW2)

B Dva tepelné cyklovace C1000 s reakénymi modulmi CFX96 (CFX96I01 a CFX96102)

2  Detected Instrument(s)

C

" CRxgsDW1
& crxosow2
' crxosint
I crroso

Selected Instrument

@ View Status

&7 Open Lid
ﬂ Close Lid
All Instruments

% View Summary

V tomto paneli mdzete vykonat nasledujuce kroky:
B Zobrazit vlastnosti a skalibrované farby pre vybrany pristroj.
Informécie o vlastnostiach pristrojov uvadza €ast’ Prehliadanie vlastnosti pristroja na strane 60.
B Zobrazit stav pripojeného pristroja.
B Otvorit motorizované veko na vybranom pristroji.
B Zatvorit motorizované veko na vybranom pristroji.

B Zobrazit' stav vSetkych pripojenych pristrojov.
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Ak chcete zobrazit’ stav pripojeného pristroja

» V paneli Detected Instruments (Detegované pristroje) vyberte cielovy pristroj a vykonajte jeden z
nasledujucich krokov:

B Kliknite na polozku View Status (Zobrazit' stav) v €asti Selected Instrument (Vybrany pristroj).

m  Kliknite pravym tlacidlom mysi a v zobrazenej ponuke vyberte polozku View Status (Zobrazit
stav).

Zobrazi sa dialdgové okno Run Details (Podrobnosti chodu) s kartou Run Status (Stav chodu).
Stav vybraného pristroja sa zobrazi pod tablou stavu chodu, napriklad:

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

Run Status Run Information
| ~ Protocol
Plate:

i v
< > Sample Volume:
Scan Mode:
Data File Name:
Idle Noes

&7 Open L #'1 Qlose Lid
D
Hash Block
¥ indicator

Ak chcete otvorit’ alebo zatvorit’ veko pristroja

» Vtable Detected Instruments (Detegované pristroje) vyberte cielovy pristroj a vykonajte jeden z
nasledujucich krokov:

m  Kliknite na polozku Open Lid (Otvorit veko) alebo Close Lid (Zatvorit veko) v €asti Selected
Instrument (Vybrany pristroj).

B Kliknite pravym tlacidlom mysi a v zobrazenej ponuke vyberte vhodny ukon.

B Otvorte dialdgové okno Run Details (Podrobnosti chodu), vyberte kartu Run Status (Stav
chodu) a kliknite na polozku Open Lid (Otvorit’ veko) alebo Close Lid (Zatvorit veko).

Ak chcete zobrazit’ stav vSetkych pripojenych pristrojov

» Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

BV Zasti All Instruments (VSetky pristroje) v table Detected Instruments (Detegované pristroje)
kliknite na polozku View Summary (Zobrazit suhrn).

B Na liSte ponuky vyberte polozku View (Zobrazit) > Instrument Summary (Sumar pristroja).
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Zobrazi sa dialégové okno Instrument Summary (Sumar pristroja):

b @ (] - @2 L K| show AnBlodks vl | ?
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

Tip: Ak systém zisti iba jeden pripojeny pristroj, Cast’ All Instruments (VSetky pristroje) sa
nezobrazi v table Detected Instruments (Detegované pristroje). Ak chcete zobrazit suhrn
pristroja pre jeden pristroj, vyberte polozku View (Zobrazit') > Instrument Summary (Sumar
pristroja).

Ovladacie prvky panela nastrojov polozky Instrument Summary (Sumar
pristroja)

Tabulka 10 uvadza ovladacie prvky a funkcie panela nastrojov Instrument Summary (Sumar pristroja).

Tabulka 10. Ovladacie prvky panela nastrojov polozky Instrument Summary (Sumar

pristroja)
Tlacidlo Nazov tlacidla Funkcia
) Vytvorit novy chod Vytvori chod na vybranom bloku
b otvorenim okna Run Setup
(Nastavenie chodu).
Zastavit Zastavi aktualny chod na vybranych
blokoch.
U U Pozastavit Pozastavi aktualny chod na vybranych
blokoch.
. Pokracovat Obnovi chod na vybranych blokoch.
>
Indikator blikania bloku Blikanie LED indikatora na veku

&

vybranych blokov.

Otvorit veko Otvori motorizované veko vybraného
bloku.

N
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Tabulka 10. Ovladacie prvky panela nastrojov polozky Instrument Summary (Sumar
pristroja), pokracovanie

Tlacidlo Nazov tlacidla Funkcia
fﬁ Zatvorit veko Zatvori motorizované veko vybraného
= bloku.

Skryt vybrané bloky Skryje vybrané bloky v zozname
Instrument Summary (Sumar pristroja)

X

o3 Zobrazit vSetky bloky Zobrazi vybrané bloky v zozname
— Instrument Summary (Sumar pristroja)
Show: | All Blocks < Zobrazit Vyberte bloky, ktoré sa maju zobrazit v

zozname. Vyberte jednu z moznosti na
zobrazenie vSetkych zistenych blokov,
vSetkych necinnych blokov, vSetkych
blokov, ktoré spustil aktualny
pouzivatel, alebo v§etkych spustenych
blokov.
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Prehliadanie vlastnosti pristroja

V paneli Detected Instruments (Detegované pristroje) mbzZete zobrazit’ podrobnosti o vybranom
pristroji vratane jeho vlastnosti, stavu jeho prepravnej skrutky a zoznamu jeho kalibrovanych farbiv
(fluoroforov).

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
Shurttle CFX56-5IM025
Optical Head CFX96-5IM020

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

Na zobrazenie vlastnosti pristroja

» V okienku Detected Instruments (Detegované pristroje) kliknite pravym tlac¢idlom mysi na cielovy
pristroj a vyberte polozku Properties (Vlastnosti) v ponuke, ktora sa objavi.

Karta Properties (Vlastnosti)

Karta Properties (Vlastnosti) obsahuje technické podrobnosti o zvolenom pristroji vratane modelu,
sériovych Cisel jeho komponentov a verzii firmvéru. Predvoleny nazov pristroja (jeho sériové Cislo) sa
objavuje na mnohych miestach, vratane panelu Detected Instruments (Detegované pristroje) a na
paneli zahlavia dialdgového okna Instrument Properties (Vlastnosti pristroja). Pristroj mbzete
premenovat, aby ste ho [ahSie identifikovali.

Na premenovanie pristroja

» Na karte Instrument Properties (Vlastnosti pristroja) zadajte nazov do pola Rename
(Premenovat) v hornej €asti karty Properties (Vlastnosti) a kliknite na polozku Rename
(Premenovat).
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Okno Home (Domovské okno)

Novy nazov sa objavi v riadku Nickname (Prezyvka) na karte Properties (Vlastnosti), ako aj na

paneli Instrument Properties (Vlastnosti pristroja) a v paneli Detected Instruments (Detegované

pristroje).

Karta Shipping Screw (Prepravna skrutka) zobrazuje aktualny stav prepravnej skrutky pre vybrany

pristroj (odstranena alebo nainstalovana). Karta tiez obsahuje pokyny na instalaciu alebo odstranenie

Cervenej prepravnej skrutky.

Tip: Ak softvér zisti prepravnu skrutku, v dialdgovom okne Instrument Properties (Vlastnosti
pristroja) sa automaticky zobrazi karta Shipping Screw (Prepravna skrutka). Skrutku odstrante

podfa pokynov.

Poznamka: Pred pouzitim pristroja musite odstranit prepravnu skrutku. Viac informacii najdete v

Casti Odstranenie prepravnej skrutky na strane 30.

Karta Calibrated Dyes (Kalibrované farbiva)

Karta Calibrated Dyes (Kalibrované farbiva) zobrazuje kalibrované fluorofory a platni¢ky pre vybrany
pristroj.

&3 Properies 157 Shiping Serew [l Calbrated Dyes

1
2
3
4
5
1]
7
B
-]

Fuorophore | Channel ) Plate Type

2l Gold 540

Cal Gold 540
Cal Orange 560
Cal Orange 560
Cal Red 610
Cal Red 610
Cy5

Cy5

55

Cy55

FAM

FAM

HEX

HEX

Quasar 670
Cuasar 670
Cuasar 705
Cuasar 705
ROX

2
2
2
2
3
3
4
4
4
4
1
1
2
2
4
4
5
=
3

BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear

Calibrated

By

Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory

Date O Emm O

01/08/2008 10
01/08/2008 10
07/05/2013 14
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
07/05/2013 14
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10

Ak chcete zobrazit podrobné informacie o kalibracii, kliknite na tlagidlo Info v stipci Detail
(Podrobnosti).
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SkoOr nez zaCnete

Nastavenie pouzivatel'skych preferencii

Tip: Na pouzivanie softvéru CFX Manager Dx software nie je potrebné vykonat tieto Ukony. Tuto
Cast mbzZete bezpecne vynechat. Tieto ukony mbzZete vykonat v lubovolnom Case.

V CFX Manager Dx mézete prispOsobit’ svoje pracovné prostredie. Ak vas spravca vytvoril
pouzivatelov softvéru, kazdy pouzivatel si mdze prispdsobit svoje pracovné prostredie. Ak vas
spravca nevytvoril pouzivatelov, zmeny preferencii sa vztahuju na kazdého, kto sa prihlasi do CFX
Manager Dx. (Viac informacii o vytvarani pouzivatelov CFX Manager Dx uvadza Priloha B, Sprava
pouzivatefov a uloh CFX Manager Dx.)

Napriklad v ponuke Users (Pouzivatelia) > User Preferences (Pouzivatelské preferencie) mozete
vykonat nasledujuce innosti:

B Nastavenie e-mailového upozornenia na dokon&enie chodu.
B Zmena predvolenych nastaveni pre
O Umiestnenie, do ktorého sa ukladaju subory
O Subory nastavenia chodu
[0 Predpona pomenovania suboru
B Nastavit predvolené parametre, ktoré sa pouziju pri vytvarani nového protokolu a platnicky.
B Nastavit predvolenu analyzu dat a parametre génovej expresie.
B Prispbsobit predvolené parametre kontroly kvality.
B Prispbsobit parametre exportu udajov.
V menu Tools (Nastroje) mdzete vykonat nasledujuce €innosti:
B Vytvorit reakciu Master Mix.
B Kalibrovat farbiva pre konkrétny pristroj.

Poznamka: Reakcia Master Mix a kalibracia farbiva su dostupné pre kazdého, kto sa prihlasi do
CFX Manager Dx.

Tato Cast podrobne vysvetluje spdsob vykonavania tychto ikonov.

62 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Skor nez za¢nete

Nastavenie e-mailového upozornenia

CFX Manager Dx mézete pripojit k vaSmu e-mailovému serveru, aby ste zoznamu pouzivatelov mohli
posielat’ e-mailové upozornenia tykajuce sa dokon&enia chodu. Mézete tieZ vybrat, aby sa k zoznamu
pouzivatelov pripojil datovy subor a sprava o analyze. Ak chcete nastavit' pripojenie medzi CFX
Manager Dx a va8im serverom SMTP, pozrite si Pripojenie CFX Manager Dx k serveru SMTP na
strane 64.

Poznamka: Schopnost pouzivatela ziskat pristup k funkciam nastavenia e-mailu zavisi od
pouzivatel'skej skupiny a opravneni pridelenych spravcom. Podrobné informécie o sprave
pouzivatelov a ich funkciach najdete v Casti Sprava pouzivatelov na strane 267.

Nastavenie e-mailovych upozorneni

1. Vyberom polozky Users (Pouzivatelia) > User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) otvorte
dialégoveé okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie).

Zobrazi sa dialdgové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie) s kartou 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

Poznamka: Systém vas informuje, ak zisti, Ze ste nenastavili platny server SMTP pre CFX
Manager Dx. Kliknutim na polozku Configure Outgoing Email (Konfigurovat odchadzajuce e-
maily) otvorte dialégové okno Options (MoZnosti) a nakonfigurujte e-mailovy server SMTP.
Viac informacii uvadza Pripojenie CFX Manager Dx k serveru SMTP na strane 64.

2. Do textového pola To (Prijemca) zadajte e-mailovu adresu vSetkych osob, ktoré chcete
informovat o dokon&eni chodu. Po skon&eni chodu vSetci prijemcovia dostanu e-mail.

Poznamka: Kazdu e-mailovu adresu musite zadat do samostatného riadka. Po kazdej
adrese stlacte tlacidlo Enter alebo Return.

3. (Volitelné) Do textového pofa cc (kdpia) zadajte e-mailovu adresu kazdého prijemcu, ktorému
chcete odoslat kopiu kazdého e-mailového upozornenia.
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4. (VoliteIné) VSetci prijemcovia dostanu predvolene képiu datového suboru ako prilohu. Zruste
zaciarknutie tohto polic¢ka, ak nechcete pripojit kopiu datového suboru.

5. (Volitelné) Vyberom polozky Attach Analysis Report (Pripojit spravu o analyze) pripojite subor vo
formate PDF k e-mailu.

6. Kliknutim na tlacidlo OK ulozZte zmeny a zatvorte dialdgové okno User Preferences
(Pouzivatelské preferencie).

Upravenie e-mailovej adresy prijemcu

» Upravte e-mailovu adresu podla potreby a kliknite na tlacidlo OK.
Odstranenie prijemcu e-mailu

1. Vyberte prijemcu e-mailu a stlacte tlacidlo Delete (Odstranit).

2. Kliknutim na tla€idlo OK uloZte zmeny a zatvorte dialégové okno.

Dolezité upozornenie: Kliknutim na polozku Restore Defaults (Obnovit predvolené nastavenia)
v dialdgovom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie) resetujete vSetky preferencie
na vSetkych kartach na pévodné tovarenské nastavenia. Davajte pozor pri kliknuti na toto tlagidlo.

Pripojenie CFX Manager Dx k serveru SMTP

Dolezité upozornenie: Niektori poskytovatelia webovych sluzieb (napr. Yahoo! a Gmail) zvysili
zabezpeclenie e-mailov. Ak pouzivate tieto ucty, musite v nastaveniach uctu povolit nastavenie
Allow less secure apps (Povolit menej bezpelné aplikacie), aby ste povolili CFX Manager Dx
odosielanie e-mailov. DalSie informacie najdete v informéaciach o zabezpe&eni poskytovatela
webovych sluzieb.

Pred odoslanim e-mailového upozornenia musite nadviazat spojenie z CFX Manager Dx na vas e-
mailovy server.

Pripojenie CFX Manager Dx k e-mailovému serveru
1. Vykonaijte jeden z nasledujucich krokov:

B Vyberte User (Pouzivatel) > User Preferences (Pouzivatelské preferencie) a kliknite na
Configure Outgoing Email (Konfigurovat odchadzajuce e-maily) na karte Email (E-mail).

B Zvolte Tools (Nastroje) > Options (Moznosti).

Zobrazi sa dialégové okno Options (Moznosti) s kartou Email (E-mail).

64 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Skor nez za¢nete

Email [Ey' Data Bxport Settings

SMTP Server Name: |smtp.omail com
&g smtp myCompany com. Contact your IT Admiristrator to get the SMTP server name.
Pot: 587 H

Use SSL:
Use Defaut “From™ Address:

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

Password

Test Email Address

Test Attachment: [] : Test Email

Pre vasu spolo¢nost poskytnite nasledujuce informacie:

B SMTP Server Name (Nazov servera SMTP) — nazov servera odchadzajucich e-mailov vo
vasej spolo¢nosti.

B Port (Port) — pocet portov vasho servera SMTP. To je zvy€ajne 25.

B Use SSL (Pouzite SSL) — moznost Secure Sockets Layer (SSL) (Vrstva zabezpecenych
zasuviek). Niektoré servery SMTP si vyZzaduju toto nastavenie. Ak sa to vo vasej spolo¢nosti
nevyzaduje, zruste tuto kontrolnu znacku.

B Use Default “From” Address (Pouzite predvolent adresu ,,0d“) — nazov e-mailového
servera vo vasej spolocnosti. Niektoré servery SMTP vyzaduju, aby vSetky odoslané e-maily
mali adresu ,0d", ktora je z urCitej domény, napriklad nazov@VasejSpolo¢nosti.com V takom
pripade zruste kontrolnu znacku a zadajte platnu e-mailovu adresu.

B Authentication Required (Vyzaduje sa overenie) — ak vasa lokalita vyzaduje overenie
uctu, overte, Ci je tato kontrolna znacka vybrata.

B User Name (Meno pouzivatela) — nazov overeného Uctu. Vyzaduje sa to len v pripade, ak
je vybrata moznost Authentication Required (VyZaduje sa overenie).

B Password (Heslo) — heslo pre overeny ucet. VyZaduje sa to len v pripade, ak je vybrata
moznost Authentication Required (VyzZzaduje sa overenie).

Ak chcete overit, €i su nastavenia servera SMTP spravne, zadajte do textového pola Test Email
Address (Testovat e-mailovu adresu) platni e-mailovu adresu a kliknite na polozku Test Email
(Testovat e-mail).
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Poznamka: Niektoré servery SMTP nepovoluju prilohy a iné umozniuju prilohy iba do urcitej
velkosti. Ak planujete odosielat e-mailové subory s udajmi a / alebo reporty pomocou CFX
Manager Dx, vyberte polozku Test Attachment (Testovat prilohu) a nastavte Attachment
Size in MB (Velkost prilohy v MB) na 5 megabajtov (MB) alebo viac.

4. Kliknutim na tlagidlo OK uloZte zmeny a zatvorte dialégové okno.

Zmena predvolenych nastaveni stiborov

Na karte Files (Subory) v dialdogovom okne User Preference (Preferencie pouzivatela) mézete zmenit
nasledujuce polozky:

B Predvolené umiestnenie, do ktorého sa ukladaju subory CFX Manager Dx
B Predvolené subory pre nastavenie chodu

B Predvolené parametre pomenovania suborov

Na zmenu predvolenych nastaveni suborov

1. Vyberom polozky Users (Pouzivatelia) > User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) otvorte
dialégové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie).

2. Vdialégovom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie) vyberte kartu Files (Subory).

User Preferences — (m] X

D Email | = Files | Protocol (223 Plate _qﬂ Data Analysis EE Gene Expression Qc [:-:i Custom Export
Default Folder for File Creation
Protocal: |C:\Users\Public\ Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin

Plate: ‘C"\.Users‘.Publlc‘.Documerm‘-,B<o~Rad\£FX‘-Usefs\admln

l

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

I

Gene Study: |C:\Users\Pubiic\Documents\Bio-Rad\CFX\Users \admin

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

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

Plate (384 Well): [C \Users\\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin\ExpressLoad"\Quick Plate_384 wells_SYBR Only pitd

Plate (48 Wel): |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\admin\ExpressLoad\Quick Piate_48 wells_FAM ptd

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

DataFieName: [ [[teer | [Dte v lstumert Name  ~1[ ]

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

Restore Defaults oK Cancel
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3. V Casti Default Folder for File Creation (Predvoleny prie€inok pre tvorbu suborov) prejdite na a
vyberte predvoleny priecinok, do ktorého chcete ulozit nové subory. Pre kazdy typ suboru mozete
vybrat iné umiestnenie:

Protokol

Platni¢ka
m  Datovy subor
B Génova Studia
4. V Casti File Selection for Run Setup (Vyber suboru pre nastavenie chodu) prejdite na a vyberte

cielovy protokol a subory platniciek, ktoré sa maju zobrazit, ked otvorite okno Experiment Setup
(Nastavenie experimentu).

5. V Casti Data File (Datovy subor) definujte predponu a/alebo priponu pre datové stubory. Pre
fubovolnu &ast vyberte v rozbalovacom zozname novu hodnotu. Mdzete tiez zadat' vlastné
hodnoty predponu a pripony v textovych poliach Prefix (Predpona) a Suffix (Pripona).

CFX Manager Dx zobrazi nahlad nazvu suboru pod polami vyberu.
6. Kliknutim na tlagidlo OK uloZte zmeny a zatvorte dialégové okno.

Doélezité upozornenie: Kliknutim na polozku Restore Defaults (Obnovit predvolené nastavenia)
v dialdgovom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie) resetujete vSetky preferencie
na vSetkych kartach na pévodné tovarenské nastavenia. Davajte pozor pri kliknuti na toto tla€idlo.
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Nastavenie predvolenych parametrov protokolu

Na nastavenie predvolenych parametrov protokolu pre Protocol Editor (Editor
protokolov) a Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter)

1. Vyberom polozky Users (Pouzivatelia) > User Preferences (Pouzivatelské preferencie) otvorte
dialégové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie).

2. Vdialbgovom okne User Preferences (PouZivatelské preferencie) zvolte kartu Protocol
(Protokol).

User Preferences

Email ) Files Protocol (233 Plate 7] Data Analyss Gene Bxpression oc 8 custom Bpot
o -
Protocol Edtor
Sample Volume: 25 =

Shut OFf Lid When Block

Temperature Goes Below ®

T
Protocol AutoWriter
Annealing Temperalure: 60.0

Amplicon Length: 100

A

bp

Besiore Defaulis oK Cancel

3. V casti Protocol Editor (Editor protokolov) zadajte hodnoty pre nasledujice nastavenia, ktoré sa
zobrazia v Protocol Editor (Editor protokolov):

B Sample volume (Objem vzorky) — objem kazdej vzorky v jamkéach (v pl).

B Lid Shutoff temperature (Teplota vypnutia veka) — teplota v °C, pri ktorej sa ohrieva¢ veka
pocas chodu vypne.

4. 'V Casti Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter) zadajte hodnoty pre nasledujuce nastavenia,
ktoré sa zobrazia v Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter):

B Annealing temperature (Teplota Zihania) — teplota v °C pre experimenty, ktoré vyuzivaja
iProof DNA polymerazu, iTaq DNA polymerazu alebo iné polymerazy.

B Amplicon length (Dizka amplikénu) — dizka amplikénu v bp.

5. Kliknutim na tla¢idlo OK uloZte zmeny a zatvorte dial6gové okno.
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Dolezité upozornenie: Kliknutim na polozku Restore Defaults (Obnovit predvolené nastavenia)
v dialdgovom okne User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) resetujete vSetky preferencie
na vSetkych kartach na pévodné tovarenské nastavenia. Davajte pozor pri kliknuti na toto tlacidlo.

Nastavenie predvolenych parametrov platni¢ky

Zmeny, ktoré vykonate na karte Plate (Platnicka), su k dispozicii pre vSetkych pouzivatelov softvéru.
Zmeny, ktoré urobite poCas nastavenia platnicky, su dostupné pouzivatefom po uloZeni a zatvoreni
suboru platnicky.

V dialégovom okne User Preference (Preferencie pouzivatela) mdzete urobit nasledujuce:
B Nastavit predvolené parametre platnicky.

B Pridat nové nazvy ciela a vzorky do ich prisluSnych kniznic.

B Odstranit nové nazvy ciela a vzorky z ich prislusnych kniznic.

Nastavenie predvolenych parametrov platnicky

1. Vyberom polozky Users (Pouzivatelia) > User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) otvorte
dialégové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie).

2. Vdialogovom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie) vyberte kartu Plate (Platnicka).

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. Zadajte hodnoty pre nasledujuice nastavenia pre novy subor platni¢ky. V okne Plate Editor (Editor
platni¢ky) sa objavia tieto hodnoty:

B Plate type (Typ platnicky)
B Plate Size (Velkost platnicky)

B Units (Jednotky) — koncentracia vychodiskovej Sablény pre jamky, ktoré obsahuju
Standardy.

CFX Manager Dx pouziva tieto jednotky na vytvorenie Standardnej krivky na karte Data
Analysis Quantification (Kvantifikacia analyzy dat).

B Scientific notation (Vedecka notacia) — ak je vybrana, CFX Manager Dx zobrazuje
jednotky koncentracie vo vedeckej notacii.

B Scan mode (RezZim skenovania) — poc€et alebo typ kanalov na skenovanie pocas chodu.

B Fluorofores (Fluorofory) — predvolené fluorofory, ktoré sa objavia v ovladacich prvkoch
nacitania jamky Plate Editor (Editor platnicky).

B Libraries (KniZnice) — nazvy ciela a vzorky, ktoré bezne pouzivate vo svojich
experimentoch.

[0 Target names (Nazvy cielov) — nazvy cielovych génov a sekvencii.

[0 Sample names (Nazvy vzoriek) — nazvy experimentalnych vzoriek alebo identifikatné
charakteristiky pre vzorky (napriklad Mouse1, Mouse2, Mouse3).

4. Kliknutim na tlacidlo OK ulozte zmeny a zatvorte dialégové okno.

Na pridanie nového ciel'a alebo vzorky

» V prisluSnom poli kniZnice zadajte nazov ciela alebo vzorky a kliknite na tlacidlo OK.

Na odstranenie nového ciela alebo vzorky

» V prisluSnom poli kniZnice vyberte nazov a stlacte klaves Delete a potom kliknite na tlacidlo OK.

Dolezité upozornenie: Nazvy, ktoré odstranite z kniZnice, sa odstrania zo softvéru a uz nie st k
dispozicii pouzivatefom. Ak chcete obnovit predvolené nazvy CFX Manager Dx, kliknite na
Restore Defaults (Obnovit’ predvolené nastavenia). Kliknutim na polozku Restore Defaults
(Obnovit predvolené nastavenia) v dialdgovom okne User Preferences (Pouzivatelské
preferencie) resetujete vSetky preferencie na vSetkych kartach na pévodné tovarenské
nastavenia. Pri odstranovani predvolenych CFX Manager Dx nazvov a kliknuti na toto tla¢idlo
budte opatrni.
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Nastavenie predvolenych parametrov analyzy dat

Ak chcete nastavit’ predvolené parametre analyzy dat

1.

Vyberom polozky Users (PouZivatelia) > User Preferences (PouZivatelské preferencie) otvorte
dialdgové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie).

V dialdgovom okne User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) vyberte kartu Data Analysis

(Analyza dat).

User Preferences

PCR Quartitation
Baseline Setting:

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

End Paint

End Cycles to Average:

Mett Curve

Well Selector

Restore Defaults

Peal Type:

Well Labels:

Baseline Subtracted Curve Fit

(O) Regression (® Single Threshold

v FEH i e

Email B Files Protocol E Plate m Data Analysis EEE Gene Expression QC % Custom Export

Analysis Mode
(® Fluorophore () Targat

Auto Threshold Manual Threshold (RFU): |0.00

Auto Baseline Manual Baseline (Cycle Range): |2

Con @ Off

PCR: |5 =] End Foint Only Run:[2 =

(@) Postive () Negative

(® Sample Type () Target Name

() Sample Name

OK Cancel

V Casti Analysis Mode (Rezim analyzy) vyberte rezim, v ktorom sa budu analyzovat data
(Fluorophore (Fluorofor) alebo Target (Ciel)).

V €asti PCR Quantitation (Kvantifikacia PCR) nastavte predvolené parametre pre nasledujuce

moznosti:

B Baseline Setting (Zakladné nastavenie) — zakladna metdda pre rezim analyzy.

B Cq Determination Mode (ReZim ur¢ovania Cq) — rezim, v ktorom sa pocitaju hodnoty C,

pre kazdu stopu fluorescencie (regresia alebo jednoduché prahovéa hodnota).
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B Threshold Calc. Mode (Rezim pocitania prahovej hodnoty) — cielova suma koncového
bodu.

Predvolena je moznost Auto (Automaticka). To znamena, ze softvér automaticky vypocita
cielovy koncovy bod. Ak chcete nastavit’ Specificki prahovi hodnotu, zruste zaciarknutie
zaciarkavacieho poli¢ka Auto (Automaticka) a zadajte hodnotu koncového bodu vypoéitanu
v jednotkach relativnej fluorescencie (RFU). Maximalna hodnota je 65 000,00 RFU. Datové
subory pre nasledujuce chody budu pouzivat toto nastavenie prahovej hodnoty.

B Baseline Calc. Mode (Rezim pocitania zakladnej hodnoty) — zakladna hodnota pre vSetky
stopy.

Predvolena je moznost Auto (Automaticka). To znamena, ze softvér automaticky vypocita
zakladnu hodnotu pre vSetky stopy. Ak chcete nastavit konkrétnu zakladnu hodnotu, zruste
zacCiarknutie zaciarkavacieho poli¢ka Auto (Automaticka) a zadajte minimalnu a maximalnu
hodnotu pre rozsah cyklu (1 az 9 999). Datové subory pre nasledujuce chody budu pouzivat
tento rozsah cyklu.

B Log View (Zobrazenie dennika) — urcuje to, ako bude softvér zobrazovat data amplifikacie:
O On (Zap.) — data amplifikacie sa zobrazuju v semilogaritmickom grafe.
O Off (Vyp.) — (predvolené nastavenie) data amplifikacie sa zobrazuju v linearnom grafe.

5.V ¢&asti End Point (Koncovy bod) vyberte pocet koncovych cyklov na spriemerovanie pri
vypoctoch koncovych bodov.

B PCR — pocet koncovych cyklov na spriemerovanie pre kvantifikacné data (predvolena
hodnota je 5).

B End Point Only run (Iba chod koncového bodu) — pocet koncovych cyklov na
spriemerovanie pre data koncového bodu (predvolena hodnota je 2).

6. V Casti Melt Curve (Krivka tavenia) vyberte typ vrcholu, ktory sa ma zistovat' (kladny alebo
zaporny).

7. 'V casti Well Selector (Selektor jamiek) vyberte spésob zobrazovania oznaceni jamiek (podla typu
vzorky, nazvu ciela alebo nazvu vzorky).

8. Kliknutim na tla¢idlo OK ulozZte zmeny a zatvorte dial6gové okno.

Doélezité upozornenie: Kliknutim na polozku Restore Defaults (Obnovit predvolené nastavenia)
v dialégovom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie) resetujete vSetky preferencie
na vSetkych kartach na povodné tovarenské nastavenia. Davajte pozor pri kliknuti na toto tlacidlo.
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Nastavenie predvolenych parametrov datovych suborov expresie génu
Na nastavenie predvolenych parametrov datovych suborov expresie génu

1. Vyberom poloZky Users (Pouzivatelia) > User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) otvorte
dialdgové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie).

2. Vdialégovom okne User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) vyberte kartu Gene Expression
(Expresia génu).
User Preferences — m] X

] Email ) Fies Protocol (23 Plate [(7] Data Analysis ,3|]|] Gene Expression 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
Emor Bar Multiplier : :

Sample Types to Exclude: NTC [J NRT []] Negative Control [ ] Positive Control [ ] Standard

Restore Defaults oK Cancel

3. Zadajte hodnoty pre nasledujice nastavenia:

B Relative to (Relativne k) — grafy udajov o expresii génu, ktoré sa tykaju bud kontrolnej
hodnoty (zacinajucej od 1), alebo nuly:

O Zero (Nula) — softvér ignoruje kontrolu. Toto je predvolené, ak nie je priradena ziadna
kontrolna vzorka v okne Experiment Settings (Nastavenia experimentu).

[0 Control (Kontrolna) — softvér vypocita udaje tykajluce sa kontrolnej vzorky priradenej v
okne Experiment Setup (Nastavenie experimentu).

B X-axis (Os X) — zobrazuje nazvy vzoriek na osi X.
B Y-axis (Os Y)— grafy linearnej, log2 alebo log10 stupnice naosiY.

B Scaling (Skélovanie) — volba mierky pre graf (predvolena mozZnost je nezmenena):
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O Highest (Najvyssi) — softvér Skaluje graf na najvyssi datovy bod.
[0 Unscaled (NeSkalované) — softvér zobrazuje udaje, ktoré nie su v grafe zobrazené.

B Mode (Rezim)— v rezime analyzy bud relativna veli¢ina (AC), alebo normalizovana
expresia (AACq)

B Error Bar (Chybovy stipec) — variabilita idajov prezentovana bud ako tandardna odchylka
(Std. Dev.), alebo Standardna chyba strednej hodnoty (Std. Error Mean).

B Error Bar Multiplier (Nasobitel chybovych stipcov) — nasobitel §tandardnej odchylky, ktory
sa pouziva na grafovanie useciek chyb (predvolena hodnota je 1).

Nasobitel sa mbézZe zvysit na 2 alebo 3.

B Sample Types to Exclude (Typy vzoriek na vylucenie) — typy vzoriek, ktoré sa maju vylucit
z analyzy.

MéZete vybrat jednu alebo viac vzoriek, ktoré sa maju vyluéit z analyzy. Ak chcete vylugit
vSetky typy vzoriek, zruste kontrolné znacky vybratych typov vzoriek.

4. Kliknutim na tlacidlo OK ulozte zmeny a zatvorte dialégové okno.

Dolezité upozornenie: Kliknutim na polozku Restore Defaults (Obnovit predvolené nastavenia)
v dial6govom okne User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) resetujete vSetky preferencie
na vSetkych kartach na pévodné tovarenské nastavenia. Davajte pozor pri kliknuti na toto tlacidlo.

Prisposobenie pravidiel kontroly kvality

V CFX Manager Dx mzete nastavit pravidla kontroly kvality, ktoré sa aplikuju na data v okne Data
Analysis (Analyza dat). Softvér validuje udaje v porovnani s nastavenymi pravidlami.

Poznamka: Predvolene su aktivované vSetky pravidla kontroly kvality.

Tip: Z analyzy v module QC okna Data Analysis (Analyza dat) mézete lahko vylUcit jamky, ktoré
nevyhovuju parametru QC.

Na prispésobenie pravidiel kontroly kvality

1. Vyberom polozky Users (Pouzivatelia) > User Preferences (Pouzivatelské preferencie) otvorte
dialégové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie).

2. Vdialégovom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie) vyberte kartu QC.
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User Preferences

[ = ™ Protocol (E23) Piate 7] Data Aralysis ﬂﬂﬂ Gene Expression oc 53 custom Bxpor
Description L] Value 9 Use (4]
Negative control with a Cg less than 2
NTC with a Cq less than 1M
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
Std Curve A2 less than 0.980 4
Replicate group Cq Std Dev greater than 020 M
Bestore Defaults oK Cancel

kde:
B NTC — bez kontroly Sablony

B NRT — bez kontroly reverznej transkriptazy

Efficiency (Uginnost) — Gginnost reakcie

B Std Curve R*2 (Std. krivka R*2) — $tvorcova hodnota R pre $tandardnu krivku

Replicate group Cq Std Dev (Replikovana skupina Gq $td.odchylka) — Standardna
odchylka vypocitana pre kazdu replikovanu skupinu

3. Prekazdé pravidlo QC vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
B Ak chcete pouzit predvolenu hodnotu, nerobte ni€.

B Ak chcete zmenit jeho hodnotu, kliknite na textové pole Value (Hodnota), zadajte novu
hodnotu a stlacte klaves Enter.

B Ak chcete pravidlo vypnut, zruSte zaCiarknutie policka Use (Pouzit).
4. Kiliknutim na tlacidlo OK ulozte zmeny a zatvorte dialdgové okno.

Dolezité upozornenie: Kliknutim na polozku Restore Defaults (Obnovit predvolené nastavenia)
v dialdgovom okne User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) resetujete vSetky preferencie
na vSetkych kartdch na pévodné tovarenské nastavenia. Davajte pozor pri kliknuti na toto tla€idlo.
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Prispésobenie parametrov exportu dat

Data CFX Manager Dx mbzete exportovat v nasledujucich formatoch:

B Text (.txt)

B CSV(.csv)

®  Excel 2007 (.xIsx)

B Excel 2003 (.xls)

m XML (.xml)

B HTML (.html)

Mézete Specifikovat typ dat na export a prispdsobit vystup exportovanych dat.
Ak chcete prisposobit’ parametre exportu dat

1. Vyberom polozky Users (Pouzivatelia) > User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) otvorte
dialégové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie).

2. Vdialdgovom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie) vyberte kartu Custom Export
(Vlastny export).

User Preferences

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

Export Format: | CSV (*.csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Well Well
Fluorophaore _HFUDEDRDTE

arget Name

Sample 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

=
o

Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Melt Peak End Temperature

End Point

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

Restore Defaults 0K Cancel
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3. Vrozbalovacom zozname Export Format (Format exportu) vyberte format, v ktorom sa maju data
exportovat.

4. V Casti Data to Export (Data na export) zaciarknite alebo zruste zaciarknutie policok pre typ
udajov, ktoré sa maju exportovat. Vybrané polozky sa zobrazia v okne zoznamu Exported
Columns (Exportované stipce).

Poznamka: Informacie o chode sa predvolene nachadzaju v hlavi¢ke. Zruste zaliarknutie
tohto policka, ak nechcete zahrnat informacie o chode.

5. Mébzete zmenit poradie zobrazenia vystupu vybranych poloZiek.

V okne zoznamu Exported Columns (Exportované stipce) zvyraznite polozku a nasledne
kliknutim na tlagidla so Sipkami nalavo od zoznamu posunite polozku nahor alebo nadol.

6. Volitelne mdzete zmenit nazvy vystupnych stipcov vybranych poloZiek:
a. Kliknite na polozku Customize Column Names (Prispdsobit nazvy stipcov).
Zobrazi sa dialégové okno Column Name Customizer (Prispdsobenie nazvu stipca)

b. Prekazdy predvoleny nazov stipca, ktory chcete zmenit,, zadajte novy nazov do pola Custom
Name (Vlastny nazov).

c. Vykonaijte jeden z nasledujucich krokov:

m  Kliknutim na tlacidlo OK ulozte zmeny a vratte sa na kartu Custom Export (Vlastny
export). Novy nazov sa zobrazi v zatvorkach vedla predvoleného nazvu stipca v
zozname Exported Columns (Exportované stipce).

®  Kliknutim na tlacidlo Cancel zruSite zmeny a vratite sa na kartu Custom Export (Vlastny
export).
7. Kliknutim na tla¢idlo OK uloZte zmeny a zatvorte dialégové okno.
Doélezité upozornenie: Kliknutim na polozku Restore Defaults (Obnovit predvolené nastavenia)

v dialdgovom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie) resetujete vSetky preferencie
na vSetkych kartach na pévodné tovarenské nastavenia. Davajte pozor pri kliknuti na toto tla€idlo.

Vytvorenie reakcie Master Mix

Pomocou Master Mix Calculator (Master Mix kalkulacka) softvéru CFX Manager Dx software mbzete
fahko vypocitat poZadovany objem kazdého komponentu vo va$ej reakcii Master Mix. Tabulku
vypoctov reakcie Master Mix mézZete vytladit na predvolenej tlagiarni a ulozZit' vypocty pre kazdy ciel na
neskorsie pouzitie.
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Ak chcete vytvorit’ reakciu Master Mix pomocou polozky Master Mix Calculator (Master
Mix kalkulacka)

1. Ak chcete otvorit polozku Master Mix Calculator (Master Mix kalkulacka), vykonajte jeden z
nasledujucich krokov:

B Vyberte polozku Tools (Nastroje) > Master Mix Calculator (Master Mix kalkulacka).
m  Kliknite na polozku Master Mix Calculator (Master Mix kalkula¢ka) na paneli nastrojov.

Zobrazi sa aplikacia Master Mix Calculator (Master Mix kalkulacka).

Number of Reactions % [

Reaction Volume PerWell (20 |+ L] SYBR target 1

Template Volume 10 & u

Supermix Concentration 20 | x

Bxcess Reaction Vome 5 |3 %

Component Volume Per Reaction ()  Total Volume for 96 Reactions + (5)%

Pit | | SetasDefat || RestoeDefats  OK  Cancel

2. 'V Casti Reaction (Reakcia) vyberte metédu zistovania:
B SYBR® Green/EvaGreen
B Probes (Sondy)

3. Akchcete vytvorit novy ciel, v Easti Target (Ciel) kliknite na polozku Create New (Vytvorit novy).
V rozbalovacom zozname ciela sa zobrazi novy nazov ciela.
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4. (Volitelné) Ak chcete zmenit predvoleny nazov ciela:
a. Zvyraznite nazov ciela v rozbalovacom zozname ciela.
b. Zadajte novy nazov do pola Target (Ciel).
c. Stlacte klaves Enter.
5. Upravte pociato¢nu a kone€nu koncentraciu pre predné a reverzné priméry a vietky sondy.
6. V Casti Master Mix Setup (Nastavenie reakcie Master Mix) upravte hodnoty pre
B Pocet reakcii na spustenie
B Objem reakcie na jamku
B Objem Sablény na jamku
B Koncentraciu reakcie Supermix na jamku
B Prebytok objemu reakcie na jamku
7. (Volitelné) Vykonajte kroky 2 — 6 pre pozadované mnozstvo cielov.
8. V ¢asti Choose Target to Calculate (Vybrat ciel na vypocet) vyberte ciel, ktory sa ma vypocitat.
Tip: Mozete vypocitat iba jeden alebo niekolko cielov naraz.

Vypocitané objemy pozadovanych komponentov pre kazdy vybrany ciel sa zobrazia v tabulke
reakcie Master Mix.

9. Kliknutim na polozku Set as Default (Nastavit ako predvolené) nastavte vstupné hodnoty
mnozstva v ¢asti Target (Ciel) a Master Mix Setup (Nastavenie reakcie Master Mix) ako nové
predvolené hodnoty.

10. Kliknutim na tlacidlo OK uloZte obsah dialdgového okna Master Mix Calculator (Master Mix
kalkulacka).

Ak chcete vytlaéit’ tabul'ku reakcie Master Mix

» Ak chcete vytlacit tabulku reakcie Master Mix, kliknite na poloZzku Print (Tlac).
Tabulka vypoctov sa vytlaci na predvolenej tlaciarni.

Ak chcete ulozit’ tabulku reakcie Master Mix vo formate PDF

» Zmernte predvolend tladiaren na ovlada¢ PDF a kliknite na polozku Print (Tlac) v aplikacii Master
Mix Calculator (Master Mix kalkulacka).

Ak chcete odstranit’ ciele

» Vyberte ciel pomocou rozbalovacieho zoznamu ciela a kliknite na polozku Remove (Odstranit).
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Dolezité upozornenie: Odstranenie ciela zo zoznamu cielov ho tiez odstrani z akychkolvek
vypoctov reakcie Master Mix, v ktorom sa pouziva. Pri odstrafiovani ciela postupujte opatrne.
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Skor nez za¢nete

Systémy CFX96 Dx su z vyroby kalibrované pre beZne pouzivané fluorofory s bielymi jamkami a
bezfarebnymi jamkami. Systém Tabulka 11 uvadza fluorofory a kanal, pre ktory je kazdy pristroj

kalibrovany.

Poznamka: Systémy CFX96 zahffiaju aj kanal uréeny pre chémiu FRET. Tento kanal nevyzaduje

kalibraciu pre Specifické farbiva.

Tabulka 11. Z vyroby kalibrované fluorofory a kanaly

Fluorofory Kanaly Excitacia, nm Detekcia, nm
FAM, SYBR® Green | 1 450 -490 515-530
VIC, HEX, CAL Fluor Gold 540, Cal 2 515-535 560 — 580
Fluor 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

Na kalibrovanie novych farbiv pre systémy CFX

1.V okne Home (Domovské okno) vyberte cielovy nastroj v paneli Detected Instruments

(Detegované nastroje).

2. Zvolte Tools (Nastroje) > Calibration Wizard (Sprievodca kalibraciou) na otvorenie sprievodcu

Dye Calibration (Kalibracia farbiva).

Restore

Calibrate New or Existing Fluorophores

Flucrophane Plate Type Channel Plate column Ruor Color
+ | |BR Clear v v -

Settings

Notes |

Calibration Status

Dye Calibration - Base S/N [SIM81435] - Optical Reaction Module S/N [782BR06617)
Calbrated Fluorophores
Puorphore O Chamel 0 PmeType 0 3= o pge o QP | gon o paal

Addto Plate

b Caibrate ] wew Piate
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Fluorofory uz kalibrované pre cielovy pristroj sa zobrazia v tabulke Calibrated Fluorophores
(Kalibrované fluorofory).

3. V Casti Calibrate New or Existing Fluorofor (Kalibrovat’ novy alebo existujuci fluorofor) z
rozbalovacieho zoznamu zvolte fluorofor, ktory chcete kalibrovat.

Ak nazov fluoroforu nie je zahrnuty do zoznamu, zadajte ho do textového pola a pridajte ho do
zoznamu.

4. Vyberte typ platnicky pre fluorofor.

Ak nazov platni€ky nie je zahrnuty do zoznamu, zadajte ho do textového pola a pridajte ho do
zoznamu.

5. Zvolte kanal pre fluorofor.

6. Zvolte stipec platni¢ky pre fluorofor.

7. (Volitelné) Zadaijte farbu, ktoru chcete priradit’ k fluoroforu.

8. Na pridanie fluoroforu kliknite na Add to Plate (Pridat na platnicku).

9. (VoliteIné) Zopakujte kroky 3 — 8 na pridanie kazdého fluoroforu, ktory planujete kalibrovat pre
platni¢ku.

10. Ked dokoncite pridavanie fluoroforov, kliknutim na tlacidlo View Plate (Zobrazit’ platni¢ku) otvorite
okno Pure Dye Plate Display (Zobrazenie platnicky s Cistym farbivom).

Toto okno pouzite ako pomécku pre vkladanie farbiv do platnicky.
11. Pripravte 96-jamkovu platni¢ku pre kalibraciu farbiva:

a. Do kazdejjamky napipetujte roztok farbiva podla vzoru zobrazeného na Pure Dye Plate
Display (Zobrazenie platni¢ky s Cistym farbivom).

b. Pre kazdy fluorofér naplfite Styri jamky po 50 pl (96-jamkova platnic¢ka) 300 nM roztoku
farbiva. Nezabudajte, Ze aspori pol platni¢ky obsahuje prazdne jamky.

c. Utesnite platnicku pomocou tesniacej metddy, ktord pouzijete vo svojom experimente.
12. Umiestnite kalibraénu platni¢ku do bloku a zatvorte veko.

13. V sprievodcovi Dye Calibration (Kalibracia farbiva), kliknutim na Calibrate (Kalibrovat) a OK
potvrdite, Ze platnicka je v bloku.

14. Ked CFX Manager Dx software dokon¢i kalibraciu, objavi sa dialégovy ram¢ek. Kliknutim na Yes
(Ano) dokonéite kalibraciu a otvorite Dye Calibration Viewer (Prehliadaé kalibracie farbiva).

15. Kliknutim na OK zatvorite okno.
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Protokol je subor krokov, ktoré sa vykonavaju v Specifickom poradi. V softvéri CFX Manager Dx
software su vSetky kroky spojené s volbami na pristroji. Kroky napriklad inStruuju pristroj, aby riadil
teplotu bloku a veka, aplikoval teplotny rozdiel naprie€ blokom, od¢ital platni¢ku alebo vykonal analyzu
krivky tavenia. Kazda volba je ur€ena pre rézne typy platni€iek a chodov.

CFX Manager Dx poskytuje dve moznosti pre vytvaranie protokolov: Protocol Editor (Editor
protokolov) a Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter).

Medzi funkcie okna Protocol Editor (Editor protokolov) patria nasledujuce:
®  Standardné ovladacie prvky protokolu na rychle vytvaranie protokolov
B Schopnost rychlo vypocitat stipanie pre zvoleny pocet riadkov

B Schopnost rychlo vypocitat' dobu chodu pre zvoleny typ platni¢ky

B Schopnost editovat kroky protokolu

B Schopnost uloZit protokoly na opatovné pouzitie

B Schopnost vytladit protokol na predvolenej tlaciarni

Aplikacia Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter) automaticky generuje prispésobeny protokol PCR
so Startom za tepla, po€iato€nou denaturaciou, anelovanim a krokmi rozSirenia pomocou parametrov,
ktoré poskytnete. Potom si mézete prezriet grafické znazornenie navrhovaného protokolu a upravit,
spustit alebo ulozit’ protokol.
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Okno Protocol Editor (Editor protokolov)

Pomocou protokolu Protocol Editor (Editor protokolov) vytvorite, otvorite, preskimate a upravite
protokol. Predvolene sa otvori Protocol Editor (Editor protokolov), ktory zobrazi genericky 2-krokovy
protokol v redlnom Case pre 96-jamkovu platni¢ku.

Protocol Editor - New
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

/ 300 010 i

| N 550 C S =
] 0:30 o gl
i @i T
) :

I ¥ x

Dmzn T

3 550 C for0:30

(] oot Grader [ T

Inse GQTO END

@ Insert Mek Curve

i Acd Piate Readto Step ® @

Siep Options

Mﬂdee Step

oK Cancel
LEGENDA

1. Panel s menu poskytuje rychly pristup k prikazom menu File (Subor), Settings (Nastavenia)
a Tools (Nastroje).

2. Panel nastrojov poskytuje rychly pristup na ulozenie a tla€ protokolu, uréenie miesta
vloZenia kroku, nastavenie objemu vzorky a zobrazenie odhadovaného ¢asu spustenia
protokolu.

3. Hlavny panel zobrazuje grafické znazornenie protokolu.

4. V dolnom paneli sa zobrazuje prehl'ad protokolu.

5. Lavy panel zobrazuje ovladacie prvky protokolu, ktoré mozete pridat na prispésobenie
protokolu.
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Prikazy ponuky File (Subor)
Save (Ulozit) — ulozi aktuélny protokol.
Save As (Ulozit ako) — ulozi aktualny protokol s novym nazvom alebo na novom mieste.

Close (Zatvorit) — zatvori Protocol Editor (Editor protokolov).

Prikaz ponuky Settings (Nastavenia)

Lid Settings (Nastavenia veka) — otvori dialdgové okno Lid Setting (Nastavenie veka), v ktorom
mbzete zmenit alebo nastavit teplotu veka.

Prikazy ponuky Tools (Nastroje)

Gradient Calculator (Kalkulacka stupania) — otvori dial6gové okno, z ktorého mozete vybrat typ
bloku pre krok stupania. Predvolenych je 96 jamiek.

Run time Calculator (Kalkulacka doby chodu) — otvori dialdgové okno, z ktorého mozete vybrat typ
platni¢ky a rezim skenovania, aby ste mohli vypocitat odhadovany ¢as chodu v okne Run Setup
(Nastavenie chodu). Predvolenych je 96 jamiek, vSetky kanaly.

Prikazy panela nastrojov

— ulozi aktualny subor protokolu.

&

— vytlagi vybrané okno.

Insert Step | After v
— pomocou tohto prikazu vyberte, kam sa maju vlozit kroky vzhfadom na

aktudlne vybrany krok.

Sample Volume pl

v zavislosti od typu bloku:

— pomocou tohto prikazu zadajte objem vzorky v ul. Objemy vzoriek sa liSia

B Pre hlboky blok s 96 jamkami je rozsah 0 — 125 pl.

B Preblok s 96 jamkami je rozsah 0 — 50 pl.
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Est. Run Time 01:09:00
— zobrazi odhadovany €as chodu na zaklade krokov protokolu, konstantnej

rychlosti a typu vybraného bloku.
?

— zobrazi informacie pomocnika o protokoloch.

Ovladace na upravu protokolu

Lavy panel okna Protocol Editor (Editor protokolov) obsahuje ovladacie prvky, ktoré mézete pouzit na
vytvorenie protokolov.

Kazdy ovladaci prvok sa sklada zo setu parametrov, ktoré predstavuju krok v protokole. Kazdy
parameter mézete upravit a pridat alebo odstranit, aby ste si svoj protokol prispdsobili. Tato ¢ast
popisuje moznosti jednotlivych ovladacich prvkov.

4] inset Siep B Insert Step (Vlozit krok) — vloZi krok pred alebo po zvolenom kroku.
Hodnoty teploty a podrzania mozete upravit bud’ v grafickom

e zobrazeni protokolu, alebo v prehlade protokolu.

LB B Insert Gradient (VloZit stlipanie) — vloZi krok stGipania na zaklade

@ insert Melt Curve typu bloku jamiek zvoleného v kalkulacke stupania. Rozsah stupania
mbzete upravit v okienku Gradient (Stupanie), ktory sa zobrazi po

i Add Piate Readto Step vloZeni kroku stupania.

Step Options B Insert GOTO (Viozit GOTO) — vlozi cyklicky (slu¢kovy) krok, ktory

—jA Delete Step informuje softvér, aby opakoval $pecifické kroky v postupnosti pre

uréeny pocet cyklov. Opakovania sa za¢nu po dokonéeni prvého

cyklu. Mézete napriklad informovat softvér, aby vykonal 39
opakovani krokov 2 — 4. Po poslednom opakovani bude softvér vykonavat kroky 2 — 4 celkovo 40-
krat. Krok navratu (GOTO) a poCet cyklov mbzete upravit bud' v grafickom zobrazeni, alebo v
prehlade protokolu.

B Insert Melt Curve (Vlozit krivku tavenia) — vlozi krok Citania krivky tavenia.

B Insert Plate Read to Step (Vlozit Citanie platni¢ky do kroku) — po vybere tejto polozky sa do
kroku prida itanie platniky. Citanie platniéky meria mnoZstvo fluorescencie na konci cyklu. Krok
Citania platniciek je vo vS§eobecnosti poslednym krokom v cykle GOTO.

Tip: Ked pridate ku kroku prikaz Citat platni¢ku, tlagidlo sa zmeni na Remove Plate Read

(Odstranit ¢itanie platni¢ky), ked zvolite dany krok.
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B Remove Plate Read (Odstranit Citanie platni¢ky) — po vybere tejto poloZky sa v kroku odstrani
Citanie platnicky.

Tip: Po odstraneni prikazu na Citanie platni¢ky z kroku sa tla¢idlo zmeni na Add Plate Read
to Step (Pridat Citanie platnicky do kroku), ked vyberiete krok.

B Step Options (MozZnosti kroku) — otvori sa dialégové okno Step Options (MozZnosti kroku) a
zobrazi dostupné moznosti pre vybraty krok. Podrobné informacie o moznostiach kroku najdete v
Casti Moznosti kroku na strane 87.

Tip: Pristup k Step Options (MozZnosti kroku) mézete otvorit aj kliknutim pravym tlacidlom
mysi na graficky displej.

B Delete Step (Odstranit krok) — vymaze vybrany krok z protokolu.
Moznosti kroku

Otvorenim dialégového okna Step Options (Moznosti kroku) mbézete pridat, zmenit alebo odstranit
krok.

Step Options

‘

Step 1
[] Plate Read
Temperature g5 -t
Gradient | °C
Ingement [ | C fcycle
RampRate [ | acfeec
Time .3:00 . secfcyde
Extend | | secfcyde
(] Beep
OK Cancel

B Plate Read (Citanie platnicky) — po vybere tejto polozky sa do kroku prida &itanie platnicky.
B Temperature (Teplota) — nastavi cielovu teplotu pre vybrany krok.
B Gradient (Stupanie) — nastavi rozsah teploty pre krok; rozsah je 1 —24 °C.

Poznamka: Stupanie prebieha s najnizSou teplotou v prednej asti bloku (riadok H na tomto
obrazku) a s najvysSou teplotou v zadnej €asti bloku (riadok A na tomto obrazku).
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B Increment (Prirastok) — hodnota zvySenia (alebo znizenia) teploty vybraného kroku; tato
hodnota sa pri kazdom cykle pripocita k cielovej teplote. Rozsah je +0,1 —10 °C.

Poznamka: Ak chcete znizit teplotu, napiSte znak minus (=) pred €iselnt hodnotu (napriklad
-5°C).

B Ramp Rate (Konstantna rychlost) — konstantna rychlost vybraného kroku; rozsah zavisi od
velkosti bloku.

B Time (Doba) — doba pozastavenia vybraného kroku.

B Extend (Rozsirit) — doba (v sekundach) prediZenia alebo skratenia vybraného kroku; tato
moznost sa prida k €asu pozastavenia kazdého cyklu; rozsah je 1 —60 s.

B Beep (Zvukovy signal) — po vybere tejto poloZzky zaznie zvukovy signal na konci kroku.

Tip: Ak zadate hodnotu, ktora je mimo rozsahu moznosti, softvér zmeni hodnotu na najblizsi
zaznam v danom rozsahu.
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Vytvorenie protokolu v Protocol Editor (Editor protokolov)

Pomocou Protocol Editor (Editor protokolov) mbzete vytvorit viastné subory protokolov. Mozete tiez
upravovat a ukladat predtym uloZzené subory protokolov alebo vzorové subory protokolov dodané so
softvérom CFX Manager Dx software.

Ak chcete vytvorit novy subor protokolu, vykonajte nasledujuce:
B Otvorte protokol v Protocol Editor (Editor protokolov).
Tip: Otvorte novy alebo existujuci protokol v Protocol Editor (Editor protokolov).
B Zostavte novy protokol.
B Pridajte kroky do protokolu z panela ovladacich prvkov protokolu.
B Upravte vlastnosti krokov.
m  Ulozte protokol.

Tip: Ak chcete vytvorit novy protokol z predtym uloZzeného alebo vzorového suboru protokolu,
pozrite si Otvorenie existujuceho protokolu v aplikacii Protocol Editor (Editor protokolov) na strane
90.

Otvaranie nového suboru protokolu v Protocol Editor (Editor
protokolov)
CFX Manager Dx ponuka viacero moznosti na otvorenie nového suboru protokolu:
B Zokna Home (Domovské okno)
B Zdialégového okna Startup Wizard (Sprievodca spustenim)
B Zdialégového okna Run Setup (Nastavenie chodu)
Otvorenie nového suboru protokolu z okna Home (Domovské okno)
» Zvolte File (Subor) > New (Novy) > Protocol (Protokol).
Otvori sa okno Protocol Editor (Editor protokolov) a zobrazi predvoleny subor protokolu.

Tip: Informacie o nastaveni predvoleného protokolu najdete v €asti Zmena predvolenych
nastaveni suborov na strane 66.

Na otvorenie nového protokolu z Startup Wizard (Sprievodca spustenim)

1.V okne Home (Domovské okno) vykonanim jedného z nasledujucich krokov otvorite Startup
Wizard (Sprievodca spustenim), ak nie je viditelny:

B Zvolte View (Zobrazit) > Startup Wizard (Sprievodca spustenim).
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B Na paneli nastrojov kliknite na Startup Wizard (Sprievodca spustenim).

Predvolene Startup Wizard (Sprievodca spustenim) Standardne zobrazuje kartu Run Setup
(Nastavenie chodu) s vybratym typom CFX96 .

2.V pripade potreby vyberte typ pristroja z rozbalovacieho zoznamu.
3. Ako typ chodu vyberte User-defined (Definované pouzivatelom).

Otvori sa dialégové okno Run Setup (Nastavenie chodu) na karte Protocol (Protokol) a zobrazi
predvoleny subor protokolu.

4. Kiliknite na Create New (Vytvorit novy).

Otvori sa okno Protocol Editor (Editor protokolov), ktoré zobrazuje predvoleny protokol v realnom
Case.

Na otvorenie nového protokolu z dialdgového okna Run Setup (Nastavenie chodu)

1.V okne Home (Domovské okno) vykonanim jedného z nasledujucich krokov otvorite Run Setup
(Nastavenie chodu):

B Zvolte Run (Chod) > User-defined Run (Pouzivatefom definovany chod).

B Na paneli nastrojov kliknite na User-defined Run Setup (Pouzivatelom definované
nastavenie chodu).

Otvori sa dialdgové okno Run Setup (Nastavenie chodu) na karte Protocol (Protokol) a zobrazi
vas predvoleny subor protokolu.

2. Kiiknite na Create New (Vytvorit novy).

Otvori sa okno Protocol Editor (Editor protokolov), ktoré zobrazuje predvoleny protokol v realnom
Case.

Otvorenie existujuceho protokolu v aplikacii Protocol Editor
(Editor protokolov)

CFX Manager Dx poskytuje vzorové subory protokolov, ktoré mézete upravovat a ukladat ako viastné
nové protokoly. M&Zete tiez vytvorit novy protokol z existujuceho vlastného protokolu.

Ak chcete otvorit’ vzorovy subor protokolu

1.V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku File (Subor) > Open (Otvorit) > Protocol
(Protokol).

Prieskumnik Windows Explorer sa predvolene otvori v prie€inku vzorovych suborov softvéru CFX
Manager Dx software.
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2. Otvorte priecinok Sample files (Vzorové subory). Uvidite nasledujtce priecinky:

B ConventionalProtocols (Bezné protokoly) — obsahuje priklady suborov protokolu pre
tradi¢nu analyzu PCR.

B DataFiles (Datové subory) — obsahuje priklady suborov, ktoré mézete pouzit na
preskumanie funkcii softvéru CFX Manager Dx software.

B MeltCalibration (Kalibracia tavenia) — obsahuje priklady suborov protokolu na pouzitie so
softvérom Bio-Rad Precision Melt Analysis.

B Plates (Platnicky) — obsahuje priklady suborov platnicky.

B RealTimeProtocols (Protokoly v realnom ¢ase) — obsahuje priklady suborov protokolu pre
analyzu PCR v realnom Case.

3. Otvorte priecinok protokolu pre typ chodu, ktory chcete vykonat: ConventionalProtocols (Bezné
protokoly) alebo RealTimeProtocols (Protokoly v realnom Case).

4. Vyberte zvoleny protokol a kliknite na polozku Open (Otvorit).
Vzorové protokoly sa otvoria v okne Protocol Editor (Editor protokolov).

5. Vyberte polozZku File (Subor) > Save As (UloZit ako) a uloZte protokol s novym nazvom alebo do
nového prieCinka.

Ak chcete otvorit’ existujuci protokol
1.V okne Home (Domovské okno) vykonajte jedno z nasledujucich:

B Vyberte polozku File (Subor) > Open (Otvorit) > Protocol (Protokol), prejdite na cielovy
protokol vyberte ho a kliknite na poloZzku Open (Otvorit).

B Otvorte aplikaciu Startup Wizard (Sprievodca spustenim) a vykonajte jeden z nasledujucich
krokov.

O Ak chcete upravit existujuci protokol, kliknite na poloZku Edit Selected (Upravit vybrané
polozky).

O Ak chcete upravit iny existujuci protokol, kliknite na polozku Select Existing (Vybrat
existujuci) a prejdite na ciefovy subor.

Protokol sa otvori v okne Protocol Editor (Editor protokolov).

2. Vyberte polozku File (Subor) > Save As (Ulozit ako) a ulozte protokol s novym nazvom alebo do
nového priecinka.
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Nastavenie nového protokolu

Tip: Ak vas subor protokolu obsahuje poZzadované parametre (napriklad ak upravujete existujuci
subor platni¢ky), mbzete tuto Cast preskocit. Pokracujte na Pridanie krokov do protokolu na
strane 94.

Nové subory protokolu vyZaduju nasledujuce parametre:
B Typ bloku

B Rezim skenovania pre zvoleny typ bloku

B Teplota veka

®  Objem vzorky

Nastavenie typu bloku

Systém CFX Manager Dx automaticky vypocita prirastky teploty pre intervaly stipania podla typu
bloku.

Poznamka: Typ platni¢ky nastaveny v polozke Protocol Editor (Editor protokolov) musi byt
rovnaky ako platni¢ka v reakénom module.

Nastavenie typu bloku

» V okne Protocol Editor (Editor protokolov) vyberte polozku Tools (Nastroje) > Gradient Calculator
(Kalkulacka stupania) a vyberte vhodny typ platni¢ky zo zobrazeného rozbalovacieho zoznamu.

Vyber rezimu skenovania pre vybrany typ bloku
Ak chcete urcit dobu chodu protokolu, vyberte cielovy typ bloku a rezim skenovania.
Vyber typu bloku a rezimu skenovania

» V okne Protocol Editor (Editor protokolov) vyberte polozku Tools (Nastroje) > Run time Calculator
(Kalkulacka doby chodu) a vyberte vhodny typ platnicky a rezimu skenovania zo zobrazeného
rozbalovacieho zoznamu.

Nastavenie teploty veka
Systém CFX Manager Dx nastavi predvolenu teplotu veka na 105,0 °C.

MézZete zmenit predvolené nastavenia alebo vypnut ohrievac veka tak, ako je to potrebné pre
protokol.
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Tip: Predvolenu teplotu veka mdzete zmenit v dialdgovom okne User Preferences
(Pouzivatelské preferencie). Pozrite si Nastavenie predvolenych parametrov protokolu na strane
68.

Ak chcete nastavit’ teplotu veka

1.V okne Plate Editor (Editor platnicky) vyberte polozku Settings (Nastavenia) > Lid Settings
(Nastavenia veka).

Zobrazi sa dialégové okno Lid Settings (Nastavenia veka).
2. Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Vyberte polozku User Defined (Definované pouzivatelom) a do textového pola zadajte
hodnotu teploty.

B Vyberte polozku Turn Off Lid Heater (Vypnut ohrievac veka).

3. Kliknutim na tla¢idlo OK prijmite zmeny a zatvorte dialégové okno.

Nastavenie objemu vzorky

Predvolene CFX Manager Dx nastavi objem vzorky pre kazdu jamku na 25 pl. AvSak rozsah systému
CFX Dx system je 0 — 125 pl.

Pristroj pouziva jeden z dvoch reZimov regulacie teploty na ur€enie, kedy vzorka dosiahne ciefovu
teplotu v protokole:

B Calculated mode (Vypocitany rezim) — ked je objem vzorky nastaveny na objem vhodny pre
dany blok, pristroj vypocita teplotu vzorky na zaklade objemu vzorky. Toto je Standardné
zobrazenie.

B Block mode (Rezim bloku) — ked je objem vzorky nastaveny na nula (0) ul, pristroj zaznamena
teplotu vzorky rovnako ako nameranu teplotu bloku.

Nastavenie objemu vzorky pre konkrétny blok

» V okne Plate Editor (Editor platni¢ky) zadajte spravnu hodnotu do textového pola Sample Volume
(Objem vzorky) na paneli nastrojov.

Tip: Predvoleny objem vzorky méZete zmenit' v dialdgovom okne User Preferences
(Pouzivatelské preferencie). Pozrite si Zmena predvolenych nastaveni suborov na strane 66.
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Pridanie krokov do protokolu

Ak chcete pridat’ krok do protokolu

1.
2.

Otvorte protokol v okne Protocol Editor (Editor protokolov).

Urcite miesto vloZenia nového kroku. Na paneli nastrojov zvolte polozku Before (Pred) alebo After
(Po) z rozbalovacieho zoznamu Step (Krok).

V grafe vyberte krok, pred ktorym alebo po ktorom planujete vlozit novy krok.
V lavom paneli kliknite na polozku Insert Step (Vlozit krok).

Ak chcete zmenit teplotu alebo dobu pozastavenia, kliknite na predvolenu hodnotu v grafe alebo
prehlade protokolu a zadajte novu hodnotu.

(Volitelné) V favom paneli kliknutim na polozku Step Options (Moznosti kroku) zobrazte
dialégové okno Step Options (Moznosti kroku) a upravte dostupné moznosti pre vybrany krok.

Tip: Pristup k dialdgovému oknu Step Options (MozZnosti kroku) mozete ziskat' v ponuke
dostupnej po kliknuti pravym tla¢idlom mysi v paneli grafu alebo prehladu protokolu.

Kliknutim na polozku OK a nasledne na polozku Yes (Ano) ulozte zmeny protokolu.
Zobrazi sa dialégové okno Save As (UlozZit' ako).

V dialégovom okne Save As (Ulozit ako) zadajte nazov nového suboru protokolu a kliknite na
polozku Save (Ulozit).

Viozenie kroku stupania

Vlozenie kroku stupania

1.
2.

Overte si, Ze velkost platnicky pre stdpanie je rovnaka ako typ bloku nastroja, 96-jamkovy.
Ak ste tak esSte neurobili, vyberte velkost platnic¢ky pre stupanie:

Vyberte polozku Tools (Nastroje) > Gradient Calculator (Kalkulacka stupania) a vyberte vhodny
typ jamiek zo zobrazeného rozbalovacieho zoznamu.

Na paneli nastrojov zvolte Before (pred) alebo After (po) z rozbalovacieho zoznamu Insert Step
(Vlozit krok).

V grafe alebo okienku osnovy vyberte krok pred alebo za ktorym planujete vlozit' krok stupania.
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Vytvorenie protokolu v Protocol Editor (Editor protokolov)

V lavom paneli kliknite na Insert Gradient (Vlozit stipanie). Novy krok stipania sa zvyrazni v
grafe a paneli prehladu, napriklad:

Protocol Editor - 2stepAmp.prel

File Settings Tools ?
H ﬁ Insert Step ' After ~ | Sample Volume |25 ul  Est. Run Time 01:33:00
1 2 i 3 4 5
950 C 950 C
300 010 Iy 650 C 1
i 50 C 550 C G E
0:30 0:30 0 N
=] T ]
0
2
I x
n 1 950 C for3:00 Gradient
4] insen tep 2 950 C for0:10 Step 4
3 550 C for0:30 A [65.0
EMW + Plate Read 8
4 GradientTX] /650 C for 030 B (645
D GOTO 2 39 more times C |63.3
END D [61.4
&J E |59.0
F |57.0
f6 Add Piate Read to Step G [s5.7
H _55.0
Step Options Range
o 10.0
5 Delete Step
oK Cancel

Teplota v kazdom riadku v stupani sa zobrazuje v tabulke Gradient (Stipanie) v pravom paneli.

Na upravu rozsahu teploty stupania vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

m  Kliknite na predvolenu teplotu v grafe alebo paneli prehladu a zadajte novu teplotu.

m  Kliknutim na polozku Step Options (Moznosti kroku) zadate rozsah stdpania v okne Step
Options (Moznosti kroku).

B Zmente hodnotu Range (Rozsah) v tabulke Gradient (Stupanie).

Ak chcete upravit ¢as zadrzania, kliknite na predvoleny ¢as v grafickom alebo textovom
zobrazeni a zadajte novy €as.

Kliknutim na tlagidlo OK a nasledne Yes (Ano) ulozte zmeny.
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Vlozenie kroku GOTO

Poznamka: Nemdzete vioZit krok GOTO v rdmci nastavenia GOTO; nembzete vytvorit vnorené
okruhy GOTO.

Na vlozenie kroku GOTO

1.

Na paneli nastrojov zvolte Before (Pred) alebo After (Po) z rozbalovacieho zoznamu Insert Step
(Vlozit krok).

V grafe vyberte krok pred alebo po ktorom planujete vlozit krok GOTO.
V lavom paneli kliknite na Insert GOTO (Vlozit GOTO).

Ak chcete upravit islo kroku GOTO alebo pocet opakovani GOTO, vyberte predvolené €islo v
paneli grafov alebo prehladu a zadajte novu hodnotu.

Kliknutim na tlagidlo OK a nasledne Yes (Ano) uloZte zmeny.

Vlozenie kroku krivky tavenia

Tip: Krok krivky tavenia nemdzete viozit do cyklu GOTO.

Poznamka: Krok krivky tavenia obsahuje pozastavenie 30 s na zaciatku kroku, ktoré sa
nezobrazuje v protokole.

Ak chcete vlozit’ krok krivky tavenia

1.

2.

Na paneli nastrojov zvolte Before (Pred) alebo After (Po) z rozbalovacieho zoznamu Insert Step
(Vlozit krok).

Na grafe zvolte krok pred alebo po, ktory planujete viozit do kroku krivky tavenia.
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3. Vlavej table kliknite na polozku Insert Melt Curve (Vlozit krivku tavenia). Novy krok krivky tavenia
sa zvyrazni v grafe a paneli prehladu, napriklad:

Protocol Editor

File Settings Tools T

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

. | 0 c | %0 ¢ %0 C
o i mc e~ o0 800 C | g
' i i 030 i 0
| i : =] -
| i | o
= L
| i W x
— 1500 C for 10:00
24 inset e 2 950 C for 500
3 Melt Curve 10950  C,increment 05

[N Insert Gradient for 005 + Plate Read

— 4 950 C for0:10
[ nsent G | 5 600 C for0:30
— L "6 GOTO4 .39  moretimes

END

A insert Mk Curve
:
[0y Deete 120

oK Cancel

4. Ak chcete upravit rozsah alebo dobu zvySovania teploty tavenia, vyberte predvolené €islo v table
grafov alebo prehladu a zadajte novu hodnotu.

5. Kliknutim na tlagidlo OK a nasledne Yes (Ano) ulozte zmeny.
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Pridanie alebo odstranenie kroku citania platni¢ky

Tip: Ked pridate ku kroku prikaz €itania platnicky, tlacidlo sa zmeni na Remove Plate Read
(Odstranit Citanie platnicky), ked zvolite dany krok.

Pridanie prikazu c¢itania platnicky ku kroku

1.

4.

Na paneli nastrojov zvolte Before (Pred) alebo After (Po) z rozbalovacieho zoznamu Insert Step
(Vlozit krok).

Na grafe zvolte krok pred alebo po, ktory planujete vlozit do kroku ¢itania platnicky.

Ak chcete pridat krok Citania platniCky k zvolenému kroku, na favom paneli kliknite na moznost
Add Plate Read to Step (Pridat Citanie platnicky ku kroku).

Kliknutim na tlagidlo OK a nasledne Yes (Ano) ulozte zmeny.

Odstranenie prikazu ¢itania platni¢ky z kroku

» Na grafe zvolte krok, ktory obsahuje prikaz ¢itania platnicky a v favom paneli kliknite na moznost

Remove Plate Read (Odstranit’ €itanie platnicky).

Zmena moznosti kroku

Zmena moznosti kroku pre vybraty krok

1.
2.

Vyberte cielovy krok v grafe alebo paneli prehladu.

V favom paneli kliknutim na poloZku Step Options (MoZnosti kroku) otvorte dialégové okno Step
Options (Moznosti kroku).

Pripadne kliknite pravym tlacidlom mySi na cielovy krok v ktoromkolvek z panelov a v
zobrazenom menu vyberte poloZzku Step Options (Moznosti kroku).

Pridanie, uprava alebo odstranenie moznosti:

B Zadajte hodnotu do prislusného textového pola.

B Upravte hodnotu v konkrétnom textovom poli.

B Zvolte alebo odstrarite kontrolni znacku.

Kliknutim na tlagidlo OK uloZte zmeny a zatvorte dialégové okno Step Options (MozZnosti kroku).

Kliknutim na polozku OK a nasledne poloZku Yes (Ano) ulozte protokol.
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Odstranenie kroku

Ak chcete odstranit’ krok v protokole
1. Vyberte krok v grafe alebo table prehladu.
2. Vybrany krok odstranite kliknutim na polozku Delete Step (Odstranit’ krok) v lavom paneli.

3. Kliknutim na polozku OK a nasledne poloZku Yes (Ano) uloZte protokol.

Kopirovanie, export alebo tla¢ protokolu

Kopirovanie protokolu

» Pravym tlacidlom mysi kliknite na osnovu protokolu a vyberte polozku Copy Protocol (Kopirovat
protokol).

Obrys mézete vlozit do suboru .txt, .xls, .doc alebo .ppt.
Exportovanie protokolu

1. Pravym tlacidlom mysi kliknite na osnovu protokolu a vyberte poloZku Export Protocol
(Exportovat protokol).

Zobrazi sa dialdgové okno Save As (Ulozit ako).

2. (VoliteIné) V programe Windows Explorer prejdite do prie€inka, do ktorého chcete ulozit subor
protokolu.

3. Do pola File name (Nazov suboru) zadajte nazov exportovaného suboru protokolu.
4. Kliknite na Save (Ulozit).

Vytla¢enie protokolu

» Pravym tlacidlom mysi kliknite na osnovu protokolu a vyberte polozku Print (Tlacit).

Osnovu protokolu mézete vytladit na predvolena tlaciaren.
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Vytvorenie protokolu pomocou aplikacie Protocol
AutoWriter (Protokol AutoWriter)

Dolezité upozornenie: Spolo¢nost Bio-Rad nezarucuje, Ze spustenie protokolu vytvoreného
pomocou aplikacie Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter) bude mat’ za nasledok vytvorenie
produktu PCR v realnom ¢ase.

Aplikacia Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter) softvéru CFX Manager Dx software automaticky
vytvara protokoly cyklov zalozené na nasledujucich vstupnych parametroch:

B Amplicon length (Dizka amplikénu) — o&akavana dizka produktu PCR
B Annealing temperature (Teplota Zihania) — reakcia T, pre pouZité priméry

Ak je T, neznama, mbZete pouZzit T, Calculator (T, kalkulacka) na automaticky vypocet na
zaklade sekvencii primérov.

Poznamka: T, sa upravi podla informacii o teplote tavenia priméra (T,,,), ktora je zalozena
na zvolenom enzyme a rychlosti protokolu.

B Enzyme type (Typ enzymu) — enzym polymerazy DNA (iTaqg, polymeraza iProof DNA alebo
Other (Iné)

Ak pouzijete iny enzym ako iTaq alebo polymeraza iProof DNA, mOzete zadat dalSie informacie
vratane rozsahu stupania, ¢asu aktivacie $tartu za tepla (v sekundach) a kone¢ného ¢asu
prediZenia (v sekundach).

B Run speed (Rychlost chodu) — rychlost reakcie (Standardna, rychla alebo ultrarychla)

Aplikacia Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter) optimalizuje protokol v zavislosti od
zvoleného nastavenia rychlosti. Celkova doba chodu je uréena poctom krokov a cyklov,
inkubagnou dobou v kazdom kroku a dobou potrebnou na dosiahnutie jednotnosti pri cielovej
teplote.

Aplikacia Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter) automaticky generuje prispésobeny protokol PCR
so Startom za tepla, pociato€nou denaturaciou, anelovanim a krokmi rozSirenia pomocou vami
zadanych parametrov a pokynov pre PCR. Potom si mOzete prezriet grafické znazornenie
navrhovaného protokolu a upravit, spustit alebo ulozit protokol.
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Ak chcete vytvorit’ novy protokol pomocou aplikacie Protocol AutoWriter (Protocol
AutoWriter) softvéru CFX Manager Dx software

1. V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku Tools (Nastroje) > Protocol AutoWriter (Protokol
AutoWriter).

Zobrazi sa dialdgové okno Protocol AutoWriter (Protocol AutoWriter).

Protocol AutoWriter
Erter Target Values/Enzyme Addtional Parameters (Optional)
Amplcon Length 100 bp Ta Caleulator... Gradient Range T
Hot Start Activation s
Aeneaiing Tempersture (Ta) (600 [${'C G v () iproot O Other N .
Erter Anneaing temperature or use the Ta Calculator. The Annesing temperature wil
be automatically adjusted based on enzyme and speed selections
¥ using iProof, 3°C will be added to the Ta.
Type
i \ f N A " N .
AT Tha A A VN AT \ A | @ Reskime PCR
A\ / A/ \Vi T / ’ \ ! \ ,f \ .,F' vi AW O PCR
v un Tme
Standard Fast Ubrafast
01:01:00
Preview
) 1 2 3 4 5
950 C 950 €
iy 300 010 20 ¢
i/ 500 C 315
i 0:20
1
2
M x
=

2. 'V Casti Enter Target Values/Enzyme (Zadat cielové hodnoty/enzym) vykonajte nasledujici krok:

B Zadajte teplotu zihania pre priméry (T,), ak je znama.

Tip: Viac informacii uvadza €ast Pouzivanie Ta Calculator (Ta kalkulacka) na strane
102.

Poznamka: Informacie o vypoctoch pouzivanych v T, Calculator (T, kalkulacka)
uvadza autor Breslauer et al. 1986.

B Zadajte dizku amplikénu v bazovych paroch (bp).

B Vyberte typ enzymu zo zoznamu moznosti (polymeraza iTag DNA, polymeraza iProof DNA
alebo Other (Iné)).

Tip: Ak ako typ enzymu vyberiete polozku Other (Iné), aktivuju sa parametre v Casti
Additional Parameters (Optional) (Dalie parametre (Volitelné)).
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3. Akako typ enzymu vyberiete polozku Other (Iné), mdzete do protokolu pridat fTubovolny alebo
vSetky nasledujuce parametre:

B Rozsah stupania
B Teplota aktivacie Startu za tepla
B Konecny €as rozSirenia

4. V &asti Type (Typ) posunutim posuvnej listy vyberte rychlost protokolu (Standard (Standardna),
Fast (Rychla) alebo Ultrafast (Ultrarychla)). CFX Manager Dx upravuje celkovi dobu chodu.

5. Vyberte typ PCR, ktory sa ma vykonat (predvolena je moznost' Real-time PCR (PCR v realnom
Case)).

CFX Manager Dx v pripade PCR v realnom ¢ase prida krok merania platnicky, aby sa ziskali data
fluorescencie.

6. Skontrolujte protokol v ¢asti Preview (Nahfad). Zmeny mézZete vykonat podla potreby.
7. Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

m  Kliknutim na tlacidlo OK ulozte novy protokol. Po uloZeni sa protokol otvori v aplikacii Startup
Wizard (Sprievodca spustenim). Kliknutim na poloZku Edit Selected (Upravit' vybrané
polozky) vykonate zmeny v protokole. Mozno budete musiet zmenit napriklad teplotu veka a
objem vzorky.

B Kliknutim na polozku Cancel (ZruSit) zatvorite okno bez uloZenia protokolu.

Pouzivanie T, Calculator (T, kalkulacka)

Ak nie je znama teplota Zihania pre primer, na vypoc€et hodnoty mézete pouzit T, Calculator (T,
kalkulacka). Tuto hodnotu mézete pouzit' v protokole Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter) alebo
v protokole Protocol Editor (Editor protokolov) na vytvorenie vasho protokolu.

Informacie o T, Calculator (T, kalkulacka)

T, Calculator (T, kalkulacka) vypocitava hodnotu T, pre kazdy primér, ako aj hodnotu T, pre kazdy
protokol pri Standardnej rychlosti.

T, pre protokol je zaloZena na priemernych hodnotach T, priméru s uplatnenim nasledujicich
pravidiel:

B Akje rozdiel medzi hodnotami T, priméru > 4 °C, T, = (nizSia z dvoch hodnét T,,, priméru + 2) — 4
°C

B Ak je rozdiel medzi hodnotami priméra T, <4 °C, T, = (priemer hodnét priméra T,,) —4 °C

102 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx
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Metdéda vypoctu bazovych parov

T, Calculator (T, kalkulacka) pouZiva pre kazdy primér metoédu vypoctu bazového paru pre sekvencie
14 alebo menej bazovych parov (bp).

T = (WA+XT)*2) + ((y*G +z*C) * 4)
kdew, x,yazje poCetbaz A, T, G a C v postupnosti, v uvedenom poradi.
Metoda najblizSieho suseda

Pri sekvenciach dlhSich ako 14 bp sa pouziva metdda najbliZzSieho suseda. V metdde najblizSieho
suseda su vypocty teploty tavenia zalozené na termodynamickom vztahu medzi entropiou (radom
alebo mierou nahodnosti oligonukleotidu), entalpiou (teplo uvolnené alebo absorbované
oligonukleotidom), volnou energiou a teplotou.

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

Zmena entropie a entalpie sa vypocita priamo spocitanim hodnét nukleotidovych parov, pozrite si
Tabulka 12 (Breslauer et al. 1986).

Vztah medzi volnou energiou a koncentraciou reaktantov a produktov v rovnovahe je dany:
AG = R*T*In ((DNA * Primer)/(DNA + Primer))

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

Substitucia G v dvoch rovniciach a rieSenie pre T dava
T = AH/(AS + R*Ln((DNA * Primer)/(DNA + Primer)))

za predpokladu, Zze koncentracia DNA a komplexu DNA-priméru je rovnaka.

Bolo empiricky zistené, ze dochadza k zmene 5 kcal volnej energie (3,4 kcal) (Sugimoto et al. 1996)
pocas prechodu z jednovlaknovej do B-formy DNA. Toto je pravdepodobne helixova iniciatna energia.
Nakoniec pridanie Upravy pre sol dava rovnicu, ktort pouziva T, Calculator (T4 kalkulacka):

T = (AH — 5(kcal/K*mol))/(AS + (R * In(1/(primer)))) + 16,6 log,, (Molarita soli)
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Nie je potrebna Ziadna nastavovacia konstanta pre koncentraciu soli, pretoZe ré6zne parametre boli
stanovené pri 1 M NaCl a hodnota logyz 1 je nula.

Termodynamické vypocty predpokladaju, ze k zihaniu dochadza pri pH 7,0. Vypod&ty T,
predpokladaju, Ze sekvencie nie su symetrické a obsahuju aspon jedno G alebo C.

Sekvencia oligonukleotidov by mala byt dlha aspori 14 baz, aby sa ziskali primerané hodnoty T,,.
Menej ako 14 baz pouziva metddu pocitania bazového paru (pozrite si dalej Tabulka 12).

Tabulka 12. Breslauerove interakéné konstanty

Interakcia AH AS AG
AA TT 9,1 24 1,5
AT TA 8,6 23,9 1,5
AC TG 6,5 17,3 1,3
AG TC 7,8 20,8 1,6
TA AT 6 16,9 0,9
TT AA 9,1 24 1,9
TC AG 5,6 13,5 1,6
TG AC 5,8 12,9 1,9
CA GT 5,8 12,9 1,9
CT GA 7,8 20,8 1,6
CcC GG 11 26,6 3,1
CG GC 11,9 27,8 3,6
GA CT 5,6 13,5 1,6
GT CA 6,5 17,3 1,3
GC CG 11,1 26,7 3,1
GG CcC 11 26,6 3.1
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Na pouzitie T, Calculator (T, kalkulacka)

Pouzivanie Ta Calculator (Ta kalkulacka)

1. Naotvorenie T, Calculator (T, kalkulacka) vykonaijte jeden z nasledujucich krokov:

B Ak sa prave nachadzate v programe Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter), kliknite na

poloZku T, Calculator (T, kalkulacka).

BV okne Home (Domovskeé okno) vyberte poloZzku Tools (Nastroje) > T, Calculator (T,

kalkulacka).

Objavi sa dialégové okno T, Calculator (T, kalkulacka).

Ta Calculator X

9 | || T
@ ' | € | '

Calculate oK

Forward Primer
1 \A) 5|
Reverse Primer
QO °
Forward Tm Average of primer Tm's

Reverse Tm Ta at Standard Speed (Taq)

primeru.

V textovom poli Forward Primer (Predny primer) zadajte alebo prilepte sekvenciu predného

Tip: Na zadanie sekvencie mdzete tiez pouzit tlacidla A, T, G, C na lavej strane dialdgového

okna.

(Reverzny primer).

Napiste alebo prilepte sekvenciu reverzného primeru do textového pola Reverse Primer
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4. Kiiknite na Calculate (Pocitat).

T, Calculator (T, kalkulacka) vypocita a zobrazi T, kazdého primeru a priemermné T,,a T,
hodnoty, napriklad:

Ta Calculator X

Forward Primer

1A) ¥ [CTGGAG CCT TCAGTT GCAG |
Reverse Primer

\D 5' |GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC |

Forward Tm Average of primer Tm's
G [m7 | c [583 |'c
Reverse Tm Ta at Standard Speed (Tag)

LQ) :56.9 ] C |54.3 c
oK Cancel

Ak su T, hodnoty primeru od seba vzdialené o viac ako 4 °C, Protocol AutoWriter (Protokol
AutoWriter) pouZije ako zaklad pre vypocet hodnoty T, hodnotu T, spodného primeru + 2 °C;
ktoré mozete dalej modifikovat zmenou enzymu a reakénej rychlosti.

T, Calculator (T, kalkulacka) generuje teplotu Zihania pre Standardnu rychlost' s DNA
polymerazou iTaq. Ak pouZivate iny enzym, nastavenia rychlosti automaticky upravia T.

5. Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Ak ste otvorili T, Calculator (T, kalkulacka) z Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter),
kliknite na OK. Vratite sa do Protocol AutoWriter (Protokol AutoWriter). Teplota Zihania sa
automaticky upravi.

B Ak ste otvorili T, Calculator (T, kalkulacka) z menu Tools (Nastroje), kliknutim na Cancel
(Zrusit) zatvorite kalkulacku.
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Subor platni¢ky obsahuje informacie o parametroch chodu, ako je napriklad rezim skenovania,
fluorofory a obsah jamiek. Po dokon&eni chodu softvér CFX Manager Dx software prepoji obsah
jamky s fluorescenénymi datami zhromazdenymi po¢as chodu a aplikuje prislusnd analyzu v okne
Data Analysis (Analyza dat). Napriklad na vytvorenie Standardnej krivky sa pouziju jamky naplnené
Standardnym typom vzorky.

CFX Manager Dx software poskytuje dve moznosti na vytvorenie platni€iek: aplikaciu Plate Editor
(Editor platni¢ky) pre chody PCR v realnom &ase a aplikaciu Setup Wizard (Sprievodca nastavenim)
pre analyzu normalizovanej expresie génu.

Aplikacia Plate Editor (Editor platni¢ky) obsahuje nasledujuce funkcie:

®  Standardné fluorofory a typy vzoriek, ktoré sa majd priradit do jamiek platni¢ky
B Moznost stanovit referenny ciel a kontrolnu vzorku pre analyzu expresie génu
B MozZnost upravit nastavenie platni¢ky pred, po€as alebo po chode

B Moznost ulozit subory platniCky na opakované pouzitie

B Moznost vytlacit subor platni¢ky na predvolenej tlaciarni

Aplikacia Setup Wizard (Sprievodca nastavenim) vas prevedie vytvorenim rozloZenia platni¢ky pre
analyzu normalizovanej expresie génu. Aplikaciu Setup Wizard (Sprievodca nastavenim) mozZete
pouzit pred, po€as alebo po dokonéeni chodu.
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Okno Plate Editor (Editor platnicky)

Pomocou Plate Editor (Editor platnicky) vytvorite vlastné platnicky alebo upravite existujuce platnicky.

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 9 10 11 12 @ Select Fuorophores
1.00E+06
A 1Hr
Test Sample Type Standard ~
DBemo
Load Target Name
:

0 sven

= @ Load Sample Name
@ 1Hr v

Load Biological Set Name
= Test -

load  Replicate #

E 2 —
Replicate Series
F Load Concentration:

1.00E+06

<All>

G Dilution Series
‘Well Note

%H Experiment Seftings..

@ Clear Repiicate #

6] Clear Wells
View View
Plate Type: BR Clear (3 Target Mame @) Concentration  [] Sample [7] Well Group 7] Biological Set 7] Well Note ® o o
LEGENDA
1. Lista ponuky poskytuje rychly pristup k prikazom ponuky File (Subor) a Settings
(Nastavenia), ako aj k moznostiam nastrojov na Upravu platnicky.
2. Panel nastrojov poskytuje rychly pristup k délezitym funkciam nacitania platniciek.
3. V hlavnom okienku sa zobrazia obrysy platnicky a moznosti platni€iek pri ich aplikacii.
4. V pravom okienku sa zobrazia moznosti, ktoré mozete pouzit na prispdsobenie platnicky.
5. V dolnom okienku sa zobrazuje typ platni¢ky a poskytuje rychly pristup k moznostiam

zobrazenia.
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Prikazy ponuky File (Subor)

Save (Ulozit) — ulozi subor s datami o platni¢ke do umiestnenia Specifikovaného na karte File (Subor)
v diald6govom okne User Preferences (Pouzivatelské preferencie). Viac informacii uvadza ¢ast Zmena
predvolenych nastaveni suborov na strane 66. Tato polozka menu je k dispozicii iba pri vytvarani
nového suboru platnicky.

Save As (Ulozit ako) — uloZi otvoreny datovy subor platni€ky s novym nazvom, ktory zadate. Tato
polozka menu je k dispozicii iba pri vytvarani nového suboru platnicky.

Extract Plate (Extrahovat platni¢ku) — otvori dialdgové okno, v ktorom mbzete extrahovat/ulozit
subor platnicky (.pltd). Tato poloZzka menu je k dispozicii iba pri prezerani alebo upravovani
existujuceho suboru platnicky.

Print (Tla¢) — vytlaci otvoreny datovy subor platnicky.

Close (Zatvorit) — zatvori aplikaciu Plate Editor (Editor platnicky).

Prikazy ponuky Settings (Nastavenia)

Plate Size (Velkost platnicky) — poskytuje moznosti, z ktorych mézete vybrat velkost platni¢ky pre
chod.

Poznamka: CFX Dx system moze pouzit' len 96-jamkovu platnicku.

Plate Type (Typ platnicky) — umoznuje vybrat typ jamiek na platnicke, v ktorej su ulozené vase
vzorky, bud BR White, alebo BR Clear. Pre presnu analyzu dat musi byt zvoleny typ platni¢ky rovnaky
ako typ platni¢ky pouZzity v chode.

Number Convention (Pravidla islovania) — Umozriuje vybrat alebo zrusit vyber zobrazenia
jednotiek vo vedeckom zapise. Predvolene sa zobrazuju jednotky vo vedeckom zapise.

Units (Jednotky) — umozniuje vybrat jednotky, ktoré sa maju zobrazit' v tabulkovych procesoroch pri
vykonavani kvantifikacie neznamych hodnét v porovnani so Standardnou krivkou.
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Prikazy ponuky Editing Tools (Nastroje na upravu)

Setup Wizard (Sprievodca nastavenim) — otvori aplikaciu Setup Wizard (Sprievodca nastavenim), v
ktorej mézete definovat rozloZzenie a parametre analyzy pre aktualnu platni¢ku. Aplikaciu Setup
Wizard (Sprievodca nastavenim) mozete pouzit pred, po¢as alebo po dokonéeni chodu.

Spreadsheet View/Importer (Zobrazenie/import tabulkového procesora) — otvori dialégové okno
View (Zobrazit)), v ktorom sa zobrazi rozlozZenie platni¢ky ako Sablona vo formate tabulkového
procesora. Toto dialdgové okno mdzete pouzit na export alebo import udajov Sablon platnicky vo
formate .csv.

Flip Plate (Otocit platni¢ku) — otoé&i obsah platnicky o 180°.

Prikazy panela nastrojov

[EI] Ulozi aktualny subor platnicky.
Zobrazi rozbalovaci zoznam, z ktorého mézete zvacsit alebo zmensit

zvacsenie zobrazenia platnicky.

Zobrazuje rozbalovaci zoznam, z ktorého mézete vybrat rezim skenovania,
{5l Scan Mode | FRET  ~ ktory instruuje pristroj, z ktorych kanalov sa maju zbierat idaje o
fluorescencii po¢as chodu.

Otvori okno Well Groups Manager (Spravca skupin jamiek), ktory mézete

="

'y Well Groups... pouzit na vytvorenie, Upravu a odstranenie skupin jamiek pre aktualnu
platnicku.

@ Trace Styles... Zobrazi dialégové okno, v ktorom si mozete vybrat farby a symboly pre

stopy amplifikacie.

Otvori dialégové okno View (Zobrazit), v ktorom sa zobrazi rozlozenie

= Spreadsheet View/Importer platni¢ky ako Sabléna vo formate tabulkového procesora. Toto
dialégové okno mdzete pouzit na export alebo import idajov Sablén
platni¢ky vo formate .csv.

(£%) Plate Loading Guide  zoprazuje potrebné kroky na nastavenie platnicky a na&itanie jamiek.
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Vytvorenie suboru platnicky pomocou aplikacie Plate Editor
(Editor platnicky)
Pomocou aplikacie Plate Editor (Editor platni¢ky) mézete vytvorit vliastné subory platniciek. M6zete

tiez upravovat a ukladat predtym ulozené subory platniCiek alebo vzorové subory platnic¢iek dodané
so softvérom CFX Manager Dx software.

Ak chcete vytvorit novy subor platni¢ky, vykonajte nasledujuce:
B Otvorte subor platniky v aplikacii Plate Editor (Editor platniCky).
B Vyberte typ platnicky.

Poznamka: Typ platni¢ky pre subor platni¢ky musi byt rovnaky ako platni¢ka v reakénom
module.

B Vyberte reZim skenovania na pouZitie v protokole.
B Vyberte fluorofory na pouZitie na platnicke.

B Vyberte typ vzorky, ciele a vzorky.

BV pripade potreby vyberte replikaty.

B Ulozte rozlozenie platnicky.

Tip: Ak chcete vytvorit novu platni¢ku z predtym uloZzenych alebo vzorovych suborov platniciek,
pozrite si Cast Otvorenie existujucej platnicky v aplikacii Plate Editor (Editor platni¢ky) na strane
114.

Otvorenie nového suboru platni€ky v Plate Editor

(Editor platnicky).

CFX Manager Dx software ponuka viacero moznosti na otvorenie nového suboru platnicky:
B Zokna Home (Domovské okno)

B Zdialébgového okna Startup Wizard (Sprievodca spustenim)

B Zdialégového okna Run Setup (Nastavenie chodu)

Navod na obsluhu | 111



Kapitola 7 Priprava platniciek

Na otvorenie nového suboru platnicky z okna Home (Domovské okno)
»  Zvolte File (Subor) > New (Novy) > Plate (Platnicka).

Otvori sa okno Plate Editor (Editor platnicky), ktoré zobrazuje predvoleny subor platni¢ky pre
zvoleny pristro;j.

Tip: Informacie o nastaveni predvoleného suboru platni¢ky najdete v ¢asti Zmena
predvolenych nastaveni suborov na strane 66.

Na otvorenie nového suboru platnicky z Startup Wizard (Sprievodca spustenim)

1.V okne Home (Domovské okno) vykonanim jedného z nasledujucich krokov otvorite Startup
Wizard (Sprievodca spustenim), ak nie je viditelny:

B Zvolte View (Zobrazit) > Startup Wizard (Sprievodca spustenim).
B Na paneli nastrojov kliknite na Startup Wizard (Sprievodca spustenim).

Predvolene Startup Wizard (Sprievodca spustenim) Standardne zobrazuje kartu Run Setup
(Nastavenie chodu) s vybratym nastrojom CFX96.

2. 'V pripade potreby vyberte typ pristroja z rozbalovacieho zoznamu.

3. Na vytvorenie novej platnic¢ky ako typ chodu vyberte User-defined (Definované pouzivatelom).
Otvori sa dialégové okno Run Setup (Nastavenie chodu) a zobrazi kartu Protocol (Protokol).

4. Kiliknite na kartu Plate (Platnicka) a kliknite na Create New (Vytvorit novy).

Otvori sa okno Plate Editor (Editor platni¢ky), v ktorom sa zobrazi predvolené rozloZenie tabufky
pre vybrany pristroj.
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Na otvorenie nového suboru platnicky z dialégového okna Run Setup (Nastavenie
chodu)

1.V okne Home (Domovské okno) vykonanim jedného z nasledujtcich krokov otvorite Run Setup
(Nastavenie chodu):

B Zvolte Run (Chod) > User-defined Run (Pouzivatelom definovany chod).

B Na paneli nastrojov kliknite na User-defined Run Setup (Pouzivatelom definované
nastavenie chodu).

Otvori sa dialégové okno Run Setup (Nastavenie chodu) pre kartu Protocol (Protokol).

2. Na vytvorenie novej platnicky kliknite na kartu Plate (Platni¢ka) a kliknite na Create New (Vytvorit
novy).

Otvori sa okno Plate Editor (Editor platni¢ky), v ktorom sa zobrazi predvolené rozlozenie tabulky
pre vybrany pristroj.
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Otvorenie existujucej platni¢ky v aplikacii Plate Editor (Editor
platni¢ky)

CFX Manager Dx software poskytuje vzorové subory platnicky, ktoré moZete upravit' a ulozit' ako novu
platnicku. Mozete tiez vytvorit novy subor platni¢ky z predtym ulozeného suboru platnicky.

Ak chcete otvorit' vzorovy subor platnicky
1.V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku File (Subor) > Open (Otvorit) > Plate (Platnicka).

Prieskumnik Windows Explorer sa predvolene otvori v prieCinku Sample files (Vzorové subory)
softvéru CFX Manager Dx software.

2. Otvorte prie€inok Sample files (Vzorové subory) a nasledne otvorte prie€inok Plates (Platnicky).
3. Vyberte pozadovanu platni¢ku a kliknite na polozku Open (Otvorit).
Vzorovy subor platni¢ky sa otvori v okne Plate Editor (Editor platni¢ky).

4. Vyberte polozku File (Subor) > Save As (Ulozit ako) a ulozte subor platni¢ky s novym nazvom
alebo do nového priecinka.

Ak chcete otvorit’ predtym ulozeny subor platnicky

1.V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku File (Subor) > Open (Otvorit) > Plate (Platnicka),
prejdite na cielovu platni¢ku, vyberte ju a kliknite na polozku Open (Otvorit).

Cielova platni¢ka sa otvori v okne Plate Editor (Editor platnicky).

2. Vyberte polozku File (Subor) > Save As (Ulozit ako) a ulozZte subor platni¢ky s novym nazvom
alebo do nového priecinka.
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Nastavenie suboru novej platnicky

Tip: Ak vas subor platni¢ky obsahuje poZzadované parametre (napriklad ak upravujete vzorovy
alebo existujuci subor platni¢ky), mézete tuto Cast’ preskodit. Pokracujte na Priradenie volitelnych
parametrov k suboru platni¢ky na strane 122.

Nové subory platni€iek vyZzaduju nasledujuce parametre:
B Velkost platni¢ky

B Typ platnicky

B Rezim skenovania

®  Jeden fluorofor (farba)

B Jeden typ vzorky
Vyber vel'kosti a typu platnicky

Doélezité upozornenie: Po€as nastavenia platnicky musite vybrat velkost platnic¢ky. Velkost
platni¢ky nemdzete menit pocas alebo po chode.

Softvér po€as chodu aplikuje velkost a typ platni¢ky na vSetky jamky. Uistite sa, Ze vybrana velkost
platni€ky je rovnaka ako platnicka, ktoru pouZijete v chode.

Pristroje Bio-Rad CFX96 a CFX96 Deep Well su kalibrované vo vyrobe pre mnoho kombinacii
fluorescenénych farbiv a platni€iek. Kalibracia je Specificka pre pristroj, farbivo a typ platni¢ky. Uistite
sa, ze fluorofor, ktory planujete pouzit, je kalibrovany pre vybrany typ platnicky.

Vyber rezimu skenovania

Systémy CFX96 a CFX96 Deep Well excituju a deteguju fluorofory v piatich kanaloch. VSetky systémy
pouzivaju viacero rezimov snimania dat na zber dat fluorescencie po¢as chodu.

CFX Manager Dx software poskytuje tri rezimy skenovania:
B VSetky kanaly
O Skenuje kanaly 1 az 5 na systémoch CFX96 a CFX96 Deep Well
®  SYBR®/FAM
O Skenuje iba kanal 1
O Poskytuje rychle skenovanie
® FRET
O Skenuje iba kanal FRET

O Poskytuje rychle skenovanie
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Vyber fluoroforov

Dolezité upozornenie: Pred zaciatkom chodu CFX Manager Dx software overi, Ze fluorofory,
ktoré ste uviedli na platnicke, su kalibrované na tomto pristroji. Platni¢ka sa neda spustit, ak
obsahuje fluorofory, ktoré neboli na tomto pristroji kalibrované.

Pred samotnym chodom musite vybrat aspon jeden fluorofor na priradenie k platnic¢ke. V tomto Case
mézete pridat tolko fluoroforov, kolko je potrebnych, ale platni¢ka musi obsahovat aspori jeden
fluorofor. Vybrané fluorofory sa zobrazia ako moznosti pre ciele v Target Names (Nazvy cielov).

Na nacitanie fluoroforov (alebo farbiv platni¢ky) do ovladacich prvkov pre nacitanie jamky do Plate
Editor (Editor platni¢ky) pouzijete dialdgové okno Select Fluorophores (Vybrat fluorofory). Fluorofory,
ktoré sa objavia v dialdgovom Select Fluorophores (Vybrat fluorofory), zavisia od zvoleného rezimu
skenovania:

B VSetky kanaly
Zobrazia sa vSetky dostupné fluorofory.

Tip: MOzete pridat tolko fluoroforov, kolko je potrebné, ale do kazdej jamky mozete nacitat
len jeden fluorofor na kanal.

=  SYBR®FAM

Objavia sa iba fluorofory kanala 1.
B FRET

Objavi sa iba fluorofor kanala 6.

Tip: Fluorofor FRET kanala 6 sa objavi len vtedy, ked je zvoleny rezim skenovania FRET.
Nie je k dispozicii pre rezim skenovania All Channels (VSetky kanaly).

Poznamka: Fluorofory nemézete priamo pridat  alebo odstranit’ z dialégového okna Select
Fluorophore (Vybrat fluorofor). Nové fluorofory musite kalibrovat na pristroji pomocou Calibration
Wizard (Sprievodca kalibraciou). Po kalibracii sa novy fluorofor automaticky prida do tohto
zoznamu.
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Vyber typov vzoriek

Dolezité upozornenie: Pred samotnym chodom musite vybrat aspori jeden typ vzorky na
priradenie k jamkam platnicky.

CFX Manager Dx software ponuka pét typov vzoriek:

Unknown (Neznamy)

Standard (Standardny)

NTC (Bez kontroly Sablony)

Positive Control (Pozitivna kontrola)
Negative Control (Negativna kontrola)

NRT (Bez reverznej transkriptazy)

Typy vzoriek priradite k jamkam platnicky.

Nastavenie novej platnicky

Ak chcete nastavit’ novu platnicku

1.
2.

Otvorte novu platnicku v okne Plate editor (Editor platnicky).

Ak chcete nastavit velkost platnicky, vyberte poloZku Settings (Nastavenia) > Plate Size (Velkost
platni¢ky) a vyberte vhodnu velkost platnic¢ky z rozbalovacieho zoznamu.

Ak chcete nastavit typ platni¢ky, vyberte polozku Settings (Nastavenia) > Plate Type (Typ
platni¢ky) a vyberte polozku BR White (BR biela) alebo BR Clear (BR priehladna) z
rozbalovacieho zoznamu.

V ponuke Settings (Nastavenia) mézete volitelne zmenit pravidla ¢islovania a zobrazované
jednotky:

B Ak chcete zmenit pravidla €islovania, vyberte poloZku Settings (Nastavenia) > Number
Convention (Pravidla Eislovania) a nasledne polozku Scientific Notation (Vedecké zaznamy).

Tip: Predvolene je vybrana polozka Scientific Notation (Vedecké zaznamy). V tomto
pripade vyberom polozky Scientific Notation (Vedecké zaznamy) vymazete predvolené
hodnoty a nastavite pravidla €islovania na Standardné.

B Ak chcete zmenit zobrazované jednotky, vyberte polozku Settings (Nastavenia) > Units
(Jednotky) a vyberte novu hodnotu jednotky.
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5. Ak chcete nastavit rezim skenovania, vyberte prislusny rezim skenovania z rozbalovacieho
zoznamu Scan Mode (Rezim skenovania) v okne panela nastrojov aplikacie Plate Editor (Editor
platnicky).

6. Vyberte potrebné fluorofory pre platnicku:
a. V pravej table kliknite na polozku Select Fluorophores (Vybrat fluorofory).

Zobrazi sa dialégové okno Select Fluorophores (Vybrat fluorofory). Vidite fluorofory, ktoré su
k dispozicii pre typ rezimu skenovania, ktory ste vybrali v predchadzajucom kroku (Krok 5),
napriklad:

Select Flucrophores

e

Cal Orange 560
Cal Gold 540
VIC
3 ROX
Texas Red
Cal Red 610
Tex 615
4 Cy5
Quasar 670
5 Quasar 705
Cya5

0 (o (e o o [l R | E

i

b. Ak chcete vybrat fluorofor, kliknite na jeho zaciarkavacie poli¢ko Selected (Vybrané).

Tip: Ak chcete fluorofor odstranit zo zoznamu, zruste zaciarknutie zaciarkavacieho
policka Selected (Vybrané).

c. Akchcete zmenit farbu zobrazovania fluoroforu, kliknite na poli¢ko Color (Farba).

Poznamka: Vybrana farba znazorriuje fluorofor v okne Plate Editor (Editor platni¢ky) a
na grafoch Data Analysis (Analyza dat).
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d. Vdialégovom okne Color (Farba) vyberte pozadovanu farbu alebo kliknite na polozku Define
Custom Colors (Definovat vlastné farby) a vytvorte novu farbu na zobrazenie fluoroforu.

e. Kliknutim na tlacidlo OK ulozte zmeny a zatvorte dialégové okno Select Fluorophores
(Vybrat fluorofory).

Musite vybrat aspori jednu jamku, do ktorej sa nacita typ vzorky. Predvolene je vybrana jamka

A1l

V paneli platni¢ky vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Ak chcete nacitat viacero prilahlych jamiek, kliknite na jamku a presunte ju na ciefovd jamku.

B Ak chcete nacitat viacero nesusediacich jamiek, podrzte klaves Control a kliknite na

jednotlivé jamky.

B Akchcete nagitat cely stipec s rovnakym typom vzorky, kliknite na &islo stipca.

B Ak chcete naditat cely riadok, kliknite na Cislo daného riadka.

B Ak chcete naditat celu platnicku, kliknite na lavy horny roh platnicky.

Napriklad:
Plate Editor - New m]
File Settings Editing Tools ?
B i Scan Mode | All Channels v | (S Well Groups... [ Trace Styles... | Spreadsheet View/Importer | ({J) Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 @ Select Fluoraphores ~
A
Sample Type <
8
none>
c
bl one>
E
<nane>
r
i
G
H ) Experiment Setiings
ﬁ] Clear Replicate #
¥ Cearwels
v
Vew oK Cancel
it H e Sample [] Well Group  [] Biclogical Set  [] Wel Note =
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8. Priradte typ vzorky vybranej jamke alebo jamkam z rozbalovacej ponuky Sample Type (Typ

vzorky).
Sample Type e
Lnknown
NTC

Positive Control
MNegative Control
NRT

9. Priradte aspori jeden fluorofor do vSetkych jamiek, ktoré obsahuju typ vzorky. Jednej jamke alebo
skupine jamiek mézete priradit viac ako jeden fluorofor.

Poznamka: Mézete priradit iba jeden fluorofor na kanal. Nemdzete priradit viac ako jeden
fluorofor z toho istého kanala rovnakej jamke.

Tip: Ciel mbzete priradit’ k fluoroforu alebo mézete zatial iba pridelit jamke fluorofor a po
spusteni experimentu priradit ciel k fluoroforu.

B Ak chcete priradit fluorofor iba k vybranym jamkam, v ¢asti Target Names (Nazvy cielov) v
pravom paneli zaciarknite zaCiarkavacie poli¢ko Load (Nacitat) konkrétneho fluoroforu.

B Ak chcete priradit ciel k fluoroforu, v asti Target Names (Nazvy cielov) vyberte nazov ciela z
rozbalovacieho zoznamu pre konkrétny fluorofor. Softvér automaticky vyberie prislusné
zaciarkavacie poli¢ko Load (Nacitat).

Load Tanget Mame
O pan

Actin
[ sver GAPDH

10. V pripade jamiek, ktoré obsahuju typ vzorky Standard (Standardny), musite nagitat koncentraciu.
Kazda jamka mbze mat int hodnotu koncentracie. CFX Manager Dx software predvolene nacita
koncentraciu 1,00E+06 do véetkych jamiek s typom vzorky Standard (Standardny). V pripade
potreby mbzete hodnotu zmenit.

a. V paneli platnigky vyberte jamku alebo skupinu jamiek Standard (Standardny).

b. V asti Concentration (Koncentracia) kliknutim na polozku Load (Nacitat) nacitajte hodnotu
do vybranej jamky alebo jamiek.

c. (Volitelné) Ak chcete nacitat in koncentraciu, zadajte novi hodnotu do textového pola
Concentration (Koncentracia) a stlacte tlacidlo Enter.
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d. Tento krok vykonajte pre vSetky jamky s typom vzorky Standard (Standardny).

Tip: Ak chcete nacitat rovnaku koncentraciu pre vetky jamky typu Standard
(Standardny), uistite sa, Ze sa polozka <All> (V$etky) zobrazuje v rozbalovacom
zozname pod hodnotou Concentration (Koncentracia). Ak chcete naditat rovnaku
hodnotu koncentracie pre vSetky jamky s konkrétnym fluoroforom, kliknite na
rozbalovaci zoznam a vyberte fluorofor.

11. Kliknutim na tlac¢idlo OK ulozte novu platnicku.
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Priradenie volitel'nych parametrov k suboru platnicky

Subor platni¢ky obsahuje informacie o obsahu kazdej jamky naplnenej vzorkou pre chod. Po
dokonc&eni chodu CFX Manager Dx software prepoji obsah jamky s fluorescenénymi datami
zhromazdenymi po€as chodu a aplikuje prisluSnu analyzu v okne Data Analysis (Analyza dat).

V CFX Manager Dx mozete parametre priradit ku kazdej jamke v platni¢ke pred, poc¢as alebo dokonca
aj po spusteni experimentov. Parametre mbzete priradit’ k existujucemu suboru platniciek alebo k
novému suboru platniciek. Tieto parametre zahffaju:

B Target names (Nazvy cielov) — ciel alebo ciele zaujmov (gény alebo sekvencie) v kazdej
naplnenej jamke.

B Sample names (Nazvy vzoriek) — identifikator alebo stav, ktory zodpoveda vzorke v kazdej
naplnenej jamke, ako OHr, 1Hr, alebo 2Hr.

Tip: Target and sample names (Nazvy ciela a vzorky) musia byt rovnaké medzi jamkami na
porovnanie Uudajov karty Gene Expression (Expresia génu) okna Data Analysis (Analyza
dat). Kazdé meno musi obsahovat rovnaké velké pismena, interpunkciu a medzery.
Napriklad, “Actin” (Aktin) nie je to isté ako “actin” (aktin), “2Hr” (2 Hod) nie je to isté ako “2 hr.”
(2 hod.), a “Mouse 1” (Mys 1) nie je to isté ako “mouse1” (mys1). Na zaistenie konzistencie
pomenovavania zadajte nazvy v sekcii Kniznice v User (Pouzivatel') > User Preferences
(Pouzivatelské preferencie) > Plate (PlatniCka), dostupné v okne Home (Domovské okno).

B Biological sets (Biologické supravy) — identifikator alebo stav, ktory zodpoveda mnozine
jamiek.

B Replicates (Replikaty) — kazda jamka, ktora sa pouziva na analyzu rovnakej kombinacie vzorky
a ciefa (cielov); to znamena replikuje reakcie gPCR.

B Dilution series (Séria riedeni) — mnozstvo, ktoré ma zmenit' koncentraciu typu Standard
(Standardny) v ramci replikovanej skupiny, aby sa vytvorili idaje $tandardnej krivky na analyzu.
Priradenie ciela k jamkam

Tip: Rovnaky nazov ciela mézete priradit k jednému alebo viacerym jamkam. K jednej jamke
mézete priradit aj viacere ciele.

Ak chcete priradit’ ciel k jamke alebo skupine jamiek

1.V Plate Editor (Editor platni¢ky) sa uistite, Ze sa jamke alebo skupine jamiek priradil typ vzorky.
Informécie o priradeni typov vzoriek k jamkam najdete v asti Vyber typov vzoriek na strane 117.

2.V paneli platni¢ky vyberte jamku alebo skupinu jamiek:

B Ak chcete vybrat jednu jamku, kliknite na jamku.
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B Ak chcete vybrat viacero prilahlych jamiek, kliknite na jamku a presurite ju na cielovu jamku.

B Ak chcete vybrat viacero nesusediacich jamiek, podrzte klaves Control a kliknite na
jednotlivé jamky.

B Akchcete vybrat cely stipec s rovnakym typom vzorky, kliknite na &islo stipca.
B Ak chcete vybrat cely riadok, kliknite na €islo daného riadka.
3. Vpravom paneli vyberte nazov z rozbalovacieho zoznamu Target Name (Nazov ciela) pre kazdy

vybrany fluorofor.

Load Target Mame
] FaM

[] SYER

4. Zopakuijte Krok 3 pre kazdu jamku alebo skupinu jamiek, ktorym sa musi priradit ciel.
Tip: Ku kazdému vybranému fluoroforu mézete priradit rovnaky alebo iny nazov ciefa.

5. Kliknutim na tlac¢idlo OK prijmite zmeny a ulozte platniku.

Ak chcete odstranit’ nazov ciela

» Ak chcete odstranit nazov ciela z vybranej jamky alebo skupiny jamiek, zruste zaciarknutie
kontrolnej znacky Load (Nacitat).

Délezité upozornenie: Odstranenie nazvu ciefa z jamky tiez odstrani jeho priradeny fluorofor.
Budte opatrni pri odstranovani nazvu ciefa z jamky.

Pridanie nazvu ciela do zoznamu

» Ak chcete pridat nazov ciela do rozbalovacieho zoznamu, vykonaijte jeden z nasledujtcich
krokov:

B Vrozbalovacom zozname Target Name (Nazov ciela) zadajte nazov a stlacte tlacidlo Enter.

Tip: Nazvy cielov, ktoré pridate do jedného zoznamu, sa zobrazia vo vSetkych
ostatnych cielovych zoznamoch.

B Kliknite na zeleny symbol + napravo od rozbalovacieho zoznamu, zadajte nazov ciefa a
stlacte Enter.

B Kliknite na polozku User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) na paneli nastrojov a
pridajte nazov do kniznice Target Names (Nazvy cielov) na karte Plate (Platnicka).
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Délezité upozornenie: Nazvy ciefov, ktoré pridate do rozbalovacieho zoznamu, su k
dispozicii iba pre aktualnu platni¢ku a len vtedy, ak nazov priradite jamke a uloZite rozloZenie
platni€ky. Ak nepriradite nazov jamke a ulozite rozloZenie platnicky, nazov sa neulozi a
nebude k dispozicii na pouzitie v buducnosti. Ak chcete natrvalo priradit nazov ciela, tiez ho
pridajte do kniznice Target Names (Nazvy cielov) pomocou dialégového okna User
Preferences (Pouzivatelské preferencie). Nazvy, ktoré pridate do kniznice, su k dispozicii po
opatovnom otvoreni Plate Editor (Editor platnicky). Viac informacii uvadza ¢ast Nastavenie
predvolenych parametrov platni¢ky na strane 69.

Ak chcete odstranit’ nazov ciela zo zoznamu
1. Kliknite na polozku User Preferences (Pouzivatelské preferencie) v paneli nastrojov.

Zobrazi sa dialégové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie) s kartou Plate
(Platnicka).

2. Vkniznici Target Names (Nazvy cielov) na karte Plate (Platni¢ka) vyberte nazov, ktory chcete
odstranit, a stlacte tlacidlo Delete (Odstranit).

3. Kliknutim na tla€idlo OK uloZte zmeny a zatvorte dial6gové okno User Preferences
(Pouzivatelské preferencie).

Dolezité upozornenie: Nemdzete odstranit nazvy cielov, ktoré ste ulozili so siborom
platniky. Vlastné nazvy, ktoré pridate do rozbalovacieho zoznamu Target Names (Nazvy
cielov) a nepouzijete ich ani neulozite s platnickou, sa automaticky odstrania zo zoznamu.
Nazvy, ktoré odstranite z kniznice Target Names (Nazvy cielov), sa natrvalo odstrania zo
softvéru a uz nie su k dispozicii pouzivatefom. Pri odstrafiovani nazvov cielov postupuijte
opatrne.

Priradenie nazvu vzorky k jamkam

Poznamka: Ak chcete priradit nazov vzorky, musite vybratym jamkam priradit aspori jeden
fluorofor. Ak vybrané jamky nemaju priradeny fluorofor, rozbalovaci zoznam Sample Names
(Nazvy vzoriek) je deaktivovany. Dal$ie informacie o priradeni fluoroforov najdete v &asti
Priradenie ciela k jamkam na strane 122.

Tip: Jednej jamke alebo skupine jamiek mézete priradit’ iba jeden nazov vzorky.
Ak chcete priradit’ nazov vzorky jamke alebo skupine jamiek

1.V aplikacii Plate Editor (Editor platni¢ky) sa uistite, ze sa jamke alebo skupine jamiek priradil
fluorofor.

2.V paneli platni¢ky vyberte jamku alebo skupinu jamiek.

3.V pravom paneli vyberte nazov v rozbalovacom zozname Sample Names (Nazvy vzoriek).
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Sample Type w

Unknown

NTC

Positive Contral
Megative Control

NRT

4. Zopakuijte Krok 3 pre kazdu jamku alebo skupinu jamiek, ktorym sa musi priradit nazov vzorky.

5.  Kliknutim na tla¢idlo OK prijmite zmeny a ulozte platnicku.
Ak chcete odstranit’ nazov vzorky

» Ak chcete odstranit nazov vzorky z vybranej jamky alebo skupiny jamiek, zruste zaciarknutie
prislusného zaciarkavacieho policka Load (Nacitat).

Ak chcete pridat’ nazov vzorky do zoznamu

» Ak chcete pridat nazov vzorky do rozbalovacieho zoznamu, vykonajte jeden z nasledujucich
krokov:

B Vrozbalovacom zozname Sample Names (Nazvy vzoriek) zadajte nazov a stlacte tlacidlo
Enter.

m  Kliknite na zeleny symbol + napravo od rozbalovacieho zoznamu a zadajte nazov vzorky.

B Na paneli s nastrojmi kliknite na polozku User Preferences (Pouzivatel'ské preferencie) a
pridajte nazov do kniznice Sample Names (Nazvy vzoriek) na karte Plate (Platni¢ka).

Délezité upozornenie: Nazvy vzoriek, ktoré pridate do rozbalovacieho zoznamu, su k
dispozicii iba pre aktualnu platni¢ku a len vtedy, ak nazov priradite jamke a ulozite rozlozenie
platni¢ky. Ak nepriradite ndzov jamke a uloZite rozloZenie platnicky, ndzov sa neulozZi a
nebude k dispozicii na pouzitie v buducnosti. Ak chcete natrvalo priradit ndzov vzorky, tiez
ho pridajte do kniznice Sample Names (Nazvy vzoriek) pomocou dialégového okna User
Preferences (Pouzivatel'ské preferencie). Nazvy, ktoré pridate do kniznice, su k dispozicii po
opatovnom otvoreni Plate Editor (Editor platnicky). Viac informacii uvadza ¢ast Nastavenie
predvolenych parametrov platni¢ky na strane 69.

Ak chcete odstranit’ nazov vzorky zo zoznamu
1. Kliknite na poloZku User Preferences (Pouzivatelské preferencie) v paneli nastrojov.

Zobrazi sa dialégové okno User Preferences (Pouzivatelské preferencie) s kartou Plate
(Platnicka).
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2.V kniznici Sample Names (Nazvy vzoriek) na karte Plate (Platnicka) vyberte nazov, ktory chcete
odstranit, a stlacte tlaCidlo Delete (Odstranit).

3. Kliknutim na tla¢idlo OK uloZte zmeny a zatvorte dial6gové okno User Preferences
(Pouzivatelské preferencie).

Dolezité upozornenie: NembzZete odstranit nazvy vzoriek, ktoré ste ulozili so suborom
platniky. Vlastné nazvy, ktoré pridate do zoznamu Sample Names (Nazvy vzoriek) a
nepouzijete ich ani neulozite s platni¢kou, sa automaticky odstrania z rozbalovacieho
zoznamu. Nazvy, ktoré odstranite z kniznice Sample Names (Nazvy vzoriek), sa odstrania zo
softvéru a uz nie su k dispozicii pouzivatelom. Pri odstranovani nazvov vzoriek postupujte
opatrne.

Priradenie biologickych suprav k jamkam

Poznamka: Ak chcete priradit biologicku stpravu, musite vybratym jamkam priradit aspor jeden
fluorofor. Priradenie fluoroforu aktivuje rozbalovaci zoznam Biological Set Name (Nazov
biologickej stipravy). Dalsie informacie o priradeni fluoroforov najdete v &asti Priradenie ciela k
jamkam na strane 122.

Tip: KaZdej jamke alebo skupine jamiek mézZete priradit jednu biologicku supravu.
Ak chcete priradit’ biologicku supravu jamke alebo skupine jamiek

1.V moznostiach polozky View (Zobrazit) v spodnej Casti okna Plate Editor (Editor platnic¢ky) zaciarknite
zaciarkavacie polic¢ko Biological Set (Biologicka suprava).

2.V aplikacii Plate Editor (Editor platnicky) sa uistite, Ze sa jamke alebo skupine jamiek priradil
fluorofor.

3. 'V paneli platni¢ky vyberte jamku alebo skupinu jamiek.

4. Na pravom paneli vyberte v rozbalovacom zozname Biological Set Name (Nazov biologickej
supravy).

CFX Manager Dx software automaticky zvoli zaciarkavacie policko Load (Nacitat).

Load Biclogical Set Name

O
THr

| mmrd

5. Zopakujte Krok 4 pre kazdu jamku alebo skupinu jamiek, ktorym sa musi priradit’ biologicka
sUprava.

6. Kliknutim na tla€idlo OK prijmite zmeny a uloZte platni¢ku.
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Tip: Priradenie nazvov biologickych suprav k jamkam aktivuje polozku Biological Set
Analysis Options (MozZnosti analyzy biologickych suprav) v dialdgovom okne Experiment
Settings (Nastavenia experimentu), kde mézete vykonat analyzu vzoriek v jednej zo Styroch
konfiguracii. Viac informacii uvadza ¢ast Zmena nastaveni experimentov na strane 132.

Ak chcete odstranit’ biologicku supravu

» Ak chcete odstranit biologicku sUpravu z vybranej jamky alebo skupiny jamiek, zruste vyber
zacCiarkavacieho policka Load (Nacitat).

Ak chcete pridat’ biologicku stupravu do zoznamu

» Ak chcete pridat biologicku stpravu do rozbalovacieho zoznamu, zadajte nazov do
rozbalovacieho okna Biological Set Name (Nazov biologickej supravy) a stlacte tlacidlo Enter.

Doélezité upozornenie: Nazvy biologickych suprav, ktoré pridate do rozbalovacieho
zoznamu, su k dispozicii iba pre aktualnu platni¢ku a iba vtedy, ak priradite nazov k jamke a
ulozite rozloZenie platni¢ky. Ak nepriradite nazov k jamke a uloZite rozloZenie platnicky,
nazov sa neulozi a nebude k dispozicii na pouzitie v buducnosti.

Ak chcete zobrazit’ vSetky biologické supravy na platnicke

» (Zobrazit biologické skupiny) Zaciarknite zaciarkavacie poli¢ko Biological Set (Biologicka
suprava) v moznostiach View (Zobrazit) v spodnej €asti okna Editor.

View
Sample [ Well Group Biological Set  [] Well Note

VSetky jamky zobrazia svoj nazov prislusnej biologickej supravy, ak je priradeny. Ovladaci prvok
Biological Set Name (Nazov biologickej supravy) sa zobrazuje v pravom paneli.

Ak chcete skryt biologické skupiny, zruste zaciarknutie zaciarkavacieho poli¢ka Biological Set
(Biologicka suprava) v moznostiach polozky View (Zobrazit) .
Priradenie cCisiel replikatov jamkam

Délezité upozornenie: Ak chcete priradit Cisla replikatov, vybrané jamky musia mat rovnaky
obsah. To znamena, ze vybrané jamky musia mat rovnaky typ vzorky a fluorofor. Ak je to vhodné,
musia mat priradené rovnaké nazvy ciefov a vzoriek a rovnaku biologicku supravu. Ak nie su
rovnaké, CFX Manager Dx software tuto moznost nepovoli.

Ak chcete priradit’ Cisla replikatov skupine jamiek
1.V aplikacii Plate Editor (Editor platni€ky) sa uistite, Ze obsahy skupiny jamiek st rovnaké.

2.V paneli platnicky vyberte ciefovu skupinu jamiek.
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3. Ak chcete priradit rovnaké &isla replikatov véetkym vybranym jamkam, v &asti Replicate # (C.
replikatu) v pravom paneli zadajte do policka &islo replikatu a vyberte poloZzku Load (Naditat).

Load Replicate #
3 :

Replicate Series

4. (Volitelné) Ak chcete aplikovat sériu replikatov na subor vybranych jamiek:

a. Kiliknite na polozku Replicate Series (Série replikatov). Cast Replicate # (C. replikatu) sa
zmeni tak, aby zobrazovala nasledujuce moznosti:

Replicate Size: |1

Starting Replicate #: |1

(® Horizontal (=
() Vertical %

Cancel Apply

B Replicate size (Velkost replikatu) — Eislo, ktoré predstavuje pocet jamiek v kazdej
skupine replikatov

B Starting replicate # (C. podiato&ného replikatu) — prvé &islo v sérii replikatov pre
vybranu skupinu replikatov

Poznamka: CFX Manager Dx software predvolene zobrazuje &islo pociato€ného
replikatu ako jedno Cislo, ktoré je vacsie ako posledné &islo replikatov priradené na
platnicke. Ak je napriklad posledné ¢islo replikatov v platniCke pat, dalSie pociatocné
Cislo je Sest. Pociatocné Cislo mézete zmenit' na lubovolné Cislo, ktoré este nie je
priradené.

B Smer naditania (horizontalny alebo vertikalny)

b. Kliknutim na polozku Apply (Pouzit) pouZzijete parametre na sériu a vratite sa na zobrazenie
Replicate # (C. replikatu).

5. Kliknutim na tla¢idlo OK prijmite zmeny a ulozte platniCku.
Ak chcete odstranit’ jamku zo série replikatov

» Vyberte jamku alebo skupinu jamiek, ktoré sa maju odstranit, a zvolte zaciarkavacie policko
Replicate # Load (Nacitat €. replikatu).

Pripadne mézete kliknut na polozku Clear Replicate # (Vymazat €. replikatu) a vymazat Cislo
replikatu z vybranej jamky alebo skupiny jamiek.
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Priradenie série riedeni k Standardnym typom vzoriek

Ako uz bolo uvedené, vietkym jamkam so vzorkou Standardného typu musi byt priradena hodnota
koncentracie. Sériu riedeni mézete priradit’ viacerym jamkam so vzorkou Standardného typu.

Poznamka: Aby bolo mozné priradit sériu riedeni skupine jamiek, jamky sa musia zahrnut do
série replikatov. DalSie informacie o pridavani jamiek do série replikatov najdete v &asti Priradenie
Cisiel replikatov jamkam na strane 127.

Ak chcete priradit’ sériu riedeni skupine jamiek standardného typu
1. V aplikacii Plate Editor (Editor platniky) sa uistite, Ze su splnené nasledujuce podmienky:
B Typ vzorky pre skupinu je Standard (Standardny).

B VSetkym jamkam v skupine je priradeny aspori jeden fluorofor a vSetky obsahuju rovnaky
fluorofor.

B VsSetky jamky v skupine su zahrnuté v rovnakej sérii replikatov.

Poznamka: CFX Manager Dx software povoli moznost Dilution Series (Séria riedeni)
iba v pripade, ak vSetky vybrané jamky spifaju tieto kritéria.
2.V paneli platnicky vyberte cielovu skupinu jamiek.

3. V ¢asti Concentration (Koncentracia) v pravom paneli kliknite na polozku Dilution Series (Séria
riedeni). Cast Concentration (Koncentracia) sa zmeni tak, aby zobrazovala nasledujlce
moznosti:

Starting Concentration: |1.00E+06

Replicates from: |9

to: |16 =

Ak

Dilution Factor: 10,000 =
() Increasing (@) Decreasing
<Allz

Cancel Apply

B Starting concentration (Pociato¢na koncentracia) — hodnota koncentracie, z ktorej séria
zacina

B Replicates from and to (Replikaty od a do) — replikaty v sérii, na ktoré sa pouzije faktor
riedenia

®  Dilution factor (Faktor riedenia) — mnoZstvo na zmenu koncentracie v ramci kazde;j
skupiny replikatov
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Nastavte hodnoty pre volby alebo akceptujte predvolené hodnoty.

Standardne sa riediaca séria znizuje o riediaci faktor. Vyberom poloZky Increasing (Zvy$enie)
zvysite sériu riedeni.

(Volitelné) Faktor riedenia sa predvolene pouzije na vSetky fluorofory v sérii replikatov. Ak vasa

séria obsahuje viac ako jeden fluorofor a chcete pouzit riedenie na jeden fluorofor, vyberte ho z
rozbalovacieho zoznamu.

Kliknutim na polozku Apply (Pouzit) pouzijete sériu riedeni a vratite sa na zobrazenie
Concentration (Koncentracia).

Kliknutim na tlagidlo OK prijmite zmeny a ulozte platni¢ku.

Kopirovanie obsahu jamky do inej jamky

Obsah jamky mézete kopirovat a prilepit do jedného alebo viacerych jamiek. Mézete vSak kopirovat
obsah iba jednej jamky. Nemo&zete vybrat viacero jamiek a kopirovat ich obsah.

Kopirovanie obsahu jamky do inej jamky

1.

2.

V paneli platni¢ky vyberte jamku, ktoru chcete skopirovat.

Pravym tlacidlom mysi kliknite na jamku a vyberte polozku Copy Well (Kopirovat jamku).
Vyberte jamku alebo skupinu jamiek, do ktorych chcete skopirovat obsah:

B Ak chcete vybrat jednu jamku, kliknite na jamku.

B Ak chcete vybrat viacero prilahlych jamiek, kliknite na jamku a presufite ju na ciefovu jamku.

B Ak chcete vybrat viacero nesusediacich jamiek, podrzte klaves Control a kliknite na
jednotlivé jamky.

Vyberte cielové jamky, kliknite pravym tla¢idlom mysi a vyberte polozku Paste Well (Prilepit
jamku).

CFX Manager Dx software prilepi obsah prvej jamky do vybranych jamiek.

Pridanie poznamky k jamke

K jamke mozete pridat’ popisnd poznamku. Poznamky k jamkam mézete zobrazit na karte
Quantification (Kvantifikacia) v okne Data Analysis (Analyza dat).

Pridanie poznamky k jamke

1.
2.

V paneli platni¢ky vyberte jamku alebo jamky, do ktorych chcete pridat poznamku.

V Casti View (Zobrazit) v spodnom paneli vyberte polozku Well Note (Poznamka k jamke).
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V pravom paneli sa zobrazi oblast Well Note (Poznamka k jamke).

Well Note

<none> v ‘

3. Napiste obsah poznamky do textového pola a stlacte tlaCidlo Enter.
Text sa zobrazi v dolnej €asti vybranych jamiek.
Tip: Ak ste predtym vytvorili poznamku k jamke, mézete ju vybrat z rozbalovacieho zoznamu
a pouzit na vybrané jamky.

Vymazanie vSetkého obsahu z jamiek

Mézete vymazat obsah jednej jamky, skupiny jamiek alebo celej platni¢ky. Vymazanie jamiek
neodstrani fluorescencné data zhromazdené pocas Citania platnicky.

Vymazanie jamky natrvalo odstrani obsah z jamky. Pri odstrafiovani jamiek postupujte opatrne.

Ak chcete vymazat’ vSetky nastavenia jamiek

1.V aplikacii Plate Editor (Editor platni¢ky) v paneli platni¢ky vyberte jamku alebo skupinu jamiek:
B Ak chcete vybrat jednu jamku, kliknite na jamku.
B Ak chcete vybrat viacero prilahlych jamiek, kliknite na jamku a presurite ju na cielovu jamku.

B Ak chcete vybrat viacero nesusediacich jamiek, podrzte klaves Control a kliknite na
jednotlivé jamky.

B Akchcete vybrat cely stipec s rovnakym typom vzorky, kliknite na &islo stipca.
B Ak chcete vybrat cely riadok, kliknite na Cislo daného riadka.

2.V pravej table kliknite na polozku Clear Wells (Vymazat jamky).
CFX Manager Dx software vymaze vSetky nastavenia vybranych jamiek.

3. Kliknutim na tlacidlo OK prijmite zmeny a ulozte platnicku.
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Zmena nastaveni experimentov

Pouzite dial6gové okno Experiment Settings (Nastavenia experimentu) na zobrazenie alebo zmenu
zoznamu cielov alebo vzoriek alebo vyber analyzy skupiny expresie génu a moznost analyzy, ak ste
priradili biologické skupiny k jamkam na platnicke.

V dialégovom okne Experiment Settings (Nastavenia experimentu) karta Targets (Ciele) zobrazuje
zoznam cielovych mien pre kazdu reakciu PCR, napriklad cielovy gén alebo sledované génové
sekvencie.

Karta Samples (Vzorky) zobrazuje zoznam nazvov vzoriek, ktoré oznacuju zdroj ciela, ako napriklad
vzorka odobrata v 1 hour (1Hr) (1 hodina) alebo od $pecifického jedinca (mouse1) (mys$1).

Zmena nastaveni platnicky pomocou dialégového okna Experiment Settings (Nastavenia
experimentu)

1. Ak chcete otvorit dialégové okno Experiment Settings (Nastavenie experimentu), vykonajte jeden
z nasledujucich krokov:

BV pravom okienku v Plate Editor (Editor platnicky) kliknite na Experiment Settings
(Nastavenia experimentu).

B Na karte Gene Expression (Expresia génu) v okne Data Analysis (Analyza dat) kliknite na
polozku Experiment Settings (Nastavenia experimentu).

Zobrazi sa dial6gové okno Experiment Settings (Nastavenia experimentu), v ktorom sa zobrazi
obsah karty Targets (Ciele).

132 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Zmena nastaveni experimentov

Experiment Settings

Targets  Samples

Mame a Full Name Reference S;::;;E
1 (R S
l GAPDH GAPDH B [
Mew: | Add
[] Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample w

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [] NRT [] Megative Control [ ] Posttive Cortrol [ ] Standard

Cancsl

Ak chcete pridat novy nazov ciela alebo vzorky, na prisluSnej karte zadajte nazov do textového
pol'a New (Novy) a kliknite na polozku Add (Pridat).

Ak chcete zo zoznamu odstranit jeden alebo viac nazvov ciela alebo vzorky zo zoznamu, na
prislugnej karte vyberte kontrolnt znagku polozky v stipci Select to Remove (Vybrat na
odstranenie) a kliknite na polozku Remove checked item(s) (Odstranit oznacené polozky).

CFX Manager Dx software vylu€uje vzorku typu NTC (bez kontroly $ablény) z analyzy génovej
expresie.

Ak chcete zahrnut typy vzoriek NTC, zruste kontrolnu znacku v ¢asti Exclude the following
sample types (Vylucit nasledujuce typy vzoriek). Vyberom prislusnej kontrolnej znacky mozete
vylugit nasledujuce typy vzoriek:

B NRT (Bez reverznej transkriptazy)

B Negative Control (Negativna kontrola)

Positive Control (Pozitivna kontrola)

Standard (Standardny)
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5.

V karte Targets (Ciele):

a.

Ak chcete vybrat ciel ako referenciu pre analyzu dat expresie génu, vyberte ho v stipci
Reference (Referencia).

b. Ak chcete skryt nastavenia analyzy, ktoré sa pouziju na karte Gene Expression (Expresia
génu) v okne Analysis Settings (Nastavenia analyzy), zru§te moznost Show Analysis
Settings (Ukazat nastavenia analyzy).

Softvér skryje nasledujuce stipce:

m  Color (Farba)

B Show Chart (Zobrazit graf)

B Auto Efficiency (Automaticka ucinnost)
B Efficiency % (Uginnost %)

c. Akchcete zmenit farbu ciela ako je zobrazené v grafe Gene Expression (Expresia génu),
kliknite na jeho bunku v stipci Color (Farba) a vyberte novt farbu v zobrazenom dialégovom
okne Color (Farba) a kliknite na OK.

d. Akchcete zobrazit ciel vo zvolenej farbe v grafe Gene Expression (Expresia génu), vyberte
ich kontroln( zna&ku v stipci Show Chart (Zobrazit graf).

e. Predvolene CFX Manager Dx automaticky vypocita relativnu u€innost ciela, ak jeho udaje
obsahuju Standardnu krivku.

Ak chcete pouzit predtym uréent hodnotu uginnosti, zadajte hodnotu do bunky v stipci
Efficiency (%) (Uginnost %) a stlaéte klaves Enter. CFX Manager Dx odstrani kontrolni
znacku Auto Efficiency (Automaticka ucinnost).

Na karte Samples (Vzorky):

a. Akchcete vybrat vzorku ako kontrolnu vzorku pre analyzu dat expresie génu, vyberte jej
kontrolnt znagku v stipci Control (Kontrolna vzorka).

b. Ak chcete priradit kontrolni podmienku pre vzorku k chodu, kliknite na jej kontrolnt znacku v
stipci Control (Kontrolna).

c. Akeste nie je vybraté, kliknite na poloZzku Show Analysis Settings (Zobrazit nastavenia

analyzy), aby ste zobrazili alebo zmenili parametre analyzy, ktoré sa pouziju na karte Gene
Expression (Expresia génu). Softvér skryje stipce Color (Farba) a Show Chart (Zobrazit
graf).
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7. Ak ste priradili jednu alebo viac biologickych skupin do jamiek na platnicke (pozrite si Priradenie
biologickych suprav k jamkam na strane 126), vyberte jednu z nasledujucich moznosti zo zoznamu
Biological Set Analysis Options (Biologické moznosti nastavenia analyzy):

B Target vs. Sample (Ciel v porovnani so vzorkou) — Pri vypoctoch expresie génu sa pouzije
iba nazov vzorky v jamke.

B Target vs. Biological Set (Ciel v porovnani s biologickou supravou) — Pri vypoctoch
expresie génu sa pouzije iba jeden nazov biologickej supravy.

B Target vs. Sample_Biological Set (Ciel v porovnani so vzorkou a biologickou supravou) —
Nazov vzorky a nazov biologického suboru sa skombinuju, aby sa vytvoril jeden nazov na
pouzitie vo vypoctoch.

B Target vs. Biological Set_Sample (Ciel v porovnani s biologickou supravou a vzorkou) —
Nazov biologickej supravy a nazov vzorky sa skombinuju, aby sa vytvoril jeden ndzov na
pouzitie vo vypoctoch.

8. Kliknutim na tlacidlo OK ulozte parametre do dialégového okna Experiment Settings (Nastavenia
experimentu) and a vratte sa do okna Plate Editor (Editor platnicky).

Vytvaranie skupin jamiek

Skupiny jamiek rozdeluju samostatnu platni¢ku na podskupiny jamiek, ktoré sa mézu nezavisle
analyzovat v okne Data Analysis (Analyza dat). Po nastaveni skupin jamiek vyberte skupinu v okne
Data Analysis (Analyza dat), aby ste data analyzovali ako nezavislu skupinu. Nastavte skupiny jamiek,
aby ste napriklad analyzovali chody viacerych experimentov na jednej platnicke alebo analyzovali
jednotlivé skupiny jamiek s inou Standardnou krivkou.

Poznamka: Predvolena skupina jamiek je All Wells (V3etky jamky).
Vytvorenie skupiny jamiek

1. Aby ste otvorili okno Well Groups Manager (Spravca skupin jamiek), vykonajte jeden z
nasledujucich krokov:

BV paneli nastrojov aplikacie Plate Editor (Editor platni¢ky) kliknite na polozku Well Groups
(Skupiny jamiek).

BV okne Data Analysis (Analyza dat) kliknite na polozku Manage Well Groups (Sprava skupin
jamiek).

Zobrazi sa dialégové okno Well Groups Manager (Spravca skupin jamiek).
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Well Groups Manager

Add Group 1 w Delete
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12
A | Stdl || Std2 || Std3
E | 5td3 || Std3 || 5td3
C MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
n [ [
E MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
F MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
G
H

QK Cancel

2. Kliknutim na polozku Add (Pridat). Rozbalovacia ponuka zobrazuje nazov prvej skupiny ako
Group 1 (Skupina 1).

3. Kliknutim a potiahnutim cez skupinu jamiek vyberte jamky pre skupinu jamiek v zobrazeni
platni€ky. Vybrané jamky sa v aplikacii Manager (Spravca) zobrazuju modrou farbou.

4. (Volitelné) Ak chcete zmenit nazov skupiny, vyberte jej nazov v rozbalovacej ponuke a zadajte
Novy nazov.

5. (VoliteIné) Ak chcete odstranit skupinu jamiek, vyberte jej nazov v rozbalovacom zozname a
kliknite na polozku Delete (Odstranit).

6. Kliknutim na polozku OK dokongite a zatvorte okno alebo kliknutim na polozku Cancel (Zrusit)
zatvorte okno bez vykonania zmien.

Dolezité upozornenie: Ak chcete zobrazit skupiny jamiek, vyberte polozku Well Groups
(Skupiny jamiek) v moznostiach polozky View (Zobrazit) v spodnej €asti okna aplikacie Plate
Editor (Editor platnicky).
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Vytvaranie skupin jamiek

Polozky menu dostupného po kliknuti pravym tlacdidlom mysi dialégového okna
Well Groups Manager (Spravca skupin jamiek)

Tabulka 13 uvadza polozky menu, ktoré su k dispozicii v dialdgovom okne Well Groups Manager
(Spravca skupin jamiek), ked kliknete pravym tlacidlom mysi na fubovolnu jamku.

Tabulka 13. Polozky menu dostupného po kliknuti pravym tla¢idlom mysi v
dialégovom okne Plate Editor Well Selector (Selektor jamiek v editore platnicky)

Polozka

Copy (Kopirovat)

Funkcia

Skopiruje obsah jamiek, ktory sa nasledne moze vlozit do
inej jamky/inych jamiek.

Copy as Image (Kopirovat ako
obrazok)

Skopiruje zobrazenie selektora jamiek ako obrazok.

Print (Tlac)

Vytla¢i zobrazenie selektora jamiek

Print Selection (Tla¢ vybranych
poloziek)

Vytlaci iba vybrané bunky.

Export to Excel (Export do
programu Excel)

Exportuje udaje do tabulkového procesora programu
Excel.

Export to Csv (Export do
formatu Csv)

Exportuje Uudaje do Ciarkami rozdeleného dokumentu.

Export to Xml (Export do
forméatu Xml)

Exportuje Gdaje ako dokument vo formate .xml.

Export to Html (Export do
formatu Html)

Exportuje Udaje ako dokument vo formate .Html.
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Kapitola 7 Priprava platniciek

Zmena stylov stép

Pocas nastavenia platnicky a po¢as chodu mézete zmenit farbu a Styl stdp zosilnenia. Po¢as
zhromazdovania udajov potom mézete jednoducho zobrazit stopy v stavovom okne v realnom &ase.

Zmena Stylov stép

1. Kliknite na Trace Styles (Styly stdp) na paneli nastrojov Plate Editor (Editor platnigky).

Dialédgové okno Trace Styles (Styly stép) sa otvori pre otvorenie platniéky, napriklad:

Trace Styles a

Fluorophore: Wlls Color Symbol

Well Labels: ®) Sample Type (O Target Name () Sample Name () Symbol

~ | | Unknowns ~ None ~

Color Quick Set
Random by Well | | Random by Replicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors | | Use Sample Colors

OK Cancel

2. Ak chcete zobrazit $tyly stdp konkrétnym fluoroforom, vyberte ho z rozbalovacej ponuky
Fluorophores (Fluorofory).

3. Zmena zobrazenia stopy:

a.

b.

Vyberte typ stopy z rozbalovacieho zoznamu Wells (Jamky).
Kliknite na jeho farbu v stipci Color (Farba).

V zobrazenom dialdgovom okne Color (Farba), vyberte int farbu stopy a kliknite na tlacidlo
OK.

Zmena typu jamKy sa zobrazi v mriezke niZ3ie.

(Volitelné) Z rozbalovacieho zoznamu Symbols (Symboly) vyberte symbol pre stopu.
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Zmena Stylov stop

4. Ak chcete rychlo zmenit' set farieb, kliknite na prislusnu volbu v €asti Color Quick Set (Rychle
nastavenie farby).

5. Ak chcete zobrazit oznacenia v mriezke, vyberte typ oznacenia v Easti Well Labels (Oznacenia
jamiek).

6. Kliknutim na OK ulozite zmeny alebo na Cancel (Zrusit), ak chcete zmeny zrusit.
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Kapitola 7 Priprava platniciek

Prezeranie platnicky vo formate tabulkového procesora

Nastroj Spreadsheet View/Importer (Zobrazenie/import tabulkového procesora) zobrazi obsah
platnic¢ky vo formate tabulkového procesora. M6Zete pouZit nastroj Spreadsheet View/Importer
(Zobrazenie/import tabulkového procesora) na exportovanie obsahu jamky vo formate oddelenom
tabulatormi do aplikacie, ako je napriklad Microsoft Excel. Obsah jamky mozete tiez importovat z

aplikacie oddelenej tabulatormi.

Pouzitie nastroja Spreadsheet View/Importer (Zobrazenie/import tabulkového procesora)

1. Na paneli nastrojov Plate Editor (Editor platnicky) kliknutim na Spreadsheet View/Importer
(Zobrazenie/import tabulkového procesora) otvorite dialdgové okno Plate Spreadsheet View

(Zobrazenie tabulkového procesora platnicky).

Plate Spreadsheet View

Fluors List: |SYBR ~ Export Template Import
Row & Column &1 Sample Type Replicate # “Target Name “Sample Name | Starting Quantity LUnits

D 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number

D 11 Std 11 Tubulin dil-11 LOODE+006  copy number

D 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number

E 1 Std 1 Actin dil-1 LO0DE+002  copy number

E 2 Std 2 Actin dil-2 1.000E+003  copy number

E 3 Std 3 Actin dil-3 L.O0DE+004  copy number

E 4 Std 4 Actin dil-4 1.00DE+005  copy number

E 5 Std 5 Actin dil-5 1.000E+006  copy number

E 3 Std 3 Actin dil-6 1.00DE+007  copy number

E 7 Std 7 Tubulin di-7 1.000E+002  copy number

E 8 Std 8 Tubulin dil-& LOODE+003  copy number

E 9 Std 9 Tubulin dil-9 1.000E+004  copy number

E 10 Std 10 Tubulin dil-10 LOODE+005  copy number

E 11 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number

E 12 Std 12 Tubulin dil-12 LOODE+007  copy number
[] Show Biclogical Set Name  [] Show Well Note 0K Cancel

2. Dialégové okno Spreadsheet View (Zobrazenie tabulkového procesora) zobrazi obsah v
platnic¢ke pre jeden fluorofor. Ak chcete zobrazit obsah platni¢ky pre iny fluorofor, vyberte ho z

rozbalovacieho zoznamu Fluors List (Zoznam fluoroforov).

3. Kliknutim na Export Template (Exportovat Sablonu) exportujete Sablénu platni¢ky do tabulkového
procesora v subore Excel (format .csv). Tuto Sablénu mézete upravit na importovanie informacii o

obsahu jamiek.

4. (Volitelné) Kliknutim na polozku Import (Importovat) importujete obsah jamky zo stuboru

oddeleného ¢iarkou.
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Prezeranie platni¢ky vo formate tabulkového procesora

5. Ak chcete tabulkovy procesor usporiadat podia tdajov v konkrétnom stipci, kliknite na trojuholnik
vedla nazvu stipca.

Tip: Obsah lubovolnej bunky mézete upravit v stipci, ktory obsahuje hviezdigku (*) vedia
nézvu stipca (napriklad *Target Name (*Nazov ciela)).

Poznamka: V stipci Quantity (MnoZstvo) vyberte jednotky pre tdaje $tandardnej krivky otvorenim
Plate Editor (Editor platniCky) a vyberom Settings (Nastavenia) > Units (Jednotky) na paneli s
ponukami. Po dokonceni chodu platni¢ky sa udaje z tychto Standardov zobrazia v grafe Standard
Curve (Standardna krivka) na karte Quantification (Kvantifikacia) v okne Data Analysis (Analyza
dat) s jednotkami, ktoré vyberiete.

Polozky menu dostupného po kliknuti pravym tladidlom mysi nastroja Plate
Spreadsheet View/Importer (Zobrazenie/import tabulkového procesora
platnicky)

Tabulka 14 zobrazi polozky menu, ktoré su k dispozicii v nastroji Spreadsheet View/Importer

(Zobrazenie/import tabulkového procesora), ked kliknete pravym tla€idlom mysi na lubovolnu jamku v
pristroji.

Tabulka 14. Polozky menu dostupného po kliknuti pravym tlaéidlom mysi v nastroji
Plate Spreadsheet View/Importer (Zobrazenie/import tabulkového procesora
platnicky)

Polozka Funkcia

Copy (Kopirovat) Skopiruje cely tabulkovy procesor.

Copy as Image Ulozi tabulkovy procesor ako subor s obrazkom.
(Kopirovat ako

obrazok)

Print (Tlac) Vytlaéi tabulkovy procesor.

Print Selection (Tla¢ Vytlagi iba vybrané bunky.

vybranych poloZiek)

Export to Excel (Export Exportuje stbor do tabulkového procesora programu Excel.
do programu Excel)

Export to CSV (Export Exportuje subor ako subor .csv.
do formatu CSV)

Export to Xml (Export Exportuje subor ako subor .xml.
do formatu Xml)
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Kapitola 7 Priprava platniciek

Tabulka 14. Polozky menu dostupného po kliknuti pravym tla€idlom mysi v nastroji
Plate Spreadsheet View/Importer (Zobrazenie/import tabulkového procesora
platni¢ky), pokracovanie

Polozka Funkcia

Export to Html (Export Exportuje subor ako subor .html.
do formatu Html)

Find (N&jst) Vyhrada konkrétny text.

Sort (Usporiadat) Usporiada tabulkovy procesor vyberom maximalne troch stipcov
dat v okne Sort (Usporiadat).
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Vytvorenie rozloZenia platnicky pomocou Plate Setup Wizard (Sprievodca nastavenim platnicky)

Vytvorenie rozlozenia platnicky pomocou Plate Setup
Wizard (Sprievodca nastavenim platni¢ky)

Setup Wizard (Sprievodca nastavenim) mézete pouzit na zadanie informacii o rozlozeni platnicky,
ktoré su potrebné pre normalizovanu analyzu expresie génu vratane:

B Nazvy cielov

B Nazvy vzoriek

B Umiestnenie cielov a vzorky na platnicke
B Referencny gén(y)

m  Kontrolna vzorka

Aplikaciu Setup Wizard (Sprievodca nastavenim) mdzete pouzit pred, po€as alebo po dokonéeni
chodu.

Pouzivanie aplikacie Setup Wizard (Sprievodca nastavenim)
platnicky

Tato Cast popisuje spdsob vytvorenia rozlozenia platni¢ky pomocou aplikacie Setup Wizard
(Sprievodca nastavenim) platnicky. Ak chcete jednoduchsie zobrazit’ obsah jednotlivych jamiek na

platni¢ke, kliknite na polozku Zoom plate (PribliZit platni¢ku) v hornej €asti aplikacie Setup Wizard
(Sprievodca nastavenim).

Dolezité upozornenie: Ak sa vratite na kartu Auto layout (Automatické rozlozenie), ked sa
nachadzate na akejkolvek inej karte v aplikacii Setup Wizard (Sprievodca nastavenim),
rozlozenie platniCky sa resetuje. Pri vybere tejto karty davajte pozor.

Tip: Rozlozenie mdzete resetovat vyberom polozky Tools (Nastroje) > Clear Plate (Vymazat
platni¢ku) v aplikacii Setup Wizard (Sprievodca nastavenim).

Ak chcete pouzit’ aplikaciu Setup Wizard (Sprievodca nastavenim) platniCky

1. Otvorte aplikaciu Plate Editor (Editor platnicky).

2. Akchcete otvorit aplikaciu Setup Wizard (Sprievodca nastavenim), vyberte poloZzku Editing Tools
(Nastroje na Upravu) > Setup Wizard (Sprievodca nastavenim).

Zobrazi sa aplikacia Setup Wizard (Sprievodca nastavenim) s kartou Auto layout (Automatické
rozloZenie).
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Kapitola 7 Priprava platniciek

Setup Wizard

Tools  [] Zoom plate

Auto layout Targetnames Sample names Reference targets Control sample

1

>

o

O

o

m

-

[0)

I

2

3

4

5

6

Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample 1 | Sample 1 Sample 1 | Sample 1
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample2 | Sample2 Sample2 | Sample2
Target2 Target3 Target5 Target 6
Sample3 | Sample3 Sample3 | Sample3
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample4 | Sampled Sampled | Sample 4
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample5 | Sample5 Sample5 | Sample 5
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample 6 Sample 6 Sample6 | Sample 6
Target2 | Target3 Target5 | Target6
Sample 7 Sample 7 Sample 7 | Sample 7
Target2 Target3 Target5 Target6
Sample 8 | Sample 8 Sample 8 | Sample 8

Target9
Sample 2

Target9
Sample 3

Target9
Sample 4

Target9
Sample 5

Target9
Sample 7

Target9
Sample 8

Samples: 8

Click and drag on the plate to define the loading area.

Use selections below to generate a suggested layout.

Targets: |10 % @ Byrow O Bycolumn

% O Byrow @ Bycolumn

Groupby: @ Target O Sample

Reset plate

Colorby: @ Target O Sample

Show: [ Target [ Sample

Next Cancel

3. Nakarte Auto layout (Automatické rozlozenie) vykonajte nasledujuci krok:

a. Kliknite na jamku na mriezke a potiahnite ju, aby ste urcili oblast na platni¢ke, do ktorej
chcete nacitat vzorku.

b. Zadajte pocCet cielov a vzoriek na nacitanie.

Tip: Pocet cielov a vzoriek sa musi rovnat po¢tu vybranych buniek. Ak sa zadany poc¢et
nezmesti do zvolenej oblasti, upravte pocet alebo vybranu oblast na platnicke. M6zete

Specifikovat orientaciu poloziek na platnic¢ke a ich zoskupenie.

c. (Volitelné) Zmefite orientaciu platnicky. MdZete napriklad nastavit ciele v stipcoch a vzorky v
riadkoch alebo vykonat zoskupenie podla vzoriek.

d. Kliknutim na polozku Next (Dalej) pokradujte na kartu Target names (Nazvy cielov).

Poznamka: Ak rozlozenie platnicky nema pravidelny vzor, pomocou karty Target names
(Nazvy cielov) manualne umiestnite ciele alebo pomocou karty Sample names (Nazvy
vzoriek) manualne umiestnite vzorky na platni¢ke. Kliknutim a potiahnutim vyberte viacero

jamiek.
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Vytvorenie rozloZenia platnicky pomocou Plate Setup Wizard (Sprievodca nastavenim platnicky)

Na karte Target names (Nazvy cielov) zadefinujte nazvy cielov pre skupiny cielov:
a. Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Ak chcete premenovat ciele podla skupiny, nastavte polozku Select by (Vybrat podla)
na moznost Target (Ciel).

B Ak chcete premenovat ciele podfla jamky, nastavte polozku Select by (Vybrat podla) na
moznost Well (Jamka).

b. Vyberte cielovu skupinu alebo jamku na mriezke a zadajte nazov v rozbalovacom zozname
Target name (Nazov ciela).

Tip: Stlacenim klavesu Tab vyberte dalSiu skupinu alebo jamku napravo, alebo
stlacenim klavesu Enter vyberte dalSiu skupinu alebo jamku nizSie. Pripadne na karte
Target name (Nazov ciela) alebo Sample name (Nazov vzorky) podrzte klaves Control a
kliknutim na jamku vyberte viacero nesusediacich jamiek.

c. Kliknutim na polozku Next (Dalej) pokraduijte na kartu Sample names (Nazvy vzoriek).
Na karte Sample names (Nazvy vzoriek) zadefinujte nazvy vzoriek pre skupiny vzoriek.
Kliknutim na poloZku Next (Dalej) pokragujte na kartu Reference targets (Referen&né ciele).

Na karte Reference targets (Referenéné ciele) vyberte jeden alebo viac ciefov, ktoré sa pouziju
ako referencie pre normalizovanu expresiu génu, a kliknutim na polozku Next (Dalej) pokradujte
na kartu Control sample (Kontrolna vzorka).

Na karte Control sample (Kontrolna vzorka) vyberte jednu vzorku, ktora sa pouzije ako kontrola
pre vypocty relativnej expresie génu.

Kliknutim na tlacidlo OK ulozte rozlozenie platni¢ky a vratte sa do aplikacie Plate Editor (Editor
platnic¢ky), kde mozete dalej definovat parametre platnicky. Viac informacii uvadza ¢ast
Priradenie volitefnych parametrov k suboru platni¢ky na strane 122.

Pripadne sa kliknutim na polozku Previous (Predchadzajuce) vratte na predchadzajiucu kartu a
vykonajte zmeny.

Poznamka: Ak sa vratite na kartu Auto layout (Automatické rozlozenie), platni¢ka sa
automaticky resetuje. Pri kliknuti na polozku Previous (Predchadzajuce) davajte pozor.
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Kapitola 8 Spustanie experimentov
Tato kapitola vysvetluje, ako spustit’ viastné (pouzivatelsky definované) alebo experimenty PrimePCR

pouzitim softvéru CFX Manager Dx software.

Subor s udajmi o chode obsahuje protokol a informacie platni¢ky pre chod. Subor obsahuje aj udaje z
analyz, ktoré sa CFX Manager Dx vykonavaju po dokon&eni chodu.

CFX Manager Dx software umoznuje jednoduché nastavenie a spustenie experimentov definovanych
pouzivatelom alebo PrimePCR. Okno Run Setup (Nastavenie chodu) vas prevedie spoloc¢nymi krokmi
nastavenia experimentu, ¢o vas zavedie do dialégového okna Start Run (Spustit' chod), z ktorého
spustite chod.

Otvorenie okna Run Setup (Nastavenie chodu)
Na otvorenie okna Run Setup (Nastavenie chodu)

» Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Na karte Run Setup (Nastavenie chodu) v polozke Startup Wizard (Sprievodca spustenim)
kliknite bud’ na poloZku User-defined (Definované pouzivatefom), alebo PrimePCR.

® V okne Home (Domovské okno) na paneli nastrojov kliknite bud na polozku User-defined
Run Setup (Pouzivatelom definované nastavenie chodu), alebo PrimePCR Run Setup
(Nastavenie chodu PrimePCR).

BV okne Home (Domovské okno) vyberte bud polozku Run (Chod) > User-defined Run
(Pouzivatelfom definovany chod), alebo Run (Chod) > PrimePCR Run (Chod PrimePCR).
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Kapitola 8 Spustanie experimentov

Okno Run Setup (Nastavenie chodu)

Okno Run Setup (Nastavenie chodu) umozriuje rychly pristup k siborom a nastaveniam potrebnym
na nastavenie a spustenie experimentu. Ked sa rozhodnete spustit experiment definovany
pouzivatefom, otvori sa okno Run Setup (Nastavenie chodu) so zobrazenou kartou Protocol
(Protokol). Ked sa rozhodnete spustit experiment PrimePCR, otvori sa okno Run Setup (Nastavenie
chodu) so zobrazenou kartou Start run (Spustit chod).

Tip: Informacie o PrimePCR najdete v Casti Vykonanie experimentov PrimePCR na strane 166;
informacie o karte Start Run (Spustit chod) najdete v €asti Karta Start Run (Spustit chod) na
strane 156.

Run Setup [z
[0 Protocol (EE3) Piste wp Stat Fun @
Create New Express Load
CFX_2stepAmp prcl =

Selected Protocal

CFX_ZstepAmp prl Edt Selected

Preview

Est. Run Time: 01:09-00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 254

1 2 3 4

%0 C %0 C
f 300 010

f A 550 C 0 N
0:30 o

¥ x
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LEGENDA

Okno Run Setup (Nastavenie chodu)

Karty vam poskytuju usmernenia po¢as nastavovania a spustenia experimentu:

| Karta Protocol (Protokol) — vyberte existujuci protokol, ktory sa ma spustit
alebo upravit, alebo vytvorte novy protokol v aplikacii Protocol Editor (Editor
protokolov).

B Karta Plate (Platnicka) — vyberte existujlucu platni¢ku, ktora sa ma spustit
alebo upravit, alebo vytvorte novu platni¢ku v aplikacii Plate Editor (Editor
platnicky).

B Karta Start Run (Spustit chod) — zobrazte nastavenia experimentu, vyberte
jeden alebo viacero blokov pristroja a spustite chod.

Hlavné okno zobrazuje moznosti pre kazdu kartu pri ich pouziti.

Pomocou navigacnych tlacidiel prejdete na kartu Start Run (Spustit chod).
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Kapitola 8 Spustanie experimentov

Karta Protocol (Protokol)

Karta Protocol (Protokol) zobrazuje nahlad suboru protokolu, ktory chcete spustit. Subor protokolu
obsahuje pokyny pre teplotné kroky pristroja, ako aj mozZnosti pristroja, ktoré riadia konstantnu
rychlost, objem vzorky a teplotu veka.

Run Setup [

[Af] Protocol (EEE) Piate sfp StatFun

Create New... Express Load
CFX_2stepAmp prcl e
Sedect Exsting

Selected Protocol

CFX_2stepAmp prc Edit Selected...

Preview

Est. Aun Time: 01:05:00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 25u

1 i 3 4
350 C 350 C
! 30 0:10

/ 550 C > I
0:30 T i

Softvér predvolene zobrazuje protokol definovany v Casti File Selection for Run Setup (Vyber suboru
pre nastavenie chodu) na karte Files (Subory) v dialdgovom okne User (Pouzivatel) > User
Preferences (Pouzivatelské preferencie). Predvoleny protokol mézete zmenit v dialdgovom okne
User Preferences (PouZivatelské preferencie). Viac informacii uvadza ¢ast Zmena predvolenych
nastaveni suborov na strane 66.

Na karte Protocol (Protokol) mozete:
B Vytvorit novy protokol na spustenie
B Vybrat existujuci protokol na spustenie alebo Upravu

Viac informacii o vytvarani a Uprave protokolov uvadza Kapitola 6, Vytvaranie protokolov.
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Karta Protocol (Protokol)

Ak chcete vytvorit’ novy protokol

1. Na karte Protocol (Protokol) kliknite na polozku Create New (Vytvorit novy).
Zobrazi sa aplikacia Protocol Editor (Editor protokolov).

2. Pomocou aplikacie Protocol Editor (Editor protokolov) vytvorte novy protokol.

3. Kliknutim na tlac¢idlo OK ulozte protokol a vratte sa na kartu Protocol (Protokol) v polozke Run
Setup (Nastavenie chodu).

4. Pozrite si udaje protokolu a vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
B Ak su udaje spravne, kliknutim na polozku Next (Dalej) pokradujte na kartu Plate (Platnicka).

B Ak su udaje nespravne, kliknutim na polozku Edit Selected (Upravit vybrané polozky) sa
vratte do okna Protocol Editor (Editor protokolov). Upravte protokol, uloZte zmeny a
nasledne kliknutim na poloZku Next (Dalej) na karte Protocol (Protokol) pokradujte na kartu
Plate (Platnicka).

Ak chcete vybrat’ existujuci protokol
1. Na karte Protocol (Protokol) vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
m  Kliknite na polozku Select Existing (Vybrat existujlci) a prejdite na existujuci protokol.

B Kliknite na polozku Express Load (Expresné nacitanie) a vyberte protokol z rozbalovacieho
zoznamu protokolov.

Tip: Protokoly mozete pridat’ alebo odstranit z rozbalovacieho zoznamu Express Load
(Expresné nacitanie). Viac informacii uvadza nasledujuca ¢ast Pridavanie a
odstranovanie protokolov expresného nacitania.

2. Pozrite si Udaje protokolu a vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
B Ak su udaje spravne, kliknutim na polozku Next (Dalej) pokragujte na kartu Plate (Platnicka).

B Ak su udaje nespravne, kliknutim na polozku Edit Selected (Upravit vybrané polozky) otvorte
aplikaciu Protocol Editor (Editor protokolov). Upravte protokol, uloZte zmeny a nasledne
kliknutim na polozku Next (Dalej) na karte Protocol (Protokol) pokraduijte na kartu Plate
(Platnicka).
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Pridavanie a odstranovanie protokolov expresného nacitania

Mozete menit obsah rozbalovacieho zoznamu Express Load (Expresné nacitanie), ktory sa zobrazi v
polozke Protocol Editor (Editor protokolov). Protokoly v tomto zozname su ulozené v nasledujicom
priecinku:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Zmena zoznamu protokolov polozky Express Load (Expresné nacitanie)
1. Prejdite na prieCinok ExpressLoad (Expresné nacitanie) a otvorte ho.
2. Skontrolujte subory protokolu (.pcrl) v prie€inku.
3. Vykonajte jednu z nasledujucich €innosti:
B Odstranenim protokolov z priecinka ich odstrante z rozbalovacieho zoznamu.

B Skopirovanim protokolov do priecinka ich pridajte do rozbalovacieho zoznamu.
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Karta Plate (Platni¢ka)

Poznamka: Ak protokol zvoleny na karte Protocol (Protokol) neobsahuje krok €itania platni¢ky
pre analyzu PCR v realnom ¢ase, karta Plate (Platni¢ka) je skryta. Ak chcete zobrazit kartu Plate
(Platnicka), pridajte do protokolu aspon jedno E&itanie platnicky.

Karta Plate (Platni¢ka) zobrazuje nahlad suboru platnicky, ktoru chcete naditat. V cykle PCR v redlom
Case subor platni¢ky obsahuje opis obsahu kazdej jamky vratane jeho fluoroforov, rezimu skenovania
a typu platni€ky. CFX Manager Dx software pouZiva tieto opisy na zber a analyzu udajov.

Rum st =
(] Protocol (EED Piate wifp Start Fun
Create New Express Load
QuickPlate_96 wels_All Channels "
Select Bxisting. . = - L
Selected Plate
QuickPlate_36 weds_All Channels pitd Edit Selected..
Preview
Fluorophores: FAM, HEX, Texas Red, Cy5. Quasar 705 Piate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7 B ] 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
[« 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 Unk 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. Nexgt >»

Softvér predvolene zobrazuje platni¢ku definovanu v €asti File Selection for Run Setup (Vyber suboru
pre nastavenie chodu) na karte Files (Subory) v diald6govom okne User (Pouzivatel) > User
Preferences (Pouzivatelské preferencie). Predvolenu platnicku mézete zmenit v dialdgovom okne
User Preferences (Pouzivatelské preferencie). Viac informacii uvadza ¢ast Zmena predvolenych

nastaveni suborov na strane 66.

Na karte Plate (Platnicka) mozete:

B Vytvorit novu platni¢ku na naditanie.

B Vybrat existujucu platni€ku na nacitanie alebo upravu.

Viac informacii o vytvarani a Uprave platni€iek uvadza Kapitola 7, Priprava platniciek.

Navod na obsluhu | 153



Kapitola 8 Spustanie experimentov

Vytvorenie novej platnicky

1. Na karte Plate (Platni¢ka) kliknite na polozku Create New (Vytvorit novy).
Objavi sa Plate Editor (Editor platnicky).

2. Pouzite Plate Editor (Editor platni¢ky) na vytvorenie nového suboru.

3. Kliknutim na tla€idlo OK ulozte platni¢ku a vratte sa na kartu Plate (Platni¢ka) v polozke Run
Setup (Nastavenie chodu).

4. Pozrite si podrobnosti platniCky a vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Ak su udaje spravne, kliknutim na polozku Next (Dalej) pokragujte na kartu Start Run (Spustit
chod).

B Ak su udaje nespravne, kliknutim na polozku Edit Selected (Upravit’ vybrané polozky) sa
vratte do Plate Editor (Editor platni€ky). Upravte subor platni¢ky, uloZte zmeny a nasledne
kliknutim na polozku Next (Dalej) na karte Plate (Platni¢ka) pokraduijte na kartu Start Run
(Spustit chod).

Ak chcete vybrat’ existujuci subor platnicky
1. Nakarte Plate (Platnic¢ka) vykonajte jedno z nasledujucich:

B Kliknite na poloZku Select Existing (Vybrat existujuci) a prejdite na existujici subor platnicky.
m  Kiliknite na polozku Express Load (Expresné nacitanie) a vyberte subor platnicky z

rozbalovacieho zoznamu.

Tip: Platnicky mézete pridat alebo odstranit’ z rozbalovacieho zoznamu Express Load
(Expresné nacitanie). Viac informacii uvadza nasledujuca ¢ast Pridavanie a
odstrafiovanie suborov expresného nacitania platnicky.

2. Pozrite si podrobnosti platnicky a vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Ak st udaje spravne, kliknutim na polozku Next (Dalej) pokradujte na kartu Start Run (Spustit
chod).

B Ak su udaje nespravne, kliknutim na polozku Edit Selected (Upravit vybrané polozky) otvorte
aplikaciu Plate Editor (Editor platni¢ky). Upravte subor platnicky, ulozte zmeny a nasledne
kliknutim na poloZku Next (Dalej) pokradujte na kartu Start Run (Spustit chod).
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Pridavanie a odstrafiovanie suborov expresného nacitania platnicky

Mozete menit obsah rozbalovacieho zoznamu Express Load (Expresné nacitanie), ktory sa zobrazi v
polozke Plate Editor (Editor platnicky). Platni¢ky, ktoré sa zobrazuju v tomto zozname, st ulozené v
nasledujucom priecinku:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Na apravu zoznamu suborov platnicky Express Load (Expresné nacitanie)
1. Prejdite na prie€inok ExpressLoad (Expresné nacitanie) a otvorte ho.
2. Skontrolujte stbory platnicky (.pltd) v prie€inku.
3. Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
B QOdstranenim suborov platni€ky z prie€inka ich odstranite z rozbalovacieho zoznamu.

B Skopirovanim suborov platni¢ky do prie€inka ich pridate do rozbalovacieho zoznamu.
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Karta Start Run (Spustit’ chod)

Karta Start Run (Spustit chod) zobrazuje informacie o experimente, ktory sa ma spustit. Zobrazuje
tiez pripojeny blok alebo bloky pristrojov, na ktorych mdzete experiment spustit.

Run Setup :
Protocol (L3 Plate " Stat Run

Run Information

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Protocol: CFX_2stepAmp prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pltd
Motes:

Block Name & Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
O [CFX96 Deep Well Idle 25
CRX360W2 CFX96 Deep Wel Idle 25
[ CFrxsel CFX96 Idle 25
CFX96102 CFX56 Idle 25

[] Select All Blocks

@ Flash Block Indicator | /7 Open Lid #Y Close Lid

3 Start Run

<< Prey

Na karte Start Run (Spustit chod) mdzete vykonat nasledujuce:

Zobrazenie podrobnych informacii o spusteni vratane vybratého suboru protokolu, stiboru
platnic¢ky a rezimu skenovania.

Pridajte poznamky o chode.

Pozrite si podrobnosti o vSetkych pripojenych pristrojoch, vratane ich prevadzkového stavu
(beziaci alebo necinny), objemu vzorky v ul, teploty veka, rezimu emulacie a ID alebo &iarovych
kédov, ak su k dispozicii.

Poznamka: Stipce, ktoré sa zobrazia v tabulke Start Run on Selected Blocks (Spustit chod
na zvolenych blokoch), méZete upravit. Viac informécii uvadza &ast Uprava podrobnosti v
tabulke Selected Blocks (Vybrané bloky) na strane 157.

Vyberte blok alebo bloky, na ktorych sa ma vykonat chod.
Vzdialene otvorte alebo zatvorte veko kazdého vybraného pristroja.

Spustite chod.
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Uprava podrobnosti v tabulke Selected Blocks (Vybrané bloky)

Stlpce, ktoré sa zobrazia v tabulke Start Run on Selected Block(s) (Spustit chod na zvolenych
blokoch) mézete upravit. Mozete tiez zmenit predvolené hodnoty objemu vzorky a teploty veka v
tabulke. Zmeny nastavenia sa aplikuju na chod, ktory sa ma vykonat.

Pridanie stipcov do tabulky Start Run on Selected Blocks (Spustit' chod na zvolenych
blokoch)

» Kiliknite pravym tlacidlom mysi na tabulku a v zobrazenej ponuke vyberte moznost.

Odstranenie stipcov v tabulke Start Run on Selected Blocks (Spustit’ chod na zvolenych
blokoch)

» Kiliknite pravym tlacidlom mysi na tabulku a zruste volbu v zobrazenej ponuke.
Uprava objemu vzorky alebo teploty veka pre blok

» Vyberte bunku objemu vzorky alebo teploty veka pre cielovy blok a do bunky zadajte novu
hodnotu.

Pridanie ID chodu alebo ¢iarového kédu pre blok

» Vyberte bunku ID/Bar Code (ID/Ciarovy kéd) pre cielovy blok a zadajte ID alebo naskenujte blok
pomocou ¢&itacky €iarovych kédov.

Spustenie experimentu

Dolezité upozornenie: Pred spustenim experimentu sa uistite, Ze antivirusovy softvér vasho
pocitaca pocas chodu nespusti skenovanie.

Ak chcete spustit’ experiment

1. Na karte Start Run (Spustit chod) v ¢asti Run Information (Informacie o chode) skontrolujte
podrobnosti platni¢ky a protokolu.

2. (VoliteIné) Pridajte poznamky o chode alebo experimente do textového pola Notes (Poznamky).

3. Zaciarknite zaciarkavacie poli¢ko jedného alebo viacerych blokov, na ktorych sa ma vykonat
chod.

Tip: Ak chcete spustit’ experiment na v8etkych blokoch, vyberte poloZku Select All Blocks
(Vybrat vSetky bloky), ktora sa nachadza pod tabulkou Selected Blocks (Vybrané bloky).

4. (Volitelné) Kliknutim na polozku Flash Block Indicator (Indikator blikania bloku) aktivujete LED indikator
na vybranych blokoch pristroja.
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5. VloZte platni¢ky experimentu do bloku:

a. Kliknite na poloZzku Open Lid (Otvorit veko). Otvori sa motorizované veko jednotlivych
vybranych blokov.

b. Vlozte blok experimentu do kazdého vybraného bloku.
c. Kiliknite na polozku Close Lid (Zatvorit veko).

Tip: Ak chcete otvorit a zatvorit veko, mbzete tiez stladit tlacidlo na prednej strane kazdého
bloku.

6. Kliknutim na polozku Open Lid (Otvorit veko) a Close Lid (Zatvorit veko) otvorite a zatvorite
motorizované veko vybraného bloku pristroja.

7. Pozrite si idaje chodu a vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
B Ak su udaje spravne, kliknite na polozku Start Run (Spustit chod).
B Ak suudaje nespravne:

0 Upravte udaje v tabulke Selected Blocks (Vybrané bloky) a kliknite na polozku Start Run
(Spustit chod).

O Vratte sa na spravnu kartu a vykonajte prisluSné zmeny, uloZte zmeny a nasledne sa
kliknutim na polozku Next (Dalej) vratte na kartu Start Run (Spustit chod) a spustite
chod.

Ak chcete spustit’ novy chod z predchadzajuceho chodu
» Vykonaijte jeden z nasledujucich krokov:

BV hlavnej ponuke softvéru vyberte polozku File (Subor) > Repeat a Run (Zopakovat chod),
prejdite na datovy subor chodu, ktory chcete zopakovat, a dvakrat nar kliknite.

B Vyberte kartu Repeat Run (Zopakovat chod) v aplikacii Startup Wizard (Sprievodca
spustenim) a dvakrat kliknite na datovy subor chodu, ktory chcete zopakovat.

Na karte Repeat Run (Zopakovat chod) mézete volitefne kliknut na polozku Browse
(Prehliadat), prejst na datovy subor chodu, ktory chcete zopakovat, a dvakrat nar kliknut.
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Dialégové okno Run Details (Podrobnosti chodu)

Po kliknuti na polozku Start Run (Spustit chod) softvér CFX Manager Dx software vyzve na uloZenie
udajového suboru (.pcrd), spusti chod a otvori dialdgové okno Run Details (Podrobnosti chodu).
Dialégové okno Run Details (Podrobnosti chodu) obsahuje tri stavové karty:

B Run Status (Stav chodu) — tato karta slizi na zobrazenie aktualneho stavu protokolu, otvorenie
alebo zatvorenie veka, pozastavenie chodu, pridanie opakovani, presko¢enie krokov alebo

zastavenie chodu.

B Real-time Status (Stav v realnom Case) — tato karta slizi na zobrazenie fluorescenénych dat

PCR v realnom ¢ase pri ich zhromazdovani.

B Time Status (Stav ¢asu) — tato karta sluzi na zobrazenie asovaca odpocitavania protokolu v

rezime na cell obrazovku.

Tieto karty su podrobne vysvetlené v nasledujucich Castiach.

Karta Run Status (Stav chodu)

Karta Run Status (Stav chodu) zobrazuje aktualny stav chodu, ktory prebieha. V tomto zobrazeni

mbzete tiez ovladat veko a menit prebiehajuci chod.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd

T .
z‘j Run Status @ Realtime Status @ Time Status

Run Status
1 2 3 4
950 C 950 C
300 010 \
\ 550 C
@ 030 ¢
L]
2
39
Step 1 of 4 950°C for 00:0245 Sample:95.0°C
Repeat 1 of 1 | Remaining 01:05:45 | Lid 105°C
Running
27 Open Lid &) Close Lid — (r] ko Step
- ® >

Run Information
Protocol

Plate:

Sample Volume:

Scan Mode:

Data File Name:

Notes:

CFX_2stepAmp prcl

QuickPlate_96 wells_Al

25
Al Channels

admin_2017-07-31 17-10-
48_SIM83878 perd

(©)
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LEGENDA
1. Panel Run Status (Stav chodu) — zobrazuje aktualny priebeh protokolu.
2. Ovladace Run Status (Stav chodu) — umoznia ovladat pristroj alebo prerusit
aktualny protokol.
3. Panel Run Information (Informacie o chode) — zobrazi podrobnosti chodu.

Prikazy Run Status (Stav chodu)

Pouzite prikazy na karte Run Status (Stav chodu), aby ste bud ovladali pristroj zo softvéru, alebo
zmenili prebiehajuci chod.

Poznamka: Vykonavanie zmien v protokole po¢as chodu, ako napriklad pridavanie opakovani,
nemeni subor protokolu, ktory je priradeny k chodu. Tieto akcie sa zaznamendavaju do Run Log
(Dennik chodu).

£

— otvori motorizované veko na vybranych pristrojoch.

Doélezité upozornenie: Otvorenie veka po¢as chodu pozastavi chod po¢as aktualneho
kroku a méze zmenit udaje.

s

— | — zatvori motorizované veko na vybranych pristrojoch.

—i'_EJ — pridava viac opakovani k aktualnemu kroku GOTO v protokole. Tato moznost je k dispozicii,
len ak je spusteny krok GOTO.

|

— preskodi aktualny krok v protokole.
Poznamka: Ak preskocite krok GOTO, softvér vas vyzve, aby ste potvrdili, Ze chcete

preskocit cely chod GOTO a prejst’ na dalSi krok v protokole.

? — na zvolenom pristroji blika LED na identifikaciu vybranych blokov.
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i

— pozastavi protokol.

Poznamka: Tato akcie je zaznamenana do Run Log (Dennik chodu).

W

— obnovi pozastaveny protokol.

— zastavi chod pred ukon&enim protokolu.

Poznamka: Zastavenie chodu pred ukonéenim protokolu méze zmenit vase udaje.
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Karta Real-time Status (Stav v realnom ¢ase)

Karta Real-time Status (Stav v realnom Case) zobrazuje data PCR v realnom ¢ase zozbierané v
kazdom cykle pocas chodu poc&as prvych dvoch merani platnicky.

-

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB3876.perd =
2 Fun st @ Realme Status () Time Status

Amplification

EAFAM [ HEX [JTeasRed [1Cy5 [/ Quasar 705 WelGoup: AlWels ~  Step Number 3{Amp)

A G4 FAM Unkn
B GOS  FAM Unkn
c GOs  FAM ® Unkn
2 GO7 FAM Unkn
E GO8 FAM Unkn
G G039 FAM Unkn
H G10  FAM Unkn
Step 3 of 4 @ 55.0°C for 00:00:26 Sample: 55.0°C @
| |
Repeat 5 of 40 Remaining 00:59:24 Lid 105°C
LEGENDA
1. Tabla krivky amplifikacie — zobrazuje udaje o amplifikacii v realnom ¢ase pocas
chodu.
2. Identifikator skupiny jamiek — ak sa pocas nastavenia platnicky identifikovali

skupiny jamiek, pouzivatelia si mdzu vybrat’ konkrétnu skupinu jamiek, aby
zobrazili prislusné stopy, jamky a tabulkové informacie.

Identifikator €isla kroku — ak protokol zhromazduje Udaje vo viac ako jednom
kroku (napriklad po¢as amplifikacie a krivky tavenia), pouzivatelia si mézu
vybrat konkrétny krok a zobrazit stopy zhromazdené v tomto kroku.

3. Panel selektora jamiek — zobrazuje aktivne, neaktivne a prazdne jamky v
platnicke.
4. Panel s tabulkou nastavenia platnicky — zobrazuje nastavenie platni¢ky v

tabulkovom formate.
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5. Panel s podrobnostami o chode — zobrazuje stav chodu v redlnom Case vratane
nasledujucich informacii:
B Aktualny krok
B Aktualne opakovanie
B Aktualna teplota
B Zostavajuci as
B Teplota vzorky

B Teplota veka

6. Plate Setup (Nastavenie platni¢ky) — otvori dialdgové okno Plate Setup
(Nastavenie platnicky), v ktorom pouzivatelia mézu upravit aktualne nastavenie
platnicky po€as chodu.

Na karte Real-time Status (Stav v realnom ¢ase) mozete:

B Zobrazit alebo skryt stopy v realnom Case tak, Ze ich vyberiete v paneli selektora jamiek alebo
nastaveni platnicky.

B Zobrazit samostatné jamky, stopy alebo ich skupiny tak, Ze ich vyberiete v rozbalovacej ponuke
skupiny jamiek.

B Upravit platni¢ku alebo nahradit stbor platnicky.

B Pouzit subor PrimePCR v chode.

Zobrazit’ alebo skryt’ stopy v realnom €ase

Predvolene su vSetky naplnené jamky aktivne a zobrazia sa v tabulke nastavenia platni¢ky. Aktivhe
jamky sa zobrazia v paneli selektora jamiek. Skryté jamky sa javia ako svetlosivé a nepouzité jamky sa
v paneli selektora jamiek javia ako tmavosivé.

Pocas chodu mbzete skryt stopy z aktivnych jamiek. CFX Manager Dx nadalej zhromazduje udaje pre
vSetky jamky; ked’ skryjete jamky, ich Udaje sa nezobrazia v tabulke nastavenia platnicky.

Skryt’ stopy v redlnom case

» V paneli selektora jamiek kliknite na aktivne (modré) jamky, ktoré chcete skryt.

Ak chcete zobrazit’ stopy v redlnom case

» V paneli selektora jamiek kliknite na skryté (svetlosivé) jamky, ktoré chcete zobrazit.

Viac informacii o selektore jamiek uvadza Selektor jamiek na strane 180.
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Upravenie nastavenia platni¢ky

Ak chcete upravit’ nastavenie platnicky

» Kiliknite na polozku Plate Setup (Nastavenie platnicky) a nasledne vyberte polozku View/Edit
Plate (Zobrazit/upravit platni¢ku).

Zobrazi sa okno Plate Editor (Editor platnicky), v ktorom mézete upravit platni¢ku poc¢as chodu.
Viac informacii o Uprave platniiek uvadza Kapitola 7, Priprava platniciek.

Poznamka: V okne Plate Editor (Editor platnicky) mézete upravit aj Styly grafov. Zmeny sa

zobrazia na grafe amplifikacie na karte Real-time Status (Stav v realnom ¢ase).

Nahradenie suboru platnicky

Tip: Nahradenie suboru platni¢ky je uzito¢né najma v pripade, ak spustite chod so siborom
Quick Plate (Rychla platni¢ka) v prie€inku ExpressLoad (Expresné nacitanie).

Ak chcete nahradit’ subor platnicky

» Kiiknite na polozku Plate Setup (Nastavenie platnic¢ky) a nasledne vyberte jednu z nasledujucich
moznosti:

B Replace Plate file (Nahradit subor platni¢ky) — vyberte novy subor platni¢ky zo zoznamu v
okne prehliadaca

B Apply PrimePCR file (Pouzit subor PrimePCR) — pomocou inteligentného vyhladavania
vyhladajte subor chodu, z ktorého sa ziska rozloZenie platni¢ky, alebo kliknutim na polozku
Browse (Prehladavat) najdite subor, ktory ste si prevzali z webovej lokality Bio-Rad a ktory
sa nenachadza v priec¢inku PrimePCR

Poznamka: Systém CFX Manager Dx skontroluje rezim skenovania a velkost platni¢ky pre
subor platni¢ky. Musia byt rovnaké ako nastavenia chodu, s ktorymi sa chod spustil.
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Karta Time Status (Stav ¢asu)

Karta Time Status (Stav ¢asu) zobrazuje €as, ktory zostava do dokoné&enia aktualnej analyzy.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd ==

u Run Status L‘Qj Realtime Status | () Time Status |

Running

01:02:02
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Vykonanie experimentov PrimePCR

Experimenty PrimePCR vyuzivaju cesty alebo testy Specifické pre jednotlivé ochorenia, ktoré Bio-Rad
ma validované a optimalizované v experimentalnom laboratériu a su dostupné v nasledujucich
formatoch:

B Predplatnickované panely — platni¢ky obsahujuce testy, ktoré st Specifické pre biologicku cestu
alebo ochorenie; zahffiaju PrimePCR kontroly a referenéné gény

B Vlastné konfigurované platni€ky — platnicky, ktoré mozno nastavit v pouzivatel'sky definovanom
rozloZeni s moznostou vyberu testov pre ciele zaujmu, ovladacie prvky a referencie

B Jednotlivé testy — skumavky, ktoré obsahuju jednotlivé sety primérov na pouzitie reakcii v
realnom Case

Ak chcete skratit’ celkovy ¢as chodu, mdzete krok tavenia v protokole odstranit. Spolo¢nost Bio-Rad
dérazne odporuca, aby ste nevykonavali ziadne dalSie upravy protokolu chodu PrimePCR.
Predvoleny protokol je protokol, ktory sa pouzil na validaciu testu. Kazda odchylka od neho méze
ovplyvnit vysledky. Zmeny protokolu sa zaznamenavaju na karte Run Information (Informacie o
chode) vysledného datového suboru a vo vSetkych vytvorenych spravach.

Na spustenie chodu PrimePCR
» Na spustenie chodu PrimePCR vykonaijte ktorékolvek z nasledujtcich:

BV Startup Wizard (Sprievodca spustenim) zvolte PrimePCR na karte Run Setup (Nastavenie
chodu) a potom vyberte prislusnu chémiu (SYBER alebo sondu).

B Vyberte PrimePCR spustite zo zoznamu Recent Runs (Nedavne chody) na karte Repeat
Run (Opakovat chod) v Startup Wizard (Sprievodca spustenim).

B Zvolte File (Subor) > New (Novy) > PrimePCR Run (Chod PrimePCR) v okne Home
(Domovské okno).

B Zvolte File (Subor) > Open (Otvorit) > PrimePCR Run (Chod PrimePCR) v okne Home
(Domovské okno).

B Presunte subor chodu PrimePCR do okna Home (Domovské okno).

Po zvoleni chodu PrimePCR okno Run Setup (Nastavenie chodu) otvori tabulku Start Run (Spustit’
chod) s predvolenym rozloZenim platni¢ky PrimePCR nacitanym na z&klade zvoleného pristroja.

Odstranenie kroku tavenia v protokole

» Na karte Protocol (Protokol) zruste zaciarknutie poli¢ka vedla Include Melt Step (Zahrnut krok
tavenia).
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Vykonanie experimentov PrimePCR

Na importovanie informacie o cieli pre platnicky PrimePCR do rozlozenia platni¢ky

1. Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Na karte Real-time Status (Stav v realnom ¢ase) v dialdgovom okne Run Details
(Podrobnosti chodu) zvolte Plate Setup (Nastavenie platni¢ky) > Apply PrimePCR File
(Pouzit subor PrimePCR).

BV okne Data Analysis (Analyza dat) vyberte Plate Setup (Nastavenie platni¢ky) > Apply
PrimePCR File (Pouzit subor Prime PCR).

2. Vdialbgovom okne PrimePCR kliknite na Browse (Prehliadat) a prejdite na prislusny subor
PrimePCR (.csv).

3. Vyberte ciefovy subor PrimePCR a kliknite na polozku Open (Otvorit).

CFX Manager Dx importuje cielové informacie do rozlozenia platnicky.
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Kapitola 9 Prehlad analyzy dat

CFX Manager Dx ponuka niekolko spdsobov otvarania a zobrazovania datovych suborov. Mozete:

B Zvolte File (Subor) > Open (Otvorit) > Data File (Datovy Subor) v okne Home (Domovské okno) a
vyhladaijte cielovy subor .pcrd.

B Zvolte File (Subor) > Recent Data Files (Nedavne datové subory) v okne Home (Domovské okno)
na vyber zo zoznamu desiatich naposledy otvorenych datovych suborov.

Okno Data Analysis (Analyza dat)

Okno Data Analysis (Analyza dat) zobrazuje niekolko kariet. Kazda karta zobrazuje analyzované data
pre konkrétnu metédu analyzy alebo informacie pre konkrétny chod. Karty sa zobrazia iba v pripade,
ak su pre dany typ analyzy k dispozicii data zhromazdené poc&as chodu.

(] Quartification Quantfication Data Mett Curve Mett Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Point é::'? Custom Data View ac [% Run Information
Tip: Ak chcete vybrat karty, ktoré sa maju zobrazit, vyberte ich v rozbalovacej ponuke View
(Zobrazit) v okne Data Analysis (Analyza dat). Ak sa chcete vratit k pdvodnému rozlozeniu karty,

vyberte polozku Settings (Nastavenia) > Restore Default Window Layout (Obnovit predvolené
rozloZenie okna).
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Panel nastrojov analyzy dat

Panel nastrojov v okne Data Analysis (Analyza dat) poskytuje rychly pristup k délezitym funkciam

analyzy dat.

€ plate setup - | 5 | All Wells

~ || Fluorophore ‘ ?

Tabulka 15 uvadza zoznam funkcii tla€idiel v paneli nastrojov.

Tabulka 15. Panel nastrojov okna Data Analysis (Analyza dat)

Tlacidlo Nazov Funkcia

Bl Nastavenie View/Edit plate (Zobrazit/upravit platnicku):

Plate Setup ~ platnicky otvori aplikaciu Plate Editor (Editor platnicky)
na zobrazenie a Upravu obsahu jamiek.
Nahradit subor platni¢ky: vyberie subor
platnicky na nahradenie rozlozenia platnicky.
Pouzit subor PrimePCR: vyberie subor
chodu na nahradenie rozloZenia platniCky pre
chod PrimePCR.

=3 Sprava skupin Otvori okno Well Groups Manager (Spravca

- jamiek skupin jamiek) na vytvorenie, Upravu a

odstranenie skupin jamiek.

Skupina jamiek
All'Wells -

Vyberie nazov existujucej skupiny jamiek z
rozbalovacej ponuky. Predvolene je vybrata
polozka All Wells (VSetky jamky). Toto
tlacidlo sa zobrazi len vtedy, ked su
vytvorené skupiny jamiek.

Rezim analyzy
Fluorophare

Analyzuje data v rezime Fluorophore
(Fluorofor) alebo Target (Ciel).

Pomocnik

Otvori digitalnu koépiu tejto priruc¢ky vo
forméte Acrobat PDF.
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Okno Data Analysis (Analyza dat)

Panel menu s analyzou dat

Tabulka 16 zobrazi polozky panela menu v okne Data Analysis (Analyza dat).

Tabulka 16. Okno poloziek panela menu Data Analysis (Analyza dat)

Polozka menu  Prikaz Funkcia
File (Subor) Save (Ulozit) Ulozi subor.
Save As (Ulozit ako) Ulozi stibor s novym menom.

Repeat Run (Zopakovat chod) Vyberie subor protokolu a platnic¢ky z
aktualneho chodu, aby ho znova spustil.

Close (Zatvorit) Zatvori okno Data Analysis (Analyza dat).
View (Zobrazit) Run Log (Dennik chodu) Otvori okno Run Log (Dennik chodu)
zobrazenie dennika chodu aktualnych dat
suboru.
Quantification, Melt Curve, Zobrazuje analyzované data vo vybranych
Gene Expression, End Point, kartach v okne Data Analysis (Analyza dat)
Custom Data View, QC, Run Musi byt vybrata aspori jedna karta.
Information (Kvantifikacia,
Krivka tavenia, Expresia génu,
Koncovy bod, Vlastné
zobrazenie udajov, QC,
Informacie o chode)
Settings Determination Mode C, Zvolte rezim Regression (Regresia) alebo
(Nastavenia) (Rezim uréovania) Single Threshold (Jedna prahova hodnota) na
urCenie, ako st hodnoty C, pocitané pre kazdu
stopu.
Baseline Setting (Zakladné Zvolte metddu Baseline Subtraction (Odcitanie
nastavenie) zakladnej hodnoty) pre zvolené skupiny jamiek.
Analysis Mode (Rezim Zvolte pre analyzu udajov pomocou Fluorofor
analyzy) (Fluorofor) alebo Target (Ciel).
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Tabulka 16. Okno poloziek panela menu Data Analysis (Analyza dat), pokraCovanie

Polozka menu Prikaz

Cycles to Analyze (Cykly na

analyzu)

Funkcia

Zvolte cykly, ktoré sa maju analyzovat.

Baseline Threshold (Zakladné

prahové hodnoty)

Otvori okno Baseline Threshold (Zakladné
prahové hodnoty) na Upravu zakladnej hodnoty
alebo prahovej hodnoty.

Trace Styles (Styly stép)

Otvori okno Trace Styles (Styly stop).

Plate Setup (Nastavenie

platnicky)

Otvori Plate Editor (Editor platni¢ky) pre
zobrazenie a Upravu platni¢ky; vymenu
aktualnej platnicky za jeden z pouzivatelsky
definovaného suboru platni¢ky alebo subor
chodu PrimePCR.

Include All Excluded Wells
(Zahrnut vSetky vylucené

jamky)

Zahfna vSetky vylu¢ené jamky v analyze.

Mouse Highlighting
(Zvyraznenie mysi)

Zapne alebo vypne sucasné zvyraznenie
Udajov pomocou kurzora mysi.

Tip: Ak je Mouse Highlighting
(Zvyraznenie mysi) vypnuté, stlacte klaves
Control na do€asné zapnutie zvyraznenia.

Restore Default Window
Layout (Obnovit predvolené

rozloZenie okna)
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Okno Data Analysis (Analyza dat)

Tabulka 16. Okno poloziek panela menu Data Analysis (Analyza dat), pokra¢ovanie

Polozka menu

Export
(Exportovat)

Prikaz

Export All Data Sheets to
Excel (Exportovat vSetky karty
udajov do programu Excel)

Funkcia

Exportuje vSetky zobrazenia tabulky z kazdej
karty do samostatného suboru Excel.

Custom Export (Vlastny
export)

Otvori okno Custom Export (Vlastny export), v
ktorom sa mézu zadavat polia, ktoré sa maju
exportovat a format stboru.

Export to LIMS Folder (Export
do priecinka LIMS)

Otvori okno na ulozZenie udajov v
preddefinovanom formate do priecinka LIMS.

Seegene Export (Export Otvori okno na identifikaciu umiestnenia, do
Seegene) ktorého sa ukladaju udaje zo vSetkych
zobrazenych tabulkovych procesorov do
suborov Excel Struktdrovanych Specialne na
pouzitie spolocnostou Seegene, Inc.
Tools (Nastroje) Reports (Spravy) Otvori Spravu pre tento datovy subor.

Well Group Reports (Spravy o
skupinach jamiek)

Otvori okno Well Group Report (Spravy o
skupinach jamiek) pre generovanie reportov
pre zadané skupiny jamiek.

Import Fluorophore Calibration
(Importovat kalibraciu
fluoroforu)

Zvolte kalibracny subor, ktory sa ma aplikovat’
na aktualny datovy subor.

gbase+

Spusti gbase + v2.5 priamo z aktualneho .pcrd
suboru, ak je nainstalovany.
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Podrobnosti karty

Kazda karta v okne Data Analysis (Analyza dat) zobrazuje Gdaje v grafoch a tabulkovych procesoroch
pre konkrétnu metédu analyzy a obsahuje selektor jamiek na vyber tdajov, ktoré chcete zobrazit. Ked
sa otvori Data Analysis (Analyza dat) zobrazi kartu Quantification (Kvantifikacia), ako bolo
predvolené. Udaje z grafu Amplification (Amplifikacia) méZete pouzit na karte Quantification
(Kvantifikacia), aby ste urcili vhodné nastavenia analyzy pre dany chod.

W@ Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 1.perd

File View Settings Export Tools

Quantification Quantification Data EE Gene Expression {3? Custom Data View ac % Run Information

€2 plate setup - | o

_ o X
Fluorophare | ?

Amplification El

=

Standard Curve

bt

Log Starting Quantity

) 0 2
Cycles Lo Seale

"

T EAM Ee S5 RAD0SESIpR=-I ST e 105

FAM [JHEX []TexasRed [JGy5

Step Number

T2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | & | 8 | W | 1 12 Vel O] Puor & Taget O Cortert | Sanple 0| Ca_{a]

A FO3 FAM Tubulin Std-1 dil-1

B FO4 FAM Tubulin Std-2 di-2
FO5 FAM Tubuin 593 e

c FO6 FAM Tubulin Std-4 dil-4

D FO7 FAM Tubulin Std-5 di-5

E FO8 FAM Tubulin Std-6 di-6
FO9 FAM Tubulin Std-7 di-7

¢ E3ESEDES ED

G I Stdi I Std2 I Std3 I Std4. I Stds I Stdé. I Std7

C: --I st || Std2 " Std3 || Std4. || stds || stdg " std7 |--- I[4] il

| Completed | 5can Mode: Al Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Poznamka: Softvér spaja Udaje v paneloch kazdej karty Data Analysis (Analyza dat). Napriklad
zvyraznenie jamky umiestnenim kurzora mysi na jamku v zobrazeni selektora zvyrazni udaje vo

vSetkych ostatnych paneloch.
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Okno Data Analysis (Analyza dat)

Selektor Step Number (Cislo kroku)

Systémy CFX96 a CFX96 Deep Well mozu ziskavat fluorescenéné data vo viacerych krokoch
protokolu; softvér nezavisle uchovava udaje ziskané v kazdom kroku. Softvér zobrazuje vyber polozky
Step Number (Cislo kroku). Ak protokol obsahuje aspori jeden krok ziskavania tdajov, CFX Manager
Dx software zobrazi udaje z prvého kroku ziskavania.

Ak protokol obsahuje viac ako jeden krok ziskavania, z rozbalovacieho zoznamu mézete vybrat dalSi
krok, napriklad:

Step Number: | 3 w

Ked vyberiete krok, softvér pouzije tento vyber na vSetky udaje, ktoré sa zobrazuju v okne Data
Analysis (Analyza dat).

Zobrazenie skupin jamiek v analyze dat

Jamky v platnicke mdzete zoskupit do podskupin pre nezavislu analyzu pomocou skupin jamiek. Ked
vytvorite skupiny jamiek, ich nazvy skupin sa zobrazia v okne Data Analysis (Analyza dat)
rozbalovacieho zoznamu Well Groups (Skupiny jamiek) v paneli nastrojov.

Ak ste vytvorili skupiny jamiek, softvér zobrazi predvolenu skupinu jamiek All Wells (VSetky jamky),
ked otvorite okno Data Analysis (Analyza udajov), a zobrazi Udaje vo vSetkych jamkach s obsahom v
grafoch a tabulkovych procesoroch. V selektore jamiek sa v danej skupine jamiek zobrazia iba jamky s
vloZzenym obsahom a do vypoc¢tov analyzy dat za zahrnu iba udaje tychto jamiek.

Poznamka: Ak ste nevytvorili skupiny jamiek, rozbalovaci zoznam Well Groups (Skupiny jamiek)
sa nezobrazi v paneli nastrojov.

Zmena obsahu jamky po chode

Pocas analyzy dat, zmena spésobu zobrazovania Udajov zmenou obsahu jamiek v Plate Editor (Editor
platni¢ky) nikdy nemeni fluorescenéné udaje, ktoré boli zozbierané z kazdej jamky po¢as chodu. Po
tom, ako modul zozbiera fluorescenéné udaje, nemézete tieto Udaje vymazat, ale mdzete si vybrat, Ci
chcete odstranit udaje z prehladu a analyzy.

Zmena obsahu jamky po chode

» V okne Data Analysis (Analyza dat) kliknite na Plate Setup (Nastavenie platni¢ky) a vyberte jednu
z nasledujucich moznosti:

m  Edit/View Plate (Upravit/Zobrazit platni¢ku) — otvori Plate Editor (Editor platni¢ky), v
ktorom mézete vykonavat manualne zmeny rozlozenia.
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Kapitola 9 Prehlad analyzy dat

B Replace Plate File (Nahradit’ subor platni¢ky) — otvori prehliadac¢ Select Plate (Vybrat
platnic¢ku), v ktorom mézete prejst na predtym uloZeny subor platnicky, ktorym mézete
nahradit aktualne rozloZenie platnicky.

®  Apply PrimePCR File (Pouzit sibor PrimePCR) — otvori dialdgové okno suboru Select
PrimePCR (Vybrat PrimePCR), v ktorom mdZete prejst na spusteny subor chodu PrimePCR
a aplikovat ho na rozlozZenie platnicky.

Tip: MOzete pridat alebo upravit informacie o obsahu jamky pred spustenim, po¢as chodu alebo
po dokonéeni PCR. Rezim skenovania a velkost platni¢ky musite priradit pred spustenim. Tieto
parametre po spusteni nie je mozné zmenit'.
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Nastavenia analyzy dat

Nastavenia analyzy dat

Data grafu Amplification (Amplifikacia) na karte Quantification (Kvantifikacia) zobrazuju relativnu
fluorescenciu (RFU) pre kazdu jamku v kazdom cykle. Kazda stopa v grafe predstavuje data z jedného
fluoroforu v jednej jamke. Tieto data sa pouZiju na stanovenie hodn6t C,, pre kazdu jamku na zaklade
fluoroforu. Softvér pouziva na uréenie hodnét C, jeden z dvoch rezimov:

B Regression (Regresia) — aplikuje viacrozmerny, nelinearny regresny model na jednotlivé stopy
jamiek a nasledne tento model pouZzije na vypocitanie hodnoty C.

B Single Threshold (Jedna prahova hodnota) — pouzije jednu prahovu hodnotu na vypocet
hodnoty Cq na zaklade hrani¢ného bodu prekrizenia jednotlivych fluorescenénych stép.

Vyberom polozky Settings (Nastavenia) > C, Determination Mode (ReZim urovania Cq) vyberte
rezim urCovania Cg.

Nastavenie prahu

V rezime Single Threshold (Jedna prahova hodnota) mézete nastavit prah pre fluorofor tak, ze
kliknete na hrani¢nu €iaru v grafe Amplification (Amplifikacia) a presuniete ukazovatel mysi vertikalne.
Pripadne mozete zadat presny prah prekroCenia pre vybrany fluorofor.

Zakladné nastavenie

Softvér automaticky nastavi zakladni hodnotu individualne pre kazdu jamku. Nastavenie zakladnej
hodnoty ur€uje spésob zakladného odgitania pre vSetky stopy fluorescencie. Softvér poskytuje tri
moznosti od¢itania zakladnej hodnoty:

B No Baseline Subtraction (Bez od¢itania zakladnej hodnoty) — zobrazuje Udaje ako relativne
fluorescenéné stopy. Niektoré analyzy nie si mozné v tomto reZime analyzy, a preto softvér
nezobrazuje karty Gene Expression (Expresia génu), End Point (Koncovy bod) a Allelic
Discrimination (Alelicka diskriminacia).

B Baseline Subtracted (Odcitana zakladna hodnota) — zobrazuje udaje ako vychodiskové
od¢itané stopy pre kazdy fluorofor v jamke. Softvér musi od¢itat’ udaje zakladnej hodnoty na
uréenie kvantifikacnych cyklov, vytvorit Standardné krivky a ur¢it koncentraciu neznamych
vzoriek. Aby sa vygenerovala stopa od¢itanej zakladnej hodnoty, softvér sa hodi najlepSie na
priamu liniu cez zaznamenanu fluorescenciu kazdej jamky po¢as zakladnych cyklov a potom
odcita najvyhovujucejSie udaje z od&itanych udajov pozadia v kazdom cykle.

B Baseline Subtracted Curve Fit (Od¢itana zakladna hodnota krivky) — zobrazi tdaje ako
odcitané stopy zakladnej hodnoty a softvér vyhladi od&itanu zakladni hodnotu krivky pomocou
centrovaného filtra strednej hodnoty. Tento proces sa vykonava tak, Ze kazdy C je ponechany
nemenny.
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Okrem tychto moznosti mdzete tiez zvolit moznost Apply Fluorescent Drift Correction (Aplikovat korekciu
fluorescen&ného posunu). Pre jamky, ktoré maju abnormalny posun hodnét RFU poc&as pociatoénych
niekolkych cyklov chodu, softvér odvodi odhadovanu zékladnu hodnotu z prilahlych jamiek, pre ktoré sa
uspesne vytvorila horizontalna zakladna hodnota.

Na zmenu nastavenia odcitania zakladnej hodnoty

P Zvolte Settings (Nastavenia) > Baseline Setting (Zékladné nastavenie).

Rezim analyzy

Data mozete zoskupit’ a analyzovat podla fluoroforu alebo nazvu ciela. Ak su data zoskupené podfa
fluoroforu, stopy dat sa zobrazuju podla fluoroforu tak, ako je uvedené v nastaveni platni¢ky pre dany
chod. Jednotlivé data fluoroforu sa zobrazuju v grafe amplifikacie a Standardnom grafe (ak je k
dispozicii), ak su vybrané prislusné zaciarkavacie poli¢ka vyberu fluoroforu, ktoré sa nachadzaju pod
grafom amplifikacie.

Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

1 Fluorophore ?

Eile  View Settings Export  Tools E\ate Setup ~
@ Quantfication Quartification Data EE Gene Expression Q_e} Custom Data View Qc a Run Information
Amplification El Standard Curve El
T T T T
5 10 f g /
/ ‘f{" / /:’f !
IS ET A - - 1 2 3 4 & 6 7 8
£ I"' JF I T I - Log Starting Quantity
/.:‘ /;1 .." : : : O Standard
? y / 12/ ] i X Unknown
1 : P A : f — FAM  E=3 552 Slope=-3.573 y-int=35.408
_ —— HEX E=3 Slope=3.468 y-int=35.863
o 10 20 30 40 50 — TeasR 59 Slope=1.358 y-int=15.481
Cycles Log Scale — Cy5 » R*2=1.000 Slope=-3.423 y-int=35.216
| FAM HEX Texas Red Cy5 Step Number: |3 ~

Ak su data zoskupené podla ciefla, stopy dat sa zobrazuju podfa nazvu ciela tak, ako je uvedené v
nastaveni platni¢ky pre dany chod.
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Nastavenia analyzy dat

W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

file View Settings Bport Tools &y plate setup - | B ?
@ Quantfication @ Quantification Data EE Gene Expression ':_i? Custom Data View ac a Run Information

Amplification @l Standard Curve El

T
JHEH

A

,j””,’f' - 1 2 3 4 5 B 7 8

T 17~ Log Starting Quantity
l|l If: O  Standard
!J .......... i X Unknown

11
-
I
I l'l
] “;z y jf_,a 7 Tubulin 592 Slope=3.572 y-int=35.408

- actin 252 Slope=-2.468 y-int=25 263
o 20 40 50 ILib 559 Slope=1.398 y-int=15.481
Cycles Log Scale GAPDH  E= 55.3% R*2=1000 Slope=-3 423 y-int=35 216

| Tubuln [ Actin [ ILIb [ GAPDH Step Number: |3 “

Ak chcete vybrat’ rezim analyzy dat
» Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
B Vyberte poloZzku Settings (Nastavenia) > Analysis Mode (ReZim analyzy).

B Vyberte rezim z rozbalovacej ponuky Analysis Mode (Rezim analyzy) v paneli nastrojov.

Cykly na analyzu

Pocet cyklov, ktoré sa maju analyzovat, mozete obmedzit. MéZete tiez analyzovat udaje zo
Specifického suboru cyklov. Maximalny pocet cyklov, ktoré mbzete analyzovat, je 50.

Poznamka: Odstranenie cyklov zo zaciatku chodu méze mat vyznamny dopad na stanovenie
z&kladnych hodnét.

Ak chcete obmedzit’ analyzu dat na urcity rozsah cyklov

1. Vyberte polozku Settings (Nastavenia) > Cycles to Analyze (Cykly na analyzu).
Zobrazi sa dial6gové okno Cycles to Analyze (Cykly na analyzu).

2. Zadaijte hodnoty pociato¢ného a koncového cyklu a kliknite na tlacidlo OK.

Kliknutim na polozku Restore Defaults (Obnovit predvolené nastavenia) v dialdgovom okne Cycles to
Analyze (Cykly na analyzu) sa vratite k cyklom pévodne pouzivanym na analyzu.
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Selektor jamiek

Pomocou selektora jamiek mbzete zobrazit alebo skryt idaje o jamkach v grafoch alebo tabulkovych
procesoroch v okne Data Analysis (Analyza dat). V selektore jamiek je mozné zvolit' len jamky
nacitané so vzorkou. Softvér zafarbi jamky v selektore jamiek:

B Blue (Modra) — oznaduje vybrané jamky. Udaje z vybranych jamiek sa zobrazia v okne Data
Analysis (Analyza dat).

B Light gray (Svetlosiva) — oznaduje nevybrané jamky. Udaje z nevybranych jamiek sa
nezobrazia v okne Data Analysis (Analyza dat).

B Dark gray (Tmavosiva) — oznacuje prazdnu jamku.

Ak chcete zobrazit’ alebo skryt’ idaje jamiek
» V selektore jamiek vykonajte ktorékolvek z nasledujucich:
B Na skrytie jednej jamky kliknite na jamku. Na zobrazenie danej jamky opat kliknite na jamku.

B Ak chcete skryt viaceré jamky, tahajte cez jamky, ktoré chcete vybrat. Ak chcete tieto jamky
zobrazit, znova potiahnite cez jamky.
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Selektor jamiek

B Kliknutim na favy horny roh platnicky skryjete vSetky jamky. Ak chcete zobrazit vSetky jamky,
znova kliknite na lavy horny roh.

®  Kliknutim na zadiatok stipca alebo riadka skryjete tieto jamky. Ak chcete zobrazit jamky,
znova kliknite na stipec alebo riadok.

Polozky pravym kliknutim mysi v selektore jamiek

Tabulka 17 zobrazuje volby pravého kliknutia, ktoré su k dispozicii v zobrazeni selektora jamiek.

Tabulka 17. Polozky pravym kliknutim mysi v selektoroch jamiek

Polozka

Well XX (Jamka XX)

Funkcia

Zobrazi iba tuto jamku, odstrani tuto jamku zo zobrazenia, nastavi
farbu tejto jamky alebo vyluci tato jamku z analyzy.

Selected Wells (Vybrané
jamky) (kliknite pravym
tlagidlom a potiahnite)

Zobrazi iba tieto jamky, odstrani tieto jamky zo zobrazenia, nastavi
farbu tychto jamiek alebo vylugi tieto jamky z analyzy.

Copy (Kopirovat)

Skopiruje obsah jamky do schranky, vratane typu vzorky a
volitelného Cisla replikatu.

Copy as Image (Kopirovat ako
obrazok)

Skopiruje zobrazenie selektora jamiek ako obrazok.

Print (Tlag)

Vytlaci zobrazenie selektora jamiek

Print Selection (Tla¢ vybranych
poloziek)

Vytla¢i aktualne vybrané polozky.

Export to Excel (Export do
programu Excel)

Exportuje udaje do tabulkového procesora programu Excel.

Export to Csv (Export do
formatu Csv)

Exportuje Udaje ako textovy dokument.

Export to Xml (Export do
formatu Xml)

Exportuje Udaje ako dokument vo formate .xml.

Well Labels (Oznacenia jamiek)

Zmeni oznacenia jamiek na Sample Type (Typ vzorky), Target
Name (Nazov ciela) alebo Sample Name (Nazov vzorky).
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Jamky do€asne vylucéené z analyzy

Ak chcete do¢asne vyluéit’ jamky z analyzy udajov

1. Pravym tlacidlom mysi kliknite na jamku v selektore jamiek. Ak chcete vylucit viacnasobné jamky,
kliknite pravym tlacidlom mysi a tahanim zvyraznite viachdsobné jamky, stopy alebo body.

2.V menu pravého tlacidla vyberte prisluSnu moznost:

B Well (Jamka) > Exclude Well (Vylucit jamku)

B Selected Wells (Vybrané jamky) > Exclude from Analysis (Vylucit z analyzy)

B Selected Traces (Vybrané stopy) > Exclude these wells from Analysis (Vylucit' tieto jamky z

analyzy)

Amplification

]

Standard Curve

Well F9, Tubulin

Copy

Page Setup...

Print...

Cycles
‘ Tubulin Actin IL1b GAPDH

Save Image As...

Show Point Values
Set Scale to Default
Chart Settings...

View Only Well F8

Remove Well F9 From View

Set Color...

Exclude Well F3 From Analysis [, |
ORI e S R S T s
— Acin E=34 *2=0.935 Slopa=-3.458 y-Int=35.553
_— ILib  E=95.9% R*2=0.990 Siopa=-3.309 y-im=35.551
. GAPOH - 555 R 000 Spee3 223y e85

Step Number: |3 v

Pripadne, aby ste z analyzy natrvalo odstranili jamky, vymazZte obsah z jamiek v Plate Editor
(Editor platnicky) kliknutim na tlacidlo Clear Wells (Vymazat jamky).

Dolezité upozornenie: Musite znova zadat kazdy obsah jamky, ktora je vymazana.

Na zahrnutie vyli¢enych jamiek

»  Kiliknite pravym tlacidlom mysi na jamku v selektore jamiek a vyberte Well (Jamka) > Include Well

in Analysis (Zahrnat jamku do analyzy).
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Grafy

Grafy

Kazdy graf v okne Data Analysis (Analyza dat) zobrazuje udaje v inom grafe a obsahuje moznosti
nastavenia a exportu udajov alebo grafiky grafov.

Bezné polozky menu pre grafy, dostupného po kliknuti pravym
tlacidlom mysi

Tabulka 18 uvadza polozky menu dostupného po kliknuti pravym tla¢idlom mysi, ktoré su dostupné na
grafoch. Niektoré z dostupnych poloziek su k dispozicii pre vSetky grafy a tieto polozky sa mézu pouzit
na zmenu zobrazenia dat alebo na jednoduché exportovanie dat z grafu.

Tabulka 18. Polozky menu pre grafy dostupného po kliknuti pravym tlacidlom mysi

Polozka Funkcia

Copy (Kopirovat) Skopiruje graf do schranky.

Save Image As (Ulozit UloZi obrazok v uréenej velkosti, rozlieni a type suboru. Dostupné
obrazok ako) formaty obrazkov st PNG (predvoleny), JPG a BMP.

Page Setup (Nastavenie Ukazka a vyber nastavenia strany pre tlac.

strany)

Print (Tlag) Vytlagi graf.

Set Scale to Default Po zvacéseni grafu vrati graf do predvoleného zobrazenia.
(Nastavit mierku na

predvolenu)

Chart Options (Moznosti Otvori okno Chart Options (Moznosti grafu) na zmenu grafu vratane
grafu) zmeny nazvu, vyberu limitov osi X a Y, zobrazenia Ciar mriezky a

zobrazenia malych dielikov na osiach.

Poznamka: Polozky ponuky, ktoré sa vztahuju na Specifické grafy, uvadza Kapitola 10,
Podrobnosti analyzy dat.
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Kopirovanie udajov grafu do schranky

Obsah zobrazenia grafu mbzete kopirovat a prilepit do lubovolnej aplikacie, ktora prijima subory
bitmapovych obrazkov.

Ak chcete kopirovat’ idaje grafu do schranky
1. Z menu grafu dostupného po kliknuti pravym tlacidlom mysi vyberte ikonu Copy (Kopirovat).
2. Otvorte aplikaciu, ktora prijima bitmapové obrazky, napriklad Microsoft Word.

3. Ak chcete do aplikacie vloZit bitmapovy obrazok zo schranky, kliknite pravym tlacidlom mysi a
vyberte polozku Paste (Prilepit).

Upravenie nastaveni zakladnej prahovej hodnoty

V rezime Single Threshold (Jedna prahova hodnota) mbzete nastavit prah pre fluorofor tak, ze
kliknete na hrani¢nu Ciaru v grafe Amplification (Amplifikacia) a presuniete ukazovatel mysi vertikalne.
Pripadne mézete zadat presny prah prekrocenia pre vybrany fluorofor.

Tip: Na karte Data Analysis (Analyza dat) v polozke User (Pouzivatel) > User Preferences
(Pouzivatelské preferencie) mdzete urcit rozsah cyklu na stanovenie zakladnej hodnoty pre
vSetky datové subory.

Uprava poéiatoénej a koncovej zakladnej hodnoty jednotlivych jamiek
1. Nakarte Quantification (Kvantifikacia) v grafe Amplification (Amplifikacia) vyberte jeden fluorofor.

2.V ponuke grafu dostupnej po kliknuti pravym tlacidlom mysi vyberte polozku Baseline Threshold
(Zakladna prahova hodnota).
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3.

4.

Zobrazi sa dialégové okno Baseline Threshold (Zakladna prahova hodnota).

Baseline Threshold

Baseline Cycles
(@ Auto Calculated

() User Defined Bold indicates a changed value.

Wel A Fuwr O BE'BZZ'::E o Baselne C

1 SYBR 2 17 E

2 |A02 SYER 2 17

3 A3 SYER 2 17

4 |AM SYER 2 11

5 |ADS SYER 2 11

6 |ADG SYER 2 12

7 |A07 SYER 2 ]

2 |ADB SYER 2 10

3 A9 SYER 2 12

10 |A10 SYBR 0 0 [+

40 = 1

ar

| Reset All User Defined Valuss

Single Threshold
() Muto Calculated: 1424 30
(@ User Defined: 1700.00 =

QK Cancel

V Casti Baseline Cycles (Zakladné cykly) vykonajte jeden z nasledujucich krokov:

B Ak chcete vybrat jednu jamku, kliknite na jej €islo riadka.

Grafy

B Ak chcete vybrat viacero prilahlych jamiek, kliknite na €islo riadka prvej jamky a potiahnite

stipec nadol na koneénu jamku.

B Ak chcete vybrat viacero nesusediacich jamiek, podrzte klaves Control a kliknite na Cislo

riadka kazdej cielovej jamky.

B Ak chcete vybrat vSetky jamky, kliknite na lavy horny roh tabufky.

Upravte cyklus pociatocnej zadkladnej hodnoty a koncovej zédkladnej hodnoty pre vSetky vybrané
jamky alebo zmefrite €islo pociato€ného a koncového cyklu v spodnej Easti tabulkového

procesora.

Tip: Ak chcete vratit nastavenia spat na naposledy ulozené hodnoty, kliknite na polozku
Reset All User Defined Values (Resetovat vSetky pouzivatelom definované hodnoty).

Kliknutim na tlacidlo OK ulozte zmeny a vratte sa na graf.
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Urcenie rozsahu cyklu pre vSetky datové subory

» V okne Home (Domovské okno) alebo Plate Editor (Editor platni¢ky) vyberte polozku User
(Pouzivatel) > User Preferences (Pouzivatelské preferencie) a vyberte kartu Data Analysis
(Analyza dat).

Usporiadanie udajov ciela a vzorky

Poznamka: Tato moznost je k dispozicii iba v grafoch expresie génu.

V predvolenom nastaveni sa zoznamy Targets (Ciele) a Samples (Vzorky) zobrazuju v abecednom
poradi. Pomocou dialégového okna Sort (Usporiadat) mozete usporiadat zobrazenie v opaénom
abecednom poradi alebo manualne presunut vyraz na inu poziciu v zozname.

Ak chcete zoradit’ udaje ciela a vzorky
1.V menu grafu dostupnom po kliknuti pravym tlacidlom mysi kliknite na poloZku Sort (Usporiadat).

Zobrazi sa dialégové okno Gene Expression Chart Sorting (Usporiadanie grafu expresie génu).

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ||zaA

Actin OHr
IL1Beta 1Hr
Tubulin 2Hr
dil-1
dil-2
dil-3
dil-4
dil-5
dil-6

RIS

QK Cancel

2.V dialbgovom okne kliknite na polozku Z-A, ¢im zoradite zoznam v opacnom abecednom poradi.
3. Akchcete vyraz presunut manualne, vyberte ho a kliknite na prislusné tlacidlo medzi grafmi:
B Kliknutim na Sipku nahor alebo nadol presuniete vybrany vyraz o jednu poziciu.

B Kliknutim na $ipku stipca nahor alebo nadol presuniete vybrany vyraz na zadiatok alebo
koniec zoznamu.

4. Kliknutim na tla¢idlo OK uloZte zmeny a vratte sa na kartu Gene Expression (Expresia génu).

Zvacsenie oblasti v grafe

Na zvacsSenie oblasti v grafe

» Kiliknite a potiahnite cez graf a potom kliknite na polozku Zoom* (Priblizit). Softvér zmeni velkost
grafu a vycentruje ho na vybranu oblast.
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Grafy

Poznamka: *Stipcovy graf nevyZaduje, aby ste klikli na rozbalovaciu ponuku Zoom
(Priblizit).
Obnovenie grafu pre plné zobrazenie

» Pravym tlacidlom mysi kliknite na graf a zvolte Set Scale to Default (Nastavit’ mierku na
predvolenu).
Kopirovanie grafov do suboru Microsoft

Grafy dat mézete kopirovat do dokumentov programu Microsoft Word, Excel alebo PowerPoint.
RozliSenie obrazka zodpoveda rozliSeniu obrazovky, z ktorej sa obrazok ziskal.

Skopirovanie grafu do suboru Microsoft

1.V okne Data Analysis (Analyza dat) vyberte polozku Copy (Kopirovat) z menu grafu dostupného
po kliknuti pravym tlagidlom mysi.

2. Otvorte prazdny subor Microsoft a vioZte obsah zo schranky.

Alternativa: Kliknite na ikonu kliknutia a tahania a presurite graf do suboru Microsoft.
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Tabulkové procesory

Tabulkové procesory zobrazené v Data Analysis (Analyza dat) obsahuju moznosti usporiadania a
prenosu tdajov. Usporiadajte stipce niektorou z nasledujticich metéd:

B Kliknite a presurite stipec do nového umiestnenia vo vybratej tabulke.

B Kliknutim na hlavi¢ku stipca sa Gidaje zoradia vzostupne alebo zostupne.

Na usporiadanie do maximalne troch stipcov dat v okne Sort (Usporiadat)

1. Kliknutim pravym tlacidlom mysi na tabulkovy procesor a vyberiete polozku Sort (Usporiadat).

2. Vdialégovom okne Sort (Usporiadat) vyberte nazov prvého stipca na usporiadanie. Zoradit tidaje
vzostupne alebo zostupne.

3. Vyberte druhy alebo treti stipec, ktory chcete zoradit, a vyberte polozku Ascending (Vzostupne)
alebo Descending (Zostupne).

4. Kliknutim na OK usporiadate udaje alebo kliknutim na Cancel (Zrusit) zastavite usporiadanie.

Zvyraznite udaje v pridruzenych grafoch a selektore jamiek podrzanim kurzoru mysi nad bunkou.
Kliknutim na bunku skopirujete a prilepite jej obsah do iného softvérového programu.

Bezné polozky menu pre tabulkové procesory, dostupného po
kliknuti pravym tla¢idlom mysi

Tabulka 19 uvadza polozky menu dostupného po kliknuti pravym tlacidlom mysi, ktoré su dostupné na
[ubovolnom zobrazeni tabulkového procesora.

Tabulka 19. Polozky menu dostupného po kliknuti pravym tlaéidlom mysi pre tabulkoveé

procesory

Polozka Funkcia

Copy (Kopirovat) Skopiruje obsah vybranych jamiek do schranky a nasledne vlozi
obsah do tabulkového procesora, napriklad do programu Excel.

Copy as Image (Kopirovat ako Skopiruje zobrazeny tabulkovy procesor ako subor s obrazkom a

obrazok) vlozi ho do suboru, ktory prijima subor s obrazkom, ako je
napriklad textovy subor, subor s obrazkom alebo subor
tabulkového procesora.

Print (Tlag) Vytlaci aktualne zobrazenie.
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Tabulkové procesory

Tabulka 19. Polozky menu dostupného po kliknuti pravym tla€idlom mysi pre tabulkové

procesory, pokracovanie

Polozka

Print Selection (Tla¢ vybranych
poloziek)

Funkcia

Vytla&i aktualne vybrané polozky.

Export to Excel (Export do
programu Excel)

Exportuje udaje do tabulkového procesora programu Excel.

Export to CSV (Export do
formatu CSV)

Exportuje ¢iarkami oddelené udaje do suboru (.csv).

Export to Xml (Export do formatu
Xml)

Exportuje Udaje do suboru vo formate Xml.

Export to Html (Export do
formatu Html)

Exportuje udaje do suboru vo formate Html.

Find (Najst)

Vyhlada text.

Sort (Usporiadat)

Usporiada Gdaje do maximalne troch stipcov.

Select Columns (Vybrat stipce)

Vyberie stipce, ktoré sa zobrazia v tabulkovom procesore.
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Exportovat’

Rozbalovacia ponuka softvéru CFX Manager Dx software ponuka Styri moznosti exportu:
B Export All Data Sheets (Exportovat v8etky karty udajov do programu Excel)

B Custom Export (Vlastny export)

B Export to LIMS (Export do LIMS)

B Seegene Export (Export Seegene)

Exportovanie vSetkych kariet udajov

VSetky tabulkové procesory mbzete exportovat z kazdej karty softvéru CFX Manager Dx software do
jednotlivych suborov.

Exportovanie vSetkych kariet udajov

» Zvolte Export (Exportovat) > Export All Data Sheets (Exportovat vSetky karty idajov) a potom
zvolte typ suboru, ktory si Zelate.

B CSV (*.csv)

B Text (*.txt)

B Excel 2007 (*.xIsx)
m  Excel 2003 (*.xls)

m XML (*.xml)
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Vytvorenie suboru viastného exportu

Vytvorenie suboru vlastného exportu

1.

Zvolte Export (Export) > Custom Export (Vlastny export). Objavi sa dialégové okno Custom
Export (Vlastny export).

Custom Export

Export Format: | CSV (*csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
A Well Well
Fuorophere Fluorophore
Target Name Target Name
Contert gontelnt N
Replicate Mumber aMmpIE Hame
Sample Name
Biological Set Name
Well Note

Cg
Starting Quantity

OOROREEE

[« L« ]

o

uartification

Cg

Starting Cluantity

Cg Mean

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

KK

=

Customize Column Names...

Set as Default Configuration

o

Z rozbalovacieho zoznamu, ktory sa zobrazi, vyberte format exportu.
Zvolte kontrolné znacky pre polozky, ktoré chcete exportovat.

(Volitelné) Ak chcete zmenit nazvy stipcov, kliknite na polozku Customize Column Names
(Prispdsobit nazvy stipcov).

Kliknite na Export (Exportovat). Zobrazi sa dial6gové okno Save As (UloZit ako).

V dialégovom okne Save As (Ulozit' ako) zadajte nazov suboru a umiestnenie, do ktorého sa ulozi
exportovany subor.

Kliknutim na tlacidlo OK ulozte subor exportu.
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Export do priec¢inka LIMS

Data mozete exportovat do formatu suborov, ktory je kompatibilny s LIMS.

Export udajov vo formate LIMS

1. Vyberte polozku Export (Exportovat) > Export to LIMS Folder (Export do prie€inka LIMS).
Zobrazi sa dialégové okno Save As (Ulozit ako).

2. Vdialbgovom okne Save As (Ulozit ako) zadajte nazov suboru a umiestnenie, do ktorého sa ulozi
exportovany subor.

3. Kliknutim na tla€idlo OK ulozte subor exportu.

Exportovanie udajov vo formate Seegene

Udaje zo v&etkych zobrazenych tabulkovych procesorov mézete exportovat do stborov Excel
Strukturovanych Specialne na pouZzitie spoloénostou Seegene, Inc.

Na exportovanie udajov vo formate Seegene
1. Zvolte Export (Exportovat) > Seegene Export.
Zobrazi sa dialégové okno Save As (Ulozit ako).

2. Vdialbgovom okne Save As (Ulozit ako) zadajte nazov suboru a umiestnenie, do ktorého sa
uloZia exportované subory Excel (.xIsx) vo formate Seegene.

3. Kliknutim na tla¢idlo OK ulozite subory exportu.
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Kapitola 10 Podrobnosti analyzy dat

Okno Data Analysis (Analyza dat) softvéru CFX Manager Dx software obsahuje viac kariet, z ktorych
sa zobrazuju udaje. Tato kapitola podrobne vysvetluje tieto karty.

Tip: V okne Data Analysis (Analyza dat) si mézZete vybrat, ktoré karty sa maju zobrazit v ponuke
View (Zobrazit). Vlastné rozloZenie sa ulozi s datovym suborom.
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Tabulka Quantification (Kvantifikacia)

Pouzite udaje na karte Quantification (Kvantifikacia) na nastavenie podmienok analyzy udajov vratane
zakladnych nastaveni pre jednotlivé jamky a nastavenia prahovych hodnét. Karta Quantification

(Kvantifikacia) zobrazuje udaje v tychto Styroch zobrazeniach:

B Amplification chart (Graf amplifikacie) — zobrazi jednotky relativnej fluorescencie (RFU) pre
kazdu jamku v kazdom cykle. Kazda stopa v grafe predstavuje data z jedného fluoroforu v jednej

jamke.

®  Standard curve (Standardna krivka) — sa objavi len vtedy, ak chod zahftia jamky oznagené ako
$tandardny typ vzorky (Std). Standardna krivka zobrazuje prahovy cyklus zakresleny v porovnani
s pociato¢nou veli¢inou. Legenda zobrazuje U¢innost reakcie (E) pre kazdy fluorofor v jamkach
so Standardnym typom vzorky.

B Selektor jamiek — vyberie jamky s fluorescenénymi datami, ktoré chcete zobrazit.

B Tabulkovy procesor — zobrazi tabulkovy procesor udajov zozbieranych vo vybranych jamkach.

W@ Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 1.perd
File View Settings Export Tools E\ate Setup .|S Fluorophore | ?
Quantification Quantification Data EE Gene Expression {‘Q} Custom Data View ac @ Run Information

Amplification El Standard Curve 2

Losiafo

Log Starting Quantity

0 1 20 o

4@

0 sema

X Unkrour

"
T EAM Ee S5 RAD0SESIpR=-I ST e 105

Step Number: |3

FO3 FAM Tubulin Std-1

FO4 FAM Tubulin Std-2
FO5 FAM Tubulin Std-3
FO6 FAM Tubulin Std-4
FO7 FAM Tubulin 5td-5
FO8 FAM Tubulin Std-6
FOS FAM Tubulin Std-7

dil-1
dil-2.
di-3
dil-4.
dil-5
dil-6.
dil-7

I[4] [T

Completed

| Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Moznosti fluoroforu

Ak chcete zobrazit udaje fluoroforu v grafoch a tabulkovych procesoroch karty Quantification
(Kvantifikacia), vyberte ciefovy fluorofor(-y) pod grafom Amplification (Amplifikacia). Ak chcete skryt

udaje fluoroforu v okne analyzy dat, zruSte zvolenie zaciarkavacieho policka.
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Tabulka Quantification (Kvantifikacia)

Dialégové okno Trace Styles (Styly stop)

Pomocou dialégového okna Trace Styles (Styly stép) méZete upravit vzhlad stép v grafoch zosilnenia
a krivky tavenia na kartach Quantification (Kvantifikacia) a Melt Curve (Krivka tavenia). Potom mézete
zobrazit zmeny v selektore jamiek, ktoré sa zobrazia v dialégovom okne Trace Styles (Styly stop).

Na upravu Stylov stép
1.V grafe Amplification (Amplifikacia) vyberte len jeden fluorofor.

2. Ak chcete otvorit dialégové okno Trace Styles (Styly stép), vykonaijte jeden z nasledujtcich
krokov:

®  Kliknite na Trace Styles (Styly stép) v grafe Amplification (Amplifikacia).

B Zvolte Settings (Nastavenia) > Trace Styles (Styly st6p) v paneli menu Data Analysis
(Analyza dat).

®m  Kliknite pravym tlagidlom mysi na stopu a vyberte Trace Styles (Styly stép).

Objavi sa dialégové okno Trace Styles (Styly st6p).

Trace Styles

Fluorophore: Wells Calor Symbal
<] [t v -

Selected Wells: ~

Color Quick Set

‘ Random by Well | | Random by Replicate ‘ | Use Auor Colors ‘ | Use Target Colors | | Use Sample Colors |

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

=]

0K Cancel

3. Vdialégovom okne Trace Styles (Styly stdp) vyberte konkrétnu mnozZinu jamiek v selektore
jamiek v dolnom paneli. Pripadne vyberte jamky, ktoré obsahuju jeden typ vzorky v rozbalovace;j
ponuke v stipci Wells (Jamky).
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4. Vykonaijte ktorékolvek z nasledujucich:
B Ak chcete vybrat farbu pre vybrané jamky, kliknite na poli€ko v stipci Color (Farba).

B Ak chcete priradit symboly k vybranym jamkam, vyberte symbol z rozbalovacieho zoznamu
Symbol.

B Ak chcete rychlo zafarbit jamky oznacenim tlacidla, kliknite na prislusnu rychlu mnozinu:
Random by Well (Nahodny podla jamky)

Random by Replicate (Nahodny podla replikatu)

Use Fluor Colors (Pouzit farby fluoroforu)

Use Target Colors (Pouzit farby ciela)

O o o o o

Use Sample Colors (Pouzit farby vzorky)
B Na priradenie oznacenia jamky vyberte Sample Type (Typ vzorky), Target Name (Nazov
ciela), Sample Name (Nazov vzorky) alebo Symbol (Symbol).
Moznost’ Log Scale (Logaritmicka mierka)

Ak chcete zobrazit fluorescenéné stopy v polologaritmickej stupnici, vyberte mozZnost Log Scale
(Logaritmicka mierka) pod grafom Amplification (Amplifikacia):

Amplification

12 ——————————— ———— ——————— ;

Cycles Log Scale

Tip: Ak chcete zvacsit Tubovolnu oblast grafu, presurite mys cez cielovu oblast. Pre navrat k
Uplnému zobrazeniu pravym tlacidlom mysi kliknite na graf a zvolte Set Scale to Default (Nastavit
mierku na predvolenu).
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Graf Standard Curve (Standardna krivka)

Softvér vytvori graf Standard Curve (Standardna krivka) na karte Quantification (Kvantifikacia), ak
Udaje zahffiaju typy vzoriek definované ako Std (Standardné) pre aspori jeden fluorofor v chode.

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Sandad
x Linknown

. FAM  E= SR0F: R2=0.965 Slope=-3.551 y-Irt=35 553

— HEX  E= 54.3% RAT=0.056 Slope=-3 465 y-Irt=36.563

Graf Standard Curve (Standardna krivka) zobrazuje nasledujlce informacie:

Nazov kazdej krivky (fluorofor alebo ciel).
Farbu kazdého fluorofora alebo ciela.

Uginnost reakcie (E). Tuto $tatistiku pouZite na optimalizaciu multiplexnej reakcie a na vyrovnanie
Udajov pre Standardnu krivku.

Poznamka: Uginnost reakcie opisuje, kolko z vasho ciela sa vytvara s kazdym cyklom v
protokole. Uginnost 100 % znamena, Ze zdvojnasobujete svoj ciel s kazdym cyklom.

Koeficient uréenia, R? (zapisany ako R*2). Pomocou tejto Statistiky zistite, ako spravne riadok
popisuje Udaje (kvalita alebo vhodnost).

Sklon

Prieseénik osi Y
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Moznosti menu grafu Amplification (Amplifikacia)

Okrem beznych mozZnosti menu pre grafy dostupnych po kliknuti pravym tlacidlom mysi (pozrite si
BeZné polozky menu pre grafy, dostupného po kliknuti pravym tlac¢idlom mysi na strane 183), Tabulka 20
uvadza moznosti menu dostupné iba na grafe Amplification (Amplifikacia).

Poznamka: Graf Standard Curve (Standardna krivka) poskytuje iba spolo&né moznosti menu
dostupné po kliknuti pravym tlacidlom mysi.

Tabulka 20. Polozky menu grafu Amplification (Amplifikacia) dostupné po kliknuti pravym a

Favym tlac¢idlom mysSi

Moznost’ ponuky

Show Threshold Values
(Zobrazit prahové hodnoty)

Funkcia

Zobrazi prahovu hodnotu kazdej krivky amplifikacie na grafe.

Trace Styles (Styly stép)

Otvori okno Trace Styles (Styly stdp) na zmenu $tylov stop, ktoré
sa zobrazuju na karte Quantification (Kvantifikacia) a Melt Curve
(Krivka tavenia).

Baseline Thresholds (Zakladné
prahové hodnoty)

Otvori okno Baseline Thresholds (Zakladné prahové hodnoty) na
zmenu zakladnych alebo prahovych hodnét jednotlivych
fluoroforov (zmeny sa zobrazia na grafe Amplification
(Amplifikacia) na karte Quantification (Kvantifikacia).

Tabulkovy procesor karty Kvantifikacia

Tabulka 21 uvadza udaje zobrazené v tabulkovom procesore na karte Quantification (Kvantifikacia).

Tabulka 21. Obsah tabul'kového procesora karty Quantification (Kvantifikacia)

Informacie

Well (Jamka)

Opis

Poloha jamky na platni¢ke

Fluor (Fluorofor)

Zisteny fluorofor

Target (Ciel)

Nazov ciela nacitany v jamkach editora platnicky

Content (Obsah) Kombinacia typu vzorky (povinné) a €. replikatu (volitelné) nacitana
v editore platnicky

Sample (Vzorka) Nazov vzorky nacitany v jamkach editora platni¢ky

Cq Kvantifikacny cyklus pre kazdu stopu
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Zmena udajov ciela, obsahu alebo vzorky

Udaje v stipcoch Target (Ciel'), Content (Obsah) a Sample (Vzorka) méZete zmenit Upravou stboru
tabulky pomocou Plate Editor (Editor platni¢ky) aj po spusteni experimentu.

Ak chcete zmenit’ Gidaje v stipcoch Target (Ciel), Content (Obsah) a Sample (Vzorka)

» Kiiknite na polozku Plate Setup (Nastavenie platni¢ky) a nasledne vyberte polozku View/Edit
Plate (Zobrazit/upravit platni¢ku) na otvorenie editora platniciek.
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Karta Quantification Data (Kvantifikacné data)

Karta Quantification Data (Kvantifikacné data) zobrazuje kvantifikacné data zhromazdené v kazdej
jamke. CFX Manager Dx software zobrazi udaje v Styroch réznych zobrazeniach tabulkového
procesora:

B Results (Vysledky) — zobrazi tabulkovy procesor udajov. Toto je predvolené zobrazenie.

B Standard Curve Results (Vysledky Standardnej krivky) — zobrazi tabulkovy procesor dat
Standardnej krivky.

B Plate (Platnicka) — zobrazi data v kazdej jamke ako mapu platnicky.
B RFU —zobrazi mnozstva RFU v kazdej jamke pre kazdy cyklus.

Jednotlivé tabulkové procesory mézete vybrat z rozbalovacieho zoznamu, ktory je zobrazeny pod
kartou Quantification Data (Kvantifikacné data).

Tabulkovy procesor Results (Vysledky)

Tabulkovy procesor Results (Vysledky) zobrazuje udaje pre kazdu jamku v platnicke.

File  View Settings Export Tools E\ateSetup'

Fluorophore | ?

-
(s

=
(| CQuantification Guantfication Data HHH Gene Expression E:_UOE Custom Data View Qc % Run Information

Resulis | Step Number. 3
Wel O Fuor & Taget | Cortent O Ssmple O Cq 0| CaMean {| CqStd Dev 5‘5“'"(953‘;3"“7 o Uggusa‘:tg'g oAl
cys GAFDH Unkn-1 Hr 17.14 1713 0.003 1.911E+05 5281
B05 [ GAPDH Unkn2  7Hr 17.07 17.09 0024 1983E+05 5.300
B06 o5 GAPDH Unkn-3  8Hr 17.08 17.08 0.035 1.980E+05 5297
co4 o5 GAPDH Unkn-1 &Hr 17.12 17.13 0.003 1917E05 5283
] Cys GAPDH Unkn2  7Hr 17.12 17.09 0024 1.937E+05 5287
o6 o5 GAPDH Unkn-3  8Hr 17.12 17.08 0.035 1930E+05 5285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 &Hr 17.14 17.13 0.003 1.908E+05 5281
D05 Cys GAPDH Unkn2  7Hr 17.08 17.09 0.024 1.988E+05 5298

Poznamka: Vsetky vypoéty Std. Dev (Standardna odchylka) sa vztahuji na replikované skupiny
priradené v jamkach v okne Plate Editor (Editor platni¢ky). Vo vypoctoch sa vypodita priemerna
hodnota Cq pre kazdu jamku v replikovanej skupine.

Tabulka 22 definuje udaje, ktoré sa zobrazuju v tabulkovom procesore Results (Vysledky).
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Tabulka 22. Obsah tabul'kového procesora Results (Vysledky)

Informacie

Well (Jamka)

Opis

Poloha jamky na platnicke

Fluor (Fluorofor)

Zisteny fluorofor

Target (Ciel)

Cielovy nazov amplifikacie (gén)

Content (Obsah)

Typ vzorky a Cislo replikatu

Sample (Vzorka)

Opis vzorky

Biological Set Name (Nazov
biologickej supravy)

Nazov biologickej supravy

Cq

Kvantifikaény cyklus

Cq Mean (Stredna hodnota C,)

Stredna hodnota kvantifikaéného cyklu pre replikovana skupinu

Cq Std. Dev (Standardna
odchylka Cy)

Standardna odchylka kvantifikadného cyklu pre replikovant skupinu

Starting Quantity (SQ)
(Pociato€né mnozstvo)

Odhad pociato€ného mnozstva ciela

Log Starting Quantity
(Pociatocné mnozstvo dennika)

Dennik pociato€ného mnoZstva ciela

SQ Mean (Stredna hodnota
SQ)

Stredna hodnota pociatoéného mnozZstva

SQ Std. Dev (Standardna
odchylka Cq)

Standardna odchylka pogiato&ného mnozstva naprieé replikaciami
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Tabulkovy procesor Standard Curve Results (Vysledky
Standardnej krivky)

Tabulkovy procesor Standard Curve Results (Vysledky Standardnej krivky) zobrazuje vypocitané
parametre Standardnej krivky.

[l Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.perd

File  View Settings Export Tools Elate Setup - ._'g | 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

Tabulka 23 uvadza udaje, ktoré sa zobrazuju v tabulkovom procesore Standard Curve Results
(Vysledky Standardnej krivky)

Tabulka 23. Obsah tabul'kového procesora Standard Curve Results (Vysledky Standardnej

krivky)
Informacie Opis
Fluor (or Target) (Fluorofor Zisteny fluorofor (alebo ciel)
(alebo Ciel))
Efficiency % (U&innost %) Uginnost reakcie
Slope (Sklon) Sklon Standardnej krivky
Y-intercept (Priesecnik osi Y) Bod, v ktorom krivka pretina os Y
RA2 Koeficient ur€enia
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Tabul'kovy procesor Plate (Platnicka)

Tabulkovy procesor Plate (Platni¢ka) zobrazuje mapu udajov platni¢ky pre jeden fluorofor v danom

Case.
m Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File  View Settings Export Tools Elate Setup ~ .j | Fluorophore  ~ ?
m Quartification Quantffication Data !!H Gene Expression l';_:u;? Custom Data View Qc % Run Information
Flate ~ | Step Mumber: 3
Output - Content Sample Cg Starting Quantity
1 2 3 4 5 6 7
Cortent
Sampl
A ample
Cg
copy number
Content Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
I Sample BHr FHr 8Hr
Cqg 27.36 221 19.07
copy number 2.14e+02 | 6.60e+03 |4.78=+04
Content Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
e Sample BHr FHr 8Hr
Cqg 30.38 21 19.24
copy number 3.00e+01 | 6.58e+03 (4.27e+04
4 4 » | FAM HEX 4 Texas Red 4 Cy5 4] il
Completed ‘ Scan Mede: All Channels ‘ Plate Type: BR White

Na zobrazenie udajov Specifickych pre fluorofory

» Kiiknite na kartu v spodnej ¢asti tabulkového procesora

Tabulkovy procesor RFU

Tabulkovy procesor RFU zobrazuje hodnoty relativnych fluorescenénych jednotiek (RFU) pre kazdu
jamku ziskané v kazdom cykle chodu. Cislo jamky sa objavi v hornej &asti kazdého stipca a &islo cyklu

sa zobrazi nalavo od kazdého riadka.

li(d Data Ana Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  View Settings Export Tools E\Ete Setup ~ ?

.\i‘ Fluorophore

Quartification Quantfication Data !HH Gene Expression l';u:? Custom Data View aQc E Run Information

RFU ~ | Step Number: 3

Cycle B4 B5 B6 c4 c5
456 116 150 548 714
2 93 501 565 00416 0989
3 150 0773 665 241 D154
4 629 32 562 DN§ 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 { Texas Red 4 Cy5

Completed ‘ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Karta Melt Curve (Krivka tavenia)

Vyhlasenie o odmietnuti zodpovednosti: Spolo¢nost Bio-Rad neposkytuje Ziadne prava na
pouzitie analyzy krivky tavenia vo vysokorozliSovacej analyze tavenia v oblasti ludskej alebo
veterinarnej diagnostiky in vitro. Kupujuci navy$e zodpoveda za ziskanie vSetkych prav dusevného

vlastnictva, ktoré sa mdzu vyZadovat na konkrétne pouZitia.

V pripade farbiv viazucich DNA a nestiepitelnych hybridiza¢nych sond je fluorescencia najjasnejsia,
ked sa spoja dva retazce DNA. Z tohto dévodu sa spolu s rastom teploty k teplote tavenia (T,;)
kons&tantnou rychlostou znizuje fluorescencia (konStantny sklon). Pri dosiahnuti teploty T, dochadza
k vyraznému znizeniu fluorescencie s vyraznou zmenou sklonu. Rychlost tejto zmeny sa stanovi
znazornenim zapornej prvej regresie fluorescencie vodi teplote (-d(RFU)/dT). Najvacsia rychlost
zmeny fluorescencie vedie k viditelnym vrcholom a predstavuje T,,, dvojviaknovych komplexov DNA.

CFX Manager Dx software zobrazi data RFU zozbierané pocas krivky tavenia ako funkciu teploty. Aby
sa mohla vykonat analyza dat vrcholu tavenia, softvér kazdému vrcholu priradi poCiato¢nu a kone¢nu
teplotu posunutim stipca prahovej hodnoty. Spodna &ast oblasti vrcholu je uréena polohou stipca
prahovej hodnoty tavenia. Platny vrchol musi mat minimalnu vysku vzhladom na vzdialenost medzi
stipcom prahovej hodnoty a vy$kou najvyssieho vrcholu.

Karta Melt Curve (Krivka tavenia) zobrazuje teplotu T, (teplota tavenia) amplifikovanych produktov
PCR v Styroch zobrazeniach:

B Melt Curve (Krivka tavenia) — zobrazuje data v redlnom Case pre kazdy fluorofor ako RFU na
teplotu kazdej jamky.

B Melt Peak (Vrchol tavenia) — zobrazuje zapornu regresiu dat RFU na teplotu pre kazdu jamku.
B Well selector (Selektor jamiek) — zobrazi jamky na zobrazenie alebo skrytie udajov.
B Peak spreadsheet (Tabulkovy procesor vrcholu) — zobrazi idaje zozbierané vo vybranej jamke.

Poznamka: Tento tabulkovy procesor zobrazi az dva vrcholy pre kazdu stopu. Ak chcete
zobrazit viac vrcholov, kliknite na kartu Melt Curve Data (Data krivky tavenia).
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Karta Melt Curve (Krivka tavenia)

[ cuantfication Quantfication Data Miek 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 ~
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1 2 = 4 5 (3 7 8
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Tabulka 24 na strane 205 uvadza udaje, ktoré sa zobrazuju v tabulkovom procesore Melt Curve

(Krivka tavenia).

Taburlka 24. Obsah tabulkového procesora krivky tavenia

Informacie

Well (Jamka)

Opis

Poloha jamky na platnicke

Fluor (Fluorofor)

Zisteny fluorofor

Content (Obsah)

Kombingcia typu vzorky a Cisla replikatu

Sample (Vzorka)

Nazov vzorky naditany v editore platnicky

Melt Temp (Teplota tavenia)

Teplota vrcholu tavenia pre kazdu jamku

Poznamka: V tomto tabulkovom procesore sa
zobrazuju iba dva najvyssie vrcholy.
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Prisp6sobenie udajov Melt Curve (Krivka tavenia)

Na prisposobenie uidajov Melt Curve (Krivka tavenia)

» Vykonaijte ktorékolvek z nasledujucich:

Kliknite a pretiahnite panely prahovych hodnét v grafe Melt Peak (Vrchol tavenia), aby ste
zahrnuli alebo vylugili vrcholy v analyze dat.

Vyberte Positive (Kladné) v rozbalovacej ponuke Peaks (Vrcholy) na zobrazenie udajov
tabulkového procesora pre vrcholy nad ¢iarou Melt Threshold (Prahova hodnota tavenia)
alebo vyberte moznost’ Negative (Zaporné), ak chcete zobrazit Udaje tabulkového procesoru
pre vrcholy pod Ciarou prahovej hodnoty tavenia.

Otvorte okno Trace Styles (Styly stdp) a zmefite farbu stdp v grafoch Melt Curve (Krivka
tavenia) a Melt Peak (Vrchol tavenia).

Vyberte &islo v zozname Step Number (Cislo kroku), aby ste zobrazili idaje Melt Curve
(Krivka tavenia) v dalSom kroku protokolu. Zoznam obsahuje viac ako jeden krok, ak protokol
obsahuje Citanie platni€iek vo viac ako jednom kroku krivky tavenia.

Vyberom jamky v selektore jamiek zaostrite na podmnoziny udajov.

Vyberte skupinu jamiek na zobrazenie a analyzu podmnoziny jamiek na platnicke. V
rozbalovacej ponuke Well Group (Skupina jamiek) na paneli nastrojov vyberte kazdu skupinu
jamiek podla nazvu.
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Karta Melt Curve Data (Data krivky tavenia)

Karta Melt Curve Data (Data krivky tavenia)

Karta Melt Curve Data (Data krivky tavenia) zobrazuje udaje z karty Melt Curve (Krivka tavenia) vo
viacerych tabufkovych procesoroch, ktoré obsahuju vSetky vrcholy tavenia pre kazdu stopu. Softvér
CFX Manager Dx ponuka Styri moznosti tabufkového procesora, v ktorych sa zobrazuju udaje krivky
tavenia:

B Melt Peaks (Vrchol tavenia) — zobrazuje vSetky Udaje vratane vSetkych vrcholov tavenia pre
kazdu stopu. Toto je predvolené zobrazenie.

B Plate (Platnicka) — zobrazuje pohlad na udaje a obsah kazdej jamky v platnicke.
B RFU — zobrazuje hodnoty RFU pri kaZzdej teplote pre kazdu jamku.

B -d(RFU)/dT — zobrazi zapornu hodnotu zmeny v RFU ako zmeny teplét (T). Toto je prvy regresny
graf pre kazdu jamku v platnicke.

Jednotlivé tabulkové procesory mézete vybrat z rozbalovacieho zoznamu, ktory je zobrazeny pod
kartou Melt Curve Data (Déta krivky tavenia).

Tabulkovy procesor Melt Peaks (Vrcholy tavenia)

Tabulkovy procesor Melt Peaks (Vrcholy tavenia) zobrazuje vSetky udaje krivky tavenia.

=
] Quantification Quantification Data Mett Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-:’? Custom Data View

Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive
Wel ¢ Fuor & Taget ¢ Cortert { Sampe Temg“;gm | Peak Height ¢ Terf:eg'gme ) Temgne,d_me o
SYBR  Actin Unkn-1 OHr 84.00 149719 78.00 8850
A02 SYBR  Actin Unkn-2 H 84.00 142657 78.50 9400
A3 SYBR  Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1452 53 7850 5100
BO1 SYBR  Actin Unkn-1 OHr 84.00 1408.73 78.50 9250
B02 SYBR At Unkn-2 Hr 24.00 1510.77 78.00 29.00
B03 SYBR  Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1453.25 78.00 88,50
cot SYBR  Actin Unkn-1 OHr 84.00 1521.98 78.50 9150
co2 SYBR  Actin Unkn-2 H 84.00 1618.79 78.00 90.00
co3 SYBR  Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1581.56 78.00 89.00
D01 SYBR  Actin Std-1 dil-1 84.00 1100.08 79.00 9400

Tabulka 25 na strane 208 uvadza udaje, ktoré sa zobrazuju v tabulkovom procesore Melt Peaks
(Vrcholy tavenia).
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Tabulka 25. Obsah tabulkového procesora Melt Peaks (Vrcholy tavenia)

Informacie Opis

Well (Jamka) Poloha jamky na platnicke

Fluor (Fluorofor) Zisteny fluorofor

Content (Obsah) Typ vzorky uvedeny v okne Plate Editor (Editor platnicky)
Target (Ciel) Ciel amplifikacie (gén)

Sample (Vzorka) Nazov vzorky uvedeny v okne Plate Editor (Editor platnicky)
Melt Temperature (Teplota Taviaca teplota kazdého produktu, uvedena ako jeden vrchol
tavenia) (najvyssi) na riadok v tabulkovom procesore

Peak Height (Vyska vrcholu) Vyska vrcholu

Begin Temperature (Pociato¢na Teplota na zaciatku vrcholu

teplota)

End Temperature (Kone¢na Teplota na konci vrcholu

teplota)

Tabulkovy procesor Plate (Platni¢ka)

Tabulkovy procesor Plate (Platni¢ka) zobrazuje udaje krivky tavenia vo formate platnicky.

Quartification Quantification Data Melt Curve Meft Curve Data HHH Gene Expression End Paint tc_\:.? Custom Data View
Plate ~| Step Number: 7 Peak Type: Posttive

Output - Content Sample Peak 1 Peak 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Cortent | Unkn-1 (| Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr

Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None

Poznamka: Ak chcete nastavit vrchol, ktory softvér ohlasi, nastavte prahovi hodnotu v tabulke
Melt Peak (Vrchol tavenia) na karte Melt Curve (Krivka tavenia).

Tabulka 26 na strane 209 definuje udaje, ktoré sa zobrazuju v tabulkovom procesore Plate
(Platnicka).
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Karta Melt Curve Data (Data krivky tavenia)

Tabulka 26. Obsah tabulkového procesora Plate (Platni¢ka)

Informacie Opis

Content (Obsah) Kombinacia typu vzorky (povinné) a €. replikatu (volitelné)
Sample (Vzorka) Opis vzorky

Peak 1 (Vrchol 1) Prvy vrchol tavenia (najvyssi)

Peak 2 (Vrchol 2) Druhy (nizsi) vrchol tavenia

Tabulkovy procesor RFU
Tabulkovy procesor RFU zobrazuje fluorescenciu pre kazdu jamku, ziskanu poc¢as krivky tavenia.

Tabulka 27 uvadza udaje zobrazené v tabulkovom procesore RFU.

Tabulka 27. Obsah tabulkového procesora RFU

Informacie Opis

Well number (A1, A2, A3, A4, A5) (Cislo Poloha jamiek na platni¢ke pre nacitané jamky
jamky) (A1, A2, A3, A4, A5)

Temperature (Teplota) Teplota tavenia zosilneného ciela,
zaznamenana ako jedna jamka na riadok a viac
jamiek pre viaceré produkty v rovnakej jamke
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Tabulkovy procesor -d(RFU)/dT

Tabufkovy procesor -d(RFU)/dT zobrazuje zapornu mieru zmeny RFU pri zmene teploty (T).

(ff] Quantification Quantification Data Melt Curve Met Curve Data HHH Gene Expression El End Point l'-i\u;? Custom Data View

d(RFU)AT ~ | Step Number: 7 Pesk Type: Positive

Temperature | Al 2 A3 Bl B2 B3 ci c2 c3 D1 D2 D3 D4 D5

W5 950 | 995 19 15 107 125 120 778 14| 103|121 114
5550 227 206 213 215 258 249 231 271 260 189 25 24 263 24
5600 210 1% 202 18 23 230 214 250 240 156 207 207 243 227
5650 210 1% 202 199 238 230 214 250 240 186 207 207 243 227
5700 210 180 202 189 238 230 214 250 240 156 207 207 243 27
5750 203 183 202 1% 23 229 213 250 239 154 206 206 242 227
5800 214 1@ 204 202 242 232 25 253 243 164 214 210 245 23
5850 222 200 20| 209 247 237 221 260 249 184 228 219 249 237

Tabulka 28 uvadza udaje, ktoré sa zobrazuju v tabulkovom procesore -d(RFU)/dT.

Tabulka 28. Obsah tabulkového procesora -d(RFU)/dT

Informacie Opis

Well number (A1, A2, A3, A4, A5) (Cislo Poloha jamiek na platnicke pre nacitané jamky
jamky) (A1, A2, A3, A4, A5)

Temperature -d(RFU)/dT (Teplota -d Zaporna zmena RFU pri zmene teploty (T)
(RFU)/T)
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Karta End Point (Koncovy bod)

Karta End Point (Koncovy bod)

Otvorenim karty End Point (Koncovy bod) mézZete analyzovat kone¢né relativne fluorescencné
jednotky (RFU) vzorky v jamke. Softvér porovna urovne RFU v jamkach s neznamymi vzorkami s
uroviiami RFU v jamkéach s negativnymi kontrolnymi vzorkami a ,0znaci“ nezname vzorky ako
pozitivne alebo negativne. Pozitivne vzorky maju hodnotu RFU, ktora je vacsia ako priemerna
hodnota RFU negativnych kontrolnych vzoriek plus neznama hodnota.

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd

- X
S‘ Fluorophore v ‘ ?

View Settings Export  Tools Blate Setup ~
EndPort e Custom Data View 2] Run Ifomation
3 = =
S':ﬁ - = = Wel &) Fuor O Content 0 Sampe O B9 o ca  o[4)
End Cycles To Average: [2 B co3 Jiex s 15271 (+) Postive
O RFUs T Co4 HEX Std-2 10788  (+) Posttive
@® Percent of Range ﬁ C05 HEX Std-3 6245  (+) Postive
e co6 HEX Std4 4035 (+) Postive
rwl::v‘; RFU value: 2663 0] L2 feog (s 1557
Highest RFU value: 18293 D03 HEX Std-1 15193 () Postive
Negative Control Average: 2682 D04 HEX Std-2 10781  (#) Postive
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
EO05 HEX Std-3 5838 () Postive
E06 HEX Std-4 3896  (+) Positive
EO07 HEX Neg Cid 1882
FO3 HEX Std-1 14055  (+) Posttive
FO4 HEX Std-2 9932  (+) Posttive
FO5 HEX Std-3 5826  (+) Posttive
FO6 HEX Std-4 3964 (+) Posttive
FO7 HEX Neg Ctrd 1883 =
4 4 » »I| FAM | HEX  Texas Red  Cy5 ( Quasar 705 -
Completed Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Aby bolo mozné analyzovat udaje koncového bodu, platnicka musi obsahovat negativne kontrolné
vzorky alebo softvér nesmie uskutoCnit oznacenie. Spustite jeden z nasledujucich dvoch typov
protokolov:

B Spustenie protokolu Quantification (Kvantifikacia) — nastavenie Standardného protokolu. Po
dokoné&eni chodu otvorte okno Data Analysis (Analyza dat), upravte nastavenia analyzy dat na
karte Quantification (Kvantifikacia) a nasledne kliknutim na kartu End Point (Koncovy bod)
vyberte cyklus koncového bodu.

B Spustenie protokolu End Point Only (Iba koncovy bod) — nadcitajte protokol End Point Only (lba
koncovy bod) v okne Run Setup (Nastavenie chodu), vyberte alebo vytvorte platni¢ku a spustite
chod.
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Kapitola 10 Podrobnosti analyzy dat

Karta End Point (Koncovy bod) zobrazuje priemerné hodnoty RFU na urcenie toho, ¢i sa ciel
amplifikoval poslednym (koncovym) cyklom. Tieto udaje pouZite na ur€enie toho, &i je Specificka
ciefova sekvencia pritomna (pozitivna) vo vzorke. Pozitivne ciele maju vy$Sie RFU hodnoty, ako je
vami zadefinovana droven limitnej hodnoty.

Tip: Ak chcete vytvorit protokol koncového bodu, otvorte kartu Protocol (Protokol) (okno Run
Setup (Nastavenie chodu)) a vyberte poloZzku Run (Chod) > End Point Only Run (Iba chod
koncového bodu).

Po dokonéeni chodu sa na karte End Point (Koncovy bod) otvori datovy subor, kiory pozostava z
nasledujucich &asti:

B Settings (Nastavenia) — upravenie nastaveni analyzy dat.

B Results (Vysledky) — zobrazenie vysledkov okamzite po upraveni nastaveni.

B Well Selector (Selektor jamiek) — vyberie jamky s datami koncového bodu, ktoré chcete zobrazit.

B RFU spreadsheet (Tabulkovy procesor RFU) — zobrazuje koncovy RFU zhromazdeny vo
vybranych jamkéach.

Data vysledkov

Cast Results (Vysledky) zobrazuje nasleduijuce data:

B Lowest RFU value (Najnizsia hodnota RFU) — najnizSia hodnota RFU v datach

B Highest RFU value (Najvy$Sia hodnota RFU) — najvy$Sia hodnota RFU v datach

®  Negative Control Average (Priemer negativnej kontrolnej vzorky) — priemerna hodnota RFU
jamiek, ktoré obsahuju negativne kontrolné vzorky

B Cut Off Value (Medzna hodnota) — vypocita sa pridanim tolerancie (RFU alebo percento rozsahu
uvedené v nastaveniach) a priemeru negativnych kontrolnych vzoriek. Vzorky s RFU, ktoré su
vacsie ako medzna hodnota, sa budu nazyvat ,pozitivne“. Ak chcete upravit medznu hodnotu,
zmente polozku RFU alebo Percentage of Range (Percento rozsahu)

PolozZka Cut Off Value (Medzna hodnota) sa po€ita pomocou nasledujuceho vzorca:

Medzna hodnota = priemer negativnych kontrolnych vzoriek + tolerancia
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Karta End Point (Koncovy bod)

Toleranciu vyberte niektorou z nasledujucich metod:

B RFUs (predvolené) — vyberte tuto metddu na pouzitie absolutnej hodnoty RFU pre toleranciu.
Minimalna hodnota tolerancie RFU je 2. Maximalna hodnota je absolutna hodnota najvyssej
hodnoty RFU minus absolutna hodnota najniz§ej hodnoty RFU. Predvolena hodnota tolerancie
RFU je 10 % celkového rozsahu RFU.

B Percent of Range (Percento rozsahu) — vyberte tuto metddu na pouzitie percenta rozsahu RFU
pre toleranciu. Minimalne percento rozsahu je 1 %. Maximalne percento rozsahu je 99 %.
Predvolené percento rozsahu je 10 %.
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Nastavenie koncového bodu analyzy dat

Na nastavenie udajov na karte End Point (Koncovy bod)

» Vykonaijte ktorékolvek z nasledujucich:

B Vyberte fluorofor z rozbalovacieho zoznamu.

B Vyberte hodnotu End Cycle to Average (Priemerny koncovy cyklus) na nastavenie poc¢tu
cyklov, pomocou ktorych sa vypocita priemerny koncovy bod RFU.

B Vyberom polozky RFU zobrazite udaje v jednotkach relativnej fluorescencie.

B Vyberte Percent of Range (Percento rozsahu) na zobrazenie udajov ako percenta rozsahu

RFU.

B Vyberom jamky v selektore jamiek zaostrite na podmnoziny udajov.

B Vyberte skupinu jamiek na zobrazenie a analyzu podmnoziny jamiek na platnicke. V
rozbalovacej ponuke Well Group (Skupina jamiek) na paneli nastrojov vyberte kazdu skupinu

jamiek podla nazvu.

Tabulkovy procesor RFU pre analyzu koncového bodu

Tabulka 29 uvadza udaje, ktoré sa zobrazuju v tabulkovom procesore RFU na karte End Point

(Koncovy bod).

Tabulka 29. Obsah tabul'kového procesora End Point (Koncovy bod)

Informacie

Well (Jamka)

Opis

Poloha jamky na platnicke

Fluor (Fluorofor)

Zisteny fluorofor

Content (Obsah)

Kombinacia typu vzorky a €. replikatu

End RFU (Koncové RFU)

RFU v koncovom bode cyklu

Call (Vyvolanie)

Kladné alebo zaporné, kde kladné vzorky maju hodnotu RFU vacsiu ako
priemer RFU zapornych kontrol plus medzna hodnota.

Sample (Vzorka)

Nazov vzorky nacitany v aplikacii Plate Editor (Editor platnicky)
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Karta Allelic Discrimination (Alelicka diskriminacia)

Karta Allelic Discrimination (Alelicka diskriminacia)

Karta Allelic Discrimination (Alelicka diskriminacia) priraduje genotypy k jamkam s neznamymi

vzorkami. Tieto Udaje pouzite na identifikaciu vzoriek s réznymi genotypmi, vratane Alela 1, Alela 2,
Heterozygéta, Bez vyvolania (bez amplifikacie) alebo Neurcené.

Poznamka: Udaje pre alelickl diskriminaciu musia pochadzat z viacerych chodov s najmene;j
dvomi fluoroformi. Kazdy fluorofor identifikuje jednu alelu vo vSetkych vzorkach.

W Data Analysis - 2-Target Allelic Discrimination.pcrd

File View Settings Export

Tools

Plate Setup ~

(@ auantfication [ Quantfication Data Gene Expression End Poirt Alelic Discrimination <@ Custom Data View ac Run Infomation
& all =

“ Fluorophore v 7

Completed

1 12

Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White ‘ Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Allelic Discrimination £ Wel A Sample ¢  Cal O Tye ¢ RFUI O RFU2 § ﬁ
. K9 Alele 2 Auto 1644 5284
6000 3 Alele 2 Ato 1605 5228
’ A6 Heterozygote  Auto 876 2%
g % B03 Alele 2 Ao 78 563
< 4000 805 Alele 2 Auto 1716 5456
: N 806 Heterozygote  Auto 8050 2909
5% Ak c03 Alele 2 Ao 1757 5858
2 2000 cos Alele 2 Ato 1897 579
cos Heterozygote  Auto 862 2847
1000 e D03 Alele 2 Ato 058 662
o L e . : , D05 Alele 2 Ato 1575 5314
0 2 4 s 2 10 12 D06 Heterozygote  Auto 9871 3437
RFU for Allele 1 - FAM (1043) [ Polar Coordinates E04 Alele 1 Ado 10639 a0 |7
Selected F
X [FaM vy [vic v
Selectcycle: 50 2]
[ View call map

Analyza alelickej diskriminacie si vyzaduje nasledujuci minimalny obsah jamky:

B Dva fluorofory v kazdej jamke

B Vzorky NTC (bez kontroly $ablény) pre optimalnu analyzu dat

CFX Manager Dx software ponuka Styri moznosti na zobrazenie udajov alelickej diskriminacie:

B Graf Allelic Discrimination (Alelicka diskriminacia) — zobrazuje udaje v grafe RFU pre Alelu

1/Alelu 2. Kazdy bod grafu predstavuje Gdaje z oboch fluoroforov v jednej jamke. Medzi
kartezianskymi a polarnymi suradnicami mézete prepinat’ vyberom a zruSenim zaskrtavacieho
poli¢ka Polar Coordinates (Polarne suradnice). Kartezianske suradnice predstavuju RFU pre
Alelu 1 na osi X a RFU pre Alelu 2 na osi Y. Polarne suradnice predstavuju uhol na osi X a
vzdialenost’ medzi vychodiskovym bodom a RFU na osi Y (median vSetkych NTC).
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B Well spreadsheet (Tabulkovy procesor jamiek) — zobrazuje Udaje alelickej diskriminacie
zozbierané v kazdej jamke platnicky.

B Well Selector (Selektor jamiek) — vybera jamky s alelickymi idajmi, ktoré chcete zobrazit.

B Selected Fluorophores panel (Panel vybranych fluoroforov) — na grafe alelickej diskriminacie
zmeni oznaCenia osi X a Y, cyklus na analyzu a &i zobrazit mapu vyvolania.

Prisp6sobenie udajov pre alelicku diskriminaciu

Softvér automaticky priradi genotyp k jamkam s neznamymi vzorkami na zaklade poléh NTC auhlaa
vzdialenosti bodov neznamych tdajov od NTC.

Na nastavenie alelickych diskriminaénych udajov
» Vykonaijte ktorékolvek z nasledujucich:

B Ak chcete zobrazit polarne suradnice, zaCiarknite poli¢ko v tabulke Allelic Discrimination
(Alelicka diskriminacia).

B Ak chcete zobrazit dalsi fluorofor, vyberte ho z rozbalovacieho zoznamu v paneli Selected
Fluorophores (Vybrané fluorofory).

B Ak chcete zmenit vyvolanie, potiahnite bod(y) udajov v tabulke Allelic Discrimination
(Alelicka diskriminacia) a vyberte moznost v zozname Vybrané jamky:

O Allele 1 (Alela 1)

Allele 2 (Alela 2)
Heterozygote (Heterozygota)
Undetermined (Neurcené)

No Call (Bez vyvolania)

O 0o o o o

Auto Call (Automatické vyvolanie)

Tip: Zvolte Auto Call (Automatické vyvolanie) pre navrat k predvolenému vyvolaniu.

216 | Systémy CFX96 Dx a CFX96 Deep Well Dx



Moznosti menu grafov

Karta Allelic Discrimination (Alelicka diskriminacia)

Okrem beznych moznosti menu pre grafy pravym tladidlom mysi (pozrite si Bezné polozky menu pre
grafy, dostupného po kliknuti pravym tlac¢idlom mysi na strane 183), Tabulka 30 uvadza moznosti menu
dostupné na grafe Allelic Discrimination (Alelicka diskriminacia).

Tabulka 30. Moznosti pravej a lFavej ponuky grafu Allelic Discrimination (Alelicka

diskriminacia)

Moznost’ ponuky

Zoom (Priblizit)

Funkcia

Zameriava zobrazenie grafu na vybranu oblast’ (kliknutim a
tahanim kurzora v grafe).

Tip: Ak chcete obnovit priblizenie a zobrazit vSetky udajové
body, kliknite pravym tlacidlom mysi a vyberte polozku Set
Scale to Default (Nastavit mierku na predvolené).

Well (Jamka)

Moznosti pre zvolenu jamku su: zobrazit' len tuto jamku, odstranit’
jamku zo zobrazenia, nastavit farbu pre tato stopu alebo vylucit
tuto jamku z analyzy.

Selected Wells (Vybrané jamky)

Moznosti pre zvolené jamky (zvolené kliknutim a potiahnutim
kurzora v grafe) su: zobrazit' len tieto jamky, odstranit jamky zo
zobrazenia, nastavit farbu pre tieto stopy alebo vylugit tieto jamky z
analyzy.

Navod na obsluhu | 217



Kapitola 10 Podrobnosti analyzy dat

Tabulkovy procesor Allelic Discrimination (Alelicka
diskriminacia)

Tabulka 31 definuje udaj, ktoré sa objavuju v tabulkovom procesore Allelic Discrimination (Alelicka
diskriminacia).

Tabulka 31. Obsah tabulkového procesora Allelic Discrimination (Alelicka diskriminacia)

Informacie Opis

Well (Jamka) Poloha jamky na platni¢ke

Sample (Vzorka) Opis nazvu vzorky

Call (Vyvolanie) Identita alely, vratane automatickej alely 1, alely 2, heterozygéty,

bez vyvolania alebo neuréené

Type (Typ) Auto (Automaticky) alebo Manual (Manualny), ako bolo vyvolanie
vykonané. Automaticky naznacuje, Ze vyvolanie bolo zvolené
softvérom. Manualny naznacuje, Ze vyvolanie bolo zvolené
pouzivatefom

RFU1 RFU pre alelu 1

RFU2 RFU pre alelu 2
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Tabulka Custom Data View (Vlastné zobrazenie udajov)

Tabulka Custom Data View (Vlastné zobrazenie udajov)

Tabulka Custom Data View (Vlastné zobrazenie udajov) su€asne zobrazuje viacero panelov v
prispdsobitelnom formate.

Rozbalovaci zoznam Load a Preset View (Nacitat prednastavené zobrazenie) ponuka vyber $ablon
formatu zobrazenia. Zobrazené predvolené zobrazenie zavisi od analyzovaného suboru. Napriklad ak
su pritomné udaje Melt Curve (Krivka tavenia), objavi sa predvolené zobrazenie Amp+Melt
(Amplifikacia + tavenie).

Quantfication Quantification Data Eﬂ Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information
Fo= G Load a Preset View: | <Select a preset View> ~ | | Save as Preset. | | Manage Presets.

Chart ~ | BarChart |

Amplification EI . )
o
. .
o

= -
0?

N vaaayyommmn || ) S———_ ]

Relati ve Normalized Expression

Sample

0 “
Cycles
Guantfication Summary Results Grid Gene Expression Resuits - Bar Chatt
Well 0| Fuor & Taget O Content | Sample O Ca 0/ Comected
FO4 HEX Actin Sid-2 dil-2 1275 Target & Sample {|Ctl ¢ Expression ¢ E"Dsr;ﬁm & ExpsreEﬁo" )
RS HEX Actin Std3 di-3 1609
FIE  HEX  Adin 54 4 1951 L |BHr 000203  0.000%3 0.00093
e P — s a7 Lb i 293656 0.07376 011670
8 HEX P P s 2618 Lb bz 315690 0.19084 020278
e X P P a7 2957 b di3 310753 0.16432 0.16385
L di4 317837 0.15760 015883
b dis 302785 0.18924 018831
Lb  dis 314125 0.18164 0.18402
b diT 237135 0.24201 024751
i[4] T 4] i
Well Selector ~ | Bar Chart Control Panel
[ FAM [ HEX [ TexssRed []Gy5 Mode
I expression ( AACq ) ~]
Graph Data:
Relative to control ~
Cortrol Sample:
[6Hr |
Show Chart Settings =]
XAs: z
| stdt || std2 || stas || stes || stas || ste || staz | [ sample v
S s [ st | s | st | s | s | s [ | v .
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Vytvorenie viastného zobrazenia udajov
Na vytvorenie vlastného zobrazenia udajov
» Vykonaijte ktorékolvek z nasledujuceho:
B Zrozbalovacieho zoznamu vyberte alternativne predvolené zobrazenie.

B Vyberte dalSie zobrazenie tabulky z rozbalovacieho zoznamu v hornej €asti kazdého
samostatného panelu.

B Zmerite podet riadkov a stipcov v tabulke.
B Zmente rozmery jednotlivych panelov. Potiahnite ohraniCenia na okraji kazdého panelu.

Ak chcete Upravy ulozit ako predvolenu Sablénu, kliknite na Save as Preset (Ulozit ako predvolené).
Ak chcete odstranit, premenovat alebo obnovit existujlce predvolené zobrazenia, kliknite na Manage
Presets (Spravovat predvolené).
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Karta QC (Kontrola kvality)

Karta QC (Kontrola kvality)

Na karte QC (Kontrola kvality) méZete rychlo vyhodnotit kvalitu dat chodu na zaklade pravidiel
definovanych na karte QC.

CFX Manager Dx software ponuka Styri moznosti na zobrazenie udajov QC:

B Amplification chart (Graf amplifikacie) — zobrazi RFU pre kazdu jamku v kazdom cykle. Kazda
stopa v grafe predstavuje data z jedného fluoroforu v jednej jamke.

B QC rules table (Tabulka pravidiel QC) — zobrazi dostupné pravidla QC a nastavenia, ktoré
definuju kazdé pravidlo. Pouzité pravidla QC su oznacené znackou zaciarknutia.

B Well selector (Selektor jamiek) — vyberie jamky s fluorescenénymi datami, ktoré chcete
zobrazit.

H  QC rule summary pane (Panel suhrnu pravidiel QC) — zobrazi vybrané pravidlo QC a zvyrazni
jamky, ktoré nesplifiaju pravidlo.

Quantfication Quantfication Data EEE Gene Expression {g} Custom Data View ac ﬁ Run Information

Amplification @ Description & Value § Use § Results o E\‘ﬁe‘f“:"' 'y
| Negstive control with a Cqless| 38 O
NTC with a Cq less than 8 ]
o W NRT with a Cq less than k] ]
& / Fasiive cortrol wih a Cqgreate 30 ]
’ / Unknown without a Cq ]
/ / / / / / / Standard wihout a Cg [m]
s - Efficiency greater than 1100
H © E £ ) = Efficiency less than 90.0
Cycles LogSede | st Curve R"2less than 0580
EAM HEX [ TexssRed []CyS Replicate group Cq Std Devgre  0.20 FAM:F3. HEX:F4, F6, F O

Negative control with a Ca less than 38
1 2 | 3 4 5 | 6 7 g |9 [0 ] 1 |12

I
Unkt [ Unie |[ Unis
Unkt || Unie || Unis

Mo wells fail this GC Rule

Iommo o o=

Zmena kritérii QC
Zmena kritérii QC

»  Zaskrtnite alebo zruste kontrolnt znacku Use (Pouzit), aby sa pravidlo zahrnulo alebo vylucilo z
QC.
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Vylucenie jamiek, ktoré nevyhovuju QC

CFX Manager Dx software zobrazuje jamky, ktoré nevyhovuj kritériam QC v stipci Results (Vysledky)
v tabulke pravidiel a paneli zhrnutia QC.

Na vyluéenie jamiek, ktoré nevyhovujiu QC

» Zvolte Exclude Wells (Vylugit jamky) pre kazdu jamku, ktora ma byt vylucena.
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Karta Run Information (Informacie o chode)

Karta Run Information (Informacie o chode)

Karta Run Information (Informacie o chode) zobrazuje protokol a dalSie informacie o kazdom chode.
Pomocou tejto karty mdzete vykonat' nasledujuce €innosti:

B Zobrazit protokol.
B Zadat alebo upravit poznamky o chode.
B Zadat alebo upravit ID alebo ¢iarovy kod chodu.

B Zobrazit udalosti, ku ktorym doSlo pocas chodu. Tieto spravy pouzite na pomoc pri rieSeni
problémov chodu.

Tip: Po kliknuti pravym tlacidlom mysi na protokol ho mézZete kopirovat, exportovat alebo
vytlagit. Kliknutim pravym tlac¢idlom mysi na paneloch Notes (Poznamky), ID/Bar Code
(ID/¢iarovy kod) alebo Other (Iné) modzete vystrihnut, kopirovat, prilepit alebo vybrat text.

Quantfication Quartiiaton Data | ] Gene Evpression| 8 Custom Data view oc Y] Aun informaton
Protocol CF_2stepémpS0 1 minprcl Motes:
Mulliplex Gene Expression Example = |
1 2 3 4
rifcial Time course in which
%0 %0 Hes: [Actin) is constant &~ 165 cps/imn
Cyf [Gapdh] is constant at ~ 168 cps/iun
300 o1 N Farn [Tubulir] increases 4 fold with time
55.0 G E Tenas Red [I11b] decreases 4 fold with time
100 0 N
w1 @ L
0 -]
ID/Bar Code
2
FR Other:
Fun Started : 12/13/2007 12:31:47 PM
User : admin
1 95.0C for 300 Run Type: User-defined
— 2 950C for D10 Flate File: Muli GE.phd
| 3 550C for 1:00 Sample Yol : 25
[ + Plate Read Lid Temp: 105
T 4 GOTO 2. 4% mowtmes Dptical Head Serial Number
END Base Serial Humber : CCOD1095
CFx Manager Version : 1.0.956.1212.
Completed Scan Mode: all Channels  Plate Type: BR White  Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Spravy analyzy dat

Dialégoveé okno Report (Sprava) zobrazuje informacie o aktualnom datovom subore v okne Data
Analysis (Analyza dat) . Ak chcete otvorit spravu, vyberte poloZku Tools (Nastroje) > Reports
(Spravy).

Dialégové okno Report (Sprava) pozostava z nasledujucich Casti:

B Ponuka a panel nastrojov — poskytuju moznosti na formatovanie, uloZenie a tla€ spravy alebo
Sablony.

B Zoznam moznosti (fava horna strana dialdgového okna) — poskytuje moznosti na zobrazenie v
sprave.

B Tabla moznosti (fava dolna strana dialdgového okna) — zobrazi textové polia, do ktorych mézete
zadat informacie o vybranej moznosti.

B Tabla Ukazka (prava strana dialdgového okna) — zobrazi ukazku aktualnej spravy.

sion Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  Templates Format
= a
CICER:E
-] Header ~ A
Report Information -
Notes BIORAD
=1-[# Run Setup
Run Information
- rotocol - N
-iPite Dupey Gene Expression Multiplex -
-] Quantfication
et e Time Course 3.pcrd
[« Data -
[=)-[#]Gene Expression - Bar Chart 08/1 8!201 7 1 5.36
[ Analysis Settings
----Charl -
[ Torget Names Report Information
../ Samnls Names e
Header User : BioRad\admin
Title Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 pad
[ Data File Path : C:\CFX-Maestro 1.1'PCRDs
ene Expression Multiplex - Time Course 3.pc|
Sub-Title ~
Well Group Name : All Wells
|DE”r1 8/201715:36 | Report Differs from Last Save : No
Align: | Left ~
Logo Run Setup
Run Information
Run Date : 12/13/2007 12:31
Run User : admin
pecogol [RSe=iCoa Run Type : User-defined >
Plate File : Multi GE pltd
Update Report < >
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Kategorie spravy analyzy dat

Spravy analyzy dat

Tabulka 32 uvadza vietky moznosti dostupné pre spravu analyzy udajov v zavislosti od typu tdajov v
okne Data Analysis (Analyza dat).

Tabulka 32. Kategorie spravy analyzy dat na zozname moznosti

Kategoria

Header (Hlavicka)

Moznost’

Opis

Nadpis, podnadpis a logo spravy

Report Information (Informacie
o sprave)

Datum chodu, meno pouzivatela,
nazov datového suboru, cesta k
datovému suboru a vybrana
skupina jamiek

Audit Information (Informacie
o audite)

Doplriujuce informacie potrebné
pre audit vratane podpisov

Notes (Poznamky)

Poznamky o sprave udajov

Run Setup (Nastavene chodu)

Run Information (Informécie o
chode)

Datum chodu, meno pouzivatela,
nazov datového suboru, cesta k
datovému suboru a vybrana
skupina jamiek

Protocol (Protokol)

Textové zobrazenie krokov a
moznosti protokolu

Plate Display (Zobrazenie
platni¢ky)

Zobrazenie platni¢ky na informacie
v kazdej jamke platnicky

Quantification (Kvantifikacia)

Analysis Settings (Nastavenia
analyzy)

Cislo kroku zberu dat, rezim
analyzy a metdda odcitania
zakladnej hodnoty

Amplification Chart (Graf
amplifikacie)

Graf amplifikacie pre chody, ktoré
obsahuju kvantifikaéné data
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Tabulka 32. Kategoérie spravy analyzy dat na zozname moznosti, pokracovanie

Kategoria

Moznost’

Standard Curve Chart (Graf
Standardnej krivky)

Opis

Graf Standardnej krivky

Data (Udaje)

Tabulkovy procesor uvadzajici
Udaje v kazdej jamke

Gene Expression — Bar Chart (Expresia génu — stipcovy graf)

Analysis Settings (Nastavenia
analyzy)

Rezim analyzy, udaje grafu,

moznost Skalovania a chyba grafu

Chart (Graf)

Kopirovat stipcovy graf

Target Names (Nazvy cielov)

Graf nazvov cielov

Sample Names (Nazvy vzoriek)

Graf nazvov vzoriek

Data (Udaje)

Tabulkovy procesor uvadzajuci
udaje v kazdej jamke

Target Stability (Stabilita ciela)

Graf hodnét stability ciela

Gene Expression — Clustergram and Scatter Plot (Expresia génu — clustergram a diagram

rozptylu)

Analysis Settings (Nastavenia
analyzy)

Nastavenia pre kazdy typ grafu

Chart (Graf)

Kopia grafu

Data (Udaje)

Tabulkovy procesor uvadzajici
Udaje v kazdom cieli

Melt Curve (Krivka tavenia)

Analysis Settings (Nastavenia
analyzy)

Cislo kroku tavenia a prahova
hodnota

Graf krivky tavenia

Graf krivky tavenia

Graf Melt Peak (Vrchol tavenia)
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Spravy analyzy dat

Tabulka 32. Kategoérie spravy analyzy dat na zozname moznosti, pokracovanie

Kategoéria Moznost’

Data (Udaje)

Opis

Tabulkovy procesor uvadzajuci
udaje v kazdej jamke

Allelic Discrimination (Alelicka diskriminacia)

Analysis Settings (Nastavenia

analyzy)

Zobrazi fluoroféry, cyklus a mapu
zobrazenia vyvolani

Allelic Discrimination Chart
(Graf alelickej diskriminacie)

Kopia grafu alelickej diskriminacie

Data (Udaje)

Tabulkovy procesor uvadzajuci
Udaje v kazdej jamke

End Point (Koncovy bod)

Analysis Settings (Nastavenia

Fluorofor, koncové cykly do

analyzy) priemeru, rezim, najnizSia hodnota
RFU, najvyssia hodnota RFU a
medzna hodnota

Data (Udaje) Tabulkovy procesor uvadzajuci

Udaje v kazdej jamke

QC Parameters (Parametre QC)

Data (Udaje)

Tabulkovy procesor uvadzajuci
parametre pre vSetky pravidla QC
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Vytvorenie spravy analyzy dat
RozloZenie spravy mbzete uloZit ako Sablonu, ktori mdzZete znova pouZzit pre podobné spravy.
Ak chcete vytvorit’ spravu analyzy dat

1. Pred vytvorenim spravy vykonajte zavere&né Upravy obsahu jamiek, vybranych jamiek, grafov a
tabulkovych procesorov v okne Data Analysis (Analyza dat).

2. Vyberom polozky Tools (Nastroje) > Reports (Spravy) v liSte ponuky Data Analysis (Analyza dat)
otvorte dialdgové okno Report (Sprava).

3. Vyberte moznosti, ktoré chcete zahrnut do spravy. Sprava sa otvori s vybranymi predvolenymi
moznostami. ZacCiarknutim alebo zrusenim zaciarknutia zaciarkavacich poli€ok zmenite celé
kategorie alebo jednotlivé moznosti v ramci kategorie.

Poznamka: Data, ktoré sa zobrazia v sprave, zavisia od aktualnych vyberov na kartach okna
Data Analysis (Analyza dat) . Napriklad proces kvantifikacie nemusi obsahovat’ Standardnu
krivku, takze sa tieto Udaje nezobrazia v okne Data Analysis (Analyza dat) alebo v sprave o
datach.

4. Zmerite poradie kategdrii a poloZiek v sprave. Presuiite mozZnosti do relativnej polohy. PoloZky sa
mozu usporiadat iba v ramci kategarii, do ktorych patria.

5. (Volitelné) V paneli Report Options (Moznosti spravy) zadajte informacie relevantné pre vybratu
moznost’

B Vyberte podmnozinu informacii, ktoré sa maju zobrazit' v sprave.
B Vyberte konkrétne nastavenia pre vybrani moznost.
B Zmente text, ktory sa mé zobrazit' pre vybrand mozZnost.

6. Kliknutim na polozku Update Report (Aktualizovat spravu) sa vSetky zmeny prejavia v polozke
Report Preview (Ukazka spravy).

7. Vytlacte alebo ulozte spravu. Kliknutim na tlacidlo Print Report (Vytlacit spravu) v paneli nastrojov
vytlagite aktualnu spravu. Vyberom polozky File (Subor) > Save (UlozZit) uloZte spravu vo formate
PDF (subor Adobe Acrobat Reader) a vyberte umiestnenie, do ktorého sa subor ulozi. Vyberom
polozky File (Subor) > Save As (Ulozit ako) ulozite spravu s novym nazvom alebo do nového
umiestnenia.

8. (Volitelné) Vytvorte Sablonu spravy s poZzadovanymi informéaciami. Ak chcete uloZit' aktualne
nastavenia spravy do $ablény, vyberte polozku Template (Sabléna) > Save (Ulozit) alebo Save
As (Ulozit ako). Ked budete chciet v buducnosti vytvorit spravu, nacitajte Sablénu spravy.
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Vytvaranie sprav o skupinach jamiek
Ak chcete vytvorit’ spravu o skupine jamiek

1. Vyberte polozku Tools (Nastroje) > Well Group Reports (Spravy o skupinach jamiek) v okne Data
Analysis (Analyza dat).

Well Group Reports - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

Well Groups: Amplification Steps: Melt Steps:
All Wells 3

Destination Folder:

l 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.V dialégovom okne Well Groups Reports (Spravy o skupinach jamiek) vyberte skupiny jamiek,
kroky amplifikacie a kroky tavenia, ktoré sa maju zahrnut do spravy.

3. Zadajte cestu alebo prejdite na cielovy prie€inok, do ktorého chcete ulozit spravu.

4. (Volitelné) Vyberte polozku Choose a Report Template (Vybrat Sablénu spravy) a prejdite na
prie€inok so suborom Sablony.

5. (Volitelné) Vyberom polozky Open Destination Folder (Otvorit’ cielovy prieCinok) mbzete otvorit
prie€inok a pozriet si spravy po vytvoreni.

6. Kliknite na polozku Create Reports (Vytvorit spravy).
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Kapitola 11 Analyza expresie genu

Pomocou starostlivo vybranych kontrolnych vzoriek vo vasich reakciach mézete pouzit CFX Manager
Dx software na vykonanie chodu expresie génu, s cielom normalizovat relativne rozdiely v cielovej
koncentracii medzi vzorkami. Zvy€ajne sa Urovne expresie pre jeden alebo viac referenénych génov
pouzivaju na normalizaciu Urovni expresie pozadovaného génu. Referenéné gény beru do uvahy
rozdiely zatazenia alebo iné premenné pritomné v kazdej vzorke a Urovne ich expresie by nemali byt
ovplyvnené studovanym biologickym systémom.

Vyberom karty Gene Expression (Expresia génu) v okne Data Analysis (Analyza dat) vyhodnotte
relativne rozdiely medzi reakciami PCR v dvoch alebo viacerych jamkach. Mézete napriklad
vyhodnotit relativne pocty virusovych genémov alebo relativne pocty transfektovanych sekvencii v
reakcii PCR. Studium génovej expresie sa najéastejsie vyuziva pri porovnavani koncentracie cDNA vo
viac ako jednej reakcii, aby sa stanovili hladiny mediatora RNA v ustalenom stave.

Softvér vypocita relativnu uroven expresie ciela pomocou jedného z nasledujucich scenarov:

B Relativna trovern expresie cielovej sekvencie (ciel 1) vzhfadom na iny ciel (ciel 2); napriklad
mnozstvo jedného génu vo vztahu k inému génu pri rovhakom spracovani vzorky.

B Relativna drover expresie jednej cielovej sekvencie v jednej vzorke v porovnani s rovnakym
cielom pri inom spracovani vzorky; napriklad relativne mnozstvo jedného génu vzhladom k
samému sebe za réznych ¢asovych, geografickych alebo vyvojovych podmienok.

Nastavenie platni¢ky pre analyzu expresie génu

Ak chcete vykonat analyzu expresie génu, obsah jamiek musi obsahovat nasledujuce polozky:

B Dvaalebo viac cielov — dva ciele, ktoré predstavuju rézne amplifikované gény alebo sekvencie
vo vzorkach.

B Jeden alebo viac referenénych cielov — najmenej jeden ciel musi byt referencny ciel pre
normalizovanu expresiu. Priradenim vSetkych referenénych cielov v okne Experiment Settings
(Nastavenia experimentu) vykonate analyzu dat v rezime normalizovanej expresie (AAC).
Chody, ktoré neobsahuju referenciu, sa musia analyzovat pomocou rezimu relativnej expresie
(ACq).
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B Bezné vzorky — reakcie musia obsahovat bezné vzorky (minimalne dve), aby sa Gdaje zobrazili v
grafe na karte Gene Expression (Expresia génu). Tieto vzorky musia predstavovat réznu Gpravu
alebo podmienky pre kazdu z cielovych sekvencii. Priradte kontrolnu vzorku (volitelné) v okne
Experiment Settings (Nastavenia experimentu). Ak sa nevyberie zZiadna kontrola, softvér pouzije

PoZiadavky na nastavenie polozky Gene Expression (Expresia génu) v aplikacii Plate Editor (Editor
platni€ky) zavisia od toho, Ci je obsah reakcii singleplex PCR, s jednym fluoroforom v reakciach, alebo
multiplex PCR, s viac ako jednym fluoroforom v reakciach.

Nastavenie platni€ky pomocou sprievodcu

Ak nastavenie platni¢ky datového suboru neobsahuje informacie pozadované na analyzu a vyberie sa
karta Gene Expression (Expresia génu), priestor, kde sa za normalnych okolnosti nachadza stipcovy
graf, bude obsahovat pokyny na zadanie tychto informacii. V pripade normalizovanej expresie génu
vykonaijte nasledujuce kroky:

1. Zadefinujte nazvy poloziek Target (Ciel) a Sample (Vzorka) pomocou niektorej z nasledujucich
moznosti:

B Plate Setup (Nastavenie platni¢ky) — otvori okno Plate Editor (Editor platnicky).

B Replace Plate File (Nahradit subor platni¢ky) — otvori prehliada¢ Select Plate (Vybrat
platni¢ku), v ktorom mozete prejst na predtym uloZeny subor platni¢ky, ktorym mézete
nahradit aktualne rozloZenie platnicky.

B Replace PrimePCR File (Nahradit’ subor PrimePCR) — otvori dialégové okno suboru Select
PrimePCR (Vybrat PrimePCR), v ktorom mézete prejst na spusteny subor chodu PrimePCR
a aplikovat ho na rozloZenie platnicky.

2. Vdialbgovom okne Experiment Settings (Nastavenia experimentu) vyberte jeden alebo viac
referenénych cielov a kontrolnu vzorku.

Ak rozlozenie platni¢ky uz obsahuje informacie o cieli a vzorke, vyZaduje sa iba druhy krok a je
zvyrazneny oranzovo. Tento krok sa musi vykonat pred uskuto€nenim analyzy normalizovanej
génovej expresie.

Poznamka: Data pre clustergram a diagram rozptylu sa zobrazuju len vtedy, ak su spinené
vSetky poziadavky na normalizovanu expresiu génu uvedené v poloZke Plate Setup
(Nastavenie platni¢ky) pre analyzu expresie génu.
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Grafy expresie génu

Grafy expresie génu

CFX Manager Dx software zobrazuje udaje expresie génu vo viacerych pohladoch. Tabulka 33 udava
moznosti grafu dostupné v softvéri.

Tabulka 33. Moznosti grafu expresie génu

Tlacidlo Nazov Funkcia
Stipcovy graf Zobrazuje normalizované Udaje expresie
‘i} génu vo formate stipcového grafu.

Clustergram Zobrazuje udaje normalizovanej expresie v
i hierarchii na zaklade stupna podobnosti
expresie pre rozne ciele a vzorky.

Diagram rozptylu Zobrazuje normalizovanu expresiu cielov
.ﬁ‘a pre kontrolnu vzorku v porovnani so
vzorkou.
Vysledky Sumarizuje udaje zo vSetkych grafov.
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Stipcovy graf

W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File View Setings Export Tools Plate Setup - | (55 | Fluorophore  ~ ||
Quantification |/ Quantfication Data g Gene Expression {‘S\} Custom Data View ac B Run Information
Bar Chant Mods:
i . . . |
5 1 Graph Data:
ﬁ 0 7 E Relative to control
=
=l Control Sample:
2 1 6Hi
g 10 = E d >
s
LI:: Show Chart Settings
- =
K-Puis: A
B &y — T N z
o
g Y-Auis:
= 10—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 8Hr e R "
Sample
P % Experiment Settings..
e L1b == Tubulin
E% Target Stability Value
. Comected :
Target a Sample O Cl ) Expression B%’Eﬁmn {| Expression ¢| MeanCgq <} CgSEM &
SEM
L1 BHr 0.00209 0.00093 0.00093 302 0.65400 %
IL1b di-1 2.93656 007376 0.11670 799 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 Barmen Brom FYeveY Ad
Completed | Scan Maode: All Channels | Plate Type: BR White ‘Ana\y;\s Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Relativne vyjadrenie cielov je uvedené v tychto dvoch zobrazeniach:
B Graf expresie génu — zobrazuje udaje PCR v realnom €ase ako jednu z nasledujucich moznosti:

O AACq — relativna normalizovana expresia vypocitana pomocou kontrolnych vzoriek a referenénych
cielov.

O ACq — relativne mnozZstvo cielového génu vo vzorke vzhfadom na kontrolnu vzorku.

B Tabulkovy procesor — zobrazi tabulkovy procesor Udajov génovej expresie.
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Stipcovy graf

Tip: Na zobrazenie moznosti kliknite pravym tlac¢idlom mysi na fubovolny graf alebo
tabulkovy procesor. Vyberom View/Edit Plate (Zobrazit/upravit platni¢ku) v rozbalovacom
menu Plate Setup (Nastavenie platnicky) otvorite Plate Editor (Editor platni¢ky) a zmenite
obsah jamiek v platnicke.

Tip: Ak chcete zmenit usporiadanie poradia nazvov Target (Ciel') a Sample (Vzorka) v grafe,
vyberte polozku Sort (Usporiadat) z ponuky pravym tladidlom mysi.

Normalizovana expresia génu

Ak chcete normalizovat data, ako faktor normalizacie pouzite nameranu Uroveri expresie jedného

alebo viacerych referenénych génov. Referenéné gény su ciele, ktoré nie regulované v skimanom
biologickom systéme, ako napriklad actin, GAPDH alebo tubulin.

Nastavenie analyzy normalizovanej expresie génu (AAC)

1.
2.

Otvorte datovy subor (pripona .pcrd).

Skontrolujte udaje na karte Quantification (Kvantifikacia) okna Data Analysis (Analyza dat).
Vykonaijte Upravy udajov, napriklad zmenu prahovej hodnoty a rezimu analyzy.

Vyberte kartu Gene Expression (Expresia génu).

Na karte Gene Expression (Expresia génu) kliknite na poloZzku Experiment Settings (Nastavenia
experimentu).

V dialégovom okne Experiment Settings (Nastavenia experimentu) vykonajte nasledujicu
¢innost:
a. Vyberte kartu Samples (Vzorky) a vyberte kontrolnt vzorku. Po priradeni kontrolnej vzorky CFX

Manager Dx software normalizuje relativne mnozstva pre vSetky gény na kontrolné mnozstvo,
ktoré je nastavené na 1.

b. Vyberte kartu Target (Ciel) a vyberte referenéné gény. Analyza expresie génu vyZaduje
jednu referenciu medzi cielmi vo vzorkach.

Vyberte moznost Normalized Expression (AACq) (Normalizovana expresia), ak uz nie je vybrana,
a nasledne si pozrite Urovne expresie na karte Gene Expression (Expresia génu).
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Relativhe mnozstvo

Podla definicie Udaje relativneho mnozstva (ACq) nie su normalizované. Tato metdda sa pouziva na
kvantifikaciu vzoriek, ktoré neobsahuju ziadne referencné gény (ciele). Typicky, vyskumnici su si isti v
jednej z nasledujucich uvah, ked' si nastavia svoj chod:

B Kazda vzorka obsahuje rovnaké mnozstvo RNA alebo cDNA v kazdej jamke.

B Akakolvek odchylka v mnoZstve zavedenej biologickej vzorky sa normalizuje aZ po vykonani chodu
niektorou z metdd analyzy dat mimo softvéru. Vyskumnik by sa napriklad mohol rozhodnut delit
hodnotu relativneho mnoZstva normalizaénym faktorom, pripadne hmotnostou nukleovej kyseliny
pridanej do kazdej vzorky, alebo poctom buniek, z ktorych bola nukleova kyselina izolovana.

Na spustenie analyzy Relative Quantity (Relativhe mnozstvo) (AC)

» Nakarte Gene Expression (Expresia génu) vyberte Relative Quantity (Relativne mnoZstvo) (ACq)
z rozbalovacieho zoznamu Mode (Rezim) v pravom paneli.

Tip: Na porovnanie vysledkov s Udajmi z inych chodov génovej expresie, otvorte novu Studiu
génu alebo pridajte datovy subor do existujucej génovej Studie.

Usporiadanie udajov ciela a vzorky

Poznamka: Tato moznost je k dispozicii iba v grafoch expresie génu.

V predvolenom nastaveni sa zoznamy Targets (Ciele) a Samples (Vzorky) zobrazuju v abecednom
poradi. Pomocou dialégového okna Sort (Usporiadat) mdzete usporiadat zobrazenie v opaénom
abecednom poradi alebo manualne presunut vyraz na inu poziciu v zozname.

Ak chcete zoradit’ udaje ciela a vzorky
1.V menu grafu dostupnom po kliknuti pravym tlacidlom mysi kliknite na polozku Sort (Usporiadat).

Zobrazi sa dialégové okno Gene Expression Chart Sorting (Usporiadanie grafu expresie génu).

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: az|[za

Actin
IL1Beta
Tubulin

OHr
THr
2Hr
dil-1
dil-2
dil-3
dil-4
dil-5
di-&

ANENRI A

QK Cancel
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2. Vdialégovom okne kliknite na poloZzku Z-A, €im zoradite zoznam v opaénom abecednom poradi.
3. Akchcete vyraz presunut manualne, vyberte ho a kliknite na prisludné tla€idlo medzi grafmi:
m  Kliknutim na Sipku nahor alebo nadol presuniete vybrany vyraz o jednu poziciu.

B Kliknutim na $ipku stipca nahor alebo nadol presuniete vybrany vyraz na zagiatok alebo
koniec zoznamu.

4. Kliknutim na tlac¢idlo OK ulozte zmeny a vratte sa na kartu Gene Expression (Expresia génu).

Prisp6sobenie udajov expresie génu

Po vybere rezimu analyzy — normalizovanej expresie (AACq) alebo relativneho mnozstva (ACq)
upravte zobrazované udaje na karte Gene Expression (Expresia génu) zmenou moznosti nastavenia
vpravo od grafu.

Tip: V dialdgovom okne User Preferences (Preferencie pouzivatela) nastavite predvolené moznosti
udajov Gene Expression (Expresia génu) (pozrite si Nastavenie predvolenych parametrov datovych
suborov expresie génu na strane 73).

Udaje grafu

Nastavte hodnotu osi Y na Linearnu mierku, aby ste spristupnili moznosti idajov grafu. Moznosti
grafovych udajov vdm umoznuju prezentovat udaje v grafe jednou z tychto mozZnosti:

B Relativne ku kontrole — graf udajov s osou Skalovanou od 0 do 1. Ak vo svojom cykle priradite
ovladaci prvok, vyberte tito moznost na rychle zobrazenie regulacie ciela smerom nahor a nadol.

B Relativne k nulovému — graf udajov so zaciatkom na nule.
Kontrolna vzorka

Pomocou rozbalovacej ponuky Control Sample (Kontrolna vzorka) vyberte vzorku, ktora sa pouzije na
normalizaciu relativheho mnozstva:

Nastavenia grafu

Po zaciarknuti policka Show Chart Settings (Zobrazit nastavenia grafu) sa zobrazia nasledujuce
moznosti (popisané nizsie): X-Axis (Os X), Y-Axis (Os Y), Scaling (Skalovanie), Error Type (Typ
chyby) a Chart Error Multiplier (Nasobitel chyby grafu).

Moznosti osi X
Moznost osi x umoziuje vybrat Udaje osi x grafu Gene Expression (Expresia génu):

B Ciel — zobrazuje nazvy cielov na osi X.
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Vzorka — zobrazuje nazvy vzoriek na osi X.

Moznosti osi Y

Moznost osi Y umoziuje zobrazit graf Gene Expression (Expresia génu) v jednej z tychto troch
mierok:

Linearna — vyberte tuto moznost, ak chcete zobrazit' linearnu mierku.

Tip: Nastavenie osi Y na Linear (Linearna) aktivuje rozbalovaci zoznam Graph Data (Udaje
grafu), z ktorého si mozete vybrat, €i chcete zobrazit' udaje relativne ku kontrole, alebo k
nule.

Log 2 — vyberte tito moznost na vyhodnotenie vzoriek vo velkom dynamickom rozsahu.

Log 10 — vyberte tito moznost na vyhodnotenie vzoriek vo velmi velkom dynamickom rozsahu.

Moznosti Skalovania

Vyberom polozky Normalized Gene Expression (Normalizovana expresia génu) (AAC,) a nastavenim
polozky Control Sample (Kontrolna vzorka) na moznost None (Ziadna) aktivujete moznosti Skalovania
v grafe expresie génu. Vyberte jednu z tychto moznosti Skalovania, aby ste mohli vypocitat a
prezentovat svoje udaje spbésobom, ktory najlepSie vyhovuje vaSmu navrhu chodu:

B Unscaled (NeSkélovana) — predstavuje neSkalovanu expresiu normalizovaného génu.

B Highest (NajvysSia) — Skaluje normalizovanu expresiu génu tak, ze pre kazdy ciel vydeli uroven
expresie kazdej vzorky najvysSou uroviou expresie vo vSetkych vzorkach.
Tato moznost Skalovania pouziva vzorec s mierkou Skalovanou na najvysSiu hodnotu.

B Lowest (NajnizSia) — Skaluje normalizovanu expresiu génu tak, ze pre kazdy ciel vydeli Uroven
expresie kazdej vzorky najnizSou uroviiou expresie vo vSetkych vzorkach.
Tato moznost Skalovania pouziva vzorec s mierkou Skalovanou na najnizsiu hodnotu.

B Average (Priemerna) — Skaluje normalizovanu expresiu génu tak, ze pre kazdy ciel vydeli uroven
expresie kazdej vzorky geometrickym priemerom urovni expresie vo vSetkych vzorkach.
Tato moznost Skalovania pouziva vzorec s mierkou Skalovanou na priemernu hodnotu.

Typ chyby

Vyberte moznost pre typ vypoétov chyb (stipec chyb) v grafe Gene Expression (Expresia génu):

Standard error of the mean (default) (Standardna chyba strednej hodnoty (predvolené))

Standard deviation (Standardna odchylka)
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Multiplikator grafu chybového stipca

Vyberte multiplikator pre stipce chyb v grafe Gene Expression (Expresia génu). Vyberte jedno z tychto
celych Cisiel:
+/- 1 (predvolené nastavenie), 2 alebo 3. Typ multiplikdtora sa zmeni, ked vyberiete typ chyby:

B SEMs (Standardna chyba strednej hodnoty) pre $tandardnu chybu strednej hodnoty

B Std Devs (Standardna odchylka) pre $tandardné odchylky

Nastavenia experimentu

Tip: Toto dialégové okno je dostupné aj v aplikacii Plate Editor (Editor platni¢ky). Viac informacii
uvadza Zmena nastaveni experimentov na strane 132.

V dialégovom okne Experiment Settings (Nastavenia experimentu) mozete zobrazit alebo zmenit
zoznam cielov alebo vzoriek, vybrat referenéné gény, vybrat kontrolné vzorky alebo nastavit’ skupinu
Gene Expression Analysis (Analyza expresie génu) na analyzu, ak sa do jamiek pridali nazvy
biologickych suborov.

Ak chcete otvorit’ dialogové okno Experiment Settings (Nastavenia experimentu)

» Na karte Bar Chart (Stipcovy graf) kliknite na polozku Experiment Settings (Nastavenia
experimentu) v spodnej ¢asti pravom paneli.

Zobrazi sa dialogové okno Experiment Settings (Nastavenia experimentu) s kartou Targets
(Ciele).

Experiment Settings

Targets  Samples

MName & Full Name Reference Color | [+ Show Chatt | Auto Efficiency Efficiency (%)
1 Actin Actin v - [v [v 94,2
z GAFDH GAFDH v - rd v 95.9
a3 ILib IL1b r e ra v 96.3
4 Tubulin Tubulin - [v [v 90,5

Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample ~

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

NTC [ NRT [ Megative Control [ ] Positive Control [ Standard

0K Cancel
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Ak chcete upravit’ nastavenia polozky Targets (Ciele)
» Nakarte Targets (Ciele) vykonajte niektory z nasledujtcich krokov:

B Ak chcete vybrat ciel ako referenciu pre analyzu dat expresie génu, vyberte jeho nazov v
stipci Reference (Referencia).

B Ak chcete zmenit farbu ciela, kliknite na jeho bunku v stipci Color (Farba) a zmefite farbu v
zobrazenom dialégovom okne Color (Farba).

Zmena farby sa zobrazi na grafoch Gene Expression (Expresia génu).

B Ak chcete pouzit predtym stanovenu hodnotu ucinnosti, zruste zaciarknutie policka ciefa v
stipci Auto Efficiency (Automaticka Gginnost) a zadajte hodnotu percenta Géinnosti ciela.

Softvér vypodita relativnu u€innost pre ciel pomocou polozky Auto Efficiency (Automaticka
ucginnost), ak data pre ciel obsahuju Standardnu krivku.

Ak chcete upravit’ nastavenia polozky Sample (Vzorka)
» Na karte Samples (Vzorky) vykonajte niektory z nasledujucich krokov:

B Ak chcete vybrat vzorku ako kontrolnu vzorku pre analyzu dat expresie génu, vyberte jej
nazov v stipci Control (Kontrolna vzorka).

B Ak chcete zmenit farbu vzorky skupiny, kliknite na jej bunku v stipci Color (Farba) a zmerite
farbu v dialégovom okne Color (Farba), ktoré sa zobrazi.

Zmena farby sa zobrazi na grafoch Gene Expression (Expresia génu).

B Ak chcete zobrazit vzorku v grafoch Gene Expression (Expresia génu), vyberte ich v stipci
Show Chart (Zobrazit graf).

B Ak chcete odstranit vzorku z grafov Gene Expression (Expresia génu), vymazte ich v stipci
Show Chart (Zobrazit graf).

Tip: Data vzorky skupiny zostanu v tabulke Results (Vysledky).
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Ak chcete zmenit’ vyber polozky Biological Set Analysis Options (Moznosti analyzy
biologickej supravy)

» Ak ste priradili jednu alebo viac biologickych suprav k jamkam na platni¢ke (pozrite si Priradenie
biologickych suprav k jamkam na strane 126), zoznam Biological Set Analysis Options (MoZnosti
analyzy biologickej supravy) sa zobrazi v dialdgovom okne Experiment Settings (Nastavenia
experimentu), ¢o vam umoznuje zmenit vyber podla potreby.

Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample

Target vs. Biclogical Set
Target vs. Sample_Biological Set
W o Target vs. Biological Set  Sample

B Target vs. Sample (Ciel v porovnani so vzorkou) — Pri vypoctoch expresie génu sa pouZije
iba nazov vzorky v jamke.

B Target vs. Biological Set (Ciel v porovnani s biologickou supravou) — Pri vypoctoch
expresie génu sa pouZzije iba jeden nazov biologickej supravy.

B Target vs. Sample_Biological Set (Ciel v porovnani so vzorkou a biologickou supravou) —
Nazov vzorky a nazov biologického suboru sa skombinuju, aby sa vytvoril jeden nazov na
pouZzitie vo vypoctoch.

B Target vs. Biological Set_Sample (Ciel v porovnani s biologickou supravou a vzorkou) —
Nazov biologickej supravy a nazov vzorky sa skombinuju, aby sa vytvoril jeden nazov na
pouZitie vo vypoctoch.

Ak chcete vylucit’ typ vzorky z vypoctov analyzy

» Zaciarknite prislusné policko v dolnej ¢asti dialdgového okna Experiment Settings (Nastavenia
experimentu).

Poznamka: Tym sa vylucia kontroly a/alebo Standardy z analyzy expresie génu.

Hodnota stability ciela

Hodnoty stability ciela sa vypocitaju, ked sa pouzije viac ako jeden referenény gén. CFX Manager Dx
software vypocita dva parametre kvality pre referenéné gény:

B Coefficient Variance (CV) (Koeficientova odchylka) relativnych mnozstiev
normalizovaného referenéného génu. NizSia hodnota CV znamena vy$Siu stabilitu.

B M Value (M) (M-hodnota), miera expresie stability referenéného génu.

Odporuc¢ané hodnoty CV a M sa zobrazia v dolnej ¢asti dialdgového okna Stability Value (Hodnota
stability).
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Zobrazenie hodnoty stability ciela

» Nakarte Gene Expression Bar Chart (Stipcovy graf expresie génu) kliknite na polozku Target
Stability Value (Hodnota stability ciela) v dolnej ¢asti pravého panelu.

Objavi sa dialégové okno Stability Value (Hodnota stability).

Moznosti menu dostupného po kliknuti pravym tla€idlom mysi

Kliknite pravym tlacidlom mySi na graf expresie génu a vyberte polozky, ktoré uvadza Tabulka 34.

Tabulka 34. Polozky ponuky expresie génu dostupné po kliknuti pravym tlacidlom mysi

Polozka

Copy (Kopirovat)

Funkcia

Skopiruje graf do schranky.

Save Image As (Ulozit obrazok
ako)

Ulozi graf ako subor s obrazkom. Nastavte rozlienie a rozmery
obrazka a potom vyberte typ suboru (PNG, GIF, JPG, TIF alebo
BMP).

Page Setup (Nastavenie
strany)

Vyberie nastavenie strany pre tlac.

Print (Tlac)

Vytlaci graf.

Set Scale to Default (Nastavit
mierku na predvolenu)

Polozka Show All (Zobrazit vSetko) zobrazi vSetky udaje v
stipcovom grafe. Polozka Scroll Bar (Rolovacia li§ta) zobrazi
rolovaciu listu, ak existuje prilis vela vzoriek, ktoré sa maju zobrazit
v rdmci grafu pri zachovani minimainej $irky stipca.

Chart Options (Moznosti grafu)

Otvori okno Chart Options (Moznosti grafu) na nastavenie grafu.

Sort (Usporiadat)

Usporiada poradie vzoriek alebo cielov, ktoré sa zobrazuju na osi x
grafu.

Use Corrected Std Devs
(Pouzit korigované Standardné
odchylky)

Vypogita chybové stipce pomocou upraveného vzorca $tandardne;
odchylky.

Use Solid Bar Colors (Pouzit
pIné farby stipcov)

Zobrazi pIné stipce v grafe.

X—Axis Labels (Oznacenia osi
X)

Vodorovne alebo Sikmo zobrazi oznacenia osi X.
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Tabulkovy procesor udajov

Tabulka 35 uvadza udaje zobrazené v tabulke udajov Gene Expression (Expresia génu).

Poznamka: Hodnoty v tabulke sa vypocitaju na zaklade typu grafu a preferencii vybratych v

pravej Casti okna.

Tabulka 35. Popis informacie v tabulkovom procesore na karte GraphingBar Chart

(Stipcového grafu)
Informacie Opis
Ciel Nazov ciela (amplifikovany gén) zvoleny v okne Experiment
Settings (Nastavenia experimentu).
Vzorka Nazov vzorky zvoleny v okne Experiment Settings (Nastavenia
experimentu).
Ctrl Nazov kontrolnej vzorky zvoleny v okne Experiment Settings

(Nastavenia experimentu).

Relativne mnoZzstvo alebo
expresia

Relativne mnoZstvo (AC,) alebo normalizovana expresia génu
(AAC,) v zavislosti od zvoleného rezimu.

Relativhe mnozstvo alebo
expresia SEM (alebo SD)

Standardna chyba strednej hodnoty (SEM) alebo $tandardna
odchylka (SD) od relativneho mnozstva alebo normalizovanej
expresie v zavislosti na zvolenej moznosti.

Opravené relativne mnozstvo
alebo expresia SEM (alebo SD)

Opravena hodnota vypoctu pre SEM alebo Standardna odchylka
(SD) normalizovanej expresie v zavislosti na zvolenej moznosti.

Stredna hodnota Cq

Stredna hodnota cyklu kvantifikacie

Cq SEM (alebo SD)

SEM alebo SD cyklu kvantifikacie v zavislosti od zvolenej moznosti
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Moznost’ zobrazenia podrobnosti

Tabulka 36 uvadza udaje, ktoré sa zobrazia, ked vyberiete poloZzku Show Details (Zobrazit
podrobnosti) z menu dostupného po kliknuti pravym tlagidlom mysi tabulkového procesora stipcového

grafu.

Tabulka 36. Informacie v tabulkovom procesore stipcového grafu, ked je vybrana polozka
Show Details (Zobrazit’ podrobnosti)

Informacie

Subor dat

Opis

Fluorescencné data z jedného fluoroforu v datovom subore

Relativne mnozstvo

Vypocitané relativne mnozstvo vzoriek

Standardna odchylka
relativneho mnozstva

Standardna odchylka vypoétu relativneho mnozstva

Korigovana Standardna
odchylka relativneho mnozstva

Vypocitana Standardna odchylka korigovaného relativneho
mnoZstva

Standardna chyba stredne;
hodnoty relativneho mnozstva

Standardna chyba strednej hodnoty vypoétu relativneho mnozstva

Standardna chyba stredne;j
hodnoty korigovaného
relativneho mnozstva

Vypocitana standardna chyba strednej hodnoty korigovaného
relativneho mnozstva

Relativne mnozZstvo (Ig)

Log, relativneho mnoZstva, ktoré sa pouZiva na $tatisticku analyzu

SD RQ(lg)

Standardna odchylka relativneho mnozstva (logy)

Standardna chyba stredne;j
hodnoty expresie (Ig)

Standardna chyba strednej hodnoty expresie (logs)

Neupravend expresia

Vypocitana neupravend expresia

Standardna odchylka
neupravenej expresie

Vypocitana Standardna odchylka neupravenej expresie

Standardna odchylka
korigovanej neupravenej
expresie

Vypocitana Standardna odchylka korigovanej neupravenej expresie

Standardna chyba stredne;j
hodnoty neupravenej expresie

Vypocitana standardna chyba strednej hodnoty neupravenej
expresie
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Tabulka 36. Informacie v tabulkovom procesore stipcového grafu, ked' je vybrana polozka
Show Details (Zobrazit’ podrobnosti), pokracovanie

Stipcovy graf

Informacie

Standardna chyba strednej
hodnoty korigovanej
neupravenej expresie

Opis

Vypocitana standardna chyba strednej hodnoty korigovane;j
neupravenej expresie

Neupravena expresia (Ig)

Log, neupravenej expresie

Standardna odchylka
neupravenej expresie (Ig)

Standardna odchylka neupravenej expresie (log,)

Standardna chyba strednej
hodnoty neupravenej expresie

(19)

Standardna chyba strednej hodnoty neupravenej expresie (log,)

Expresia

Normalizovana expresia génu

Standardna odchylka
korigovanej expresie

Vypocitana Standardna odchylka

Standardna chyba strednej
hodnoty expresie

Standardna chyba strednej hodnoty

Standardna chyba strednej
hodnoty korigovanej expresie

Vypocitana Standardna chyba strednej hodnoty

Expresia(lg)

Log, expresie (normalizovana expresia), ktora sa pouziva na
Statisticku analyzu

Standardna odchylka expresie

(Ig)

Standardna odchylka expresie (logy)

Standardna chyba strednej

Standardna chyba strednej hodnoty expresie (logy)

hodnoty expresie (Ig)
Stredna hodnota C, Stredna hodnota cyklu kvantifikacie
Standardna odchylka C,, Standardna odchylka cyklu kvantifikacie

Chyba strednej hodnoty C,

Standardna chyba strednej hodnoty cyklu kvantifikacie
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Clustergram

Clustergram zobrazuje udaje v hierarchii na zaklade stupfia podobnosti expresie pre rozne ciele a
vzorky.

Poznamka: Ak chcete zobrazit iné data grafu, neZ je relativna expresia pre stipcové grafy,
musite vybrat referenény ciel na zobrazenie.

Obrazok clustergramu zobrazuje relativnu expresiu vzorky alebo ciela nasledovne:
B Regulacia smerom nahor (Cervena) — vysSia expresia

B Regulacia smerom nadol (zelena alebo modra) — nizSia expresia

B Ziadna regulécia (Sierna)

B Ziadna vypogitana hodnota (&ierna s bielym X)

Cim svetlejsi je odtiefi farby, tym vagsi je rozdiel relativnej expresie. Ak nie je mozné vypogitat
normalizovanu hodnotu C, Stvorec bude cierny s bielym X.

Na vonkajsich okrajoch datového grafu je dendrogram, ktory oznacuje klastrovu hierarchiu. Ciele
alebo vzorky, ktoré maju podobné vzory expresie, budu mat prifahlé vetvy, zatial ¢o ciele alebo vzorky
s odliSnymi vzormi budu vzdialenejSie.

Nastavenia

MozZete nastavit nasledujuce moznosti:

B Cluster By (Zoskupenie podla) — zvolte z Targets (Ciele), Samples (Vzorky), Both (Oboje) alebo
None (Ziadne).

B Size (Velkost) — upravi velkost obrazka a zmeni stuper zvacSenia grafu.
B Split Out Replicates (Rozdelené replikaty) — zobrazuje hodnoty pre jednotlivé replikaty.

Tip: MOzete zmenit farebnu schému pre a bodovy graf z predvolenej Cervenej/zelenej na
¢ervenu/modru vyberom tejto moznosti z menu kliknutim pravym tlacidlom mysi na z tychto grafov.

Moznosti menu dostupného po kliknuti pravym tla¢idlom mysi

Moznosti menu dostupného po kliknuti pravym tlacidlom mysi pre clustergram su rovnaké ako
moznosti pre stipcovy graf. Dostupné moznosti uvadza Tabulka 34 na strane 242. Pomocou polozky
Color Scheme (Farebna schéma) mozete navySe zmenit znazornenie regulacie smerom nadol z
Cervenej/zelenej na Cervenud/modru na grafe.
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Clustergram

Tabulkovy procesor udajov

Tabulkovy procesor zobrazuje hodnoty pre ciel, vzorku a normalizovanu expresiu. Kliknutim na
zaCiarkavacie policko vedla ciela ho zahrniete do grafu alebo vylucite z grafu.
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Diagram rozptylu

Diagram rozptylu zobrazuje normalizovanu expresiu ciefov pre kontrolnu vzorku v porovnani so vzorkou
experimentu. Ciary na grafe oznaguiju prahovt hodnotu regulacie. Datové body medzi riadkami oznaguiju, Ze
rozdiel v expresii pre dany ciel (gén) je medzi vzorkami zanedbatelny. Datové body mimo Ciar prekracuju
prahovu hodnotu regulacie a mézu byt predmetom zaujmu.

Graf znazorriuje nasledujuce zmeny v cielovej expresii na zaklade prahovej hodnoty regulacie:
B Regulacia smerom nahor (Cerveny kruh) — relativne vysSia expresia

B Regulacia smerom nadol (zeleny alebo modry kruh) — relativne nizSia expresia

B Ziadna zmena (&ierny kruh)

Kliknutim na niektoru Ciaru prahovej hodnoty a jej potiahnutim upravte prahovia hodnotu regulacie.

Nastavenia

MézZete nastavit nasledujuce moznosti:

B Control Sample (Kontroln& vzorka)

B Experimental Sample (Experimentalna vzorka)

B Regulation Threshold (Prahova hodnota regulacie). So zvySovanim alebo znizovanim polozky
regulation value (Regula¢na hodnota) sa budu prisluSnym spésobom pohybovat prahové Ciary v
grafe.

Moznosti menu dostupného po kliknuti pravym tlac¢idlom mysi

MozZnosti menu dostupného po kliknuti pravym tlacidlom mysi pre diagram rozptylu su rovnaké ako
moznosti pre stipcovy graf. Dostupné moznosti uvadza Tabulka 34 na strane 242. Ak navyse
vyberiete polozku Symbol, mézete zmenit symbol pouzity v grafe z predvoleného kruhu na jednu z
nasledujucich moznosti:

B Trojuholnik
m  Krizik
m  Stvorec

m KosoStvorec
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Diagram rozptylu

Tabulkovy procesor udajov

Tabulkovy procesor zobrazuje hodnoty pre ciel a normalizovanu expresiu pre kontrolné a
experimentalne vzorky. Tiez zobrazuje, ¢i su ciele regulované nahor alebo nadol v porovnani s
cielovej regulacie. Kliknutim na zacCiarkavacie policko vedla ciela ho zahrniete do grafu alebo vylucite
z grafu.
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Vysledky

Karta Results (Vysledky) sumarizuje data zo vSetkych grafov. Tabulka 37 definuje data zobrazené v
tabulkovom procesore Results (Vysledky).

Tabulka 37. Informacie na karte Results (Vysledky)

Informacie Opis
Target (Ciel) Nazov ciela (amplifikovany gén)
Sample (Vzorka) Nazov vzorky

Mean C (Stredna hodnota Cq) Stredna hodnota kvantifikacného cyklu

Mean Efficiency Corrected C, Stredna hodnota kvantifikaéného cyklu po upraveni na u¢innost’
(Stredna hodnota uc¢innosti reakcie

korigovaného Cq)

Normalized Expression Expresia ciefa normalizovana na referencny ciel (AAC)

(Normalizovana expresia)

Relative Normalized Normalizovana expresia v porovnani s kontrolnou vzorkou; tiez
Expression (Relativna nazyvana nasobok zmeny
normalizovana expresia)

Regulation (Regulacia) Zmena v expresii vo vztahu ku kontrolnej vzorke
Compared to Regulation Regulacia smerom nahor alebo nadol experimentalnej vzorky na
Threshold (V porovnani s zaklade nastavenia prahovej hodnoty

prahovou hodnotou regulacie)

Poznamka: Udaje pre replikaty sa nachadzaju iba v tabulkovych procesoroch analyzy dat, v
ktorych sa vybrala polozka Split Out Replicates (Rozdelit replikaty) (to znamena Clustergram).
MézZe existovat nesulad medzi datami expresie v tabulkovych procesoroch analyzy expresie
génu, ak v stipcovom grafe zvolite ako kontrolnl vzorku poloZku ,none* (Ziadna).
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Génova studia

Vytvorte génovu Studiu na porovnanie udajov expresie génu z jedného alebo viacerych experimentov
PCR v realnom €ase pomocou interne spusteného kalibratora, aby sa vykonala normalizacia medzi
experimentmi. Génovu $tudiu vytvorite pridanim dat z jedného alebo viacerych datovych suborov
(pripona .pcrd) do génovej Studie. Softvér ich zoskupuje do jedného suboru (pripona .mgxd).

Poznamka: Maximalny pocet vzoriek, ktoré mozete analyzovat v génovej studii, je obmedzeny
velkostou paméate RAM pocitaca a virtualnej pamaéte.

Kalibracia medzi chodmi

Snaha o kalibraciu medzi chodmi sa automaticky nastane v kazdej génovej Studii pre kazdy ciel, aby
sa normalizovali medzidroviové variacie medzi ciefmi testovanymi v oddelenych PCR testoch v
realnom Case (to znamena rézne subory .pcrd vytvorené z rdznych platniciek).

Aby softvér rozpoznal vzorku ako kalibrator medzi chodmi, musi zdiel'at rovnaky ciefovy nazov, nazov
vzorky a, ak sa pouZziva, nazov biologickej supravy v kazdej porovnavanej platnicke.

Poznamka: Aspon jedna vzorka medziuroviiového kalibratora musi byt pritomna v génove;j
Studii, aby sa uskutoc€nila kalibracia medzi chodmi. Ciele bez vhodnych vzoriek medziuroviiového
kalibratora budu spracované bez korekcie v génovej $tudii (neodporuca sa).

Kalibratory medzi jednotlivymi chodmi je mozné aplikovat dvoma sp6sobmi:

B Naciel —rézne PCR primery mézu mat réznu ucinnost. Predvolene sa kalibrator medzi chodmi
aplikuje do vSetkych jamiek na tej istej platni¢ke, ktoré maju rovnaky cielovy nazov, napr. Cq
generovany rovnakym testom.

B Celkova Studia — jeden kalibrator medzi chodmi je vybrany pouzivatelom a aplikovany na celu
Studiu génu.

Dialégové okno Gene Study (Génova studia)

Dialégové okno Gene Study (Génova Studia) obsahuje dve karty:

B Karta Study Setup (Nastavenie Studie) — riadi cykly v génovej studii.

Délezité upozornenie: Pridanie alebo odstranenie datovych suborov nezmeni udaje v
poévodnom subore.

B Karta Study Analysis (Analyza $tudie) — zobrazuje Udaje expresie génu kombinovanych cyklov.

Karta Study Setup (Nastavenie studie)

Tabulka 38 definuje udaje, ktoré sa objavia na karte Study Setup (Nastavenie Studie)
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Tabulka 38. Karta Study Setup (Nastavenie studie) v dialdgovom okne Gene Study (Génova

stadia)
Nazov stipca Opis
File Name (Nazov suboru) Pomenujte datovy subor chodu (pripona .pcrd)
File Folder (PrieCinok Adresar, do ktorého sa uklada datovy subor pre kazdy chod v génovej
suboru) Studii
Date Created (Datum Datum zberu dat chodu

vytvorenia)

Well Group Name (Nazov Nazov skupiny jamiek, ktora bola vybrana, ked bol subor pridany do
skupiny jamiek) génovej Studie
Tip: Ak chcete v génovej stadii analyzovat jednu skupinu jamiek,
musite tuto skupinu vybrat' v okne Data Analysis (Analyza dat)
pred importom datového suboru do génovej Studie.

Step (Krok) Protokolovy krok, ktory zahftia Citanie platnicky na zhromazdovanie
udajov PCR v realnom ¢ase

Run Type (Typ chodu) Chod bud pouzivatelsky definovany, alebo PrimePCR

Protocol Edited (Upraveny Ak je zvolené, oznacuje, ze bol upraveny protokol pouzity pre chod
protokol) PrimePCR

View Plate (Zobrazit Otvori mapu platni¢ky s idajmi v kazdom z pokusov zahrnutych v
platnicku) génovej Studii

Priprava génovej studie
Ak chcete pripravit’ génovu studiu

1. Predimportovanim dat do génovej $tudie vykonajte v okne Data Analysis (Analyza dat)
nasledujuci krok:

B Skontrolujte, ¢i vzorky s rovnakym obsahom maju rovnaky nazov. V génove;j studii softvér
predpokladd, Ze jamky s rovnakym ciefom alebo nazvom vzorky obsahuju rovnaké vzorky.

B Upravenim zakladnej a prahovej hodnoty (C,) na karte Quantification (Kvantifikacia)
optimalizujte data v kazdom chode.

B Vyberte skupinu jamiek, ktort chcete zahrnat do génovej Studie.

Aby sa zobrazili Udaje z jednej skupiny jamiek v génovej studii, dana skupina sa musi vybrat’
pred importovanim datoveho suboru.

Karta Study Setup (Nastavenie $tudie) zobrazuje zoznam vSetkych chodov v génovej Studii.
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2. Vdialbgovom okne Gene Study (Génova Studia) vyberte kartu Study Setup (Nastavenie Studie).
3. Kliknutim na poloZzku Add Data Files (Pridat’ datové subory) vyberte subor z okna prehliadaca.

Tip: Ak chcete rychlo pridat chody do génovej Studie, presunite datové subory (pripona
.pcrd) do dialégového okna Study Setup (Nastavenie studie).

4. CFX Manager Dx software automaticky vykonava analyzu génovej studie pri pridavani datovych
suborov. Vyberom karty Study Analysis (Analyza Studie) zobrazite vysledky.

Ak chcete odstranit’ chody z génovej studie
» Vyberte jeden alebo viac stiborov a kliknite na tlacidlo Remove (Odstranit).
Ak chcete pridat’ poznamky o génovej studii

» Zadajte poznamky o suboroch a analyze do textového pola Notes (Poznamky).

Karta Study Analysis (Analyza studie)

Karta Study Analysis (Analyza Studie) zobrazuje data zo vSetkych pokusov v génovej studii. Moznosti
analyzy udajov expresie génu su rovnaké ako pre jeden datovy subor s nasledujucimi vynimkami:

B Pre stipcové grafy sa pri kliknuti na tlagidlo Inter-run Calibration (Kalibracia medzi chodmi)
zobrazia medzichodové kalibraéné hodnoty (ak su vypocitané).

Poznamka: Ako medzichodovy kalibrator je mozné pouzit len nasledujuce typy vzoriek:
O Nezname

O Standardné

O Pozitivna kontrola

Typy vzoriek Negative control (Negativna kontrola), no template control (NTC) (Bez Sablény
kontrolnej vzorky), a no reverse transcriptase control (NRT) (Bez kontrolnej vzorky reverznej
transkriptazy) sa nemo6zu pouzit ako medzichodovy kalibrator.
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Vytvorenie spravy o génovej studii

Ak chcete vytvorit spravu o génovej studii

1.
2.

Pred vytvorenim spravy podla potreby upravte data a grafy spravy o génovej studii.

Vyberom polozky Tools (Nastroje) > Reports (Spravy) v ponuke Gene Study (Génova studia)
otvorte dialégové okno Report (Sprava).

Vyberte moznosti, ktoré chcete zahrnut do spravy. Sprava sa otvori s vybranymi predvolenymi
moznostami. Zaciarknutim alebo zrusenim zaciarknutia zaciarkavacich poli€ok zmenite celé
kategérie alebo jednotlivé moznosti v ramci kategorie.

Kategorie sprav génovej studie na strane 255 uvadza zoznam dostupnych moznosti na zobrazenie.

Zmente poradie kategorii a poloziek v sprave. Presurite moznosti do pozadovanej polohy.
PoloZky sa m&zu usporiadat iba v ramci kategorii, do ktorych patria.

Kliknutim na polozku Update Report (Aktualizovat spravu) sa vSetky zmeny prejavia v polozke
Report Preview (Ukazka spravy).

Vytlacte alebo ulozte spravu. Kliknutim na tlacidlo Print Report (Vytlacit spravu) v paneli nastrojov
vytlagite aktualnu spravu. Vyberom polozky File (Subor) > Save (Ulozit') uloZte spravu vo formate
PDF (subor Adobe Acrobat Reader) a vyberte umiestnenie, do ktorého sa subor ulozi. Vyberom
polozky File (Subor) > Save As (Ulozit ako) ulozite spravu s novym nazvom alebo do nového
umiestnenia.

(Volitelné) Vytvorte $ablénu spravy s pozadovanymi informaciami. Ak chcete ulozit aktualne
nastavenia spravy do $ablény, vyberte polozku Template (Sabléna) > Save (UloZit) alebo Save
As (Ulozit ako). Ked budete chciet v buducnosti vytvorit spravu, nacitajte Sablonu spravy.
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Kategorie sprav génovej studie

Pouzite dialégové okno Gene Study Report (Sprava génovej Studie) na usporiadanie udajov o studii
génov do spravy. Tabulka 39 uvadza vSetky moznosti dostupné pre spravu o génove;j studii.

Tabulka 39. Kategorie pre spravy génovej studie

Kategoria Moznost’ Opis

Header (Hlavi¢ka)

Nadpis, podnadpis a logo spravy

Report Information (Informacie Datum, meno pouzivatela, nazov datového
o sprave) suboru, cesta k datovému suboru a vybrana
skupina jamiek

Gene Study File List (Zoznam Zoznam vSetkych datovych suborov v
suborov génovej studie) génovej stadii
Notes (Poznamky) Poznamky o sprave udajov

Study Analysis: Bar Chart (Analyza $tudie: Stipcovy graf)

Analysis Settings (Nastavenia Zoznam vybranych parametrov analyzy

analyzy)

Chart (Graf) Stipcovy graf expresie génu zobrazujuci
udaje

Target Names (Nazvy cielov) Zoznam cielov v génovej Studii

Sample Names (Nazvy vzoriek) ~ Zoznam vzoriek v génovej Studii

Data (Udaje) Tabulkovy procesor, ktory zobrazuje udaje

Target Stability (Stabilita ciela) Udaje stability ciela

Inter-run Calibration (Kalibracia Udaje kalibracie medzi chodmi
medzi chodmi)

Study Analysis: Clustergram and Scatter Plot (Analyza studie: clustergram a diagram
rozptylu)

Analysis Settings (Nastavenia Nastavenia pre kazdy typ grafu
analyzy)
Chart (Graf) Graf expresie génu zobrazujuci udaje
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Tabulka 39. Kategorie pre spravy génovej studie, pokracovanie

Kategoria Moznost’ Opis
Data (Udaje) Tabulkovy procesor uvadzajici udaje v
kazdom cieli
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Priloha A Vypocty analyzy dat

CFX Manager Dx software automaticky pocita rovnice a vysledky zobrazuje na kartach Data Analysis
(Analyza dat). Tato priloha podrobne vysvetluje, ako CFX Manager Dx software pocita rovnice.

Uéinnost reakcie

Dokazy naznacuju, ze pouzitie presnej miery ucinnosti pre kazdy subor primérov a sond vam poskytne
presnejsie vysledky pri analyze Udajov expresie génu. Predvolena hodnota Ucinnosti pouzita vo
vypoctoch expresie génu je 100 %. Na vyhodnotenie ucinnosti reakcie sa vytvori Standardna krivka s
pouzitim sériovych riedeni reprezentativnej vzorky v prislusnom dynamickom rozsahu a potom sa
zaznamena ucinnost pre naslednu analyzu expresie génu. Ak vas chod obsahuje Standardnu krivku,
softvér automaticky vypoéita efektivitu a zobrazi ho pod Standard Curve (Standardna krivka) na karte
Quantification (Kvantifikacia), ked je na karte Target (Ciel') v okne Experiment Settings (Nastavenie
experimentu) zaskrtnuté poli¢ko Auto Efficiency (Automaticka ucinnost).

Uginnost (E) vo vzorcoch G&innosti sa vztahuje na ,uginnost”, ako je opisané v Pfaffl (2001) a
Vandesompele et al. (2002). V tychto publikaciach Gc¢innost 2 (dokonalé zdvojenie v kazdom cykle)
zodpovedda 100 % ucinnosti v softvéri. Mate moZnost previest svoje vypocty efektivity na vypocty
pouzivané v softvéri pomocou nasledujucich matematickych vztahov:

B E=(% Ugnnosti *0,01) + 1

B % Uginnosti= (E—1)*100
Relativhe mnozstvo
Vzorec pre relativne mnozstvo (AC) fubovolnej vzorky (GOI) je:

Relative Quantityg,,ye (o) = Ecor (O i =€, (sample))

Poznamka: Tento vzorec sa pouziva na vypocet relativneho mnozstva, ak nie je definovana
Ziadna kontrolna vzorka.
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Kde:

B E =udinnost supravy primérov a sond. Tato uginnost sa vypocita podla vzorca
(% ucinnosti * 0,01) + 1, kde 100 % ucinnost = 2

m C q (sample) = priemer Cq pre vzorku

B GOl = cielovy gén (jeden ciel)

Relativhe mnozstvo, ked’ je vybrana kontrolna vzorka

Ak je priradend kontrolna vzorka relativne mnozstvo (RQ) pre fubovolnu vzorku v cielovom géne
(GOl) sa vypocita podla tohto vzorca:

3 H Cy (con -C
Relative Quantityg,mple (cor) = EGOI( 9 (contzal) q(sample))

Kde:

B E =udinnost supravy primérov a sond. Tato ucinnost sa vypocita podla vzorca
(% Uginnosti * 0,01) + 1, kde 100 % u&innost = 2

B Cq (control) = Priemer C, pre kontrolnt vzorku
B Cq(sample) = Priemer Cq pre fubovolné vzorky s GOI

B GOl = cielovy gén (jeden ciel)

Standardna odchylka relativneho mnozstva

Vzorec pre Standardnu odchylku relativneho mnozZstva je

SD Relative Quantity = SD Cqgoyr X Relative Quantity,umye (qory X Ln (Egor)

Kde:

B SD Relative Quantity = Standardna odchylka relativneho mnozstva
B SD Cqygos sample = Standardna odchylka C, pre vzorku (GOI)

B Relative Quantity = relativne mnozstvo vzorky

B E =udinnost supravy primérov a sond. Tato ucinnost sa vypocita podla vzorca
(% Uginnosti * 0,01) + 1, kde 100 % u&innost = 2

B GOl = cielovy gén (jeden ciel)
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Korigovana ucinnost Cq (CqE)

Korigovana ucinnost’ C, (C¢)
Vzorec pre korigovanu uc¢innost Cq je
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Kde:

B E=ucinnost
Korigovana priemerna ucinnost’ C, (MCqg)
Vzorec pre korigovanu priemernu ucinnost Cq je

Cag (Rep 1)+CUE (Rep 2) T+ - -+CUE (Rep
MCC]_E= (Rep 1) ( n) (Rep n)

Kde:
B Cge = korigovana ucinnost Cq

B n=pocetreplikatov

Normalizaény faktor

Menovatel rovnice normalizovanej expresie sa oznacuje ako normalizany faktor. Normaliza¢ny faktor
je geometricky priemer relativnych mnozstiev vSetkych referenénych cielov (génov) pre danu vzorku,
ako je opisané v tomto vzorci:

Normalization Factorsampl (o) = (RQsmple (Ref1) % RQ,ample (Ref2) X +++ X RQmmple (Refn) )%
Kde:
B RQ = relativne mnozZstvo
B n=pocetreferenénych cielov

B GOl =cielovy gén (jeden ciel)
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Normalizovana expresia

Normalizovana expresia (AAC,) je relativne mnoZstvo vasho ciefa (génu) normalizované na mnozstvo
referenénych ciefov (génov alebo sekvencii) v biologickom systéme. Ak chcete vybrat referenéné
ciele, otvorte okno Experiment Settings (Nastavenia experimentu) a kliknite na referenény stipec pre
kazdy ciel, ktory sluzi ako referenCny gén.

Vzorec pre normalizovanu expresiu, ktory pouziva vypocitanu hodnotu relativneho mnozstva (RQ), je

RQuample (cOT)

Normalized Expressiong,,. (cor = n
(BQuampie (et 1) ¥R Quample (et 2)X- - XRQuume et ) ™

Kde:
B RQ =relativne mnozstvo vzorky

B Ref =referencny ciel v chode, ktory obsahuje jeden alebo viac referenénych cielov v kazdej
vzorke

B GOl = cielovy gén (jeden ciel)

Za predpokladu, ze referencné ciele nemenia Uroven svojej expresie vo vasom biologickom systéme,
vypocet normalizovanej expresie bude zodpovedat rozdielom v zataZeni alebo odchylkam v pocte
buniek, ktoré su zastupené v kazdej z vaSich vzoriek.

Normalizovana expresia, ked’ je vybrana kontrola

Ked vyberiete kontrolnu vzorku v okne Experiment Settings (Nastavenia experimentu), softvér nastavi
uroven expresie kontrolnej vzorky na 1. V tejto situacii softvér normalizuje relativne mnozstva
vSetkych cielovych (génovych) expresii na kontrolné mnozstvo (hodnota 1). Tato normalizovana
expresia sa rovna analyze nedkalovanej normalizovanej expresie, ked je vybrana kontrola.

Poznamka: To je tiez zname ako relativna normalizovana expresia (RNE) a nasobok zmeny.
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Standardna odchylka pre normalizovanu expresiu

Zmena hodnoty normalizovanej expresie sa dosiahne vydelenim Standardnej odchylky

expresie, v zavislosti na tom, ktori moznost Skalovania zvolite. Vzorec pre Standardnu odchylku (SD)
normalizacného faktoru je

_ SD RQuumgie (mef1) \ 2 SD RQuumpie (mer2) 2 SD RQuumpie (et n) \ 2
SD NF,, = NF, x \/(ﬂxn%m (Ref 1) ) + ( nXRQeample (Ref 2) ) et ( XRQuample (Ref n) )

Kde:

B RQ = relativne mnozstvo vzorky
B SD = Standardna odchylka

B NF =faktor normalizacie

B Ref=referencny ciel

B n = pocet referenénych cielov

Ked je priradena kontrolna vzorka, nemusite vykonavat tuto funkciu pre zmenu mierky na Standardnej
odchylke, ako je zndzornené v nasledujucom vzorci:

SD NFgample ) 2 (SD RQuompte (cor) ) 2

SD NEsample (Gor) = NEsample (cor X \/ ( NFsampie RQuumpte (001

Kde:

NE = normalizovana expresia
B RQ =relativne mnozstvo vzorky
B SD = Standardné odchylka

B GOl =cielovy gén (jeden ciel)
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Normalizovana expresia upravena na najvyssiu uroven
expresie

Ak chod neobsahuje kontroly, upravte normalizovanu expresiu (NE) pre kazdy ciel (gén) rozdelenim
urovne expresie kazdej vzorky podla najvysSej expresie vo vSetkych vzorkach. Softvér nastavi
najvyssiu uroven expresie na hodnotu 1 a zmeni hodnoty vSetkych urovni expresie vzorky. Vzorec pre
najvyssiu upravu je

Normalized Expressiongmy. (cor

Scaled Normalized Expressiongumple (G0l = Nommafoed Erprossiommm: st (000

Kde:

B GOl =cielovy gén (ciel)

Normalizovana expresia upravena na najnizsiu uroven
expresie

Ak chod neobsahuje kontroly, upravte normalizovanu expresiu (NE) pre kazdy ciel (gén) rozdelenim
urovne expresie kazdej vzorky podfa najnizSej expresie vo vietkych vzorkach. Softvér nastavi

Normalized Expressiong,mgle (qon

Scaled Normalized Expressiong,ny.e (o = Normalized Exprossion ey po

Kde:

B GOl = cielovy gén (ciel)
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Normalizovana expresia upravena na priemernu uroven expresie

Normalizovana expresia upravena na priemernu uroven
expresie

Ak chod neobsahuje kontroly, upravte normalizovanu expresiu (NE) pre kazdy ciel (gén) rozdelenim
urovne expresie kazdej vzorky geometrickym priemerom expresie vSetkych vzoriek. Softvér nastavi
priemernu Uroven expresie na hodnotu 1 a zmeni vSetky urovne expresie vzorky. Vzorec pre upravu
priemeru je

. . Normalized Expressiongme. (co
Scaled Normalized Expressiony,i. (cor = v (600

Normalized Expressiongy (gor)

Kde:
B GOl =cielovy gén (ciel)

B GM = geometricky priemer normalizovanej expresie pre vietky vzorky
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Priloha A Vypocty analyzy dat

Standardna odchylka pre upraveni normalizovanu expresiu

Zmena upravenej hodnoty normalizovanej expresie (NE) sa dosiahne vydelenim Standardnej
odchylky (SD) normalizovanej expresie hodnotou normalizovanej expresie pre najvyssiu (MAX) alebo

Poznamka: Po priradeni kontrolnej vzorky nemusite vykonat tito zmenu Standardnej odchylky.

Vypocet pre tento vzorec je

SD NEmpe (con
NEmAX or MIN (GOI)

SD Scaled NEgumple (o) =
Kde:
B NE =normalizovana expresia
B SD = standardné odchylka

B GOl = cielovy gén (ciel)

B MAX = najvyssia uroven expresie

Regulacia
Regulacia je miera zvySenia alebo zniZenia expresie ciefa experimentalnej vzorky v porovnani s

kontrolnou vzorkou a je ur€ena nasledovne:

Ak je expresia (experimentalna vzorka) > expresia (kontrolna vzorka):

Expression (experimental)

Regulation = Expression (control)

Ak je expresia (experimentalna vzorka) < expresia (kontrolna vzorka):

Regulation = -1 / (

Expression (experimental)
Expression (control)

Poznamka: Pre polozku stipcovy graf je expresia zalozena na relativnom mnozstve alebo
normalizovanej expresii v zavislosti od vybraného reZimu (pozrite si &ast Stipcovy graf na strane
234). Pre diagram rozptylu a clustergram sa regulacia vzdy vypocita z normalizovanej expresie.
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Vzorce s korigovanymi hodnotami

Vzorce s korigovanymi hodnotami

Rozdiel medzi korigovanymi hodnotami a nekorigovanymi hodnotami sa zisti len vtedy, ak sa ako
suc¢ast chodu PCR v realnom Case vytvori Standardna krivka. Softvér pouziva na stanovenie Sirenia
chyb tri rovnice:

®  Standardna chyba

B Standardna chyba normalizovanej expresie

®  Standardna chyba normalizovaného cielového génu (ciela)
Vzorec pre Standardnu chybu je

— Sb
Standard Error = R

Kde:
B n=pocet referenénych cielov (génov)
m  SD = Standardna odchylka

Standardna chyba pre faktor normalizécie vo vzorci normalizovanej expresie je

SE RQuomple (Ref 1) ) 2 ( SE RQuemple (Ref 2) )2 i ( SE RQuumplc (Refn) )2

SE NF, = NF, x (
n n nxSE RQgumple (Ref 1) nXSE RQgample (Ref 2) nXSE RQgample (Ref n)

Kde:

B n=pocet referenCnych ciefov
B SE = standardna chyba

B NF =faktor normalizécie

B RQ = relativne mnozstvo

Vzorec Standardnej chyby normalizovaného cielového génu (GOI) je

2 2
SE GOI, = GOL, x \/ (Br) + (SEG(‘;'I‘")

Kde:

B SE = Standardna chyba

B GOl =cielovy gén (jeden ciel)
B NF =faktor normalizacie

B n=pocetreferenénych cielov
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Priloha B Sprava pouzivatelov a uloh CFX
Manager Dx

V softvéri CFX Manager Dx software moZete vytvorit pouzivatelov a priradit im tlohu. Ulohy
obmedzuju pristup k funkciam CFX Manager Dx. PouZivatefovi mdZe byt si€asne priradend iba jedna
uloha. AvSak spravca softvéru CFX Manager Dx software méze kedykolvek zmenit ulohu pouzivatefla.

Tip: Nie je potrebné vytvarat pouzivatelov na pouzivanie CFX Manager Dx. Ak nevytvarate
pouzivatelov, vietku aktivitu vykonava spravca predvoleného pouzivatelského uctu.

Dolezité upozornenie: Pouzivatelsky spravca je predvoleny spravcovsky ucet, ktory sa pouziva
na pociato¢né prihlasenie do CFX Manager Dx. Odporuca sa, aby ste vytvorili konkrétneho
pouzivatela na spravovanie CFX Manager Dx. Priradte tomuto pouzivatelovi Glohu spravcu a
vykonavaijte vSetky administraéné ulohy s tymto pouzivatelom.

Dolezité upozornenie: CFX Manager Dx software nema funkciu ¢asového limitu necinnosti
relacie pouzivatela. Preto sa odporuca, aby ste implementovali bezpe€nostné opatrenia systému
Windows alebo tretej strany (napriklad implementujte Setri¢ obrazovky s poZadovanim
prihlasenia sa).

Sprava pouzivatelov

V Standardnom vydani softvéru CFX Manager Dx software mézu mat’ pouzivatelské ucty akékolvek
meno alebo heslo.

Ak chcete priradit’ ulohu kazdému pouzivatelovi, vyberte zo zoznamu roli v okne User Administration
(Sprava pouzivatelov). V tomto priklade je pouzivatelovi-hostovi pridelené pravo na ukladanie
suborov.
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Priloha B Sprava pouzivatelov a uloh CFX Manager Dx

Pridavanie a odstranovanie pouzivatel'ov

Poznamka: Pridavat a odstrafiovat pouzivatefov méze iba spravca softvéru CFX Manager Dx
software.

Ak chcete pridat’ pouzivatel'ské Uucty do CFX Manager Dx

1.V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku User (Pouzivatel) > User Administration (Sprava
pouzivateflov).

Zobrazi sa dialégové okno User Administration (Sprava pouzivatelov).

User Administration

Manage Users

User Name Full Name Role Password Remaove
1 |admin Administratar O
2 |cpeterson carl peterson Administrator v O
3 |ebrizel elizabeth brizel Principal ~ O
4 |msnyder matthew snyder Guest ~ O
5 ~ O

Manage Rights (Managed by Administrator only)

Rights Principal Operator
Start, pause and sbort runs

(]
3
5
a

1
2 |Addrepeatstoarun

3 | Perform skip steps

4 |Perform instrument calibration

5 |Apply different calibrations to 2 data file
g | Edi orreplace plate during run

7 | Edit or replace the plate after a un

g | Alowinstrument file management

g |Rename instruments

10 | Saveanyfile

11 |Change threshold and baselines

12 | Print reports

13 | Setup Emai

41

BERNAEENERNERNERFA
ORMERNEREOORAE

!D!DIDDDDDD!DI

Bestore Default Rights

=}
£

Cancel

2.V paneli Manage Users (Spravovat pouzivatelov) zadajte pouzivatelské meno pouzivatela.
3. Vyberte poloZku Role (Funkcia) pouzivatela.
Funkcie obmedzuju prava pouzivatela. Predvolena je moznost Principal (Hlavny pouZivatel).

Tip: MOzete zmenit prava pre kazdu funkciu. Zmena prav funkcie ovplyvni v§etkych
pouzivatelov, ktorym je priradena dana funkcia. Viac informacii uvadza Sprava prav funkcii
na strane 269.

4. (Volitelné) Zadajte Full Name (Celé meno) a Password (Heslo) pre pouzivatela.
5. Kliknutim na tla¢idlo OK otvorte dialdgové okno a potvrdte, Ze chcete okno zatvorit.

6. Tuknutim na polozku Yes (Ano) zatvorte dialégové okno a okno.
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Sprava pouzivatelov

Ak chcete odstranit’ pouzivatela

1.V paneli Manage Users (Spravovat pouzivatelov) vyberte polozku Remove (Odstranit) pre
kazdého pouzivatela, ktorého chcete odstranit.

2. Kliknutim na tla¢idlo OK otvorte dialégové okno a potvrdte, Ze chcete okno zatvorit.
3. Tuknutim na polozku Yes (Ano) zatvorte dialégové okno a okno.

Poznamka: Zoznam pouzivatelov softvéru musi vzdy obsahovat jedného spravcu.

Sprava prav funkcii
Systém CFX Manager Dx obsahuje nasledujuce $tyri funkcie:

B Spravca (povinné) — spravcovia maju vSetky prava a tieto prava nie je mozné zmenit.
Spravcovia mozu tiez pridavat a odstranovat pouzivatelov a menit prava jednotlivych funkcii.

Poznamka: Prava akejkolvek funkcie méze menit iba spravca.
®  Hlavny pouzivatel — hlavny pouzivatel ma predvolene vSetky prava
B Operator — operator ma predvolene vSetky prava okrem prava na preskocenie cyklov
B Host — host m6ze predvolene iba &itat’ subory

Doélezité upozornenie: Zmena prav funkcie ovplyvni vSetkych pouzivatelov priradenych k dane;j
funkcii. Nemdzete upravit funkciu konkrétneho pouzivatela. Pri Gprave prav funkcii postupuijte
opatrne.

Ak chcete Specifikovat’ prava jednotlivych funkcii

1.V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku User (Pouzivatel) > User Administration (Sprava
pouzivatelov).

2. 'V table Manage Rights (Sprava prav) vykonajte jednu z nasledujucich €innosti:

B Ak chcete odstranit pravo z funkcie, zruste zaciarknutie prislu§ného zaciarkavacieho
policka.

B Ak chcete pridat pravo k funkcii, zaCiarknite prisluSné zaciarkavacie policko.
3. Kliknutim na tlac¢idlo OK otvorte dial6gové okno a potvrdte, Ze chcete okno zatvorit.
4. Tuknutim na polozku Yes (Ano) zatvorte dialégové okno a okno.
Ak chcete resetovat’ prava pre vSetky funkcie

» Vdialdgovom okne User Administration (Sprava pouzivatelov) kliknite na polozku Restore
Default Rights (Obnovit predvolené prava).

Navod na obsluhu | 269



Priloha B Sprava pouzivatelov a uloh CFX Manager Dx

Prihlasenie do softvéru CFX Manager Dx software

CFX Manager Dx software spravuje prihlasenie pouzivatelov do softvéru pomocou dialégového okna
Login (Prihlasenie). Ked spustite softvér, CFX Manager Dx automaticky zobrazi dialdgové okno Login
(Prihlasenie) v pripade, ak su v okne User Administration (Sprava pouzivatelov) uvedeni aspon dvaja
pouzivatelia.

CFX Manager Dx zobrazuje meno prihlaseného pouzivatela v okne Home (Domovské okno).
Prihlasenie do softvéru CFX Manager Dx software

1. Vdialdgovom okne Login (Prihlasenie) vyberte svoje meno z rozbalovacieho zoznamu User
Name (Meno pouzivatela).

2. Zadaijte svoje heslo.

3. Kliknutim na tla¢idlo OK zatvorte dialdgové okno Login (Prihlasenie) a otvorte softvér.

Bio-Rad CFX Maestro - Login

)
¥4
A

User Name: | cpeterson b

Password: |H+

QK Cancel

Zmena pouzivatelov
Pouzivatefov méze zmenit, ked sa softvér pouZiva.
Na prepnutie pouzivatelov:

1.V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku User (Pouzivatel) > Select User (Vybrat
pouzivatela) na otvorenie dialdgového okna Login (Prihlasit sa).

2. Vrozbalovacom zozname User Name (Meno pouzivatela) vyberte meno.
3. Zadajte heslo nového pouzivatela.

4. Kliknutim na tlacidlo OK zatvorite dialdgové okno Login (Prihlasenie) a otvorite softvér.
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Prihlasenie do softvéru CFX Manager Dx software

Zmena pouzivatel'skych hesiel
Pouzivatelia CFX Manager Dx si mézu svoje hesla kedykolvek zmenit.
Zmena pouzivatel'skych hesiel

1.V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku User (Pouzivatel) > Change Password (Zmenit
heslo) na otvorenie dialdgového okna Change Password (Zmenit heslo).

Change Password

(ld Password: | |

MNew Password: | |

Corfim New Password: | |

QK Cancel

2. 'V Old Password (Staré heslo) zadajte svoje aktualne heslo.

3. V New Password (Nové heslo) zadajte nové heslo a opat ho zadajte v Confirm New Password
(Potvrdit nové heslo).

4. Kliknutim na OK potvrdite zmenu.

Zobrazenie vasej funkcie a prav

Tip: Pouzivatelia, ktorym boli priradené pouzivatel'ské funkcie Principal (Hlavny pouzivatel),
Operator (Operator) alebo Guest (Host), méZu zobrazit iba svoje pouzivatelské nastavenia,
prava a funkcie.

Zobrazenie vasej pouzivatel'skej funkcie a prav

» Vokne Home (Domovskeé okno) vyberte polozku User (Pouzivatel) > User Administration (Sprava
pouzivatelov).

Ak chcete upravit pouzivatelské nastavenia, prava a funkcie uvedené v okne User Administration
(Sprava pouzivatelov), obratte sa na spravcu softvéru CFX Manager Dx software.
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Priloha C Integracia LIMS

CFX Manager Dx software mézete nakonfigurovat' na pouzivanie s laboratérnym systémom riadenia
informacii (LIMS). Na integraciu LIMS systém CFX Manager Dx vyZaduje informacie o nastaveni
platni¢ky vytvorené platformou LIMS (subor LIMS, *.plrn), subor protokolu vytvoreny pomocou
softvéru CFX Manager Dx software (*.prcl), definované umiestnenie exportu dat a definovany format
exportu.

Po dokonéeni chodu CFX Manager Dx vygeneruje datovy subor (.pcrd), ktory sa ulozi do
definovaného prie€inka exportu dat. CFX Manager Dx tiez vytvori datovy subor kompatibilny s LIMS
vo formate .csv a uloZi ho do rovnakého umiestnenia.

Vytvaranie datovych suborov kompatibilnych s LIMS

Tato priloha vysvetluje, ako nastavit softvér CFX Manager Dx software na vytvorenie, uloZzenie a
export datovych suborov kompatibilnych s LIMS.
Nastavenie moznosti prie¢inku LIMS a export dat

Predvolene CFX Manager Dx ulozi LIMS protokoly, subory a subory exportu tidajov do tohto
priecinka:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

Mézete nakonfigurovat CFX Manager Dx, aby sa subory ulozili do iného priecinka, a mézete zmenit
moznosti exportu Udajov LIMS.

Nastavenie prie€inka LIMS a moznosti exportu udajov

1. V okne Home (Domovské okno) vyberte Tools (Nastroje) > Options (Moznosti).

2. Vdialégovom okne Options (MoZnosti) vyberte poloZku Data Export Settings (Nastavenia exportu
udajov).
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Priloha C Integracia LIMS

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. (VoliteIné) Vyberte Automatically export LIMS data at end of run (Automaticky exportovat udaje
LIMS na konci chodu).

Softvér automaticky exportuje tdaje LIMS po kazdom chode a ulozi ich na uréené miesto.

4. Ak chcete zmenit predvolené moznosti exportu pre Udaje LIMS, kliknite na polozku LIMS Data
Export Settings (Nastavenia exportu udajov LIMS).

Dolezité upozornenie: Do CFX Manager Dx mozno importovat iba udaje LIMS exportované
ako subor .csv.

5. Vdialégovom okne LIMS Data Export Format Settings (Nastavenia formatu exportu tdajov)
vyberte poZadované moznosti exportu a kliknite na OK.

6. Vdialégovom okne Options (Moznosti) prejdite na a vyberte predvoleny priecinok, do ktorého
chcete ulozit subory s udajmi LIMS. Pre kazdy typ suboru mozete vybrat' iné umiestnenie:

B Protokol
®  Subor LIMS
B Export udajov

7. Kliknutim na tla¢idlo OK uloZite zmeny a zatvorite dialdgové okno Options (MoZnosti).

Vytvorenie protokolu LIMS

Ak chcete spustit chod LIMS, vytvorte subor protokolu systému CFX Manager Dx (*.prcl) a ulozte ho
do uréeného umiestnenia v prie¢inku LIMS.

Viac informacii uvadza €ast Kapitola 6, Vytvaranie protokolov.
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Vytvaranie datovych suborov kompatibilnych s LIMS

Vytvorenie suboru LIMS

Subor LIMS (*.plrn) obsahuje detaily nastavenia platni€ky a nazov suboru protokolu. Tento subor je
vytvoreny vasim internym LIMS. CFX Manager Dx pouziva subor LIMS na vytvorenie suboru
platni¢ky, ktory sa ma pouzit’ so suborom protokolu.

CFX Manager Dx poskytuje subory Sablény importu platni¢ky, ktoré mézete upravit pre vytvorenie
vlastnych LIMS suborov platni€iek.

Tip: Tuto ulohu by mal vykonat Specialista LIMS.
Na vytvorenie suboru LIMS

1.V okne Home (Domovské okno) vyberte View (Zobrazit) > Show (Zobrazit) > LIMS File Folder
(Priecinok suboru LIMS).

2. Otvorte prieginok LIMS Templates (Sablény LIMS) a vyberte stbor .csv, ktory chcete importovat
do interného LIMS.

B LMS Templates

« * 1‘| C\Users\ PublichDocuments'\Bio-Rad\ CFX_DX\LIMS\LIMS Templates | @ Search Ll... 2

#

* Downloads ~ MName Date modified Type Size
b Music (EL) CFX 96 LIMS Plate Import Template.csv  3/2/2018 6:43 AM Microsoft Excel ... 5KB
| Pictures

m Videos
o OSDisk (C)
- Groups (G) w

1item =

3. Pomocou LIMS upravte subor $ablény vyplnenim pozadovanych poli v zozname Tabulka 40.

4. Sablénu uloZte s priponou nazvu stboru .plrn do prieéinka LIMS File (Stbor LIMS).

Délezité upozornenie: CFX Manager Dx vie otvorit len subor .plrn. Ak chcete spustit chod
LIMS, musite subor .csv ulozit vo formate .plrn.

Tabul'ka 40. Definicia obsahov stiborov LIMS .csv

Stipec Rad Opis Obsah Prigina
A 1 Hlavicka platnic¢ky Neupravovat Preddefinované
AB,C 2 Pole/Udaj/Pokyn Neupravovat Preddefinované
B 3 Verzia Neupravovat Preddefinované
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Priloha C Integracia LIMS

Tabul'ka 40. Definicia obsahov stuborov LIMS .csv, pokracovanie

Stipec Rad Opis Obsah Pri¢ina
B 4 Veflkost platniCky Neupravovat Preddefinované
B 5 Typ platnicky Zadaijte “BR White,” Pozadované
“BR Clear,” (,BR biela“,
,BR priehladna“) alebo
iny kalibrovany typ
platnicky
B 6 Rezim skenovania Zadajte “SYBR/FAM Pozadované
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Vytvaranie datovych suborov kompatibilnych s LIMS

Tabul'ka 40. Definicia obsahov stuborov LIMS .csv, pokrac¢ovanie

Stipec Rad Opis Obsah Pri¢ina

B 7 Jednotky Zadajte jedno z Pozadované
nasledujucich “copy
number,” “fold dilution,”
“micromoles,”
“nanomoles,”
“picomoles,”
“femtomoles,”
“attomoles,”
“milligrams,”
“micrograms,”
“nanograms,”
“picograms,”
“femtograms,”
“attograms,” alebo
“percent” (,pocet kopii,
,nasobné riedenie”,
,mikromoly*,
,hanomoly“, ,pikomoly*,
Lfemtomoly*,
,attomoly®, ,miligramy*,
~mikrogramy*,
Lnhanogramy*,
Lpikogramy*,
Lfemtogramy*.
attogramy, alebo
Lpercenta”)

B 8 ID chodu Zadaijte kratky popis Volitelné
alebo Ciarovy kod
identifikujuci tento chod
(maximalne 30 znakov,
Ciarky nie st povolené)

B 9 Poznamka k chodu Zadaijte popis chodu Volitelné

B 10 Protokol chodu Zadajte nazov suboru Pozadované
protokolu presne, ako
je uvedené.
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Priloha C Integracia LIMS

Tabul'ka 40. Definicia obsahov stuborov LIMS .csv, pokracovanie

Stipec Rad Opis Obsah Pri¢ina
A 11 Datovy subor Zadat nazov datového Volitelné
suboru
A 12-15 TBD/Prazdne Neupravovat Preddefinované
A 16 Udaje platnigky Neupravovat Preddefinované
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Vytvaranie datovych suborov kompatibilnych s LIMS

Tabul'ka 40. Definicia obsahov stuborov LIMS .csv, pokrac¢ovanie

Stipec
A

B-G

J-O

Rad
17-113

Opis Obsah Pri€ina
Poloha jamky Neupravovat Preddefinované
Farbivo Ch1, farbivo Zadajte jeden nazov Pozadované
Ch2, farbivo Ch3, kalibrovaného farbiva
farbivo Ch4, farbivo (napriklad ,,FAM®) pre
Ch5, FRET kazdy pouzivany kanal
Typ vzorky Zadajte jeden z Pozadované
nasledujucich typov
vzorky “Unknown,”
“Standard,” “Positive
Control,” “Negative
Control,” “NTC,” or
“NRT” (,Neznamy*,
,Standardny*,
,Pozitivna kontrola*,
»,Negativna kontrola“,
L,NTC* alebo ,NRT*)
Nazov vzorky Zadajte nazov vzorky Volitelné
Ciel CH1, Ciel CH2, Zadajte nazov ciela pre Volitelné
Ciel CH3, Ciel CH4, kazdy pouzity kanal
Ciel CH5, Ciel
FRET,
Nazov biologickej Zadajte nazov Volitelné
supravy biologickej supravy
Replikat Zadajte kladné celé Volitelné

Cislo pre kazdu
mnozinu replikatov.
Hodnota neméze byt
nulova.
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Priloha C Integracia LIMS

Tabul'ka 40. Definicia obsahov stuborov LIMS .csv, pokracovanie

Stipec Rad Opis Obsah Pri¢ina
R-W Mnozstvo CH1, Zadaijte hodnoty Pozadované pre
Mnozstvo CH2, mnozZstva pre vSetky vSetky normy
Mnozstvo CH3, normy. Zadajte
Mnozstvo CH4, koncentraciu v
Mnozstvo CH5, desiatkovej forme.
Mnozstvo FRET
X Poznamka k jamke Zadajte poznamku k Volitelné
jamke (maximalne 20
znakov)
Y-AD Farba jamky Ch1, Zadaijte fubovolnu Volitelné
Farba jamky Ch2, farbu Stylu stopy
Farba jamky Ch3, definovanu
Farba jamky Ch4, pouzivatelom v 32-
Farba jamky Ch5, bitovom celoc¢iselnom
Farba jamky FRET (argb) desiatkovom
formate

Spustenie chodu LIMS

Na spustenie chodu LIMS
1. Vykonajte jeden z nasledujucich krokov na otvorenie suboru LIMS .plrn:

BV okne Home (Domovské okno) vyberte polozku View (Zobrazit) > Show (Ukazat) > LIMS
File Folder (Prie€inok suboru LIMS) a otvorte cielovy subor .plrn.

BV okne Home (Domovské okno) vyberte polozku File (Subor) > Open (Otvorit) > LIMS File
(Subor LIMS) a otvorte ciefovy subor .plrn.

Subor sa otvori na karte Start Run (Spustit chod) v sprievodcovi Run Setup (Nastavenie chodu).
Karta Start Run (Spustit chod) zobrazuje informacie o experimente, ktory sa mé spustit.
Zobrazuje tiez pripojeny blok alebo bloky pristrojov, na ktorych mdzete experiment spustit.
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Vytvaranie datovych suborov kompatibilnych s LIMS

2. Nakarte Start Run (Spustit chod) vyberte pristroj a kliknite na Start Run (Spustit chod).

Run Setup
Protocol [123) Plate "pP Start Run
Run Information

Protocol: RespProtocol prol
Plate: LIMS001_96 wells pitd

)

Notes:

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name A Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
[ [FFxseDwi CFX96 Desp Well Idle 25
CFX360W2 CFX96 Deep Well Idle 25
[] CFxs801 CFX596 Idle 25
CFX96102 CFX96 Idle 25
[] Select All Blocks
§ Flash Block Incicator | |7 Open Lid #) Coselid
b Start Run

<< Prev

Export udajov do LIMS

Po dokonéeni chodu CFX Manager Dx vygeneruje datovy subor (.pcrd), ktory sa uloZi do

definovaného priecinka exportu udajov.

Export suboru udajov do LIMS

» Otvorte subor .pcrd a vyberte Export (Exportovat) > Export to LIMS Folder (Export do prie¢inka

LIMS).

Tip: Ak zvolite Automatically Export Data after Run (Automaticky exportovat udaje po chode) v
LIMS Options (Moznosti LIMS), CFX Manager Dx vytvori subor udajov kompatibilny s LIMS vo
formate .csv a ulozi ho do rovnakého priecinku.
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Priloha D Riesenie problémov s pripojenim

softvéru CFX Manager Dx software

Protokol aplikacie

Pred spustenim nového chodu pristroje CFX96 a CFX96 Deep Well spustia samodiagnosticky test,
aby overili, €i su spustené v ramci Specifikacii. Softvér zaznamenava vysledky tohto testu do suboru
protokolu chodu a protokolu aplikacie. Ak zistite problém v jednom alebo viacerych experimentoch,

otvorte protokoly chodu a aplikacie, aby ste zistili, kedy vznikol problém.

CFX Manager Dx sleduje informacie o stave pristroja po¢as chodu v protokole aplikacie. Tieto
protokoly pouzite na sledovanie udalosti, ku ktorym déjde v pristrojoch a softvéri a na rieSenie

problémov.

Ak chcete otvorit’ protokol aplikacie

» Vokne Home (Domovské okno) vyberte polozku View (Zobrazit) > Application Log (Protokol

aplikacie).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xml X

File:  BioRadPCRClientHistoryLog xmi

[[i4 < » »i] EventLog

Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00

Severty: Info

Tag: Unassigned

Message: Instrumert connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RND0S707, Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN - 788BR09582", Model - CFX96

Open Log
Find
Date v Message Sevety ¢ Log

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RN00S707, Shutle SN - 'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 783BR09588", Model - CFX96',

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - RN005883', Shutle SN - 'SG8719', ORM SN Info MachineCollection
-788BR02001", Model - Dual 48 Well

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - RN008661", Shutle SN - 'SG6751, ORM SN Info MachineCollection
-788BRO3671", Model - Dual 48 Well

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM83878", Block SN - RN002499', Shutle SN - 'SG80S8, ORM SN Info MachineCollection
-788BRO0531", Model - CFX96'

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM81435', Block SN - RN004743', Shutle SN - 'SG0887, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO6617, Model - CFX Connect'

08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM42465', Block SN - RN006483', Shutle SN - ‘'SG3551, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO4970’, 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

08/04/201709:3459  C1000 Server has started Info C1000Server

08/04/201709:3458  MC status thread started Info MC

08/04/201709:3458  C1000 server started successfuly. Info MachineCollection
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RiesSenie problémov

Problémy s komunikaciou softvéru a pristroja vo vS§eobecnosti mézete vyriesit reStartovanim pocitaca
a systému. Pred reStartovanim si nezabudnite uloZit prebiehajucu pracu.

Poznamka: Skontrolujte, ¢i ma pocitac dostatok pamate RAM a vofného miesta na disku.
Minimalna paméat RAM je 4 GB a minimalne miesto na pevnom disku je 128 GB.
Zlyhanie napajania

Pri vypadku napajania sa pristroj a po€ita€ vypnu. Ak je vypadok napajania kratky, pristroj obnovi
prevadzku protokolu, ale Protokol aplikacie zaznamena vypadok napajania. V zavislosti od nastavenia
poditada a dizky vypnutia sa pristroj a softvér poku$aji pokracovat v prevadzke v zavislosti od kroku
protokolu:

B Ak je protokol v kroku bez ¢itania platni¢ky, protokol pokracuje v chode, ked pristroj znovu ziska
energiu.

B Ak je protokol v kroku s ¢itanim platnicky, pristroj €aka na reStartovanie softvéru a obnovenie
komunikacie na zber udajov. V tejto situacii protokol pokracuje len v pripade, Ze softvér v pocitadi
nie je vypnuty. Ked sa pocitac a softvér znovu spustia, protokol pokracuje.

Odstranenie vzoriek z reakéného modulu pocas vypadku napajania

Na odstranenie vzoriek pocas vypadku napajania na reakénom module mézZete otvorit uzamknuté
motorizované veko.

Na odstranenie zaist'ovacej dosky

1. Zatlacte na uzamykaciu ty¢ na odstranenie reakéného modulu z tepelného cyklova¢a C1000 Dx.

2. Opatrne polozte reakény modul na laboratérny stél alebo lavicu.
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Riesenie problémov

3. Modul umiestnite tak, aby predna ¢ast modulu presahovala 2 palce cez okraj.

4. Imbusovym klu€om odstrarite dve velké skrutky pod prednym okrajom reakéného modulu (pod
tlaCidlom na otvorenie veka).

Mali by ste pocut uvolnenie blokovacej zapadky z vnutra modulu.

Délezité upozornenie: Neodstrarujte dve malé skrutky umiestnené na prednom okraji
modulu.

VA,

5. Otvorte veko reakéného modulu. VSimnite si, ze zapadka (tmavy plast) uz nie je pripojena.
Vyberte vzorky z bloku.
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6. Vymente zaistovaciu zapadku a zaistite ju velkymi skrutkami na opatovné zloZenie reakéného
modulu s otvorenym vekom.

Nacitanie suborov do pocitaca CFX Manager Dx

Mézete nacitat udaje a subory dennika umiestnené na pristroji a preniest ich na pevny disk
pripojeného pocitaca.

Poznamka: VSetky subory v prie€inku s udajmi v redlnom €ase na zakladni pristroja sa nacitaju
do pocitaca.

Nacitanie suborov do pocitaca

1.V okienku Detected Instruments (Detegované pristroje) v okne Home (Domovské okno) kliknite
pravym tlaidlom mySi na ciefovy pristroj a vyberte jedno z nasledujucich:

B Retrieve Log Files (Nacitat subory dennika)
B Retrieve Data Files (Nacitat datové subory)
2. Vyberte umiestnenie priecinka na uloZenie nac&itanych suborov.

3. Kliknite na Okay (OK).
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Manualna instalacia softvéru CFX Manager Dx software

Manualna instalacia softvéru CFX Manager Dx software

1.

V pripade potreby odpojte od pocitaca vSetky pripojené pristroje.

Najdite a odpojte kabel USB pristroja z pocitata CFX Manager Dx. Koniec vloZzeny do pristroja
mbdZze zostat na svojom mieste.

Prihlaste sa do pocitaca CFX Manager Dx s pravami spravcu.
Vlozte CD so softvérom.

V prieskumnikovi Windows Explorer prejdite na CD, kliknite pravym tlacidlom mysi na ikonu CD
so softvérom a vyberom polozky Explore (Preskimat’) otvorte okno CD.

Dvojitym kliknutim na prie€inok CFX_Manager otvorte prie€inok a potom dvakrat kliknite na subor
setup.exe, ¢im spustite sprievodcu instalaciou softvéru.

Postupujte podfla pokynov sprievodcu, nainstalujte softvér a nasledne kliknite na polozku Finish
(Dokongit).

Preinstalovanie ovladacov

Na preinstalovanie ovladacov pristrojov

» V okne Home (Domovské okno) vyberte polozku Tools (Néastroje) > Reinstall Instrument Drivers

(Preinstalovat ovladace pristrojov).

Poznamka: Ak mate problémy so softvérom komunikujucim so systémom v realnom &ase po
opatovnom nainstalovani ovladacov a kontrole pripojenia USB, obratte sa na technicki podporu
Bio-Rad.
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Minpack Copyright Notice (1999) University of Chicago. VSetky prava vyhradené

Redistribucia a pouzitie v zdrojovych a binarnych formach s Upravou alebo bez nej st povolené za
predpokladu splnenia nasledujucich podmienok:

1. Redistriblcie zdrojového koédu si musia ponechat vyssie uvedené oznamenie o autorskych
pravach, tento zoznam podmienok a nasledujice vyhlasenie o odmietnuti zodpovednosti.

2. Redistribucie v binarnej forme musia obsahovat vys$sie uvedené oznamenie o autorskych
pravach, tento zoznam podmienok a nasledujice vyhlasenie o odmietnuti zodpovednosti v
dokumentacii a/alebo inych materialoch poskytovanych s distribuciou.

3. Dokumentacia pre koncového pouzivatela, ktora je su€astou redistribucie (ak existuje), musi
obsahovat toto potvrdenie:

»1ento produkt obsahuje softvér vyvinuty Chicagskou univerzitou, ktora pdsobi ako prevadzkovatel
Narodného laboratéria Argonne.*
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