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Usage prévu

Usage prévu

Le systeme CFX96 Dx et le systeme CFX96 Deep Well Dx dotés du logiciel CFX Manager Dx sont
congus pour la réalisation de PCR utilisant la fluorescence afin de détecter et de quantifier des
séquences d’'acides nucléiques. Les systémes et le logiciel sont destinés a un usage en diagnostic
in vitro par des techniciens de laboratoire formés. Les systémes sont prévus pour étre utilisés avec
des dosages des acides nucléiques tiers fabriqués et étiquetés a des fins de diagnostic.

Lexique des symboles

Important : Les modifications importantes sont surlignées!

0] LOT

Fabricant Numéro de lot
2 IVD
Pour un usage diagnostique in
Date limite d’utilisation vitro

Limite de température Numeéro de catalogue
Consulter les instructions d'utilisation Nombre de tests
A utiliser avec Numéro de série

3

Rx Only

Utilisation sur ordonnance uniquement Contient du latex
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Ce

Marquage CE — Reglement (UE)
2017/746 relatif aux dispositifs médicaux
de diagnostic in vitro

Traductions

Les documents produits peuvent étre fournis dans d'autres langues sur des supports électroniques.
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Sécurité et conformité réglementaire

Pour le fonctionnement en toute sécurité du systéme CFX96™ Dx ou du systeme CFX96 Deep Well Dx
avec le logiciel CFX Manager™ Dx, désigné par le terme « systéme CFX Dx » dans ce document, Bio-
Rad recommande vivement de respecter les consignes de sécurité énumérées dans cette section et
tout au long de ce manuel.

Important : Les systemes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx sont approuvés pour étre utilisés
en tant que dispositifs médicaux de diagnostic in vitro (DIV).

”

Etiquettes d’avertissement de sécurité

Les étiquettes d’avertissement apposées sur I'appareil et figurant dans ce manuel signalent a
I'utilisateur les sources de blessures ou de dégats. Le Tableau 1 donne une définition de chacune des
étiquettes d’avertissement de sécurité.

Tableau 1. Signification des étiquettes d’avertissement de sécurité

Icone Signification

Avertissement sur le risque de blessures corporelles ou de dégats
matériels

Utiliser le systéme CFX Dx avant d’avoir lu ce manuel peut présenter un risque de
blessures corporelles. Pour une utilisation en toute sécurité, ne pas faire fonctionner
cet appareil d’une quelconque autre maniére que celle spécifiée dans ce manuel.
Seul le personnel de laboratoire qualifié formé a I'utilisation en toute sécurité des
appareils électriques doit faire fonctionner cet appareil. Il faut toujours manipuler
I'ensemble des composants du systéme avec soin et avec des mains propres et

séches.

Avertissement sur la manipulation de substances présentant un risque
biologique

Lors de la manipulation d’échantillons présentant un risque biologique, il convient de

respecter les précautions et les indications recommandées ainsi que les directives
locales propres au laboratoire ou au lieu de travail.
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Sécurité et conformité réglementaire

Tableau 1. Signification des étiquettes d’avertissement de sécurité, suite

Icone Signification

Avertissement sur le risque de bralures

Un thermocycleur génére suffisamment de chaleur pour provoquer des bralures
graves. Porter des lunettes de sécurité ou toute autre protection oculaire en
permanence durant le fonctionnement. Il faut toujours laisser le bloc contenant les
échantillons revenir a la température d’arrét avant d’ouvrir le couvercle et de retirer
les échantillons. Il faut toujours laisser un dégagement maximum pour éviter les
brdlures cutanées accidentelles.

Avertissement sur le risque d’explosion

Il est possible que les blocs contenant les échantillons deviennent suffisamment
chauds au cours du fonctionnement normal pour que les liquides entrent en
ébullition et explosent.

Spécifications pour une utilisation en toute sécurité et
conformité

Le Tableau 2 présente la liste des spécifications pour une utilisation en toute sécurité des systemes de
détection par PCR en temps réel CFX Dx de Bio-Rad. Les cables électriques blindés fournis doivent
étre utilisés avec ces appareils afin de garantir la conformité aux limites de la Commission fédérale
des communications (FCC), équivalent américain de I'Autorité de régulation des communications
électroniques et des postes (ARCEP), pour les appareils de classe A.

Tableau 2. Conditions pour une utilisation en toute sécurité

Critéeres d’utilisation Conditions pour une utilisation en toute sécurité

Alimentation nominale en entrée 100 2240 VCA, 50 a 60 Hz, 850 W max.

Catégorie de surtension I

Fusibles 10 A, 250V, 5 x 20 mm, rapides (qté 2)
Environnement Réservé a un usage en intérieur
Température de fonctionnement 15a31°C

Température de stockage -20a60°C

Humidité relative Jusqu’a 80 %, sans condensation
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Spécifications pour une utilisation en toute sécurité et conformité

Tableau 2. Conditions pour une utilisation en toute sécurité, suite

Critéres d’utilisation Conditions pour une utilisation en toute sécurité
Altitude Jusqu’a 2 000 métres au-dessus du niveau de la mer
Degré de pollution 2

Conformité réglementaire

Le systeme de détection par PCR en temps réel CFX Dx a été testé et s’est avéré conforme a
I'ensemble des exigences applicables énoncées dans les normes de sécurité et de compatibilité
électromagnétiques suivantes :

m  CEI61010-1:2010 (3e éd.), EN61010-1:2010 (3e éd.). Regles de sécurité pour appareils
électriques de mesurage, de régulation et de laboratoire - Partie 1 : exigences générales

B CEI61010-2-010:2014, EN 61010-2-010:2014. Régles de sécurité pour appareils électriques de
mesurage, de régulation et de laboratoire. Partie 2-010 : exigences particuliéres pour les
appareils de laboratoire utilisés pour I'échauffement des matiéres

m  CEI61010-2-081:2015, EN 61010-2-081:2015. Régles de sécurité pour appareils électriques de
mesurage, de régulation et de laboratoire. Partie 2-081 : exigences particuliéres pour les
appareils de laboratoire, automatiques et semi-automatiques, destinés a I'analyse et autres
usages (Amendement 1 inclus)

B CEI61010-2-101:2015 (2e éd.). Régles de sécurité pour appareils électriques de mesurage, de
régulation et de laboratoire. Exigences particuliéres pour les appareils médicaux de diagnostic
in vitro (DIV)

B CEI61326-1:2012 (Classe A), EN 61326-1:2013 (Classe A). Matériel électrique de mesure, de
commande et de laboratoire. Exigences relatives a la CEM - Partie 1 : exigences générales

m  CEI61326-2-6:2012, EN 61326-2-6:2013 (Classe A). Matériel électrique de mesure, de
commande et de laboratoire. Exigences relatives a la CEM. Exigences particuliéres pour les
appareils médicaux de diagnostic in vitro (DIV)

Important : Cet appareil produit, utilise et peut émettre des rayonnements radiofréquences et
provoquer des perturbations nuisibles au niveau des communications radio s'il n’est pas installé
et utilisé conformément aux instructions. Le fonctionnement des systémes dans un
environnement résidentiel est susceptible de provoquer des perturbations nuisibles, auquel cas
les utilisateurs devront y remédier a leurs propres frais.
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Sécurité et conformité réglementaire

Risques

Le systéme de détection par PCR en temps réel CFX Dx a été congu pour fonctionner en toute
sécurité lorsqu’il est utilisé conformément aux instructions du fabricant. Si le systéme de détection par
PCR en temps réel CFX Dx ou I'un de ses composants annexes ne sont pas utilisés conformément
aux instructions du fabricant, la protection intrinséque fournie par I'appareil peut étre altérée. Bio-Rad
Laboratories, Inc. n’est pas responsable en cas de blessure ou de dommage provoqué par I'utilisation
de ce systéme d’'une maniére non recommandée ou si I'appareil a été modifié par une personne qui
n’appartient pas au personnel de Bio-Rad ou qui n’est pas un agent autorisé. Toute intervention sur le
systeme de détection par PCR en temps réel CFX Dx ne doit étre effectuée que par le personnel
ddment formé de Bio-Rad.

Risques biologiques

Le systéme de détection par PCR en temps réel CFX Dx est un appareil de laboratoire. Cependant, en
présence d’échantillons présentant un risque biologique, il convient de respecter les directives locales
propres au laboratoire ou au lieu de travail ainsi que les consignes suivantes.

Remarque : Aucune substance présentant un risque biologique ne se dégage durant le
fonctionnement normal de cet appareil.

Précautions d’ordre général

B Toujours porter une blouse et des gants de laboratoire ainsi que des lunettes de sécurité munies
de protections latérales ou des lunettes-masques.

B Ne pas mettre les mains a la bouche, se frotter le nez ni les yeux.

B Bien protéger toute coupure ou éraflure superficielle de la peau avant de travailler avec des
substances potentiellement infectieuses.

B Se laver soigneusement les mains au savon et a I'eau aprés avoir manipulé des substances
potentiellement infectieuses et avant de quitter le laboratoire.

B Retirer montre-bracelet et bijoux avant de travailler sur la paillasse.

B Conserver toutes les substances infectieuses ou potentiellement infectieuses dans des récipients
incassables hermétiques.

B Avantde quitter le laboratoire, retirer les vétements de protection.

B Retirer les gants avant d’écrire, de répondre au téléphone, d’allumer la lumiére ou de toucher tout
objet que d’autres personnes pourraient toucher sans gants.

B Changer fréquemment de gants. Retirerimmédiatement les gants lorsqu’ils sont visiblement
contaminés.
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B Ne pas exposer le matériel ne pouvant pas étre adéquatement décontaminé aux substances
potentiellement infectieuses.

B Lorsqu’une tache impliquant une substance présentant un risque biologique est terminée,
décontaminer la zone de travail avec un désinfectant approprié (par exemple, une dilution au
1/10e d’eau de Javel a usage ménager).

Précautions spécifiques au diagnostic in vitro

B Tous les échantillons cliniques représentent un risque biologique potentiel et doivent étre
manipulés en conséquence, conformément aux précautions universelles.

B Aucune substance présentant un risque biologique ne se dégage durant le fonctionnement
normal de cet appareil.

Décontamination des surfaces

AVERTISSEMENT ! Afin de prévenir toute décharge électrique, systématiquement
éteindre puis débrancher I'appareil avant de procéder a la décontamination.

Les parties suivantes peuvent étre nettoyées avec tout désinfectant bactéricide, virucide ou fongicide
de grade hospitalier :

B Couvercle externe et chassis
B Surface du bloc réactionnel interne et puits du bloc réactionnel
B Panneau de commande et écran

Pour préparer et appliquer le désinfectant, se reporter aux instructions fournies par le fabricant du
produit. Il faut toujours rincer plusieurs fois le bloc réactionnel ainsi que les puits du bloc avec de 'eau
aprés avoir appliqué un désinfectant. Sécher soigneusement le bloc réactionnel ainsi que les puits du
bloc aprés le ringage a I'eau.

Important : Ne pas utiliser de détergents abrasifs ou corrosifs ou de solutions fortement
alcalines. Ces agents peuvent rayer les surfaces et endommager le bloc réactionnel, ce qui
entraine une perte de la précision du contréle thermique.

Elimination du matériel présentant un risque biologique

Eliminer le matériel potentiellement contaminé suivant conformément aux réglementations locales,
régionales et nationales du laboratoire :

®  Echantillons cliniques

B Réactifs

Risques
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Sécurité et conformité réglementaire

B Tubes, microplaques ou autres consommables utilisés susceptibles d’étre contaminés

Risques chimiques

Le systéme de détection par PCR en temps réel CFX Dx ne contient aucune substance chimique
potentiellement dangereuse.

Risques d’incendie ou d’explosion

Le systéme de détection par PCR en temps réel CFX Dx ne présente aucun risque inhabituel
d’'incendie ou d’explosion lorsqu'il est utilisé de maniere appropriée selon les indications de Bio-Rad
Laboratories.

Risques électriques

Le systéme de détection par PCR en temps réel CFX Dx ne présente aucun risque électrique
inhabituel pour les opérateurs lorsqu’il est installé et utilisé correctement sans aucune altération
physique et qu'il est raccordé a une source d’'alimentation conforme aux spécifications.

Transport

Avant de déplacer ou d’expédier le systéme de détection par PCR en temps réel CFX Dx ou son
module réactionnel optique ou la base de son thermocycleur, des procédures de décontamination
doivent étre effectuées. Il convient de toujours déplacer ou expédier le systéme de détection par PCR
en temps réel CFX Dx et les modules réactionnels optiques dans des conteneurs distincts avec le
matériel d’emballage fourni qui protégera I'appareil de tout dommage. En I'absence de conteneurs
appropriés, contacter le bureau local de Bio-Rad.
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Risques

Piles

Le thermocycleur du systéme CFX Dx utilise une pile-bouton au lithium métal 3 V et une pile
rechargeable hybride nickel-métal 4,8 V afin de conserver les parametres de I'heure ainsi que les
données de la série d’analyses en cas de coupure de I'alimentation secteur. Si 'heure et/ou les
données de la série d’analyses sont perdues apres la mise hors tension de I'appareil, cela peut
indiquer une baisse de capacité des piles. Si tel est le cas, contacter le service d’assistance technique
de Bio-Rad pour obtenir de l'aide.

Ne pas tenter de remplacer les piles. Contacter le service d’assistance technique de Bio-Rad.
Elimination

Le systéme de détection par PCR en temps réel CFX Dx contient des composants électriques ; ceux-
ci doivent étre éliminés comme des déchets non triés et étre collectés séparément, conformément a la
directive 2012/19/UE du Parlement européen et du Conseil relative aux déchets d’équipements

électriques et électroniques (directive DEEE). Avant I'élimination, contacter le représentant local de
Bio-Rad pour les instructions spécifiques au pays.

Garantie

Le systeme de détection par PCR en temps réel CFX Dx et ses accessoires annexes sont couverts
par une garantie Bio-Rad standard. Contacter le bureau local de Bio-Rad pour les détails relatifs a la
garantie.
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Chapitre 1 Introduction

Les systemes d’amplification par PCR en temps réel CFX Dx de Bio-Rad pour le diagnostic in vitro
(DIV) sont dotés des avancées technologiques les plus récentes permettant de réaliser une PCR
quantitative avec courbe d’étalonnage, I'analyse de I'expression des génes, la discrimination allélique
et 'analyse en point final.

Les systémes CFX Dx comportent deux modules matériels et un logiciel :

B Module réactionnel optique CFX96™ Dx ou CFX96 Deep Well Dx

B Thermocycleur C1000™ Dx

B Logiciel CFX Manager™ Dx

Leur utilisation avec le logiciel CFX Manager Dx permet
B De produire des résultats immédiats avec I'assistant de démarrage

B De saisir ou de modifier les informations relatives aux puits avant, pendant ou aprés une série
d’analyses

B Dinterpréter les données complexes et de rendre I'analyse de I'expression des génes
compréhensible grace a des outils tels que I'analyse des contréles PrimePCR™ et I'outil de
sélection des génes de référence

B De préparer des rapports complets pour les données de PCR en temps réel

Systémes de détection par PCR CFX Dx

Le Tableau 3 présente la liste des produits de PCR pour diagnostic in vitro de Bio-Rad qui sont livrés
avec les systeme CFX Dx.

Remarque : Un systeme CFX Dx est livré avec le logiciel CFX Manager Dx, le thermocycleur
C1000 Dx et soit avec le module réactionnel optique CFX96 Dx ou CFX96 Deep Well Dx.
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Tableau 3. Systémes de détection par PCR pour diagnostic in vitro CFX

Réf. catalogue  Description

1845097-1VD MRO* CFX96 Dx
1844095-1VD MRO CFX96 Deep Well Dx
1841000-IVD Thermocycleur C1000 Dx
12007917 Logiciel CFX Manager Dx v3.1

* Module réactionnel optique (MRO)

En savoir plus

Ce document explique comment configurer et utiliser en toute sécurité les systemes de détection par
PCR en temps réel CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx qui portent le marquage CE applicable aux
dispositifs médicaux de diagnostic in vitro. Ces systemes sont désignés par le terme « systeme

CFX Dx » dans ce document. En outre, ce document explique comment utiliser le logiciel CFX
Manager Dx avec le systeme CFX Dx.

Conseil : Cliquer sur le logo Bio-Rad situé dans le coin supérieur droit de n'importe quelle fenétre
du logiciel CFX Manager Dx pour lancer le site Web de Bio-Rad. Ce site comprend des liens vers
des notes techniques, des manuels, des informations sur les produits et le service d’assistance
technique. Il fournit également de nombreuses ressources techniques sur une grande variété de
méthodes et d’applications associées a la PCR, a la PCR en temps réel et a I'expression des
génes.
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Chapitre 2 Installation du thermocycleur
C1000 Dx

Ce chapitre explique comment installer le thermocycleur C1000 Dx du systéme CFX Dx dans
I'établissement de I'utilisateur.

Conseil : Avant d’installer le thermocycleur, I'utilisateur est invité a se familiariser avec ce dernier
ainsi qu’avec son module réactionnel optique, ses ports et accessoires.

Exigences liées au site

Les tableaux de cette section dressent la liste des exigences liées a la piéce, a I'environnement et a
I'alimentation électrique indispensables a la réussite de I'installation et de I'utilisation du thermocycleur
du systeme CFX Dx.

Remarque : Installer le thermocycleur du systeme CFX Dx sur une surface plane et séche avec
une circulation d’air frais suffisante pour qu’il fonctionne correctement.

Exigences en matiére d’espace sur la paillasse

Tableau 4. Exigences en matiére d’espace sur la paillasse pour le thermocycleur du systéme

CFX Dx

Elément Spécification

Alimentation en entrée Jusqu’a 850 W maximum

Fréquence 50 a 60 Hz, monophasé

Ports USB 5A,1B

Dimensions Largeur:33cm
Profondeur : 46 cm
Hauteur : 36 cm

Poids 21kg
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Exigences en matiére d’environnement

Tableau 5. Exigences en matiére d’environnement du thermocycleur du systéme CFX Dx

Paramétre Plage Plage d’humidité

Conditions de fonctionnement 15a31°C 0 a 80 % d’humidité relative,
59-87.8°F sans condensation

Conditions d’entreposage 15a31°C 0 a 80 % d’humidité relative,
59-87.8°F sans condensation

Exigences en matiére d’alimentation électrique

L’alimentation électrique du thermocycleur du systeme CFX Dx doit étre stable et comprise dans les
spécifications pour garantir un fonctionnement approprié. Le cable d’alimentation branché sur le port
d’entrée doit étre prévu pour une intensité nominale d’au moins 7 A.

Tableau 6. Exigences en matiére d’alimentation électrique du systéme CFX Dx

Elément Spécification

Tension d’alimentation du secteur 100 a 240 VCA ; 50 a 60 Hz, monophasé
Consommation électrique maximum <850 W

Nombre de prises d’alimentation Un minimum de 2 prises d’alimentation :

m 1 prise pour le thermocycleur

B 1 prise pour 'ordinateur exécutant le logiciel CFX
Manager Dx
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Présentation du systeme

Présentation du systéme

Les illustrations figurant dans cette section présentent les principaux composants de la base du
thermocycleur C1000 Dx.

Vue avant

LEGENDE

1 Module réactionnel optique — comprend un systéme optique pour collecter les données
de la fluorescence ainsi qu’un bloc thermique pour le thermocycleur. Les systémes de
détection par PCR en temps réel CFX Dx prennent en charge soit un module CFX96™ Dx
soit un module CFX96 Deep Well Dx.

2. Voyant d’état — indique lorsqu’un bloc est en cours d'utilisation.

3. Bouton du couvercle — permet d’ouvrir ou de fermer le couvercle du module réactionnel
optique et de fermer hermétiquement la chambre réactionnelle.

4. Base du thermocycleur C1000™ Dx — fournit I'alimentation électrique du systeme et lui
permet de communiquer, et accueille les modules réactionnels optiques CFX96 Dx et
CFX96 Deep Well.
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5. Ecran et boutons du panneau avant — permettent de commander le systéme en mode
autonome.
Important : Afin de garantir I'intégrité des données de I'étude des génes en diagnostic
in vitro, le logiciel CFX Manager Dx ne prend pas en charge les données générées par
le thermocycleur en mode autonome.

6. Couvercle interne chauffant — permet de maintenir la température du couvercle afin de
prévenir la formation de condensation ainsi que I'évaporation.

7. Bloc pour échantillons/réactionnel — accueille les tubes et les microplaques.

Vue arriere
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LEGENDE
1 Port Ethernet — permet de connecter le thermocycleur C1000 Dx au réseau de I'utilisateur.
2. Ports USB de type B — permettent de connecter le thermocycleur C1000 Dx a un

ordinateur exécutant le logiciel CFX Manager Dx.
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Ports USB de type A — permettent de transférer des données en provenance de et vers
une clé USB.

Important : Afin de garantir I'intégrité des données de I'étude des génes en diagnostic
in vitro, le logiciel CFX Manager Dx ne prend pas en charge les données générées par
le thermocycleur en mode autonome.

Port série de test — réservé aux interventions effectuées par le service de maintenance.

Ouvertures d’aération — permettent de refroidir le thermocycleur.

Important : Ne pas obstruer les ouvertures d’aération. Pour un fonctionnement
optimal, veiller a ce que I'air puisse circuler derriére la base du thermocycleur.

Alimentation électrique — alimentation secteur ; utiliser le cordon d’alimentation fourni.

Commutateur marche/arrét — interrupteur a bascule utilisé pour la mise sous et hors
tension du thermocycleur.

Fusibles — consulter la section Spécifications pour une utilisation en toute sécurité et
conformité a la page 14 pour connaitre les spécifications relatives aux fusibles.
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Modules réactionnels optiques

Le thermocycleur C1000 Dx est compatible avec les modules réactionnels optiques Bio-Rad pour la
PCR en temps réel.

B Module réactionnel optique CFX96 Dx
B Module réactionnel optique CFX96 Deep Well Dx

Le module réactionnel optique CFX Dx choisi et le thermocycleur sont livrés dans des cartons
séparés. Le logiciel CFX Manager Dx est livré avec le module réactionnel optique.

Important : Le module réactionnel optique est étalonné avec la base du thermocycleur avec
laquelle il est livré. Par conséquent, ne pas utiliser le module réactionnel optique avec la base
d’un autre thermocycleur ni la base du thermocycleur avec un autre module réactionnel optique.

Les deux modules réactionnels optiques comprennent un couvercle chauffant totalement ajustable
pouvant fonctionner avec une vaste gamme de tubes et de microplaques. Chaque module réactionnel
comporte des ventilateurs de refroidissement pour un chauffage et un refroidissement rapides.

Chaque module réactionnel optique CFX Dx comprend les composants suivants :

B Couvercle interne chauffant — permet de maintenir la température du couvercle afin de prévenir
la formation de condensation ainsi que I'évaporation.

B Bloc pour échantillons/réactionnel — accueille les tubes et les microplaques.

B Bouton du couvercle — permet d’ouvrir et de fermer le couvercle et de rendre la réaction
complétement hermétique.

B Voyant d’état — lorsqu’il est allumé, indique que le bloc est en cours d’utilisation.

Volumes d’échantillons recommandés

Lors de I'utilisation du thermocycleur C1000 Dx, le volume d’échantillon maximum est déterminé par le
type de module réactionnel utilisé. Le Tableau 7 présente les volumes recommandés a utiliser avec
chaque module réactionnel.

Tableau 7. Limite de taille et de volume pour les modules réactionnels

Volume d’échantillon recommandé, pli

Nombre de puits Nombre de blocs (limite supérieure)
96 puits 1 10450
96 puits profonds 1 102125
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Installation du thermocycleur C1000 Dx

La base du thermocycleur C1000 Dx est livrée dans une boite distincte de celle du module réactionnel
optique. L’'emballage contient :

B Base du thermocycleur C1000 Dx

B Cordon d’alimentation

m  1cable USB

Pour installer le thermocycleur C1000 Dx :

1. Déballer et installer la base du thermocycleur C1000 Dx.
2. Fixerle module réactionnel a la base.

3. Retirer la vis de transport.

Cette section explique ces taches en détail.

Déballage et installation de la base du thermocycleur C1000 Dx

Important : Avant de mettre le thermocycleur en service, il convient de lire les informations
contenues dans la section Sécurité et conformité réglementaire a la page 13 et la section
Etiquettes d’avertissement de sécurité a la page 13.

Conseil : Pendant I'installation, s’assurer de disposer d’'un espace suffisant a c6té du
thermocycleur pour un ordinateur sur lequel sera exécuté le logiciel CFX Manager Dx.

Pour déballer et installer la base du thermocycleur
1. Localiser 'emballage contenant la base du thermocycleur.
2. Retirer la base de son matériel d’emballage.

Conseil : Conserver le matériel d’emballage en vue d’une utilisation ultérieure. Si un article
manque ou qu’il est endommagé, contacter le bureau local de Bio-Rad.

3. Placerla base du thermocycleur sur une surface plane et séche avec une circulation d’air frais
suffisante pour un fonctionnement adéquat.

4. Localiser le cordon d’alimentation dans I'emballage d’expédition et insérer une de ses extrémités
dans le port de la prise de courant située a I'arriére du thermocycleur.

Important : Ne pas allumer I'appareil a ce stade.

5. Fixerle module réactionnel pour diagnostic in vitro a la base. Passer a la section Fixation du
module réactionnel optique a la page 30.
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Fixation du module réactionnel optique

Bio-Rad livre le module réactionnel optique CFX96 Dx ou CFX96 Deep Well avec la base de son
thermocycleur C1000 Dx (mais dans une boite séparée). Déballer soigneusement le module
réactionnel optique et vérifier que les cables d’alimentation et USB sont inclus dans le carton
d’expédition.

Important : Chaque module réactionnel optique est étalonné avec la base du thermocycleur
avec laquelle il est livré. Par conséquent, ne pas utiliser le module réactionnel optique avec la
base d’un autre thermocycleur.

Veiller a ce que la base du thermocycleur C1000 Dx soit posée sur une surface plane et séche avec
une circulation d’air frais suffisante pour fonctionner correctement.

Pour fixer le module réactionnel a la base du thermocycleur

1. Placer le thermocycleur C1000 Dx a un endroit adapté, la barre de verrouillage étant abaissée.

2. Ensoulevant le module réactionnel optique a I'aide des prises encastrées au-dessus des
ouvertures d’aération latérales, positionner le module dans la baie du C1000 Dx destinée au
module réactionnel, en laissant environ 2 cm d’espace a I'avant. Lorsque le module optique se
trouve dans la baie, il doit recouvrir le logo Bio-Rad situé a I'avant de la baie.
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3. Releverla barre de verrouillage jusqu’a ce qu’elle soit au niveau des cbtés de la baie du module.
Cette action déplace le module vers I'avant et le verrouille en place.

4. Vcérifier que le module est compléetement et parfaitement inséré dans la base du thermocycleur
C1000 Dx. Il ne doit pas y avoir d’espace entre le module et la base.

5. Brancher le cordon d’alimentation a I'arriére de la base du thermocycleur C1000 Dx ainsi que
dans une prise d’alimentation appropriée, puis appuyer sur le commutateur marche/arrét sur le
panneau arriere du thermocycleur C1000 Dx pour faire démarrer le systéme.

Retrait de la vis de transport

Important : Les modules réactionnels optiques de Bio-Rad sont livrés avec une vis de transport
rouge insérée dans le couvercle interne afin de stabiliser le module réactionnel optique durant le
transport. La vis de transport doit étre retirée avant de pouvoir faire fonctionner le module
réactionnel optique.

Pour retirer la vis de transport

1. Lethermocycleur C1000 Dx détecte que la vis de transport est insérée dans le module
réactionnel optique et affiche un message invitant I'utilisateur a retirer la vis.
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Shipping Screw Status

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

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

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

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

. Remove ” . II '

2. Suivre les instructions pour retirer la vis de transport. Le schéma suivant montre 'emplacement
de la vis de transport.

Remarque : Il faudra réinsérer la vis de transport si le module réactionnel doit étre renvoyé
pour une raison quelconque. Ranger la vis dans un lieu sdr et accessible.

Chargement des plaques d’échantillons

Pour garantir un chauffage et un refroidissement uniformes des échantillons, les plaques doivent étre
complétement en contact avec le bloc réactionnel. Pour garantir un contact adéquat, effectuer les
opérations suivantes :

B Vérifier la propreté du bloc avant de charger les échantillons.

B Enfoncer fermement les tubes, les barrettes de tubes ou les microplaques dans les puits du bloc.
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B Siuniguement un tube ou quelques tubes sont utilisés, utiliser le support de tube (réf. catalogue
1849000 ou 1849001) ou charger au moins un tube vide dans chaque angle du bloc pour
s’assurer que le couvercle exerce une pression homogéne sur chacun des tubes.
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Chargement des plaques dans le module réactionnel optique

Important : Durant le fonctionnement du systéeme CFX Dx, toujours équilibrer les barrettes de
tubes ou ajouter des bouchons de tubes aux puits des angles pour veiller a ce que le couvercle
chauffant applique une pression uniforme sur tout le bloc.

Pour charger des plaques dans le module réactionnel
1. Pour ouvrir le couvercle motorisé, effectuer 'une des opérations suivantes :

B Dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés) du logiciel CFX Manager Dx, cliquer
sur Open Lid (Ouvrir le couvercle).

B Surl'onglet Start Run (Démarrer la série) du logiciel, cliquer sur Open Lid (Ouvrir le
couvercle).

B Appuyer sur le bouton du couvercle situé a I'avant de I'appareil.

2. Placer la microplaque, les tubes individuels ou les barrettes de tubes munies de bouchons
hermétiques dans le bloc.

Important : Vérifier que les tubes sont hermétiquement fermés afin d’éviter toute fuite.

Conseil : Pour des résultats optimaux, charger des volumes d’échantillons de 10 a 25 pl
pour le systeme CFX Dx.

3. Pourune analyse des données précise, vérifier que I'orientation des réactions dans le bloc est
exactement la méme que I'orientation du contenu des puits dans I'onglet Plate (Plaque) du
logiciel CFX Manager Dx.

Conseil : Il est possible de modifier le contenu des puits a I'aide du logiciel CFX Manager Dx
avant, pendant et aprés la série d’analyses.

4. Pour fermer le couvercle motorisé, effectuer 'une des opérations suivantes :
B Appuyer sur le bouton du couvercle de I'appareil.

B Dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés) du logiciel, cliquer sur Close Lid
(Fermer le couvercle).

B Surl'onglet Start Run (Démarrer la série) du logiciel, cliquer sur Close Lid (Fermer le
couvercle).

Important : Veiller a ce que rien ne bloque la fermeture du couvercle. Bien qu’il existe un
mécanisme de sécurité pour éviter que le couvercle ne se ferme si une obstruction est
détectée, ne rien placer sur la trajectoire du couvercle avant la fermeture de celui-ci.
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Consommables en plastique et réactifs de PCR

Pour rechercher et commander les consommables en plastique recommandés pour le systeme CFX
Dx, consulter le site web de Bio-Rad. Ce site est accessible depuis I'élément de menu Help

(Aide) > PCR Plastic Consumables Web Site (Site web des consommables en plastique pour PCR)
dans le logiciel CFX Manager Dx. L'utilisateur peut en outre consulter les sections Plastics Selector
(Sélecteur de consommables en plastique) et Reagents Selector (Sélecteur de réactifs) qui lui
permettront de rechercher et de commander facilement des consommables en plastique ainsi que des
réactifs correspondant a ses besoins spécifiques en termes de matériel et de PCR.

Détection des appareils connectés

Pendant l'installation, le programme d’installation du logiciel CFX Manager Dx installe
automatiquement les pilotes de I'appareil sur I'ordinateur sur lequel s’exécute le logiciel CFX
Manager Dx. Le logiciel CFX Manager Dx détecte les appareils connectés au démarrage du logiciel.

Important : Le thermocycleur C1000 Dx doit étre débranché de I'ordinateur CFX Manager Dx
avant d’installer le logiciel. Il n’est pas nécessaire d’éteindre le thermocycleur pendant
l'installation du logiciel.

Pour détecter les appareils connectés

1. Sice n’estdéja fait, insérer I'extrémité carrée (male) du cable USB de type B fourni dans le port
USB de type B situé a I'arriere de la base.

2. Insérer l'autre extrémité (port) dans un port USB sur I'ordinateur CFX Manager Dx.

3. Sile thermocycleur n’est pas encore en fonctionnement, appuyer sur le commutateur
marche/arrét situé a I'arriére de I'appareil pour le mettre en marche.

4. Démarrer le logiciel CFX Manager Dx.

Le logiciel détecte automatiquement I'appareil connecté et en affiche le nom dans le volet Detected
Instruments (Appareils détectés) de la fenétre d’accueil.

Remarque : Sil'appareil n’apparait pas dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés),
vérifier que le cable USB est correctement installé. Pour réinstaller les pilotes, sélectionner Tools
(Outils) > Reinstall Instrument Drivers (Réinstaller les pilotes de I'appareil) dans la fenétre
d’accueil du logiciel CFX Manager Dx.

Manuel d'utilisation | 35


http://bio-rad.com/pcrplastics
http://www.bio-rad.com/en-us/category/pcr-plastics-selector
http://www.bio-rad.com/en-us/category/pcr-plastics-selector
http://www.bio-rad.com/en-us/category/pcr-qpcr-reagents-selector

Chapitre 2 Installation du thermocycleur C1000 Dx

Retrait du module réactionnel

Important : Eteindre le thermocycleur C1000 Dx avant de détacher un module réactionnel
(consulter la section Arrét du thermocycleur C1000 Dx a la page 37). Il est possible que les ailettes
de refroidissement a I'intérieur du module réactionnel soient chaudes immédiatement aprés
I'exécution d’un protocole ou d’'une incubation. Vérifier que des ailettes sont froides avant
d’extraire le module réactionnel.

Pour détacher le module réactionnel optique de la base du thermocycleur

1. ATarriére de la base du thermocycleur, abaisser la barre de verrouillage pour déverrouiller et
libérer le module réactionnel optique.

//,. C .:.

/
\\’m‘yn = =® =l
~ n /

2. Soulever délicatement le module réactionnel optique hors de la baie en s’aidant des prises
encastrées de chaque céte.

3. Déposer le module réactionnel optique sur une surface plane et propre, a I'abri de tout choc,
rayure ou chute.
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Arrét du thermocycleur C1000 Dx

Pour éteindre le thermocycleur

1.

Aprés une série d’analyses, appuyer sur le bouton d’ouverture du couvercle situé a I'avant du
module réactionnel optique CFX afin de pouvoir accéder aux échantillons chargés dans le bloc.

Retirer les échantillons du bloc et appuyer sur ce méme bouton pour fermer le couvercle.

Appuyer sur le commutateur marche/arrét situé sur le panneau arriere du thermocycleur C1000
Dx pour éteindre le systeme.
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Chapitre 3 Installation du logiciel CFX
Manager Dx

Ce chapitre expligue comment installer le logiciel CFX Manager™ Dx.

Le logiciel CFX Manager Dx est obligatoire pour analyser les données de PCR en temps réel issues
des systemes CFX96™ Dx et CFX96 Deep Well Dx. Il est également possible d’utiliser ce logiciel pour
contréler ces systémes en mode contrdlé par le logiciel.

Pour obtenir des informations sur l'installation du thermocycleur du systéeme CFX Dx et du module
réactionnel optique, consulter la section Installation du thermocycleur C1000 Dx a la page 23.
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Configuration minimum requise du systeme

Le Tableau 8 présente la configuration minimum recommandée du systéme pour I'ordinateur sur
lequel s’exécute le logiciel CFX Manager Dx (connu sous le nom d’ordinateur CFX Manager Dx).

Tableau 8. Configuration informatique requise pour le logiciel CFX Manager Dx

Systéme Minimum Recommandé
Systeme Microsoft Windows 7 SP1 L’un des suivants :
d'exploitation Pro B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (32 et 64 bits)

B Microsoft Windows 10 Pro (64 bits
uniquement)

B Microsoft Windows 10 Enterprise (64 bits
uniquement)

Important : L’option de démarrage sécurisé doit étre désactivée sur Microsoft Windows 10 Pro et

Enterprise.
Ports 2 ports USB 2.0 ultrarapides 2 ports USB 2.0 ultrarapides
Espace surle 128 Go 128 Go
disque dur
Vitesse du 2,4 GHz, Dual Core 2,4 GHz, Quad Core
processeur
Mémoire vive 4 Go de RAM 8 Go de RAM
RAM
Résolution 1024 x 768 avec mode true- 1280 x 1024 avec mode true-color
d’écran color
PDF Reader Adobe PDF Reader ou Windows PDF Reader de
I'une des suites Microsoft Office prises en
charge:
m 2007
m 2010
m 2013
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Installation du logiciel CFX Manager Dx

Important : Tous les appareils connectés doivent étre débranchés de I'ordinateur CFX

Manager Dx avant d’installer le logiciel ou de le mettre a niveau. |l n’est pas nécessaire d’éteindre
le thermocycleur pendant l'installation du logiciel. Veiller a enregistrer toutes les séries d’analyses
et a ce qu’aucune expérience ne soit en cours d’exécution.

Remarque : Sile logiciel CFX Manager Dx est installé sur Windows 10, vérifier que le démarrage
sécurisé est désactivé avant de lancer la procédure d’installation.

Pour installer le logiciel CFX Manager Dx
1. Sinécessaire, débrancher de 'ordinateur tout appareil connecté.

Localiser et débrancher le cable USB de I'appareil sur I'ordinateur CFX Manager Dx. L’extrémité
insérée dans I'appareil peut rester en place.

2. Seconnecter a l'ordinateur CFX Manager Dx avec des priviléges administratifs.
3. Placerle CD du logiciel CFX Manager Dx dans le lecteur de CD de I'ordinateur.

4. Lapage de lancement du logiciel doit apparaitre automatiquement. Double-cliquer sur Install
Software (Installer le logiciel) sur la page de lancement.

Remarque : Sila page de lancement n’apparait pas automatiquement, accéder au lecteur
de CD et ouvrir le dossier intitulé CFX_Manager puis double-cliquer sur setup.exe pour
démarrer I'assistant d’installation du logiciel.

Conseil : Dans 'assistant d’installation, cliquer sur le bouton Documentation
(Documentation) pour rechercher les copies des notes de mise a jour, des manuels des
appareils et autre documentation pouvant faire I'objet d’'une recherche.

5. Suivre les instructions a I'’écran pour terminer I'installation. Une fois terminé, I'icone du logiciel
CFX Manager apparait sur le bureau de 'ordinateur.

6. Une fois I'installation terminée, le CD peut étre éjecté en toute sécurité.

Détection des appareils connectés

Pendant l'installation, le programme d’installation du logiciel CFX Manager Dx installe
automatiquement les pilotes sur I'ordinateur CFX Manager Dx. Le logiciel CFX Manager Dx détecte
les appareils connectés au démarrage du logiciel.

Pour détecter les appareils connectés

1. Sice n’est déjafait, insérer I'extrémité carrée (male) du cable USB de type B fourni dans le port
USB de type B situé a l'arriére de la base de 'appareil.
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2. Insérerl'autre extrémité (port) dans un port USB sur l'ordinateur CFX Manager Dx.

3. Sil'appareil n’est pas encore en fonctionnement, appuyer sur le commutateur marche/arrét situé
al'arriere de I'appareil pour le mettre en marche.

4. Démarrer le logiciel CFX Manager Dx.

Le logiciel détecte automatiquement I'appareil connecté et en affiche le nom dans le volet Detected
Instruments (Appareils détectés) de la fenétre d’accueil.

Remarque : Sil'appareil n’apparait pas dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés),
vérifier que le cable USB est correctement installé. Pour réinstaller les pilotes, dans la fenétre
d’accueil de CFX Manager Dx, sélectionner Tools (Outils) > Reinstall Instrument Drivers
(Réinstaller les pilotes de I'appareil).

Fichiers du logiciel

Le Tableau 9 présente les types de fichiers du logiciel CFX Manager Dx.

Tableau 9. Types de fichiers du logiciel CFX Manager Dx

Type de fichier Extension Détails

Protocole .prcl Contient les détails de configuration d’'un protocole pour
réaliser une série d’analyses par PCR.

Plaque .pltd Contient les détails de configuration d’'une plaque pour
réaliser une série d’analyses par PCR.

Données .pcrd Contient les résultats d’'une série d’analyses
expérimentales et de I'analyse de la PCR.

Série d’analyses .Csv Contient le protocole et la disposition de plaque pour les
PrimePCR™ plaques PrimePCR.
Etude des génes .mgxd Contient les résultats de plusieurs séries d’analyses par

PCR et des analyses de I'expression des génes.

LIMS .plr Contient les informations sur la configuration de la
plaque et le protocole nécessaires a la réalisation d’'une
série d’analyses compatible avec le LIMS.
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Mesures de cybersécurité recommandées

Bio-Rad recommande a I'utilisateur de travailler avec le service informatique de son établissement
afin de mettre en place des mesures de cybersécurité sur I'ordinateur utilisé avec le systéeme CFX96
Dx. Par exemple :

B Installer et configurer les applications de protection antivirus et de pare-feu appropriées.

Important : Configurer I'analyse antivirus de sorte qu’elle soit exécutée en dehors des
heures de travail ou lorsque I'appareil n’est pas en cours de fonctionnement. Le lancement
d’une analyse antivirus alors que CFX Manager Dx réalise une expérience risque d’entrainer
'annulation de la série d’analyses et |la perte des données.

B Lelogiciel CFX Manager Dx ne dispose d’aucune fonctionnalité de configuration d’'un délai
d’inactivité pour la session utilisateur. Mettre en place les mesures de sécurité d’acceés utilisateur
de Windows ou d’un fournisseur tiers (par exemple, installer un économiseur d’écran avec
connexion obligatoire).

B Sécurité des supports amovibles :

[0 Utiliser des mots de passe et un chiffrement sur le périphérique USB pour protéger les
données.

O Désactiver les fonctionnalités d’exécution automatique et de lecture automatique pour tous
les supports amovibles.

O Exécuter 'analyse de toute clé USB éventuellement connectée.

B Utiliser un utilitaire de sauvegarde pour faciliter la récupération des données.
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Chapitre 4 L’espace de travail

Le logiciel CFX Manager™ Dx fournit une interface qui permet de configurer les plaques, de mettre au
point des protocoles de PCR, de les exécuter sur les appareils CFX Dx, et d’analyser les données
issues des séries de PCR.

Le logiciel CFX Manager Dx propose cinq principaux espaces de travail :
B Lafenétre d’accueil

B [’assistant Startup Wizard (Assistant de démarrage)

B Lafenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles)

B Lafenétre Plate Editor (Editeur de plaques)

B Lafenétre Data Analysis (Analyse des données)

Chaque espace de travail est reproduit et brievement décrit dans chapitre.
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La fenétre d’accueil

Le logiciel CFX Manager Dx s’ouvre dans la fenétre d’accueil et affiche I'assistant Startup Wizard
(Assistant de démarrage) a partir duquel I'utilisateur peut configurer une expérience, réaliser ou
répéter une série d’analyses ou réaliser I'analyse d’une série existante. La fenétre d’accueil permet
par ailleurs d’afficher les journaux des applications et des appareils, de créer et de gérer les
utilisateurs et d’accéder a une panoplie d’outils utiles. Pour de plus amples informations, consulter le
Chapitre 5, La fenétre d’accueil.

B Crx Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

i B @ &) R

E2  Detected Instrumentis)
7 crxegow
L@ crxosDw2
2 crxoant
e B CPXSRD2
Startup Wizard ==
ﬂﬁi’} Run setup
Select instrument CFX96 ~
Iﬁh Analyze Select run type
User-defined PrimePCR
Selected Instrument
g View Status
Al Instruments
B View Summary

Instrument(s) CFX96-SIMO08:Idle, CFX96-5IM0%:Idle, CI6FDeepWell-SIMOD:Idle Useradmin | 2/12/2018 4:41 PM
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L’assistant Startup Wizard (Assistant de démarrage)

Utiliser I'assistant de démarrage pour rapidement configurer et réaliser des expériences définies par
I'utilisateur ou sélectionner et effectuer une expérience de type PrimePCR™. || est également
possible d’utiliser cet assistant pour répéter une série d’analyses ou analyser les données d’une série.

Startup Wizard

I]Ej} Run setup

@ Repeat run
@h.ﬂ.nahﬂe

Select instrument

Select run type

User-defined

CFX36

PrimePCR

=
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La fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles)

La fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles) permet de créer, d’ouvrir, de consulter et de modifier
un protocole. Il est également possible de modifier la température du couvercle pour le protocole
ouvert. La fonctionnalité Protocol Editor (Editeur de protocoles) est décrite en détail au Chapitre 6,
Création de protocoles.

Protocol Editor - New

File  Settings Toocls ?

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

1950 C for3:00
@_,_Milep . 2 950 C for0:10

3550 C for030
Emgﬁ,‘ + Plate Read

— 4 GOTO2 38 more times

[=] set GOTO END
A insert Mek Curve
&5 Add Piate Readto Step
Sl.aoownm
g pelete ep

oK Cancel
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La fenétre Plate Editor (Editeur de plaques)

La fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) permet de créer, d’ouvrir, de consulter et de modifier une
plaque. La fonctionnalité Plate Editor (Editeur de plaques) est décrite en détail au Chapitre 7,
Préparation des plaques.

Plate Editor - New

File  Settings  Editing Tools ?
H] il Scan Mode | All Channels ~ '-= Well Groups... 8] Trace Styles.. | =3 Spreadsheet View/Importer @ Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 3 7 2 El o " 12|45  Select Fuorophores
LO0E+06
1Hr
A e Sample Type Standard v
Demo
Load Target Name
B FAM Actin ~
0 s
c Load Sample Name
Hr -
Load Biclogical Set Name
D
Test ~
Load Replicate #
: 2 :
Replicate Series
F Load Concentration
1.00E+06
<All>
G
Well Note
H
ﬁu Experiment Settings...
@ Clear Replicate #
6] Clear Wells
i View View oK Cancel
Flate Type: BRClear  (7) Target Name (@) Concentration Sample Wiell Group Biological Set Well Note ane
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La fenétre Data Analysis (Analyse des données)

La fenétre Data Analysis (Analyse des données) permet d’afficher et de comparer les données d’une
série d’'analyses, d’effectuer des analyses statistiques, d’exporter des données et de créer des
rapports préts a étre publiés. La fonctionnalité Data Analysis (Analyse des données) est décrite en
détail au Chapitre 9, Présentation générale de I'analyse de données. Consulter également le Chapitre
10, Détails sur I'analyse de données.

Multiplex - Time Ce

[

-
Fle View Settings Eqot Tooks &2 plate setup -

-

(7] Quantfication Fg Quantification Data ﬂ Gene Expression {? Custom Data View ac % Run Information

Amplification El Standard Curve El
: : 25 ]
20 ]
g
51
0l
5 ]
2 3 4 5 8 7 H
Log Starting Quantity
+ t O Standard
0 10 20 30 a0 50 R Unkooun
Cycles Log Scale —— FAM  E=30.5% R'Z=).352 Shope=.573 y-nt=35.408
FAM [ HEX [ TexssRed [ Cy5 Step Number: (3 ~
Wel | Fuor & Terget 9 Content ¢| Sample | Ca Of=
A F13 FAM Tubuin  Ste-1 di-1 622 [7]
R4 FAM Tubuin  Std-2 di-2 1114
B F5 FAM Tubuin  Std-3 di3 1440
= FIE FAM Tubuin  Std4 di-4 1776
FI7 FAM Tubuin S5 dis 2110
D FIE FAM Tubuin St dis 2447 |2
. FIs FAM Tubuin ST di-7 787
E
G
" I+
Al il ]
Completed [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit =
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Chapitre 5 La fenétre d’accueil

Le logiciel CFX Manager™ Dx fournit une interface qui permet de mettre au point des protocoles de
PCR, de les exécuter sur les systemes CFX Dx, et d’analyser les données issues des séries

d’analyses par PCR.

Ce chapitre présente le logiciel CFX Manager Dx et décrit les fonctionnalités accessibles depuis la

fenétre d’accueil.
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La fenétre d’accueil

Le logiciel CFX Manager Dx s’ouvre dans la fenétre d’accueil et affiche I'assistant Startup Wizard
(Assistant de démarrage) a partir duquel I'utilisateur peut configurer une série d’analyses, réaliser ou
répéter une série ou réaliser I'analyse d’une série d’analyses existante. La fenétre d’accueil permet
par ailleurs d’afficher les journaux des applications et des appareils, de créer et de gérer les
utilisateurs et d’accéder a une panoplie d’outils utiles.

B8 CEX Manager Dx (admin)

Fle View User Run Tools Windows Help

2 [ =N Q)
(3] Detected Instrumert(s}

- %2 crxesowi

2 crosow2
& crxsan

2 crxoanz ®

@ Startup Wizard ==
ﬂ‘m} Run setup

@ Repeat run
@. Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFX96

Selected Instrument

= -

All Instruments

E] Vview Summay @

Instrument(s) CFX96-5IMO0:Idle, CFX96-5IM02:Idle, CO6FDeepWell-5IMO0:Idle

Useradmin | 2/12/2018 4:41 PM

LEGENDE
1 La barre de titre du logiciel affiche le nom du logiciel et de I'utilisateur connecté.
2. La barre de menus offre un acces rapide aux commandes des menus File (Fichier), View
(Afficher), Users (Utilisateurs), Run (Série), Tools (Outils), Windows (Windows) et Help
(Aide).
3. Les commandes de la barre d’outils fournissent un accés rapide aux options des menus.
4.

Le volet de gauche affiche les appareils connectés a I'ordinateur CFX Manager Dx et fournit
des boutons qui permettent d’agir sur le couvercle et d’afficher I'état des appareils.

52 | Systémes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



La fenétre d’accueil

5. Le volet principal affiche la fenétre de travail. La fenétre de travail par défaut de I'écran
d’accueil est I'assistant Startup Wizard (Assistant de démarrage).

6. La barre d’état affiche les noms des appareils connectés et de I'utilisateur connecté.

Commandes du menu File (Fichier)

New (Nouveau) — permet d’ouvrir une boite de dialogue a partir de laquelle un nouveau protocole, une
nouvelle plaque ou une nouvelle étude des génes peuvent étre créés.

Open (Ouvrir) — permet d’ouvrir une boite de dialogue a partir de laquelle il est possible d’accéder a
et d’ouvrir un protocole, une plaque, un fichier de données, une étude des génes, un fichier LIMS
existants, ou un fichier d’'une série d’analyses PrimePCR™.

Recent Data Files (Fichiers de données récents) — permet d’afficher une liste des fichiers PCR
récemment ouverts.

Repeat a Run (Répéter une série) — permet d’ouvrir Windows Explorer a 'emplacement des fichiers
PCR enregistrés, dans lesquels il est possible de rechercher une série qui doit étre répétée.

Exit (Quitter) — permet de fermer CFX Manager Dx.

Commandes du menu View (Afficher)

Application Log (Journal des applications) — permet d’afficher un journal de I'utilisation du logiciel
depuis son installation initiale jusqu’a la date actuelle.

Run Reports (Rapports des séries) — permet d’afficher une liste des rapports des séries d’analyses.

Startup Wizard (Assistant de démarrage) — permet d’afficher I'assistant de démarrage dans le volet
principal.

Run Setup (Configuration de la série) — permet d’afficher la fenétre Run Setup (Configuration de la
série) dans le volet principal.

Instrument Summary (Résumé des appareils) — permet d’afficher la fenétre Instrument Summary
(Résumé des appareils) dans le volet principal.

Detected Instruments (Appareils détectés) — permet d’afficher ou de masquer les appareils
connectés dans le volet de gauche. Par défaut, le logiciel affiche les appareils connectés dans le volet
de gauche.

Toolbar (Barre d’outils) — permet d’afficher ou de masquer la barre d’outils en haut de I'écran. Par
défaut, le logiciel affiche la barre d’outils.
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Status Bar (Barre d’état) — permet d’afficher ou de masquer la barre d’état au bas de I'écran. Par
défaut, le logiciel affiche la barre d’état.

Show (Afficher) — permet d’ouvrir une boite de dialogue a partir de laquelle I'utilisateur peut
B Afficher ou bloquer le journal de I'état.
B Ouvrir et afficher le dossier des données de CFX Manager Dx.
B Ouvrir et afficher le dossier des données de I'utilisateur.
B Ouvrir et afficher le dossier des fichiers du LIMS.
B OQuvrir et afficher le dossier PrimePCR.
B Afficher I'historique des séries d’analyses.

B Afficher les propriétés de 'ensemble des appareils connectés.

Commandes du menu User (Utilisateur)

Select User (Sélectionner I'utilisateur) — permet d’ouvrir I'écran de connexion sur lequel il est
possible de sélectionner un utilisateur dans la liste déroulante User Name (Nom d’utilisateur) et de se
connecter a l'application.

Change Password (Modifier le mot de passe) — permet d’ouvrir la boite de dialogue Change
Password (Modifier le mot de passe) dans laquelle les utilisateurs peuvent modifier leur mot de passe
pour le logiciel CFX Manager Dx.

User Preferences (Préférences utilisateur) — permet d’ouvrir la boite de dialogue User Preferences
(Préférences utilisateur) dans laquelle les utilisateurs peuvent modifier les parameétres par défaut pour

B Envoyer ou recevoir une notification par e-mail une fois la série d’analyses terminée

B Enregistrer les fichiers de données

B Créerdes protocoles via I'éditeur de protocoles ou le rédacteur automatique de protocoles
B Créerdes plaques

B Analyser des données

B Réaliser une analyse de I'expression des génes

B Déterminer la qualité des données

B Exporter les données de I'appareil CFX Dx

User Administration (Administration des utilisateurs) — permet d’ouvrir la boite de dialogue User
Administration (Administration des utilisateurs) dans laquelle les administrateurs peuvent créer des
utilisateurs, modifier les autorisations des roles et attribuer des réles aux utilisateurs.
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Bio-Rad Service Login (Connexion pour la maintenance Bio-Rad) — usage réservé au personnel
technique de maintenance de Bio-Rad. Ne pas sélectionner cette commande.

Commandes du menu Run (Série)

User-defined Run (Série définie par I'utilisateur) — permet d’ouvrir la fenétre Run Setup
(Configuration de la série) dans laquelle il est possible de configurer un protocole et une plaque définis
par l'utilisateur puis de réaliser une expérience de PCR sur les appareils sélectionnés.

PrimePCR Run (Série PrimePCR) — permet d’ouvrir 'onglet Start Run (Démarrer la série) dans la
fenétre Run Setup (Configuration de la série) avec le protocole PrimePCR par défaut et la disposition
de plaque chargée en fonction de I'appareil sélectionné.

End-Point Only Run (Série en point final uniquement) — permet d’ouvrir 'onglet Start Run
(Démarrer la série) dans la fenétre Run Setup (Configuration de la série) avec le protocole en point
final par défaut et la disposition de plaque chargée en fonction de I'appareil sélectionné.

Qualification Run (Série de qualification) — permet d’ouvrir 'onglet Start Run (Démarrer la série)
dans la fenétre Run Setup (Configuration de la série) avec le protocole de qualification Bio-Rad par
défaut et la disposition de plaque chargée pour I'appareil sélectionné.

Commandes du menu Tools (Outils)

Master Mix Calculator (Calculateur de « master mix ») — permet d’ouvrir le calculateur de « master
mix » dans lequel il est possible de créer un mélange réactionnel et d'imprimer les calculs.

Protocol AutoWriter (Rédacteur automatique de protocoles) — permet d’ouvrir la boite de
dialogue Protocol AutoWriter (Rédacteur automatique de protocoles) dans laquelle il est possible de
facilement créer un nouveau protocole.

T, Calculator (Calculateur Ta) — permet d’ouvrir le calculateur T, dans lequel il est possible de
facilement calculer la température d’hybridation des amorces.

Dye Calibration Wizard (Assistant d’étalonnage des colorants) — permet d’ouvrir I'assistant
d’étalonnage des colorants dans lequel il est possible d’étalonner un appareil pour un nouveau
fluorophore.

Reinstall Instrument Drivers (Réinstaller les pilotes de I’appareil) — permet de réinstaller les
pilotes qui contrélent la communication avec les systemes de PCR en temps réel de Bio-Rad.

Zip Data and Log Files (Compresser les données et les fichiers journaux) — permet d’ouvrir une
boite de dialogue dans laquelle il est possible de sélectionner les fichiers a compresser et a
enregistrer dans un fichier zippé pour stockage ou envoi par e-mail.
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Batch Analysis (Analyse par lots) — permet d’ouvrir la boite de dialogue Batch Analysis (Analyse
par lots) dans laquelle il est possible de définir les paramétres pour analyser plusieurs fichiers de
données en méme temps.

Options (Options) — permet d’ouvrir une boite de dialogue dans laquelle il est possible de
B Configurer les paramétres du serveur de messagerie.

B Configurer les paramétres d’exportation pour le LIMS et d’autres fichiers de données.

Commandes du menu Help (Aide)

Conseil : Le menu Help (Aide) est disponible sur la barre de menus dans toutes les fenétres du
logiciel CFX Manager Dx.

Open Operation Manual (Ouvrir le manuel d'utilisation) — permet d’ouvrir un PDF de ce manuel.

Gene Expression Gateway Web Site (Site web de la passerelle d’expression des génes) —
permet d’ouvrir la page d’accueil de Bio-Rad pour le systéeme CFX Dx.

PCR Reagents Web Site (Site web des réactifs pour PCR) — permet d’accéder au site web des
réactifs de PCR de Bio-Rad ou il est possible de commander des réactifs, des SuperMix, des
colorants et des kits pour PCR.

PCR Plastic Consumables Web Site (Site web des consommables en plastique pour PCR) —
permet d’accéder au site web des consommables en plastique pour PCR de Bio-Rad ou il est possible
de commander des plaques, des films pour plaques, des tubes et des bouchons et d’autres
accessoires en plastique pour PCR.

Software Web Site (Site web du logiciel) — permet d’accéder au site web du logiciel d’analyse de
PCR de Bio-Rad ou il est possible de commander les versions mises a jour du logiciel CFX
Manager Dx de Bio-Rad.

About (A propos de) — permet d’afficher les informations relatives au copyright et & la version du
logiciel CFX Manager Dx.
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Commandes de la barre d’outils

&

— permet d’ouvrir Windows Explorer, ou il est possible d’accéder a un fichier de données ou a
un fichier d’étude des génes et de I'ouvrir.

.

W
—

— permet d’ouvrir le calculateur de « master mix ».

&

— permet d’ouvrir la fenétre Run Setup (Configuration de la série).

E

— permet d’ouvrir la fenétre Run Setup (Configuration de la série) avec le protocole PrimePCR

par défaut et la disposition de plaque chargée en fonction de I'appareil sélectionné.

X]

— permet d’ouvrir I'assistant de démarrage.
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L’assistant Startup Wizard (Assistant de démarrage)

Lorsque CFX Manager Dx démarre, le volet de travail affiche 'assistant de démarrage. A partir de
I'assistant de démarrage, il est possible :

B De sélectionner un appareil parmi les appareils détectés et de configurer une série d’analyses
définie par I'utilisateur ou de type PrimePCR.

B D’ouvrir et de répéter une série d’analyses.

®  D’ouvrir un fichier de données afin d’analyser les résultats d’'une seule série d’analyses ou un
fichier d’'une étude des génes pour les résultats de plusieurs séries d’analyses de I'expression
des génes.

P "~

Startup Wizard @
HH—D}‘RUH setup

@ Repeat run

@] Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFxo95 v

Ces taches sont expliquées en détail dans les chapitres suivants.

Barre d’état

Le c6té gauche de la barre d’état au bas de la fenétre principale du logiciel affiche I'état actuel des
appareils détectés. Le coté droit affiche le nom de I'utilisateur actuel ainsi que la date et I'heure.
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Le volet Detected Instruments (Appareils détectés) affiche chacun des appareils connectés a I'ordinateur
CFX Manager Dx. Par défaut, chaque appareil se présente sous la forme d’une icone, et son numéro de

série apparait comme son nom.

Par exemple, l'illustration suivante représente quatre appareils détectés :

Ce volet permet d’effectuer les taches suivantes :

Pour afficher I’état d'un appareil connecté

Deux thermocycleurs C1000™ avec des modules réactionnels CFX96™ Deep Well (CFX96DW1

et CFX96DW?2)

Deux thermocycleurs C1000™ avec des modules réactionnels CFX96™ (CFX96101 et

CFX96102)

2  Detected Instrument(s)

CFX36DW1
CFX36DW2
CFX56101

CFX96102

Selected Instrument

View Status

27 Open Lid
,ﬂ Close Lid
Al Instruments

% View Summary

Afficher les propriétés ainsi que les colorants étalonnés pour un appareil sélectionné.

Pour obtenir des informations sur les propriétés de I'appareil, consulter la section Affichage des

propriétés d’un appareil a la page 63.

Afficher I'état d’'un appareil connecté.

Ouvrir le couvercle motorisé sur I'appareil sélectionné.
Fermer le couvercle motorisé sur I'appareil sélectionné.

Afficher I'état de tous les appareils connectés.

» Dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés), sélectionner I'appareil concerné et

effectuer 'une des opérations suivantes :
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B Cliquer sur View Status (Afficher I'état) dans la section Selected Instrument (Appareil
sélectionné).

B Faire un clic droit et sélectionner View Status (Afficher I'état) sur le menu qui apparait.

La boite de dialogue Run Details (Détails de la série) apparait, affichant 'onglet Run Status (Etat
de la série). L’état de I'appareil sélectionné apparait sous le volet d’état de la série, par exemple :

2 Fun Status Q) Reattime Status () Time Status

Run Status Run information

s Protocol
Flate
i v

< > Sample Volume:
Scan Mode
Data File Name:
Idle s

Z) Open Lid &) Close Lid
D

Hash Block
Indicator

Pour ouvrir ou fermer le couvercle d’un appareil

» Dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés), sélectionner I'appareil concerné et
effectuer 'une des opérations suivantes :

m  Cliquer sur Open Lid (Ouvrir le couvercle) ou Close Lid (Fermer le couvercle) dans la section
Selected Instrument (Appareil sélectionné).

B Faire un clic droit et sélectionner I'action appropriée sur le menu qui apparait.

B Ouvrir la boite de dialogue Run Details (Détails de la série), sélectionner I'onglet Run Status
(Etat de la série) et cliquer sur Open Lid (Ouvrir le couvercle) ou Close Lid (Fermer le
couvercle).

Pour afficher I’état de tous les appareils détectés

» Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Dans la section All Instruments (Tous les appareils) du volet Detected Instruments (Appareils
détectés), cliquer sur View Summary (Afficher le résumé).

B Dans la barre d’outils, sélectionner View (Afficher) > Instrument Summary (Résumé des
appareils).
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La boite de dialogue Instrument Summary (Résumé des appareils) apparait :

b @ ] W @ L7 L R = show [anBiock vl
Block Mame & Type Status User Remaining
ICFX36DW T CFX36D Idle admin
CFX36DW2 CFR960 Idle admin
CFX3601 CFX36 Idle admin
CFX96I02 CFX56 Idle admin
4 Blocks

Conseil : Sile systéme ne détecte qu’un seul appareil connecté, la section All Instruments
(Tous les appareils) n'apparait pas dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés).
Pour afficher le résumé des appareils pour un seul appareil, sélectionner View (Afficher) >
Instrument Summary (Résumé des appareils).
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Commandes de la barre d’outils Instrument Summary (Résumé des appareils)

Le Tableau 10 présente les commandes et les fonctions de la barre d’outils Instrument Summary

(Résumé des appareils).

Tableau 10. Commandes de la barre d’outils Instrument Summary (Résumé des appareils)

Bouton

b

Nom du bouton

Create a new Run (Créer

une nouvelle série)

Fonction

Permet de créer une série sur le bloc
sélectionné en ouvrant la fenétre Run
Setup (Configuration de la série).

Stop (Arréter)

Permet d’arréter la série en cours sur
les blocs sélectionnés.

i

Pause (Pause)

Permet d’interrompre la série en cours
sur les blocs sélectionnés.

Wb

Resume (Reprendre)

Permet de reprendre la série sur les
blocs sélectionnés.

Flash Block Indicator
(Voyant clignotant du
témoin de bloc)

Fait clignoter le voyant sur le couvercle
des blocs sélectionnés.

N

Open Lid (Ouvrir le
couvercle)

Permet d’ouvrir le couvercle motorisé
du bloc sélectionné.

1>

Close Lid (Fermer le
couvercle)

Permet de fermer le couvercle motorisé
du bloc sélectionné.

X

Hide Selected Blocks
(Masquer les blocs
sélectionnés)

Permet de masquer les blocs
sélectionnés dans la liste Instrument
Summary (Résumé des appareils)

Cl
ooo

Show All Blocks (Afficher

tous les blocs)
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Tableau 10. Commandes de la barre d’outils Instrument Summary (Résumé des appareils),

suite
Bouton Nom du bouton
Show: | All Blocks v Show (Afficher) Permet de sélectionner les blocs a

cours d'utilisation

afficher dans la liste. Sélectionner 'une
des options pour afficher tous les blocs
détectés, tous les blocs inactifs, tous les
blocs qui sont en cours d’utilisation avec
I'utilisateur actuel ou tous les blocs en

Affichage des propriétés d’un appareil

A partir du volet Detected Instruments (Appareils détectés), il est possible d’afficher les détails d’un
appareil sélectionné, y compris ses propriétés, I'état de sa vis de transport et une liste de ses colorants

étalonnés (fluorophores).

"N "
é} Properties Shipping Screw J’L Calibrated Dyes

e eriey e
Click Rename button to apply.

Property Curmrent

C1000 Thermal Cycler

Nickname CFx56101

Model CFX36
Serial Mumbers

Base CFX96-5IMD2
Block CFX36-5IMD2A
Shuttle CFX56-5IMD25
Optical Head CFX96-5IMD20
Fimware Versions

HC12 1.0.165.0 Rev A
FX2 13500
PXAZ70 32128129
CFXDSP 112400
8051 Motorized Lid 54000

Mare Info
Available Storage 352 MB
Total RAM 34 MB

USB Serial Number 1816531045

Pour afficher les propriétés d’un appareil

» Dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés), faire un clic droit sur I'appareil concerné

et sélectionner Properties (Propriétés) dans le menu qui apparait.
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Onglet Properties (Propriétés)

L’onglet Properties (Propriétés) répertorie les détails techniques sur I'appareil sélectionné, y compris
le modéle, les numéros de série de ses composants et les versions des micrologiciels. Le nom par
défaut de I'appareil (son numéro de série) apparait a de nombreux endroits, y compris dans le volet
Detected Instruments (Appareils détectés) et dans la barre d’en-téte de la boite de dialogue
Instrument Properties (Propriétés de I'appareil). Il est possible de renommer I'appareil pour pouvoir
mieux I'identifier.

Pour renommer un appareil

» Dans l'onglet Instrument Properties (Propriétés de I'appareil), saisir un nom dans la zone
Rename (Renommer) dans la partie supérieure de I'onglet Properties (Propriétés) puis cliquer sur
Rename (Renommer).

Le nouveau nom apparait dans la ligne Nickname (Diminutif) de I'onglet Properties (Propriétés)
ainsi que dans la barre d’en-téte Instrument Properties (Propriétés de I'appareil) et dans le volet
Detected Instruments (Appareils détectés).

Onglet Shipping Screw (Vis de transport)

L’onglet Shipping Screw (Vis de transport) affiche I'état actuel de la vis de transport pour I'appareil
sélectionné (Removed (Retirée) ou Installed (Installée)). L'onglet comprend également des
instructions pour I'installation ou le retrait de la vis de transport rouge.

Conseil : Sile logiciel détecte la vis de transport, la boite de dialogue Instrument Properties
(Propriétés de I'appareil) affiche automatiquement I'onglet Shipping Screw (Vis de transport).
Suivre les instructions pour retirer la vis.

Remarque : La vis de transport doit étre retirée avant de pouvoir utiliser I'appareil. Pour de plus
amples informations, consulter la section Retrait de la vis de transport a la page 31.
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L’onglet Calibrated Dyes (Colorants étalonnés) affiche les fluorophores ainsi que les plaques

étalonnés pour I'appareil sélectionné.

Wmoomomnmoc"g‘:‘“om 0 Emm 9
1 % 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10
2 2 BR White Factory 01/08/2008 10
3 |Cal Orange 560 2 BR Clear Factory 07/05/2013 14
4 |Cal Orange 560 2 BR White Factory 01/08/2008 10
5 |Cal Red 610 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10
g CalRed 610 3 BR White Factory 01/08/2008 10
7 o5 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10
g 05 4 BR Whie Factory 01/08/2008 10
g G55 4 BR Clear Factory 07/05/2013 14
10 G55 4 BR White Factory 01/08/2008 10
11 FAM 1 BR Clear Factory 01/08/2008 10
12 [FAM 1 BR White Factory 01/08/2008 10
13 HEX 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10
14 HEX 2 BR White Factory 01/08/2008 10
15 |Quasar 670 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10
16 Quasar 670 4 BR White Factory 01/08/2008 10
17  Cuasar 705 5 BR Clear Factory 01/08/2008 10
18 Quasar 705 5 BR Whie Factory 01/08/2008 10
19 ROX 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10

FFFFFFIFFIFFIFIFIFFTFIFIFIT

[l

Pour voir des informations détaillées sur un étalonnage, cliquer sur le bouton Info (Infos)

correspondant dans la colonne Detail (Détails).
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Avant de commencer

Définition des préférences utilisateur

Conseil : |l n’est pas obligatoire de réaliser ces taches pour pouvoir utiliser le logiciel CFX
Manager Dx. Il est possible d’ignorer cette section ou d’effectuer ces taches a tout moment.

CFX Manager Dx permet de personnaliser I'environnement de travail. Si 'administrateur a créé des
utilisateurs pour le logiciel, chaque utilisateur peut personnaliser son environnement de travail. Si
I'administrateur n’a pas créé d'utilisateurs, les modifications apportées aux préférences s’appliquent a
tout utilisateur qui se connecte au logiciel CFX Manager Dx. (Pour obtenir des informations sur la
création d'utilisateurs du logiciel CFX Manager Dx, consulter 'Annexe B, Gestion des utilisateurs et
des rdles dans CFX Manager Dx.)

Par exemple, dans le menu Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur), il est
possible d’effectuer les opérations suivantes :

®  Configurer une notification par e-mail une fois la série d’analyses terminée.
B Modifier les paramétres par défaut pour

O Iemplacement d’enregistrement des fichiers

O les fichiers de configuration de la série

[0 le préfixe d’affectation des noms de fichier.

B Définir les paramétres par défaut a utiliser lors de la création d’un nouveau protocole et d’'une
nouvelle plaque.

B Définir les parameétres par défaut de I'analyse de données et de I'expression des génes.
B Personnaliser les paramétres par défaut du contrdle qualité.

B Personnaliser les parameétres des données d’exportation des données.

Dans le menu Tools (Outils), il est possible d’effectuer les opérations suivantes :

B Créerun « master mix ».

B FEtalonner les colorants pour un appareil spécifique.

Remarque : Le « master mix » et I'étalonnage des colorants sont disponibles a tout utilisateur qui
se connecte au logiciel CFX Manager Dx.

Cette section explique comment réaliser ces taches en détail.
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Configuration d’une notification par e-mail

Il est possible de connecter CFX Manager Dx au serveur de messagerie sortant de I'établissement
afin d’envoyer par e-mail, a une liste d'utilisateurs, une notification comme quoi une série d’analyses
est terminée. Il est également possible de joindre un fichier de données ainsi qu’'un rapport d'analyse a
la liste d’utilisateurs. Pour configurer la connexion entre CFX Manager Dx et le serveur SMTP de
I'établissement, consulter la section Connexion de CFX Manager Dx a un serveur SMTP a la page 68.

Remarque : La possibilité pour un utilisateur d’accéder aux fonctions de configuration de la
messagerie dépend du groupe d’utilisateurs et des autorisations accordées par I'administrateur.
Pour des détails sur la gestion des utilisateurs et leurs réles, consulter la section Gestion des
utilisateurs a la page 279.

Pour configurer les notifications par e-mail

1. Sélectionner Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur) pour ouvrir la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).

La boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) apparait et affiche 'onglet Email
(E-mail).

User Preferences

I emal 3 Fles Protocol (18 Pite 7] DetaAnciyss gfif] Gene Bxpression oc 3 custom Bxpor
Email Notfication Upon Fun Completion

Te
[
Provide one email address per line

[] Attach Data File
[[] Attach Analysis Report { pdf) File

Configure Outgoing Emai Outgoing emai has not been configured

Restore Defaults oK Cancel

Remarque : L'utilisateur est informé si le systéme détecte qu’aucun serveur SMTP valide
n’a été configuré pour CFX Manager Dx. Cliquer sur Configure Outgoing Email (Configurer le
courrier sortant) pour ouvrir la boite de dialogue Options (Options) et configurer le serveur
SMTP. Pour de plus amples informations, consulter la section Connexion de CFX

Manager Dx a un serveur SMTP a la page 68.

2. Dansla zone de texte To (A), saisir 'adresse e-mail de chaque personne devant étre informée
des séries terminées. Tous les destinataires recevront un e-mail une fois la série terminée.

Remarque : Chaque adresse e-mail doit étre saisie sur une ligne distincte. Appuyer sur
Entrée ou Retour aprés chaque adresse.
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3. (Facultatif) Dans la zone de texte cc (copie), saisir 'adresse e-mail de tout destinataire auquel il
est prévu d’envoyer une copie de chaque notification par e-mail.

4. (Facultatif) Par défaut, tous les destinataires regoivent une copie du fichier de données en piece
jointe. Décocher cette case pour ne pas joindre une copie du fichier de données.

5. (Facultatif) Sélectionner Attach Analysis Report (Joindre le rapport d’analyse) pour joindre un
PDF du rapport d’analyse a I'e-mail.

6. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue User Preferences
(Préférences utilisateur).

Pour modifier I'adresse e-mail d'un destinataire

» Le cas échéant, modifier 'adresse e-mail puis cliquer sur OK.

Pour supprimer I’adresse e-mail d’un destinataire

1. Sélectionner le destinataire puis appuyer sur la touche Suppr.

2. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.

Important : Le fait de cliquer sur Restore Defaults (Rétablir parameétres par défaut) dans la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) rétablit les parametres d’usine d’origine
pour toutes les préférences de tous les onglets. L’utilisateur doit appuyer sur ce bouton avec
prudence.

Connexion de CFX Manager Dx a un serveur SMTP

Important : Certains fournisseurs de services de webmails commerciaux (comme Yahoo! et
Gmail) ont renforcé la sécurité des messageries. En cas d'utilisation de ces comptes, il faut
activer I'option Allow less secure apps (Autoriser les applications moins sécurisées) dans
les paramétres de son compte pour autoriser CFX Manager Dx a envoyer des e-mails. Pour de
plus amples informations, consulter les informations relatives a la sécurité de son fournisseur de
services de messagerie.

Il faut établir une connexion entre CFX Manager Dx et son serveur de messagerie avant que le logiciel
ne puisse envoyer des notifications par e-mail.

Pour connecter CFX Manager Dx a un serveur de messagerie
1. Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Sélectionner User (Utilisateur) > User Preferences (Préférences utilisateur) puis cliquer sur
Configure Outgoing Email (Configurer le courrier sortant) dans I'onglet Email (E-mail).

B Sélectionner Tools (Outils) > Options (Options).

La boite de dialogue Options (Options) apparait, affichant I'onglet Email (E-mail).
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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

Fournir les informations suivantes pour son établissement :

B SMTP Server Name (Nom du serveur SMTP) — le nom du serveur de courrier sortant de
I'établissement.

B Port (Port) — le numéro de port du serveur SMTP. |l s’agit généralement du numéro 25.

B Use SSL (Utiliser SSL) —I'option Secure Sockets Layer (SSL). Certains serveurs SMTP
exigent cette option. Si cela n’est pas le cas pour I'établissement concerné, décocher cette
case.

B Use Default “From” Address (Utiliser I’adresse « De » par défaut) —le nom du serveur
de messagerie de I'établissement. Certains serveurs SMTP exigent que tous les messages
envoyés aient une adresse « De » d’un certain domaine, par exemple,
nom@établissement.com. Si c’est le cas, décocher cette case et fournir une adresse e-mail
valide.

B Authentication Required (Authentification requise) — si le site exige une authentification
du compte, vérifier que cette case est cochée.

B User Name (Nom d'’utilisateur) — le nom du compte authentifié. Cela n’est requis que si
Authentication Required (Authentification requise) est coché.

B Password (Mot de passe) — le mot de passe du compte authentifié. Cela n’est requis que si
Authentication Required (Authentification requise) est coché.

Pour vérifier que les parameétres du serveur SMTP sont corrects, saisir une adresse e-mail valide
dans la zone de texte Test Email Address (Adresse e-mail test) puis cliquer sur Test Email (Tester
e-mail).
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Remarque : Certains serveurs SMTP n’autorisent pas les piéces jointes et d’autres ne les
autorisent que jusqu’a une taille spécifique. S’il est prévu que des fichiers de données et/ou
des rapports soient transmis par e-mail a I'aide de CFX Manager Dx, cocher la case Test
Attachment (Piéce jointe test) et définir la taille des piéces jointes dans Attachment Size in
MB (Taille piéce jointe en Mo) a 5 Mo au moins.

4. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.

Modification des parametres par défaut des fichiers

Les éléments suivants peuvent étre modifiés dans I'onglet Files (Fichiers) de la boite de dialogue User
Preferences (Préférences utilisateur) :

B [’emplacement par défaut d’enregistrement des fichiers de CFX Manager Dx
B Lesfichiers par défaut pour la configuration des séries d’analyses

B |es parameétres par défaut d’affectation des noms des fichiers

Pour modifier les paramétres par défaut des fichiers

1. Sélectionner Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur) pour ouvrir la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).

2. Dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur), sélectionner I'onglet Files
(Fichiers).

User Preferences - o X

D Email ﬁjﬁles Protocol  (233) Plate _m Data Analysis EI] Gene Expression Qc Ei Custom Export
Defautt Folder for File Creation
Protocol ‘C:‘-.Usefs‘.Pubhc-.Documems‘-,BwRad‘IlFX‘-Usefs‘-admln

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

\

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

\

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

File Selection for Run Setup

Protocol: |C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin'\ExpressLoad\CFX_2stepAmp prcl

Plate (96 Well): lC \Users'\Public\Documents'\Bio-Rad\CFX\Users\admin\ExpressLoad"\Quick Plate_96 wells_SYBR Only pitd

Plate (384 Wel): |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\admin'\ExpressLoad\Quick Plate_384 wells_SYBR Only.phd I

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

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

Data File Name: User v | |Date ~ | |Instrument Name v

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

Bestore Defaults 0K Cancel
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Dans la section Default Folder for File Creation (Dossier par défaut pour la création de fichiers),
accéder a un dossier par défaut pour I'enregistrement des nouveaux fichiers et le sélectionner. ||
est possible de sélectionner un emplacement différent pour chaque type de fichier :

Protocol (Protocole)

Plate (Plaque)
B Data File (Fichier de données)
B Gene Study (Etude des génes)

Dans la section File Selection for Run Setup (Sélection des fichiers pour la configuration de la
série), accéder aux fichiers du protocole concerné et de la plaque qui devront apparaitre lors de
I'ouverture de la fenétre Experiment Setup (Configuration de I'expérience) et les sélectionner.

Dans la section Data File (Fichier de données), définir le préfixe et/ou le suffixe pour les fichiers
de données. Quel que soit I'élément, sélectionner une nouvelle valeur dans la liste déroulante
correspondante. |l est également possible de fournir des valeurs personnalisées pour le préfixe et
le suffixe dans les zones de texte Prefix (Préfixe) et Suffix (Suffixe).

CFX Manager Dx affiche un apercu du nom de fichier sous les zones de sélection.

Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.

Important : Le fait de cliquer sur Restore Defaults (Rétablir parameétres par défaut) dans la boite

de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) rétablit les paramétres d’usine d’origine
pour toutes les préférences de tous les onglets. L'utilisateur doit appuyer sur ce bouton avec
prudence.
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Définition des parametres du protocole par défaut

Pour définir les parameétres du protocole par défaut pour I’éditeur de protocoles et le
rédacteur automatique de protocoles

1. Sélectionner Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur) pour ouvrir la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).

2. Dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur), sélectionner 'onglet
Protocol (Protocole).

User Preferences

I:I Email ) Files Protocol [E2E] Plate ﬂ Data Analysis EEE Gene Expression % ac [—T‘_]_ Custom Export
Protocol Edtor
Sample Volume: 25 =

Shut OFf Lid When Block
Temperature Goes Below

Protocol AutoWriter
Annealing Temperalure: 60.0
Amplicon Length: 100

A

Besiore Defaulis oK Cancel

3. Dans la section Protocol Editor (Editeur de protocoles), spécifier les valeurs pour les paramétres
suivants qui apparaissent dans I'éditeur de protocoles :

B Sample volume (Volume d’échantillon) — le volume de chaque échantillon dans les puits
(en pl).

B Lid Shutoff temperature (Température d’arrét du couvercle) —la température en °C a
laquelle le chauffage du couvercle s’arréte au cours d’'une série.

4. Dans la section Protocol AutoWriter (Rédacteur automatique de protocoles), spécifier les valeurs
pour les paramétres suivants qui apparaissent dans le rédacteur automatique de protocoles :

B Annealing temperature (Température d’hybridation) — la température en °C pour les
expériences faisant appel a '’ADN polymérase iProof™, a ’ADN polymérase iTag™ ou a
d’autres polymérases.

B Amplicon length (Longueur de I’amplicon) — la longueur de 'amplicon en paires de bases
(pb).

5. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.
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Important : Le fait de cliquer sur Restore Defaults (Rétablir parameétres par défaut) dans la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) rétablit les paramétres d’usine d’origine
pour toutes les préférences de tous les onglets. L'utilisateur doit appuyer sur ce bouton avec
prudence.

Définition des parameétres de la plaque par défaut

Les modifications apportées dans I'onglet Plate (Plaque) sont a |a disposition de tous les utilisateurs
du logiciel. Les modifications apportées durant la configuration de la plaque sont a la disposition de
tous les utilisateurs apres I'enregistrement et la fermeture du fichier de la plaque.

Dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur), il est possible d’effectuer les
opérations suivantes :

B Définir les paramétres de la plaque par défaut.

B Ajouter de nouveaux noms de cibles et d’échantillons dans leurs bibliothéques respectives.
B Supprimer des noms de cibles et d’échantillons dans leurs bibliothéques respectives.
Pour définir les paramétres de la plaque par défaut

1. Sélectionner Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur) pour ouvrir la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).

2. Dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur), sélectionner 'onglet Plate
(Plaque).

User Preferences

Email E] Files Protocol @ Plate Data Analysis Gene Expression Qc m Custom Export
all =
Settings
Plate Type: |BR Clear ~ | Fluorophores:
Plate Size: | 96 Wells « | ] FAM [] Texas Red O wvic
[~] SYBR [[] Cal Red 610
Units: | copy number ~ | | HEX O s
O Ter [ Tex 615
Scientific Motation ] Cal Orange 560 [ Guasar 670
] Cal Geld 540 [] Guasar 705
Scan Mode: | All Channels + | |] ROX [ Cy55
Libraries
Target Names Sample Names:
Actin OHr
GAPDH THr
2Hr
Use text boxes to enter additional names, one name per line.
Restore Defaults oK Cancel
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3. Spécifier les valeurs pour les parameétres suivants pour un nouveau fichier de plaque. Ces valeurs
apparaissent dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) :

B Plate Type (Type de plaque)
B Plate size (Taille de la plaque)

B Units (Unités) — la concentration de la matrice de départ pour les puits contenant les
standards.

CFX Manager Dx utilise ces unités pour créer une courbe d’étalonnage dans I'onglet Data
Analysis Quantification (Quantification de I'analyse de données).

B Scientific notation (Notation scientifique) — lorsque cette case est cochée, CFX
Manager Dx affiche les unités de la concentration en notation scientifique.

B Scan mode (Mode de lecture) —le nombre ou le type de canaux a lire au cours d’une série.

B Fluorophores (Fluorophores) — les fluorophores par défaut apparaissant dans les
contrbles de chargement des puits de I'éditeur de plaques.

B Libraries (Bibliothéques) — les noms des cibles et des échantillons généralement utilisés
dans les expériences :

[0 Target names (Noms des cibles) —les noms des génes et des séquences cibles.

[0 Sample names (Noms des échantillons) — les noms des échantillons expérimentaux
ou une caractéristique d’identification pour les échantillons (par exemple, Mouse1
(Souris1), Mouse2 (Souris2), Mouse3 (Souris3).

4. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.
Pour ajouter un nouveau nom de cible ou d’échantillon

» Dans la zone de texte correspondant a la bibliotheque appropriée, saisir le nom pour la cible ou
I’échantillon puis cliquer sur OK.

Pour supprimer un nom de cible ou d’échantillon

» Dans la zone de texte correspondant a la bibliothéque appropriée, sélectionner le nom, puis
appuyer sur la touche Suppr et cliquer sur OK.
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Important : Les noms supprimés de la bibliothéque sont supprimés du logiciel et ne sont plus
disponibles pour les utilisateurs. Pour rétablir les noms par défaut de CFX Manager Dx, cliquer
sur Restore Defaults (Rétablir les paramétres par défaut). Le fait de cliquer sur Restore Defaults
(Rétablir paramétres par défaut) dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences
utilisateur) rétablit les paramétres d’usine d’origine pour toutes les préférences de tous les
onglets. L'utilisateur doit faire preuve de prudence lorsqu’il supprime des noms par défaut de CFX
Manager Dx et clique sur ce bouton.
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Configuration des paramétres de I’analyse des données par défaut
Pour configurer les paramétres de I’analyse des données par défaut

1. Sélectionner Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur) pour ouvrir la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).

2. Dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur), sélectionner 'onglet Data
Analysis (Analyse des données).

User Preferences x
EI Email E\:_j Files Protocol lj Plate m Data Analysis I!E Gene Expression Qc E—E' Custom Export
Analysis Mode

(® Fuorophore () Target

PCR Quantitation
Baseline Setting: | Baseline Subtracted Curve Fit -

Cq Determination Mode: () Regression (@) Single Threshold
Threshold Cale. Made: Auto Threshold Manual Threshold (RFU): |0.00 =
Baseline Calc. Mode Auto Baseline Manual Baseline (Cycle Range): |2 s 9 =
Log View: () On (@ Off

End Point
End Cyclesto Average: PCR: |5 = End Paint Only Run:|2 =

Melt Curve
Peak Type: (@) Postive () Negative

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

Restore Defaults OK Cancel

3. Dans la section Analysis Mode (Mode d’analyse), sélectionner le mode avec lequel les données
seront analysées (Fluorophore (Fluorophore) ou Target (Cible)).

4. Dans la section PCR Quantification (PCR quantitative), définir les paramétres par défaut pour les
options suivantes :

B Baseline Setting (Paramétre de la ligne de base) — la méthode de la ligne de base pour le
mode d’analyse.

B Cq Determination Mode (Mode de détermination du Cq) —le mode avec lequel les
valeurs C, sont calculées pour chaque courbe de fluorescence (régression ou seuil unique).
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B Threshold Calc. Mode (Mode de calc. du seuil) — la quantité de cible en point final.

Le paramétre par défaut est Auto (Auto). En d’autres termes, le logiciel calcule
automatiquement la cible en point final. Pour définir un seuil spécifique, décocher la case
Auto (Auto) et saisir la quantité en point final, calculée en unités de la fluorescence relative
(ou RFU, relative fluorescence units). La valeur maximale est 65 000,00 RFU. Les fichiers de
données utiliseront ce parameétre de seuil pour les séries d’analyses ultérieures.

B Baseline Calc. Mode (Mode de cal. de la ligne de base) —la valeur de la ligne de base
pour toutes les courbes.

Le paramétre par défaut est Auto (Auto). En d’autres termes, le logiciel calcule
automatiquement la ligne de base pour toutes les courbes. Pour définir une valeur de la ligne
de base spécifique, décocher la case Auto (Auto) et saisir des valeurs minimale et maximale
pour la plage de cycles (1 a9 999). Les fichiers de données utiliseront cette plage de cycles
pour les séries d’analyses ultérieures.

B Log View (Affichage des logs) — détermine la fagon dont le logiciel affiche les données de
'amplification :

[0 On (Activé) —les données de I'amplification sont affichées sous la forme d’un graphique
semi-logarithmique.

O Off (Désactivé) — (valeur par défaut) les données de I'amplification sont affichées sous
la forme d’un graphique linéaire.

5. Dans la section End Point (Point final), sélectionner le nombre de cycles de fin dont on doit faire la
moyenne lors des calculs en point final :

B PCR (PCR)-le nombre de cycles de fin dont on doit faire la moyenne pour les données de
quantification (la valeur par défaut est 5).

B End Point Only Run (Série en point final uniquement) — le nombre de cycles de fin dont
on doit faire la moyenne pour les données en point final (la valeur par défaut est 2).

6. Dans la section Melt Curve (Courbe de fusion), sélectionner le type de pic a détecter (positif ou
négatif).

7. Dans la section Well Selector (Sélecteur de puits), sélectionner le mode d’affichage des légendes
des puits (par type d’échantillon, nom de la cible ou nom de I'échantillon).

8. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.

Important : Le fait de cliquer sur Restore Defaults (Rétablir paramétres par défaut) dans la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) rétablit les paramétres d’usine d’origine
pour toutes les préférences de tous les onglets. L'utilisateur doit appuyer sur ce bouton avec
prudence.
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Définition des paramétres par défaut du fichier de données de I'’expression des
génes

Pour définir les parameétres par défaut pour un nouveau fichier de données de
I'expression des génes

1. Sélectionner Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur) pour ouvrir la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).

2. Dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur), sélectionner 'onglet Gene
Expression (Expression des génes).

User Preferences — [m] X

D Email [[j Files Protocol D Plate L/‘j Data Analysis E Gene Expression Qc [:i Custom Export
Gene Expression Settings

Relative To: @ Zero (O Control
X-Axs: (O Sample (@ Target
Y-Ads: @ 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 Muttiplier ! L

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

Restore Defaults oK Cancel

3. Spécifier les valeurs pour les paramétres suivants :

B Relative to (Par rapport a) —représente les données de I'expression des génes
graphiquement par rapport soit a un contréle (ayant 1 pour origine) soit a zéro :

[0 Zero (Zéro) — le logiciel ignore le contréle. |l s’agit de la valeur par défaut lorsqu’aucun
échantillon de contrdle n’est attribué dans la fenétre Experiment Settings (Parametres
de I'expérience).

[0 Control (Contréle) — le logiciel calcule les données par rapport a I'échantillon de
contrble attribué dans la fenétre Experiment Settings (Paramétres de I'expérience).
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B X-axis (Axe des abscisses) — représente graphiquement I'échantillon ou la cible sur I'axe
des abscisses.

B Y-axis (Axe des ordonnées) — représente graphiquement I'échelle linéaire, le log2 ou le
log10 sur I'axe des ordonnées.

B Scaling (Mise a I’échelle) — 'option de mise a I'échelle pour le graphique (I'option par défaut
est aucune mise a l'échelle) :

[0 Highest (Le plus élevé) — le logiciel met le graphique a I'échelle par rapport au point de
données le plus élevé.

O Lowest (Le plus bas) — le logiciel met le graphique a I'échelle par rapport au point de
données le plus bas.

O Unscaled (Aucune mise a I’échelle) — le logiciel présente les données sans aucune
mise a I'échelle.

B Mode - le mode d'analyse, soit quantité relative (AC) soit expression normalisée (AAC).

B Error Bar (Barre d’erreur) — la variabilité des données présentée soit comme I'écart-type
(Std. Dev.) soit comme I'erreur-type de la moyenne (Std. Error Mean).

B Error Bar Multiplier (Multiplicateur de barres d’erreur) — le multiplicateur de I'écart-type
utilisé pour représenter les barres d’erreur graphiquement (la valeur par défaut est 1).

Le multiplicateur peut étre augmenté a 2 ou 3.

B Sample Types to Exclude (Types d’échantillons a exclure) —les types d’échantillons a
exclure de I'analyse.

Il est possible de sélectionner un ou plusieurs échantillons a exclure de I'analyse. Pour
exclure tous les types d’échantillons, décocher les cases des types d’échantillons
sélectionnés.

4. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.

Important : Le fait de cliquer sur Restore Defaults (Rétablir paramétres par défaut) dans la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) rétablit les parameétres d’usine d’origine
pour toutes les préférences de tous les onglets. L'utilisateur doit appuyer sur ce bouton avec
prudence.

Personnalisation des réegles du contréle qualité

Il est possible, dans CFX Manager Dx, de définir les regles du contrdle qualité qui sont appliquées aux
données dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Le logiciel valide les données en
fonction des regles définies par I'utilisateur.

Remarque : Par défaut, toutes les regles du contrdle qualité sont activées.
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Conseil : Les puits pour lesquels I'analyse renvoie un paramétre de contréle qualité ayant
échoué peuvent étre aisément exclus dans le module de contrdle qualité de la fenétre Data
Analysis (Analyse des données).

Pour personnaliser les régles du contréle qualité

1. Sélectionner Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur) pour ouvrir la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).

2. Dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur), sélectionner 'onglet QC
(CQ).

[ emal () Fies Protocol (3 Pte 7] Data Analysis aﬂ[] Gene Exprassion ac 53 custom Bxpont
Description & Value & Use &
Negative control with a Cq less than s B
NTC with & Caq less than 38 M
NRT with a Cq less than B M
Postive control with a Cq greater than 0 M
Unknown without a Cq %)
Standand without a Cq %]
Efficiency greater than 1100 M
Efficiency less than %00 M
Std Curve R"2 less than 0.980 B4
FReplicate group Cq Std Dev greater than 020 M
Restore Defaults 0K Cancel

ou:

B NTC - contr6le sans matrice

B NRT - contréle sans transcriptase inverse

B Efficiency (Efficacité) — efficacité de la réaction

®  Std Curve R*2 (R*2 courbe d’étalonnage) — valeur R carrée pour la courbe d’étalonnage

B Replicate group Cq Std Dev (Ecart-type Cq pour groupe de réplicats) — écart-type
calculé pour chaque groupe de réplicats

3. Pour chaque régle du controle qualité, effectuer 'une des opérations suivantes :
B Nerien faire s’il s’agit d’utiliser sa valeur par défaut.

B Pour modifier sa valeur, cliquer dans la zone de texte Value (Valeur) correspondante, saisir
une nouvelle valeur et appuyer sur la touche Entrée.

B Pourdésactiver la régle, décocher la case Use (Utiliser) correspondante.
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Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.

Important : Le fait de cliquer sur Restore Defaults (Rétablir paramétres par défaut) dans la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) rétablit les paramétres d’usine d’origine
pour toutes les préférences de tous les onglets. L'utilisateur doit appuyer sur ce bouton avec
prudence.

Personnalisation des paramétres d’exportation des données

Les données de CFX Manager Dx peuvent étre exportées dans les formats suivants :

Text (.txt)

CSV (.csv)

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

HTML (.html)

L’utilisateur peut spécifier le type de données a exporter et personnaliser la sortie des données
exportées.

Pour personnaliser les paramétres d’exportation des données

1.

Sélectionner Users (Utilisateurs) > User Preferences (Préférences utilisateur) pour ouvrir la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).

Dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur), sélectionner 'onglet
Custom Export (Exportation personnalisée).
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User Preferences

EI Email Lj Files Protocol @ Plate L@ Data Analysis I!l] Gene Expression ac E—’E, Custom Export

Export Format: | CSV (" csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Well Well
Fluorophore Fluorophare
Target Name Target Name
Contert Content

Sample Name
Replicate Number Cq
Sample Name Starting Quantity
Biological Set Name
Well Note

COOROREEE]

[l m

(=]
c
o

ntification

Cq

Starting Quantity

Cq Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

OOORIE

=
%

Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Mel Peak End Temperature

End Paint

[] End Point Call Customize Column Names...
[] End RFU

Restore Defaults OK Cancel

3. Dans la liste déroulante Export Format (Format d’exportation), sélectionner le format pour
I'exportation des données.

4. Dans la section Data to Export (Données a exporter), cocher ou décocher les cases
correspondant au type de données a exporter. Les éléments sélectionnés apparaissent dans la
zone de texte de la liste déroulante Exported Columns (Colonnes exportées).

Remarque : Par défaut, les informations sur la série sont incluses dans I'en-téte. Décocher
cette case pour ne pas inclure les informations sur la série.

5. Il estpossible de modifier I'ordre d’affichage de sortie des éléments sélectionnés.

Dans la zone de texte de la liste déroulante Exported Columns (Colonnes exportées), mettre
I'élément en surbrillance puis cliquer sur les boutons fléchés a gauche de la liste pour le déplacer
vers le haut ou vers le bas.

6. Le cas échéant, il sera possible de modifier les noms des colonnes de sortie des éléments
sélectionnés :

a. Cliquer sur Customize Column Names (Personnaliser les noms de colonnes).

La boite de dialogue Column Name Customizer (Assistant de personnalisation des noms de
colonnes) apparait.
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b. Pour chaque nom de colonne par défaut que I'on souhaite modifier, saisir le nouveau nom
dans le champ Custom Name (Nom personnalisé) correspondant.

c. Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et revenir a I'onglet Custom Export
(Exportation personnalisée). Le nouveau nom apparait entre parenthéses a c6té du nom
de colonne par défaut, dans la zone de texte de la liste déroulante Exported Columns
(Colonnes exportées).

B Cliquer sur Cancel (Annuler) pour effacer les modifications et revenir a 'onglet Custom
Export (Exportation personnalisée).

7. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue.

Important : Le fait de cliquer sur Restore Defaults (Rétablir parameétres par défaut) dans la boite
de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) rétablit les paramétres d’usine d’origine
pour toutes les préférences de tous les onglets. L’utilisateur doit appuyer sur ce bouton avec
prudence.

Création d’un mélange réactionnel de type « master mix »

A l'aide du calculateur de « master mix » de CFX Manager Dx, il est facile de calculer le volume requis
de chaque composant dans le « master mix ». Il est possible d’imprimer le tableau de calcul du

« master mix » sur 'imprimante par défaut et d’enregistrer les calculs pour chaque cible pour un usage
ultérieur.

Pour créer un mélange réactionnel de type « master mix » a I’'aide du calculateur de
« master mix »

1. Pour ouvrir le calculateur de « master mix », effectuer 'une des opérations suivantes :
B Sélectionner Tools (Outils) > Master Mix Calculator (Calculateur de « master mix »).
B Cliquer sur Master Mix Calculator (Calculateur de « master mix ») dans la barre d’outils.

Le calculateur de « master mix » apparait.
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Foward Primer (10 |34 [pmold M) v| (200 |2 oM

Roveno Pmer (10 (2] [omod GM)_v| 200 (2] o

Probe [10 2] [omoldd @)~ oo 2] M
mh:?pm % B Choose SYBR Green Target to Calculate

Reaction Volume PerWell (20 |+ LI SYBR fmget_1

Template Volume 10 5

Supemix Concentration 20 | x
Excess Reacion Vome 5 1+ %

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

2. Dans la section Reaction (Réaction), sélectionner une méthode de détection :

B SYBR® Green/EvaGreen

B Probes (Sondes)

3. Pourcréer une nouvelle cible, dans la section Target (Cible), cliquer sur Create New (Créer
nouvelle). Le nom d’'une nouvelle cible apparait dans la liste déroulante des cibles.

4. (Facultatif) Pour changer le nom par défaut d’une cible :
a. Mettre le nom de la cible en surbrillance dans la liste déroulante des cibles.
b.  Saisir un nouveau nom dans la zone de texte Target (Cible).
c. Appuyer sur la touche Entrée.

5. Ajuster les concentrations initiale et finale pour les amorces sens et antisens et les éventuelles
sondes.

84 | Systémes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



Avant de commencer

6. Dans la section Master Mix Setup (Configuration du « master mix ), ajuster les valeurs pour
B Le nombre de réactions a exécuter dans Number of Reactions (Nombre de réactions)

B Le volume réactionnel par puits dans Reaction Volume Per Well (Volume réactionnel par
puits)

B Le volume de matrice par puits dans Template Volume (Volume de matrice)

B Laconcentration de « supermix » par puits dans Supermix Concentration (Concentration de
« supermix »)

B Le volume réactionnel excédentaire par puits dans Excess Reaction Volume (Volume
réactionnel excédentaire)

7. (Facultatif) Effectuer les étapes 2a 6 pour autant de cibles que nécessaire.

8. Dans la section Choose Target to Calculate (Choisir la cible a calculer), sélectionner la cible a
calculer.

Conseil : Il est possible de calculer simultanément une seule, plusieurs ou I'ensemble des
cibles.

Les volumes calculés des composants requis pour chaque cible sélectionnée apparaissent dans
le tableau du « master mix ».

9. Cliquer sur Set as Default (Définir par défaut) pour définir comme nouvelles valeurs par défaut la
saisie des quantités dans les sections Target (Cible) et Master Mix Setup (Configuration du
« master mix »).

10. Cliquer sur OK pour enregistrer le contenu de la boite de dialogue Master Mix Calculator
(Calculateur de « master mix »).

Pour imprimer le tableau des calculs du « master mix »

» Pourimprimer un tableau des calculs du « master mix », cliquer sur Print (Imprimer).
Le tableau des calculs s’imprime sur I'imprimante par défaut.

Pour enregistrer le tableau des calculs du « master mix » au format PDF

» Remplacer 'imprimante par défaut par un pilote PDF puis cliquer sur Print (Imprimer) dans la
boite de dialogue Master Mix Calculator (Calculateur de « master mix »).
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Pour supprimer des cibles
P Sélectionner la cible dans la liste déroulante des cibles puis cliquer sur Remove (Supprimer).

Important : La suppression d’'une cible de la liste des cibles la supprime aussi de tous les
calculs de « master mix » ou elle est éventuellement utilisée. L'utilisateur doit supprimer une
cible avec prudence.
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Etalonnage de nouveaux colorants

Avant de commencer

Les systémes CFX96™ Dx sont étalonnés en usine pour les fluorophores couramment utilisés dans les
plaques de puits blanches et les plaques de puits transparentes. Le Tableau 11 présente les

fluorophores ainsi que le canal pour lesquels chaque appareil est étalonné.

Remarque : Les systémes CFX96 comportent également un canal dédié aux analyses

chimiques FRET. Ce canal ne nécessite pas d’étalonnage pour des colorants spécifiques.

Tableau 11. Fluorophores et canaux étalonnés en usine

Fluorophores Canal Excitation, nm Détection, nm
FAM, SYBR® Green | 1 4502490 515a530
VIC, HEX, CAL Fluor Gold 540, Cal 2 515a535 560 a 580
Fluor Orange 560

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

CY5, Quasar 670 4 620 a 650 675 a 690
Quasar 705, Cy5.5 5 6722684 705a730

Pour étalonner de nouveaux colorants pour les systéemes CFX

1.

Dans la fenétre d’accueil, sélectionner un appareil cible dans le volet Detected Instruments

(Appareils détectés).

Sélectionner Tools (Outils) > Calibration Wizard (Assistant d'étalonnage) pour ouvrir I'assistant

Dye Calibration (Etalonnage des colorants).

Dye Calibration - Base S/ [SIM81435] - Optical Reaction Module 5/N [723BR06617] [
Calibrated Fuorophores
Fuorophore () Chamnel ) Plate Type O W?Bﬂ 0 Dae o 0% | Ewn 5 Dem

Calibrate New or Existing Fluorophores

Fluoraphone _F\ale Type Channel Plate column Fuor Color Addto Piate

« | |BR Clear v v w

Settings

Motes |

Calibration Status

P Calibrate :(1] View Flate
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10.

1.

12.
13.

14.

15

Les fluorophores déja étalonnés pour I'appareil cible apparaissent dans le tableau intitulé
Calibrated Fluorophores (Fluorophores étalonnés).

Dans la section Calibrate New or Existing Fluorophores (Etalonner les nouveaux fluorophores ou
ceux existants), sélectionner le fluorophore a étalonner dans la liste déroulante.

Sile nom du fluorophore ne figure pas dans la liste, saisir son nom dans la zone de texte pour
I'ajouter a la liste.

Sélectionner le type de plaque pour le fluorophore.

Si le type de plaque ne figure pas dans la liste, saisir le nom dans la zone de texte pour I'ajouter a
la liste.

Sélectionner un canal pour le fluorophore.

Sélectionner une colonne de plaque pour le fluorophore.

(Facultatif) Saisir une couleur & associer au fluorophore.

Cliquer sur Add to Plate (Ajouter a la plaque) pour ajouter le fluorophore.

(Facultatif) Répéter les étapes 3 a 8 pour ajouter chaque fluorophore qu’il est prévu d’étalonner
pour la plaque.

Une fois I'ajout des fluorophores terminé, cliquer sur View Plate (Afficher la plaque) pour ouvrir la
fenétre Pure Dye Plate Display (Affichage de la plaque de colorants purs).

Utiliser cette fenétre comme guide pour charger les colorants dans la plaque.
Préparer une plaque 96 puits pour I'étalonnage des colorants :

a. Pipeterla solution de colorant dans chaque puits, en suivant le schéma reproduit dans la
fenétre Pure Dye Plate Display (Affichage de la plaque de colorants purs).

b. Pour chaque fluorophore, remplir quatre puits avec 50 pl (plaque 96 puits) de solution de
colorant 300 nM. Noter que la moitié de la plaque au moins contient des puits vides.

c. Sceller la plaque a I'aide de la méthode d’étanchéité qui sera utilisée au cours de
I'expérience.

Placer la plaque d’étalonnage dans le bloc et fermer le couvercle.

Dans l'assistant Dye Calibration (Etalonnage des colorants), cliquer sur Calibrate (Etalonner) puis
sur OK pour confirmer que la plaque se trouve dans le bloc.

Lorsque le logiciel CFX Manager Dx termine la série d’étalonnage, une boite de dialogue
apparait. Cliquer sur Yes (Oui) pour terminer I'étalonnage et ouvrir la visionneuse d’étalonnage
des colorants.

Cliquer sur OK pour fermer la fenétre.
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Un protocole est constitué d’étapes qui sont exécutées dans un ordre spécifique. Dans le logiciel CFX
Manager™ Dx, toutes les étapes sont associées a des options de I'appareil. Par exemple, les étapes
indiquent a I'appareil de contréler la température du bloc et du couvercle, d’appliquer une différence
de température dans le bloc, de procéder a une lecture de la plaque ou d’effectuer une analyse de la
courbe de fusion. Chaque option est spécifiée pour des types de plaque et de série différents.

CFX Manager Dx fournit deux options pour créer des protocoles : Protocol Editor (Editeur de
protocoles) et Protocol AutoWriter (Rédacteur automatique de protocoles).

L’éditeur de protocoles comporte les fonctionnalités suivantes :

B Commandes de protocole standard pour rapidement créer des protocoles

B Capacité a rapidement calculer un gradient pour le nombre de lignes sélectionnées

B Capacité a rapidement calculer la durée d’exécution pour le type de plaque sélectionné
B Capacité a modifier les étapes du protocole

B Capacité a enregistrer les protocoles en vue de leur réutilisation ultérieure

B Capacité aimprimer le protocole sur une imprimante par défaut

Le rédacteur automatique de protocoles génére automatiquement un protocole de PCR personnalisé
avec des étapes de démarrage a chaud, de dénaturation initiale, d’hybridation et d’élongation a I'aide
des parametres saisis par l'utilisateur. Il est possible ensuite de visualiser une représentation
graphique du protocole suggéré et de modifier, d’exécuter ou d’enregistrer le protocole.
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Fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles)

Utiliser la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles) pour créer, ouvrir, consulter et modifier un
protocole. Par défaut, I'éditeur de protocoles s’ouvre en affichant un protocole a 2 étapes en temps
réel générique pour une plaque a 96 puits.

Protocol Editor - New

File Settings Tools @ ?

H ‘gf Insert Step  After ~  SampleVolume 25 |l | Est. Run Time 01:09:00 ®

! 1 2 3
o5 O 950 C
7 300 010
] 550 C E
030 N
i D
i
i @ 2
i 3
1 950 C for 300
4] inet 5ep 2 950 C for 010
3 550 C for0:30

(] insest Gradiert [ = Flate Beas

[+=] inset GQTO END

@ Insert Mek Curve

i Acd Piate Readto Step @

Siep Options

75 Detete 510

oK Cancel
LEGENDE

1 La barre de menus permet un acces rapide aux commandes des menus File (Fichier),
Settings (Paramétres) et Tools (Outils).

2. La barre d’outils fournit un acces rapide pour enregistrer et imprimer le protocole,
déterminer ou insérer une étape, définir le volume d’échantillon et visualiser la durée
d’exécution estimée du protocole.

3. Le volet principal comporte une représentation graphique du protocole.

4. Le volet du bas affiche une vue d’ensemble du protocole.

5. Le volet de gauche comprend les commandes du protocole qu'’il est possible d’ajouter pour

personnaliser le protocole.

Commandes du menu File (Fichier)

Save (Enregistrer) — permet d’enregistrer le protocole actuel.
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Save As (Enregistrer sous) — permet d’enregistrer le protocole actuel sous un nouveau nom ou a un
nouvel emplacement.

Close (Fermer) — permet de fermer I'éditeur de protocoles.

Commande du menu Settings (Parametres)

Lid Settings (Paramétres du couvercle) — permet d’ouvrir la boite de dialogue Lid Settings
(Parametres du couvercle) dans laquelle il est possible de changer ou de définir la température du
couvercle.

Commandes du menu Tools (Outils)

Gradient Calculator (Calculateur de gradient) — permet d’ouvrir une boite de dialogue a partir de
laquelle I'utilisateur peut sélectionner le type de bloc pour une étape de gradient. La valeur par défaut
est 96 puits.

Run time Calculator (Calculateur de la durée d’exécution) — permet d’ouvrir une boite de
dialogue a partir de laquelle il est possible de sélectionner le type de plaque et le mode de lecture afin
de calculer la durée d’exécution estimée dans la fenétre Run Setup (Configuration de la série). La
valeur par défaut est 96 puits, tous les canaux.

Commandes de la barre d’outils

— permet d’enregistrer le fichier du protocole actuel.

B

— permet d’'imprimer la fenétre sélectionnée.

Insert Step | After v
— utiliser cette commande pour sélectionner 'emplacement dédié a I'insertion

des étapes correspondant a I'étape actuellement sélectionnée.

Sample Volume ul

volumes d’échantillons different en fonction du type de bloc :

— utiliser cette commande pour saisir un volume d’échantillon en pl. Les

B Pourun bloc a 96 puits profonds, la plage est comprise entre 0 et 125 pl.

B Pourun bloc a 96 puits, la plage est comprise entre 0 et 50 pl.
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Est. Run Time 01:09:00
— permet d’afficher la durée estimée de la série en fonction des étapes du

protocole, de la vitesse de rampe et du type de bloc sélectionné.
?

— permet d’afficher les informations d’aide concernant les protocoles.

Commandes de modification des protocoles

Le volet de gauche de la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles) contient des commandes qui
peuvent étre utilisées pour créer des protocoles.

Chaque commande consiste en un ensemble de paramétres qui représentent une étape dans le
protocole. Il est possible de modifier chaque parametre et d’en ajouter ou d’en supprimer pour
personnaliser le protocole. Cette section décrit les options associées a chaque commande.

g_IL insert Step B Insert Step (Insérer une étape) — permet d’'insérer une étape avant
ou apres 'étape sélectionnée. L'utilisateur peut modifier les valeurs

Inset Gradient de la température et de la durée de maintien soit dans I'affichage

Insett GOTO graphique du protocole, soit dans la vue d’ensemble du protocole.

@ insert Melt Curve B Insert Gradient (Insérer un gradient) — permet d’'insérer une étape
de gradient en fonction du type de bloc de puits sélectionné dans le

fie 204 Prate Read o Step calculateur de gradient. La plage de gradient peut étre modifiée dans

Step Options le volet Gradient (Gradient) qui apparait lors de l'insertion d’'une étape
de gradient.

_jADelete Step

B Insert GOTO (Insérer une boucle) — permet d’insérer une étape en
cycle (boucle) qui indique au logiciel de répéter des étapes
spécifiques en séquence pour un nombre de cycles donné. Les répétitions commencent aprés
I'achévement du premier cycle. Par exemple, I'utilisateur peut indiquer au logiciel d’effectuer 39
répétitions des étapes 2 a 4. Apres la derniére répétition, le logiciel aura effectué les étapes 2 a 4
quarante (40) fois au total. |l est possible de modifier I'étape en boucle (GOTO) ainsi que le
nombre de cycles soit dans I'affichage graphique, soit dans la vue d’ensemble du protocole.

B Insert Melt Curve (Insérer une courbe de fusion) — permet d’insérer une étape de lecture de la
courbe de fusion.

B Insert Plate Read to Step (Ajouter la lecture de plaque a I’étape) — permet d’ajouter une
commande de lecture de la plaque a I'étape sélectionnée. Une lecture de la plaque mesure la
quantité de fluorescence a la fin d’un cycle. L’étape de lecture de la plaque est généralement la
derniére étape dans une boucle GOTO.

Conseil : Aprés avoir ajouté une commande de lecture de la plaque a une étape, le bouton
change et passe a Remove Plate Read (Supprimer la lecture de plaque) lorsque I'étape est
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sélectionnée.

B Remove Plate Read (Supprimer la lecture de plaque) — permet de supprimer une commande
de lecture de la plaque de I'étape sélectionnée.

Conseil : Apres avoir supprimé une commande de lecture de la plaque d’une étape, le
bouton change et passe a Add Plate Read to Step (Ajouter la lecture de plaque a I'étape)
lorsque I'étape est sélectionnée.

B Step Options (Options de I’étape) — permet d’ouvrir la boite de dialogue Step Options (Options
de I'étape) et d’afficher les options disponibles pour I'étape sélectionnée. Consulter la section
Options de I'étape a la page 93 pour obtenir des informations détaillées a propos des options de
I'étape.

Conseil : Il est également possible d’accéder a Step Options (Options de I'étape) en faisant
un clic droit sur I'étape dans I'affichage graphique.

B Delete Step (Supprimer I’étape) — permet de supprimer I'étape sélectionnée du protocole.
Options de I’étape

Ouvrir la bofte de dialogue Step Options (Options de I'étape) pour afficher les options pouvant étre
ajoutées, modifiées ou supprimées dans une étape.

Step Options X

Step 1
[[] Plate Read
Temperature |g5.n i
Gradient | ] =
Incement | | °Cjeycle
RampRate | | o°Csec
Time :3:00 : secfcyde
Extend : ] secfcyde
[] Beep
oK Cancel

B Plate Read (Lecture de plaque) — lorsque cette option est sélectionnée, ajoute une lecture de
plaque a I'étape.

B Temperature (Température) — définit la température cible pour I'étape sélectionnée.

B Gradient (Gradient) — définit la plage de gradient pour I'étape ; la plage est comprise entre 1 et
24 °C.
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Remarque : Un gradient s’exécute avec la température la plus basse a I'avant du bloc (sur
cette image, ligne H) et la température la plus élevée a I'arriére du bloc (sur cette image,
ligne A).

B Increment (Incrément) — la valeur pour augmenter (ou diminuer) la température de I'étape
sélectionnée ; cette valeur est ajoutée a la température cible a chaque cycle. La plage est
comprise entre +0,1 et 10 °C.

Remarque : Pour diminuer la température, saisir un signe moins () avant la valeur
numérique (par exemple, =5 °C).

B Ramp Rate (Vitesse de rampe) — la vitesse de rampe pour I'étape sélectionnée ; la plage
dépend de la taille du bloc.

B Time (Durée) - la durée de maintien pour I'étape sélectionnée.

m  Extend (Prolonger) —la durée (en secondes) de prolongement ou de raccourcissement de
I'étape sélectionnée ; cette option est ajoutée a la durée de maintien dans chaque cycle ; la plage
est comprise entre 1 et 60 secondes.

B Beep (Bip) —lorsque cette case est cochée, un bip retentit a la fin de I'étape.

Conseil : Lorsqu’'un nombre saisi est en dehors de la plage d’une option, le logiciel remplace
ce nombre par I'entrée la plus proche dans la plage.
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Création d’un protocole dans I’éditeur de protocoles

L’utilisation de I'éditeur de protocoles permet de créer des fichiers de protocoles personnalisés. Il est
également possible de modifier et d’enregistrer des fichiers de protocoles précédemment enregistrés
ou des exemples de fichiers de protocoles livrés avec le logiciel CFX Manager Dx.

Pour créer un nouveau fichier de protocole, procéder comme suit :
B Ouvrir un fichier de protocole dans Protocol Editor (Editeur de protocoles).

Conseil : Il est possible d’ouvrir un nouveau protocole ou un protocole existant dans
Protocol Editor (Editeur de protocoles).

B Configurer le nouveau protocole.

B Ajouter des étapes au protocole depuis le volet des commandes de protocole.
B Modifier les propriétés des étapes.

B Enregistrer le protocole.

Conseil : Pour créer un nouveau protocole a partir d'un fichier de protocole précédemment
enregistré ou d’un exemple de fichier de protocole, consulter la section Ouverture d’un protocole
existant dans I'éditeur de protocoles a la page 96.

Ouverture d’un nouveau fichier de protocole dans I’éditeur de
protocoles

CFX Manager Dx propose plusieurs options pour ouvrir un nouveau fichier de protocole :

B Depuis la fenétre d’accueil

B Depuis la boite de dialogue Startup Wizard (Assistant de démarrage)

B Depuis la boite de dialogue Run Setup (Configuration de la série)

Pour ouvrir un nouveau fichier de protocole depuis la fenétre d’accueil

» Sélectionner File (Fichier) > New (Nouveau) > Protocol (Protocole).

La fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles) s’ouvre, affichant le fichier de protocole par
défaut.

Conseil : Pour obtenir des informations sur la configuration du protocole par défaut,
consulter la section Modification des parameétres par défaut des fichiers a la page 70.
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Pour ouvrir un nouveau fichier de protocole depuis I'assistant Startup Wizard (Assistant

de démarrage)

1.

Dans la fenétre d’accueil, effectuer 'une des opérations suivantes pour ouvrir I'assistant de
démarrage s’il n’apparait pas dans I'affichage :

B Sélectionner View (Afficher) > Startup Wizard (Assistant de démarrage).
®  Cliquer sur Startup Wizard (Assistant de démarrage) dans la barre d’outils.

Par défaut, I'assistant de démarrage affiche 'onglet Run Setup (Configuration de la série) avec le
type d’appareil CFX96™ sélectionné.

Le cas échéant, sélectionner le type d’appareil dans la liste déroulante.
Cliquer sur User-defined (Défini par 'utilisateur) pour le type de série.

La boite de dialogue Run Setup (Configuration de la série) s’ouvre dans I'onglet Protocol
(Protocole) et affiche le fichier de protocole par défaut.

Cliquer sur Create New (Créer nouveau).

La fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles) s’ouvre, affichant le protocole en temps réel par
défaut.

Pour ouvrir un nouveau fichier de protocole depuis la boite de dialogue Run Setup

(Configuration de la série)

1.

Dans la fenétre d’accueil, effectuer I'une des opérations suivantes pour ouvrir la boite de dialogue
Run Setup (Configuration de la série) :

B Sélectionner Run (Série) > User-defined Run (Série définie par I'utilisateur).

®  Cliquer sur User-defined Run Setup (Configuration de la série définie par I'utilisateur) dans la
barre d’outils.

La boite de dialogue Run Setup (Configuration de la série) s’ouvre dans 'onglet Protocol
(Protocole) et affiche le fichier de protocole par défaut.

Cliquer sur Create New (Créer nouveau).

La fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles) s’ouvre, affichant le protocole en temps réel par
défaut.

Ouverture d’un protocole existant dans I’éditeur de protocoles

CFX Manager Dx fournit des exemples de fichiers de protocoles qu’il est possible de modifier et
d’enregistrer comme de nouveaux protocoles personnalisés. Il est également possible de créer un

96 | Systéemes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



Création d’un protocole dans I'éditeur de protocoles

nouveau protocole a partir d’'un protocole personnalisé existant.
Pour ouvrir un exemple de fichier de protocole
1. Dans la fenétre d’accueil, sélectionner File (Fichier) > Open (Ouvrir) > Protocol (Protocole).

Par défaut, Windows Explorer s’ouvre a 'emplacement du dossier Sample Files (Fichiers
d’exemple) de CFX Manager Dx.

2. Ouvrir le dossier Sample Files (Fichiers d’exemple). Les dossiers suivants sont visibles :

B ConventionalProtocols (Protocoles classiques) — contient des exemples de fichiers de
protocoles pour I'analyse PCR classique.

B DataFiles (Fichiers de données) — contient des exemples de fichiers de données pouvant
servir a explorer les fonctions de CFX Manager Dx.

B MeltCalibration (Etalonnage fusion) — contient des exemples de fichiers de protocoles &
utiliser avec le logiciel d’analyse de la fusion de précision de Bio-Rad.

B Plates (Plaques) — contient des exemples de fichiers de plaques.

B RealTimeProtocols (Protocoles en temps réel) — contient des exemples de fichiers de
protocoles pour I'analyse PCR en temps réel.

3. Ouvrir le dossier de protocoles pour le type de série a réaliser, a savoir ConventionalProtocols ou
RealTimeProtocols.

4. Sélectionner le protocole choisi puis cliquer sur Open (Ouvrir).
L’exemple de protocole s’ouvre dans la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles).

5. Sélectionner File (Fichier) > Save As (Enregistrer sous) et enregistrer le protocole avec un
nouveau nom ou dans un nouveau dossier.

Pour ouvrir un protocole existant
1. Dans lafenétre d’accueil, effectuer 'une des opérations suivantes :

B Sélectionner File (Fichier) > Open (Ouvrir) > Protocol (Protocole), accéder au protocole cible
et le sélectionner, puis cliquer sur Open (Ouvrir).

B OQuvrir I'assistant Startup Wizard (Assistant de démarrage) et effectuer I'une des opérations
suivantes :

O Pour maodifier le protocole affiché, cliquer sur Edit Selected (Modifier la sélection).

[0 Pour modifier un autre protocole existant, cliquer sur Select Existing (Sélectionner un
fichier existant) et accéder au fichier cible.

Le protocole s’ouvre dans la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles).
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2. Sélectionner File (Fichier) > Save As (Enregistrer sous) et enregistrer le protocole avec un
nouveau nom ou dans un nouveau dossier.

Configuration d’un nouveau protocole

Conseil : Sile fichier de protocole comprend les parametres requis (par exemple, en cas de
modification d’un fichier de plaque existant), il est possible d’ignorer cette section. Passer a la
section Ajout d’étapes a un protocole a la page 100.

Les nouveaux fichiers de protocoles exigent les paramétres suivants :
B Typede bloc

B Mode de lecture pour le type de bloc choisi

B Température du couvercle

B Volume d’échantillon

Définition du type de bloc

CFX Manager Dx calcule automatiquement les incréments de température pour les étapes de
gradient en fonction du type de bloc.

Remarque : Le type de plaque défini dans I'éditeur de protocoles doit étre identique au type de
plaque dans le module réactionnel.

Pour définir le type de bloc

» Dans la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles), sélectionner Tools (Outils) > Gradient
Calculator (Calculateur de gradient) et choisir le type de plaque approprié dans la liste déroulante
qui apparait.

Sélection du mode de lecture pour le type de bloc choisi

Pour déterminer la durée d’exécution du protocole, sélectionner le type de bloc de la cible et le mode
de lecture.

Pour sélectionner le type de bloc et le mode de lecture

» Dans la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles), sélectionner Tools (Outils) > Run Time
Calculator (Calculateur de la durée d’exécution) et choisir le type de plaque ainsi que le mode de
lecture appropriés dans la liste déroulante qui apparait.

Réglage de la température du couvercle

CFX Manager Dx définit la température du couvercle par défaut sur 105,0 °C.
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Il est possible, le cas échéant, de changer les paramétres par défaut ou d’éteindre le chauffage du
couvercle pour le protocole.

Conseil : Il est possible de modifier la température du couvercle par défaut dans la boite de
dialogue User Preferences (Préférences utilisateur). Consulter la section Définition des
paramétres du protocole par défaut a la page 72.

Pour régler la température du couvercle

1. Dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques), sélectionner Settings (Paramétres) > Lid
Settings (Paramétres du couvercle).

La boite de dialogue Lid Settings (Parameétres du couvercle) apparait.
2. Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Sélectionner User Defined (Défini par I'utilisateur) et saisir une valeur de température dans la
zone de texte.

B Sélectionner Turn Off Lid Heater (Eteindre le chauffage du couvercle).

3. Cliquer sur OK pour accepter les modifications et fermer la boite de dialogue.

Définition du volume d’échantillon

Par défaut, CFX Manager Dx définit le volume d’échantillon pour chaque puits sur 25 pl. Toutefois, la
plage du systéme CFX Dx est comprise entre 0 et 125 pl.

L’appareil utilise I'un des deux modes de contrdle de la température pour déterminer a quel moment
I'échantillon atteint la température cible dans un protocole :

B Calculated mode (Mode calculé) — lorsque le volume d’échantillon est défini sur un volume
adéquat pour le bloc, I'appareil calcule la température de I'échantillon en fonction du volume
d’échantillon. Il s’agit du mode standard.

B Block mode (Mode bloc) — lorsque le volume d’échantillon est défini sur zéro (0) ul, I'appareil
enregistre la température de I'échantillon comme étant identique a la température du bloc
mesurée.

Pour définir le volume d’échantillon pour un bloc spécifique

» Dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques), saisir la valeur correcte dans la zone de texte
Sample Volume (Volume d’échantillon) de la barre d’outils.

Conseil : Il est possible de modifier le volume d’échantillon par défaut dans la boite de dialogue
User Preferences (Préférences utilisateur). Consulter la section Modification des paramétres par
défaut des fichiers a la page 70.
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Ajout d’étapes a un protocole
Pour ajouter une étape a un protocole

1. Ouvrir le protocole dans la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles).

2. Déterminer I'endroit ou insérer la nouvelle étape. Dans la barre d’outils, sélectionner Before
(Avant) ou After (Aprés) dans la liste déroulante Step (Etape).

3. Surle graphique, sélectionner I'étape avant ou aprés laquelle il est prévu d’'insérer la nouvelle
étape.

4. Dans le volet de gauche, cliquer sur Insert Step (Insérer une étape).

5. Pour changer la température ou la durée de maintien, cliquer sur la valeur par défaut sur le
graphique ou dans la vue d’ensemble du protocole et saisir une nouvelle valeur.

6. (Facultatif) Dans le volet de gauche, cliquer sur Step Options (Options de I'étape) pour faire
apparaitre la boite de dialogue Step Options (Options de I'étape) et modifier les options
disponibles pour I'étape sélectionnée.

Conseil : |l est possible d’accéder a la boite de dialogue Step Options (Options de I'étape)
dans le menu contextuel soit dans le volet du graphique soit dans le volet de la vue
d’ensemble du protocole.

7. Cliquer sur OK puis sur Yes (Oui) pour enregistrer les modifications apportées au protocole.
La boite de dialogue Save As (Enregistrer sous) apparait.

8. Dans laboite de dialogue Save As (Enregistrer sous), saisir un nom pour le nouveau fichier de
protocole puis cliquer sur Save (Enregistrer).

Insertion d’une étape de gradient
Pour insérer une étape de gradient

1. Vérifier que la taille de la plaque pour le gradient est la méme que celle du type de bloc de
I'appareil, 96 puits.

2. Sicen’estdéjafait, sélectionner la taille de la plaque pour le gradient :

Sélectionner Tools (Outils) > Gradient Calculator (Calculateur de gradient) et choisir le type de
puits approprié dans la liste déroulante.

3. Dans labarre d’outils, sélectionner Before (Avant) ou After (Aprés) dans la liste déroulante Insert
Step (Insérer une étape).
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Dans le graphique ou le volet de la vue d’ensembile, sélectionner I'étape avant ou apres laquelle il
est prévu d’insérer I'étape de gradient.

Dans le volet de gauche, cliquer sur Insert Gradient (Insérer un gradient). La nouvelle étape de
gradient est mise en surbrillance dans le graphique et le volet de la vue d’ensemble, par
exemple :

Protocol Editor - 2stepAmp.prcl

Eile Settings Tools 7

H &I‘ Insert Step ' After ~ | Sample Volume |25 pl  Est. Run Time 01:33:00

1 2 i 3 ; 4 5
%50 C 950 C i
300 10 I i 650 C
/ ! 550 C | 550 C s B
i i 0:30 i 030 i 0 Qi
[ | ] I
§35 x
‘o 1950 C for3:00 Gradient
£2) inset step 2 950 C for0:10 Step 4
3 550 C for0:30 a leso
EMW + Plate Read :
4 Gradient 53] /650 C for0:30 B 645
r 5 GOTO2 39 more times C |[63.3
[
_J END D (614
=N E [s9.0
F |57.0
fiesl Add Plate Read o Step G |55.7
H [s5.0
(2 step Options Range
= 10.0
el Delete Step ;
oK Cancel

La température de chaque ligne du gradient apparait dans le tableau intitulé Gradient (Gradient)
du volet de droite.

Pour modifier la plage de température du gradient, effectuer 'une des opérations suivantes :

B Cliquer sur la température par défaut dans le graphique ou le volet de la vue d’ensemble et
saisir une nouvelle température.

m  Cliquer sur Step Options (Options de I'étape) pour saisir la plage du gradient dans la fenétre
Step Options (Options de I'étape).

B Modifier la valeur correspondant a Range (Plage) dans le tableau Gradient (Gradient).

Pour modifier la durée de maintien, cliquer sur la durée par défaut dans le graphique ou
I'affichage texte et saisir une nouvelle heure.

Cliquer sur OK puis sur Yes (Oui) pour enregistrer les modifications.
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Insertion d’une étape de boucle GOTO

Remarque : Il n’est pas possible d’insérer une étape de boucle GOTO dans un ensemble GOTO
ni de créer des boucles GOTO imbriquées.

Pour insérer une étape de boucle GOTO

1. Dans la barre d’outils, sélectionner Before (Avant) ou After (Aprés) dans la liste déroulante Insert
Step (Insérer une étape).

2. Dans le graphique, sélectionner I'étape avant ou apres laquelle il est prévu d’insérer I'étape de
boucle GOTO.

3. Dans le volet de gauche, cliquer sur Insert GOTO (Insérer une boucle).

4. Pour modifier le numéro de I'étape de boucle GOTO ou le nombre de répétitions de boucles
GOTO, sélectionner le nombre par défaut dans le graphique ou le volet de la vue d’ensemble et
saisir une nouvelle valeur.

5. Cliquer sur OK puis sur Yes (Oui) pour enregistrer les modifications.

Insérer une étape de courbe de fusion
Conseil : ll estimpossible d’insérer une étape de courbe de fusion dans une boucle GOTO.

Remarque : L’étape de courbe de fusion inclut une durée de maintien de 30 secondes au début
de I'étape qui ne s’affiche pas dans le protocole.

Pour insérer une étape de courbe de fusion

1. Dans la barre d’outils, sélectionner Before (Avant) ou After (Aprés) dans la liste déroulante Insert
Step (Insérer une étape).

2. Dans le graphique, sélectionner I'étape avant ou aprés laquelle il est prévu d’insérer I'étape de
courbe de fusion.
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Dans le volet de gauche, cliquer sur Insert Melt Curve (Insérer une courbe de fusion). La nouvelle
étape de courbe de fusion est mise en surbrillance dans le graphique et le volet de la vue
d’ensemble, par exemple :

Eile Settings Tools
H E' Insert Step | After ~ | | Sample Volume ul Est. Run Time 01:33:00
2 G
10:00 | ol 0:30 0
i 0
i
i | 4
. I
e 1 500 C for10:00
£ insen 3 2 950 C for500
3 Melt Curve to 95.0 increment 0.5
E‘MW for 0:05 + Plate Read
~ 4 950 C for0:10
= (- | 5 600 C for0:30
B 6 GOTO4 .39 moretimes
END
E___hmuelmve
05 Delete Step
oK Cancel

Pour modifier la plage de température de fusion ou augmenter la durée, sélectionner le nombre
par défaut dans le graphique ou le volet de la vue d’ensemble et saisir une nouvelle valeur.

Cliquer sur OK puis sur Yes (Oui) pour enregistrer les modifications.
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Ajout ou suppression d’une étape de lecture de plaque

Conseil : Aprés avoir ajouté une commande de lecture de la plaque a une étape, le bouton
change et passe a Remove Plate Read (Supprimer la lecture de plaque) lorsque I'étape est
sélectionnée.

Pour ajouter une lecture de plaque a une étape

1. Dans la barre d’outils, sélectionner Before (Avant) ou After (Apres) dans la liste déroulante Insert
Step (Insérer une étape).

2. Surle graphique, sélectionner I'étape avant ou aprés laquelle il est prévu d’insérer I'étape de
lecture de plaque.

3. Dans le volet de gauche, cliquer sur Add Plate Read to Step (Ajouter la lecture de plaque a
I'étape) pour ajouter une lecture de plaque a I'étape sélectionnée.

4. Cliquer sur OK puis sur Yes (Oui) pour enregistrer les modifications.
Pour supprimer une lecture de plaque d’une étape

P Surle graphique, sélectionner I'étape qui contient la lecture de plaque puis cliquer sur Remove
Plate Read (Supprimer la lecture de plaque) dans le volet de gauche.

Modification des options de I'étape

Pour modifier les options de I’étape pour une étape sélectionnée
1. Sélectionner I'étape cible dans le graphique ou le volet de la vue d’ensemble.

2. Dans le volet de gauche, cliquer sur Step Options (Options de I'étape) pour ouvrir la boite de
dialogue Step Options (Options de I'étape).

Le cas échéant, faire un clic droit sur I'étape cible dans I'un des deux volets et sélectionner Step
Options (Options de I'étape) dans le menu qui apparait.

3. Pour ajouter, modifier ou supprimer des options :
B Saisir une valeur dans la zone de texte correspondante.
B Modifier une valeur dans la zone de texte spécifique.
B Cocher ou décocher une case.

4. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue Step Options
(Options de I'étape).

5. Cliquer sur OK puis sur Yes (Oui) pour enregistrer le protocole.
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Suppression d’une étape
Pour supprimer une étape dans le protocole

1. Sélectionner I'étape dans le graphique ou le volet de la vue d’ensemble.

2. Dans le volet de gauche, cliquer sur Delete Step (Supprimer I'étape) pour supprimer I'étape
sélectionnée.

3. Cliquer sur OK puis sur Yes (Oui) pour enregistrer le protocole.

Copie, exportation ou impression d’un protocole
Pour copier un protocole

» Faire un clic droit sur la vue d’ensemble du protocole et sélectionner Copy Protocol (Copier le
protocole).

Il est possible de copier la vue d’ensemble dans un fichier .txt, .xls, .doc ou .ppt.

Pour exporter un protocole

1. Faire un clic droit sur la vue d’ensemble et sélectionner Export Protocol (Exporter le protocole).
La boite de dialogue Save As (Enregistrer sous) apparait.

2. (Facultatif) Dans Windows Explorer, accéder a un dossier dans lequel enregistrer le fichier du
protocole.

3. Dans la zone de texte File Name (Nom de fichier), saisir un nom pour le fichier du protocole
exporté.

4. Cliquer sur Save (Enregistrer).
Pour imprimer un protocole
» Faire un clic droit sur la vue d’ensemble et sélectionner Print (Imprimer).

Il est possible d'imprimer la vue d’ensemble du protocole sur 'imprimante par défaut.
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Création d’un protocole a I’aide du rédacteur automatique
de protocoles

Important : Bio-Rad ne garantit pas que I'exécution d’un protocole créé avec le rédacteur
automatique de protocoles résultera systématiquement en un produit de PCR en temps réel.

Le rédacteur automatique de protocoles de CFX Manager Dx génere automatiquement des
protocoles en boucle reposant sur les parameétres d’entrée suivants :

Amplicon length (Longueur de I’'amplicon) — la longueur prévue du produit de PCR

Annealing temperature (Température d’hybridation) — T, réactionnelle pour les amorces
utilisées

Sila valeur T, estinconnue, il est possible d'utiliser le calculateur T, pour automatiquement la
calculer en fonction des séquences des amorces.

Remarque : La valeur T, est ajustée a partir des informations de température de fusion des
amorces (T,,) qui reposent sur 'enzyme sélectionnée et la vitesse du protocole.

Enzyme type (Type d’enzyme) — ’ADN polymérase (iTaq™, iProof ™ ou autre)

Si une enzyme autre que 'ADN polymérase iTaq ou iProof est utilisée, il est possible de saisir des
informations complémentaires, y compris la plage de gradient, le temps d’activation en
démarrage a chaud (en secondes) et la durée de I'élongation finale (en secondes).

Run speed (Vitesse de la série) — la vitesse de la réaction (Standard (Standard), Fast (Rapide)
ou Ultrafast (Ultrarapide))

Le rédacteur automatique de protocoles optimise le protocole en fonction du paramétre de
vitesse sélectionné. La durée d’exécution totale est déterminée par le nombre d’étapes et de
cycles, la durée d’incubation a chaque étape et le temps qu'’il faut pour atteindre une température
cible uniforme.

ATaide des paramétres saisis par I'utilisateur et des recommandations standard en matiére de PCR,
le rédacteur automatique de protocoles génére automatiquement un protocole de PCR personnalisé
avec des étapes de démarrage a chaud, de dénaturation initiale, d’hybridation et d’élongation. Il est
possible ensuite de visualiser une représentation graphique du protocole suggéré et de modifier,
d’exécuter ou d’enregistrer le protocole.
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Pour créer un nouveau protocole a I’'aide du rédacteur automatique de protocoles de
CFX Manager Dx

1. Dans la fenétre d’accueil, sélectionner Tools (Outils) > Protocol AutoWriter (Rédacteur

automatique de protocoles).

La boite de dialogue Protocol AutoWriter (Rédacteur automatique de protocoles) apparait.

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
A \ { N\ N Fay TaY (i ;
AV VAN AV AV A WA WA | @ Reakime PCR
A\ [~ { T / ’ \ ! \ ,f \/ vi AW O PCR
v un Tme
Standard Fast Ubrafast
01:01:00
Preview
) 1 2 3 4 5
%50 C %0 C
/ o b1 720 C
i/ 500 C 315
in 020 0
1
2
MU x
=

2. Dans la section Enter Target Values/Enzyme (Saisir valeurs de la cible/enzyme), procéder

comme suit :

B Saisir la température d’hybridation (T,) des amorces, si elle est connue.
Conseil : Pour plus d’informations, consulter la section Utilisation du calculateur Ta a la
page 108.
Remarque : Pour plus d’informations sur les calculs utilisés dans le calculateur T,
consulter Breslauer et al. 1986.

B Saisir lalongueur de I'amplicon en paires de bases (pb).

B Sélectionner un type d’enzyme dans la liste d’options (ADN polymérase iTag™, ADN
polymérase iProof™ ou autre).

Conseil : Sil'option Other (Autre) est sélectionnée comme type d’enzyme, les
paramétres de la section Additional Parameters (Optional) (Paramétres
supplémentaires (Facultatif)) deviennent actifs.
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3. Sil'option Other (Autre) est sélectionnée comme type d’enzyme, il est possible d’ajouter un
paramétre ou I'ensemble des parameétres suivants au protocole :

B Laplage de gradient dans Gradient Range (Plage de gradient)

B Latempérature d’activation du démarrage a chaud dans Hot Start Activation (Activation du
démarrage a chaud)

B Ladurée de I'élongation finale dans Final Extension (Elongation finale)

4. Danslasection Type (Type), déplacer le curseur pour sélectionner une vitesse de protocole
(Standard (Standard), Fast (Rapide) ou Ultrafast (Ultrarapide)). CFX Manager Dx ajuste la durée
d’exécution totale.

5. Sélectionner le type de PCR a effectuer (la PCR en temps réel est la valeur par défaut).

Avec la PCR en temps réel, CFX Manager Dx ajoute une étape de lecture de plaque pour
recueillir les données de la fluorescence.

6. Dans la section Preview (Apergu), passer le protocole en revue. Il est possible d’apporter
d’éventuelles modifications, le cas échéant.

7. Effectuer 'une des opérations suivantes :

®  Cliquer sur OK pour enregistrer le nouveau protocole. Une fois le protocole enregistré, il
s’ouvre dans I'assistant de démarrage. Cliquer sur Edit Selected (Modifier la sélection) pour
apporter d’éventuelles modifications au protocole. Par exemple, il peut étre nécessaire de
modifier la température du couvercle et le volume d’échantillon.

®  Cliquer sur Cancel (Annuler) pour fermer la fenétre sans enregistrer le protocole.

Utilisation du calculateur T,

Lorsque la température d’hybridation pour 'amorce est inconnue, il est possible d'utiliser le calculateur
T, pour calculer la valeur. Il est possible d’utiliser la valeur figurant dans les options Protocol
AutoWriter (Rédacteur automatique de protocoles) ou Protocol Editor (Editeur de protocoles) pour
créer son propre protocole.

A propos du calculateur T,

Le calculateur T, calcule la valeur T,,, pour chaque amorce ainsi que la valeur T, pour le protocole a la
vitesse standard.

La valeur T, pour le protocole repose sur les valeurs T, moyennes des amorces, auxquelles
s’appliquent les régles suivantes :
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B Siladifférence entre les valeurs T, des amorces est >4 °C, T, = (valeur la plus basse des deux
valeurs T, des amorces + 2) -4 °C

B Siladifférence entre les valeurs T, est< 4 °C, T, = (moyenne des valeurs T, des amorces) —
4°C
Méthode de comptage des paires de bases

Pour chaque amorce, le calculateur T, utilise la méthode de comptage des paires de bases pour les
séquences inférieures ou égales a 14 paires de bases (pb).

T = (WA+XT)*2) + ((y*G +z*C) * 4)
ouw, X,y etzsontles nombres de bases A, T, G et C de la séquence, respectivement.
Méthode des plus proches voisins

La méthode des plus proches voisins est utilisée pour les séquences supérieures a 14 pb. Dans la
méthode des plus proches voisins, les calculs de la température de fusion reposent sur la relation
thermodynamique entre I'entropie (ordre ou mesure du caractére aléatoire de I'oligonucléotide),
I'enthalpie (chaleur dégagée ou absorbée par I'oligonucléotide), I'énergie libre et la température.

AH=AG +T*AS
ou:
B AH =valeur de I'enthalpie, cal/mol*K
B T =température, Kelvin
B AS =valeur de I'entropie, cal/mol*K
B AG = énergie libre de Gibbs en cal/mol*K

Le changement d’entropie et d’enthalpie est directement calculé en additionnant les valeurs pour les
paires de nucléotides reproduites dans le Tableau 12 (Breslauer et al. 1986).

Larelation entre I'énergie libre et la concentration de réactifs et de produits a I'équilibre est donnée
par:

AG = R*T*In ((ADN * Amorce)/(ADN + Amorce))

ou R désigne la constante du gaz (1,986 cal/mol*K).

En remplagant G dans les deux équations et en résolvant T, on obtient :
T = AH/(AS + R*Ln((ADN * Amorce)/(ADN + Amorce)))

dans 'hypothése ou la concentration d’ADN et du complexe ADN-amorce sont égales.
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La survenue d’un changement d’énergie libre de 5 kcal (3,4 kcal) (Sugimoto et al. 1996) durant la
transition d’'un ADN monobrin & un ADN B a été déterminée empiriquement. Il s’agit probablement
d’une énergie liée a l'initiation de I'hélice. Pour finir, I'ajout d’un ajustement pour le sel produit
I'équation utilisée par le calculateur T :

T = (AH — 5(Kcal/K*mol))/(AS + (R * In(1/(amorce)))) + 16,6 log,, (molarité sel)

Aucune constante d’ajustement n’est requise pour la concentration en sel, dans la mesure ou les
différents parametres ont été déterminés a 1 M NaCl et que le log4o de 1 est égal a zéro.

Les calculs thermodynamiques partent du principe que I'’hybridation se produit a un pH de 7,0. Les
calculs de T,,, supposent que les séquences ne sont pas symétriques et qu’elles contiennent au moins
un GouunC.

La séquence des oligonucléotides doit avoir une longueur d’au moins 14 bases pour produire des
valeurs T, raisonnables. S’il y a moins de 14 bases, il faudra recourir a la méthode de comptage des
paires de bases (voir le Tableau 12 suivant).

Tableau 12. Constantes d’interaction de Breslauer

Interaction 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
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Tableau 12. Constantes d’interaction de Breslauer, suite

Utilisation du calculateur Ta

Interaction AH AS AG
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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Utilisation du calculateur T,

Pour utiliser le calculateur T,

1. Pourouvrir le calculateur T, effectuer 'une des opérations suivantes :

m  Sil'utilisateur se trouve actuellement dans Protocol AutoWriter (Rédacteur automatique de
protocoles), cliquer sur T, Calculator (Calculateur T).

B Dans la fenétre d’accueil, sélectionner Tools (Outils) > T, Calculator (Calculateur T).

La boite de dialogue T, Calculator (Calculateur T,) apparait.

Ta Calculator X

Forward Primer
1 @) 5 |
Reverse Primer
QD °
Forward Tm Average of primer Tm's

9 | <
9 | <

Reverse Tm Ta at Standard Speed (Taq)

Calculate oK

2. Dans la zone de texte Forward Primer (Amorce sens), saisir ou faire un copier-coller de la

séquence de 'amorce sens.

Conseil : Il est également possible d’utiliser les boutons A, T, G et C sur le c6té gauche de la
boite de dialogue pour saisir la séquence.

3. Saisir ou faire un copier-coller de la séquence de 'amorce antisens dans la zone de texte

Reverse Primer (Amorce antisens).
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Utilisation du calculateur Ta

4. Cliquer sur Calculate (Calculer).

Le calculateur T, calcule et affiche la valeur T,,, de chaque amorce ainsi que les valeurs
moyennes T, et T,, par exemple :

Ta Calculator X

Forward Primer
é) 5 _CTG GAGCCT TCAGTTGCAG |
Reverse Primer

A

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

oK Cancel

Siles valeurs T,,, des amorces ont un écart de plus de 4 °C entre elles, le rédacteur automatique
de protocoles utilise la valeur T, la plus petite de 'amorce + 2 °C comme base pour calculer la
valeur T, qui pourra étre modifiée ultérieurement en changeant I'enzyme et la vitesse de la
réaction.

Le calculateur T, génére une température d’hybridation pour la vitesse standard avec 'ADN
polymérase iTaq. En cas d’utilisation d’'une autre enzyme, les paramétres de vitesse ajustent
automatiquement la T.

5. Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Sile calculateur T, a été ouvert & partir de Protocol AutoWriter (Rédacteur automatique de
protocoles), cliquer sur OK pour revenir dans Protocol AutoWriter (Rédacteur automatique
de protocoles). La température d’hybridation est automatiquement modifiée.

B Sile calculateur T, a été ouvert & partir du menu Tools (Outils), enregistrer les calculs et
cliquer sur Cancel (Annuler) pour fermer le calculateur.
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Chapitre 7 Préparation des plaques

Un fichier de plaque contient des informations sur les paramétres de la série d’analyses, tels que le
mode de lecture, les fluorophores et le contenu des puits. Une fois la série terminée, le logiciel CFX
Manager™ Dx associe le contenu des puits aux données de fluorescence collectées pendant la série
et applique I'analyse appropriée dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Par exemple,
les puits chargés avec des échantillons de type Standard sont utilisés pour générer une courbe
d’étalonnage.

Le logiciel CFX Manager Dx fournit deux options pour la création de plaques : Plate Editor (Editeur de
plaques) pour les séries de PCR en temps réel et Setup Wizard (Assistant de configuration) pour
'analyse de I'expression des génes normalisée.

L’éditeur de plagues comporte les fonctionnalités suivantes :
B Fluorophores standard et types d’échantillons a attribuer aux plaques de puits

B Capacité a définir la cible de référence ainsi que I'échantillon de contréle en vue de I'analyse de
I'expression des génes

B Capacité a modifier la configuration de la plaque avant, pendant ou aprés une série
B Capacité a enregistrer les fichiers de plaques en vue de leur réutilisation ultérieure
B Capacité a imprimer le fichier de plaque sur une imprimante par défaut

L’assistant de configuration guide I'utilisateur tout au long de la création d’'une disposition de plaque
en vue de I'analyse de I'expression des génes normalisée. L’assistant de configuration peut étre utilisé
avant, pendant ou aprés une série.
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Fenétre Plate Editor (Editeur de plaques)

Il est possible d'utiliser la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) pour créer des plaques
personnalisées ou modifier des plaques existantes.

Plate Editor - New

File  Settings  Editing Tools 0 ?

& 18 Scan Mode | All Channels || (S Well Groups... | Trace Styles... | =3 Spreadsheet View/Importer  (E35] Plate Loading Guide

1 2 3 4 5 3 7 8 [] 10 1 2455  Select Fuorophores
1.O0E+06
A 1Hr
= Sample Type Standard b
Demo
Load Target Name
5 FAM Actin ~

1 sven

& ® Load Sample Name
@ 1Hr v

Load Biclogical Set Name:
Test ~

load  Replicate #

E 2 3
Replicate Series
F load  Concentration:
1.00E-06
<Al>
G Dilion Series
Wel Note

) Experiment Settings

@ Clear Repiicate #

@ Clear Wells

View View

Plate Type: BRCar () Target Name (@) Concentration [] Sample [7] Well Group ] Biological Set [7] Well Note @ oK Eance)

LEGENDE

1 La barre de menus permet un acces rapide aux commandes des menus File (Fichier) et
Settings (Paramétres) ainsi qu’aux options du menu Editing Tools (Outils de modification)
pour modifier une plaque.

2. La barre d’outils fournit un accés rapide a d'importantes fonctions de chargement des
plaques.

3. Le volet principal affiche une vue d’ensemble de la plaque ainsi que les options de la plaque
au fur et a mesure de leur application.

4. Le volet de droite affiche les options utilisées pour personnaliser la plaque.

5. Le volet du bas affiche le type de la plaque et fournit un accés rapide aux options

d’affichage.
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Fenétre Plate Editor (Editeur de plaques)

Commandes du menu File (Fichier)

Save (Enregistrer) — permet d’enregistrer le fichier de données de la plaque a 'emplacement spécifié
dans I'onglet File (Fichier) de la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur).
Consulter la section Modification des parameétres par défaut des fichiers a la page 70 pour de plus
amples informations. Cet élément du menu n’est disponible que lors de la création d’'un nouveau
fichier de plaque.

Save As (Enregistrer sous) — permet d’enregistrer le fichier de données de la plaque ouvert sous un
nouveau nom indiqué par l'utilisateur. Cet élément du menu n’est disponible que lors de la création
d’un nouveau fichier de plaque.

Extract Plate (Extraire la plaque) — permet d’ouvrir une boite de dialogue dans laquelle il est
possible d’extraire/d’enregistrer le fichier de plaque (.pltd). Cet élément du menu n’est disponible que
lors de la visualisation ou de la modification d’un fichier de plaque existant.

Print (Imprimer) — permet d’'imprimer le fichier de données de la plaque ouvert.

Close (Fermer) — permet de fermer I'éditeur de plaques.

Commandes du menu Settings (Parametres)

Plate Size (Taille de la plaque) —fournit des options permettant de sélectionner une taille de plaque
pour la série d’analyses.

Remarque : Le systéme CFX Dx peut uniquement utiliser une plaque de 96 puits.

Plate Type (Type de plaque) — permet de choisir le type de puits dans la plaque contenant les
échantillons, soit BR White ou BR Clear. Pour une analyse des données exacte, le type de plaque
sélectionné doit étre identique a celui utilisé dans la série d’analyses.

Number Convention (Convention numérique) — permet de cocher ou de décocher la case de
I'option d’affichage des unités en notation scientifique. Par défaut, les unités sont affichées en notation
scientifique.

Units (Unités) — permet de choisir les unités a afficher dans les feuilles de calcul lors de la réalisation
de la quantification d’échantillons de valeur inconnue par rapport a une courbe d’étalonnage.
Commandes du menu Editing Tools (Outils de modification)

Setup Wizard (Assistant de configuration) — permet d’ouvrir I'assistant de configuration dans
lequel il est possible de définir les parametres de disposition et d’analyse pour la plaque actuelle.
L’assistant de configuration peut étre utilisé avant, pendant ou aprés la fin d’'une série d’analyses.
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Spreadsheet View/Importer (Affichage/lmportation sous forme de feuille de calcul) — permet
d’ouvrir la boite de dialogue View (Afficher) qui affiche la disposition de la plaque sous forme de
modéle au format feuille de calcul. Cette boite de dialogue peut étre utilisée pour exporter ou importer
les données du modele de plaque au format .csv.

Flip Plate (Retourner la plaque) — permet de retourner le contenu de la plaque de 180°.

Commandes de la barre d’outils

Hl Permet d’enregistrer le fichier de plaque actuel.
Permet d’afficher une liste déroulante a partir de laquelle il est possible

d’augmenter ou de diminuer le grossissement de I'affichage de la plaque.

Permet d’afficher une liste déroulante a partir de laquelle il est possible de
@ Scan Mode |[ERET sélectionner un mode d’analyse, indiquant a I'appareil les canaux a partir
desquels les données de fluorescence doivent étre collectées pendant une
série.
P Permet d’ouvrir la fenétre Well Groups Manager (Gestionnaire des groupes
g Well Groups... de puits) qui peut &tre utilisée pour créer des groupes de puits pour la
plaque actuelle.

m Trace Styles Permet d’afficher une boite de dialogue dans laquelle il est possible de
choisir les couleurs et les symboles pour les courbes d’amplification.

Permet d’ouvrir la boite de dialogue View (Afficher) qui affiche la dis-

= Spreadsheet View/Importer position de la plaque sous forme de modele au format feuille de calcul.
Cette boite de dialogue peut étre utilisée pour exporter ou importer les
données du modele de plaque au format .csv.

[a_};] Plate Loading Guide Permet d’afficher les étapes nécessaires pour configurer une plaque et
charger les puits.

118 | Systémes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



Création d’'un fichier de plaque a I'aide de I'éditeur de plaques

Création d’un fichier de plaque a I’aide de I’éditeur de
plaques

L’utilisation de I'éditeur de plaques permet de créer des fichiers de plaques personnalisés. Il est
également possible de modifier et d’enregistrer des fichiers de plaques précédemment enregistrés ou
des exemples de fichiers de plaques livrés avec le logiciel CFX Manager Dx.

Pour créer un nouveau fichier de plaque, procéder comme suit :
B Ouvrir un fichier de plaque dans Plate Editor (Editeur de plaques).
B Sélectionner le type de plaque.

Remarque : Le type de plaque pour le fichier de plaque doit étre identique a la plaque dans
le module réactionnel.

B Sélectionner le mode de lecture a utiliser dans le protocole.

B Sélectionner les fluorophores a utiliser dans la plaque.

B Sélectionner le type d’échantillon, les cibles et les échantillons.
B Sélectionner les réplicats le cas échéant.

B Enregistrer la disposition de plaque.

Conseil : Pour créer une nouvelle plaque a partir de fichiers de plaques précédemment
enregistrés ou d’exemples de fichiers de plaques, consulter la section Ouverture d’un fichier de
plaque existant dans I'éditeur de plaques a la page 121.

Ouverture d’un nouveau fichier de plaque dans I’éditeur de
plaques

Le logiciel CFX Manager Dx propose plusieurs options pour ouvrir un nouveau fichier de plaque :
B Depuis la fenétre d’accueil

B Depuis la boite de dialogue Startup Wizard (Assistant de démarrage)

B Depuis la boite de dialogue Run Setup (Configuration de la série)

Pour ouvrir un nouveau fichier de plaque depuis la fenétre d’accueil

» Sélectionner File (Fichier) > New (Nouveau) > Plate (Plaque).

La fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) s’ouvre, affichant le fichier de plaque par défaut pour
I'appareil sélectionné.
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Conseil : Pour obtenir des informations sur la configuration du fichier de plaque par défaut,
consulter la section Modification des paramétres par défaut des fichiers a la page 70.

Pour ouvrir un nouveau fichier de plaque depuis I’'assistant Startup Wizard (Assistant de

démarrage)

1.

Dans la fenétre d’accueil, effectuer 'une des opérations suivantes pour ouvrir I'assistant de
démarrage s'il n’apparait pas dans I'affichage :

B Sélectionner View (Afficher) > Startup Wizard (Assistant de démarrage).
®  Cliquer sur Startup Wizard (Assistant de démarrage) dans la barre d’outils.

Par défaut, I'assistant de démarrage affiche 'onglet Run Setup (Configuration de la série) avec
I'appareil CFX96™ sélectionné.

Le cas échéant, sélectionner le type d’appareil dans la liste déroulante.

Pour créer une nouvelle plaque, cliquer sur User-defined (Défini par I'utilisateur) pour le type de
série.

La boite de dialogue Run Setup (Configuration de la série) s’ouvre, affichant 'onglet Protocol
(Protocole).

Cliquer sur I'onglet Plate (Plaque) et cliquer sur Create New (Créer nouvelle).

La fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) s’ouvre, affichant la disposition de plaque par défaut
pour I'appareil sélectionné.

Pour ouvrir un nouveau fichier de plaque depuis la boite de dialogue Run Setup

(Configuration de la série)

1.

Dans la fenétre d’accueil, effectuer 'une des opérations suivantes pour ouvrir la boite de dialogue
Run Setup (Configuration de la série) :

B Sélectionner Run (Série) > User-defined Run (Série définie par I'utilisateur).

B Cliquer sur User-defined Run Setup (Configuration de la série définie par I'utilisateur) dans la
barre d’outils.

La boite de dialogue Run Setup (Configuration de la série) s’ouvre dans I'onglet Protocol
(Protocole).

Pour créer une nouvelle plaque, cliquer sur I'onglet Plate (Plaque) puis cliquer sur Create New
(Créer nouvelle).

La fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) s’ouvre, affichant la disposition de plaque par défaut
pour I'appareil sélectionné.
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Ouverture d’un fichier de plaque existant dans I’éditeur de
plaques

Le logiciel CFX Manager Dx fournit des exemples de fichiers de plaques qu'il est possible de modifier
et d’enregistrer comme une nouvelle plaque. Il est également possible de créer un nouveau fichier de
plaque a partir d’un fichier de plaque précédemment enregistré.

Pour ouvrir un exemple de fichier de plaque
1. Dans lafenétre d’accueil, sélectionner File (Fichier) > Open (Ouvrir) > Plate (Plaque).

Windows Explorer s’ouvre a 'emplacement du dossier Sample Files (Fichiers d’exemple) de
CFX Manager Dx.

2. Ouvrir le dossier Sample Files (Fichiers d’exemple) puis le dossier Plates (Plaques).
3. Sélectionner la plaque choisie puis cliquer sur Open (Ouvrir).
L’exemple de fichier de plaque s’ouvre dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques).

4. Sélectionner File (Fichier) > Save As (Enregistrer sous) et enregistrer le fichier de plaque avec un
nouveau nom ou dans un nouveau dossier.

Pour ouvrir un fichier de plaque précédemment enregistré

1. Dans la fenétre d’accueil, sélectionner File (Fichier) > Open (Ouvrir) > Plate (Plaque), accéder a
la plaque cible et la sélectionner, puis cliquer sur Open (Ouvrir).

La plaque cible s’ouvre dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques).

2. Sélectionner File (Fichier) > Save As (Enregistrer sous) et enregistrer le fichier de plaque avec un
nouveau nom ou dans un nouveau dossier.
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Configuration d’un nouveau fichier de plaque

Conseil : Sile fichier de plaque comprend les paramétres requis (par exemple, en cas de
modification d’'un exemple de fichier de plaque ou d’un fichier de plaque existant), il est possible
d’ignorer cette section. Passer a la section Attribution de parameétres optionnels au fichier de
plaque a la page 128.

Les nouveaux fichiers de plaques exigent les paramétres suivants :
B Taille de la plaque

B Type de plaque

B Mode de lecture

B Un fluorophore (colorant)

B Untype d’échantillon

Sélection de la taille et du type de plaque

Important : Il estimpératif de sélectionner la taille de la plaque pendant la configuration de la
plaque. La taille de la plaque ne pourra pas étre modifiée pendant ou aprés une série.

Le logiciel applique la taille et le type de plaque a tous les puits pendant la série. Veiller a ce que la
taille de la plaque sélectionnée soit identique a celle de la plaque qui sera utilisée dans la série.

Les appareils CFX96 et CFX96 Deep Well de Bio-Rad sont étalonnés en usine pour de nombreuses
combinaisons de plagues et de colorants fluorescents. L'étalonnage est spécifique a I'appareil, au
colorant et au type de plaque. Vérifier que le fluorophore qu'il est prévu d’utiliser est étalonné pour le
type de plaque sélectionné.

Sélection du mode de lecture

Les systemes CFX96 et CFX96 Deep Well excitent et détectent les fluorophores dans cing canaux.
Tous les systémes utilisent de multiples modes de lecture pour I'acquisition des données afin de
recueillir les données de fluorescence pendant une série.

Le logiciel CFX Manager Dx comporte trois modes de lecture :
B All Channels (Tous les canaux)

O Litles canaux 1 a5 surles systéemes CFX96 et CFX96 Deep Well
= SYBR®FAM

[0 Lituniquementle canal 1

[0 Fournit une lecture rapide
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® FRET
[0 Lituniquementle canal FRET

[0 Fournit une lecture rapide

Sélection des fluorophores

Important : Avant de commencer la série, le logiciel CFX Manager Dx vérifie que les
fluorophores spécifiés dans la plaque sont étalonnés sur cet appareil. Il estimpossible d’exécuter
des analyses sur une plaque si elle comporte des fluorophores qui n’ont pas été étalonnés sur cet
appareil.

L’utilisateur doit charger au moins un fluorophore sur la disposition de plaque avant d’exécuter la série
d’analyses. A ce stade, il est possible d’ajouter autant de fluorophores que nécessaire mais la plaque
doit contenir au moins un fluorophore. Les fluorophores sélectionnés apparaissent sous forme
d'options pour les cibles sous Target Names (Noms des cibles).

La boite de dialogue Select Fluorophores (Sélectionner des fluorophores) est utilisée pour charger les
fluorophores (ou colorants de la plaque) dans les contréles de chargement des puits de I'éditeur de
plaques. Les fluorophores qui apparaissent dans la boite de dialogue Select Fluorophores
(Sélectionner des fluorophores) dépendent du mode de lecture sélectionné :

®  All Channels (Tous les canaux)
Tous les fluorophores disponibles apparaissent.

Conseil : Il est possible d’ajouter autant de fluorophores que nécessaire, mais seul un
fluorophore par canal peut étre chargé dans chaque puits.

= SYBR®FAM

Seuls les fluorophores du canal 1 apparaissent.
® FRET

Seuls le fluorophore du canal 6 apparait.

Conseil : Le fluorophore FRET du canal 6 n’apparait que lorsque le mode de lecture
sélectionné est FRET. Il n’est pas disponible pour le mode de lecture All Channels (Tous les
canaux).

Remarque : L'utilisateur ne peut pas ajouter directement de fluorophores dans la boite de
dialogue Select Fluorophores (Sélectionner des fluorophores) ni les supprimer de cette derniere.
Pour étalonner de nouveaux fluorophores sur un appareil, il est impératif d’utiliser I'assistant
Calibration Wizard (Assistant d’étalonnage). Une fois I'étalonnage terminé, le nouveau
fluorophore est automatiquement ajouté a cette liste.
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Sélection des types d’échantillons

Important : L'utilisateur doit sélectionner au moins un type d’échantillon a attribuer aux puits de
la plaque avant d’exécuter la série d’analyses.

Le logiciel CFX Manager Dx propose cing types d’échantillons :

Unknown (Inconnu)

Standard (Standard)

NTC (contrdle sans matrice)
Positive Control (Contrdle positif)
Negative Control (Contréle négatif)

NRT (sans transcriptase inverse)

L'utilisateur attribue les types d’échantillons aux puits de la plaque.

Configuration d’une nouvelle plaque

Pour configurer une nouvelle plaque

1.
2.

Ouvrir une nouvelle plaque dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques).

Pour définir la taille de la plaque, sélectionner Settings (Paramétres) > Plate Size (Taille de la
plaque) et sélectionner la taille de plaque appropriée dans le menu déroulant.

Pour définir le type de plaque, sélectionner Settings (Parameétres) > Plate Type (Type de plaque)
et sélectionner soit BR White soit BR Clear dans le menu déroulant.

Le cas échéant, a partir du menu Settings (Paramétres), il est possible de changer la convention
numérique ainsi que les unités d’affichage :

B Pour changer la convention numérique, sélectionner Settings (Paramétres) > Number
Convention (Convention numérique) et sélectionner Scientific Notation (Notation
scientifique).

Conseil : La sélection par défaut est Scientific Notation (Notation scientifique). Dans ce
cas, la sélection de Scientific Notation (Notation scientifique) efface la valeur par défaut
et définit la convention numérique sur la forme standard.

B Pourchanger les unités d’affichage, sélectionner Settings (Parametres) > Units (Unités) et
sélectionner une nouvelle valeur pour l'unité.

Pour définir le mode de lecture, sélectionner le mode de lecture approprié dans la liste déroulante
Scan Mode (Mode de lecture) de la barre d’outils de la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques).

124 | Systémes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



Création d’'un fichier de plaque a I'aide de I'éditeur de plaques

6. Sélectionner les fluorophores requis pour la plaque :

a. Dans le volet de droite, cliquer sur Select Fluorophores (Sélectionner des fluorophores).

La boite de dialogue Select Fluorophores (Sélectionner des fluorophores) apparait. Sont
visibles les fluorophores disponibles pour le type de mode de lecture sélectionné & I'Etape 5,
parexemple :

Select Fluorophores

|
§
!

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

A0 ann= o

i

b. Pour sélectionner un fluorophore, cocher la case lui correspondant dans la colonne Selected
(Sélectionné).

Conseil : Pour supprimer un fluorophore de la liste, décocher la case lui correspondant
dans la colonne Selected (Sélectionné).

c. Pour modifier la couleur d’affichage du fluorophore, cliquer sur la zone lui correspondant
dans la colonne Color (Couleur).

Remarque : La couleur sélectionnée représente le fluorophore a la fois dans la fenétre
Plate Editor (Editeur de plaques) et dans les graphiques de la fenétre Data Analysis
(Analyse des données).

d. Dans la boite de dialogue Color (Couleur), sélectionner la couleur souhaitée ou cliquer sur
Define Custom Colors (Définir des couleurs personnalisées) et créer une nouvelle couleur
pour représenter le fluorophore.

e. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et quitter la boite de dialogue Select
Fluorophores (Sélectionner des fluorophores).
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7. Il faut sélectionner au moins un puits dans lequel charger un type d’échantillon. Par défaut, le
puits A1 est sélectionné.

Dans le volet de la plaque, effectuer 'une des opérations suivantes :

B Pour charger plusieurs puits adjacents, cliquer sur un puits et faire glisser le curseur jusqu’au
puits cible.
B Pour charger plusieurs puits non adjacents, maintenir la touche Ctrl enfoncée et cliquer sur
chaque puits.
B Pour charger une colonne entiere avec le méme type d’échantillon, cliquer sur le numéro de
la colonne.
B Pourcharger une ligne entiére, cliquer sur le numéro de la ligne correspondant.
B Pourcharger la plaque toute entiére, cliquer dans le coin supérieur gauche de la plaque.
Par exemple :
File Settings Editing Tools ?
[=] [0 Scan Mode |All Channels || (4% Well Groups... |I] Trace Styles... =21 Spreadsheet View/Importer | ({J5) Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 6 7 8 k] 10 1 12 @ e Bt A
A
Sample Type v
B
.
D none
E
F
1 z
G
H ) Eperment Settings.
@ Clear Replicate #
¥ Cearwels .
View
Plate Type: BRClear 7 gample [ Well Group ] Biological Set  [] Well Note OK Canesl

8. Attribuer un type d’échantillon au puits ou aux puits sélectionnés a partir du menu déroulant
Sample Type (Type d’échantillon).

Sample Type w

Lnknown
NTC
Positive Control

MNegative Control
NRT

126 | Systémes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx
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9. Attribuer au moins un fluorophore a tous les puits qui contiennent un type d’échantillon. Il est
possible d’attribuer plusieurs fluorophores a un puits ou un groupe de puits.

Remarque : Un seul fluorophore peut étre attribué par canal. Il estimpossible d’attribuer
plusieurs fluorophores du méme canal au méme puits.

Conseil : |l est possible d’associer une cible au fluorophore ou uniquement le fluorophore au
puits a ce stade et d’associer une cible au fluorophore une fois I'expérience réalisée.

B Pour attribuer uniquement un fluorophore aux puits sélectionnés, dans la section Target
Names (Noms des cibles) du volet de droite, cocher la case Load (Charger) pour le
fluorophore en question.

B Pour associer une cible a un fluorophore, dans la section Target Names (Noms des cibles),
sélectionner le nom d’une cible dans la liste déroulante pour le fluorophore en question. Le
logiciel coche automatiquement la case Load (Charger) correspondante.

Load Target Mame
] FAM

] SYBR

10. Pour les puits contenant un échantillon de type Standard (Standard), une concentration doit étre
chargée. Chaque puits peut avoir une valeur de concentration différente. Par défaut, le logiciel
CFX Manager Dx charge une concentration de 1,00E+06 dans tous les puits avec un échantillon
de type Standard (Standard). Il est possible de modifier la valeur si nécessaire.

a. Dansle voletde la plaque, sélectionner un puits ou un groupe de puits Standard (Standard).

b. Dans la section Concentration (Concentration), cliquer sur Load (Charger) pour charger la
valeur sur le ou les puits sélectionnés.

c. (Facultatif) Pour charger une autre concentration, saisir la nouvelle valeur dans la zone de
texte Concentration (Concentration) puis appuyer sur Entrée.

d. Exécuter cette étape pour tous les puits avec un échantillon de type Standard (Standard).

Conseil : Pour charger la méme concentration dans tous les puits Standard (Standard),
veiller a ce que <All> (Tous) apparaisse dans la liste déroulante sous la valeur
Concentration (Concentration). Pour charger la méme valeur de concentration dans
tous les puits ayant un fluorophore spécifique, cliquer sur la liste déroulante et
sélectionner le fluorophore.

11. Cliquer sur OK pour enregistrer la nouvelle plaque.
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Attribution de paramétres optionnels au fichier de plaque

Un fichier de plaque comporte des informations sur le contenu de chaque puits dans lequel un

échantillon est chargé pour une série. Une fois la série terminée, le logiciel CFX Manager Dx associe
le contenu des puits aux données de fluorescence collectées au cours du protocole et applique
I'analyse appropriée dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données).

CFX Manager Dx permet d’attribuer des paramétres a chaque puits de la plaque avant, pendant ou

méme apres la réalisation d’expériences. |l est possible d’attribuer les parameétres a un fichier de
plaque existant ou a un nouveau fichier de plaque. Ces paramétres comprennent :

Target names (Noms des cibles) —la ou les cibles d’intérét (génes ou séquences) dans chaque
puits chargé.

Sample names (Noms des échantillons) — 'identifiant ou la condition qui correspond a
I’échantillon dans chaque puits chargé, comme par exemple OHr (Oh), 1Hr (1h) ou 2Hr (2h).

Conseil : Les cibles et les noms des échantillons doivent étre identiques d’un puits a I'autre
pour pouvoir comparer les données dans l'onglet Gene Expression (Expression des génes)
de la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Chaque nom doit contenir les mémes
lettres majuscules et minuscules, la méme ponctuation et le méme espacement. Par
exemple, « Actine » n’est pas pareil que « actine, » « 2H » n’est pas pareil que « 2 h., » et

« Souris 1 » n'est pas pareil que « souris1. ». Pour garantir une cohérence dans I'attribution
des noms, saisir les noms dans la section Libraries (Bibliothéques) dans User (Utilisateur) >
User Preferences (Préférences utilisateur) > Plate (Plaque), disponible dans la fenétre
d’accueil.

Biological sets (Ensembles biologiques) — I'identifiant ou la condition qui correspond a un
ensemble de puits.

Replicates (Réplicats) — chaque puits utilisé pour analyser la méme combinaison d’échantillon
(s) et de cible(s) ; a savoir, les réactions de qPCR répétées.

Dilution series (Série de dilutions) — la quantité permettant de modifier la concentration des
échantillons de type Standard (Standard) a I'intérieur d’un groupe de réplicats afin de générer les
données de la courbe d’étalonnage a analyser.

Attribution d’une cible aux puits

Conseil : Il est possible d’attribuer le méme nom de cible a un seul puits ou a plusieurs puits. Il

est également possible d’attribuer plusieurs cibles au méme puits.

128 | Systémes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



Attribution de paramétres optionnels au fichier de plaque

Pour attribuer une cible a un puits ou a un groupe de puits

1. Dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques), vérifier qu’un type d’échantillon a bien été
attribué au puits ou au groupe de puits.

Consulter la section Sélection des types d’échantillons a la page 124 pour obtenir des
informations sur I'attribution des types d’échantillons aux puits.

2. Dansle volet de la plaque, sélectionner le puits ou le groupe de puits.
B Pour sélectionner un seul puits, cliquer sur le puits en question.

B Pour sélectionner plusieurs puits adjacents, cliquer sur un puits et faire glisser le curseur
jusqu’au puits cible.

B Pour sélectionner plusieurs puits non adjacents, maintenir la touche Ctrl enfoncée et cliquer
sur chaque puits.

B Pour sélectionner une colonne entiére avec le méme type d’échantillon, cliquer sur le numéro
de la colonne.

B Pour sélectionner une ligne entiére, cliquer sur le numéro de la ligne correspondant.
3. Dans le volet de droite, sélectionner un nom dans la liste déroulante Target Name (Nom de la

cible) pour chaque fluorophore sélectionné.

Load Target Mame
L] FAM

[] SYER

4. Répéter 'Etape 3 pour chaque puits ou groupe de puits auquel une cible doit étre attribuée.

Conseil : Il est possible d’attribuer le méme nom de cible ou un nom de cible différent pour
chaque fluorophore sélectionné.

5. Cliquer sur OK pour accepter les modifications et enregistrer la plaque.
Pour supprimer un nom de cible

» Pour supprimer un nom de cible du puits ou du groupe de puits sélectionné, décocher la case
Load (Charger) correspondante.

Important : La suppression d’'un nom de cible d’un puits supprime également le fluorophore qui
lui est associé. Faire preuve de prudence lors de la suppression d’'un nom de cible d’un puits.

Pour ajouter un nom de cible a la liste

» Pour ajouter un nom de cible a la liste déroulante, effectuer I'une des opérations suivantes :
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B Saisir un nom dans la liste déroulante Target Name (Nom de la cible) et appuyer sur Entrée.

Conseil : Les noms de cibles ajoutés a une liste apparaissent dans toutes les autres
listes de cibles.

m  Cliquer sur le symbole + vert a droite de la liste déroulante, saisir un nom pour la cible et
appuyer sur Entrée.

m  Cliquer sur User Preferences (Préférences utilisateur) dans la barre d’outils et ajouter le nom
a la bibliothéque intitulée Target Names (Noms des cibles) de I'onglet Plate (Plaque).

Important : Les noms de cibles ajoutés dans la liste déroulante ne sont disponibles que pour
la plaque actuelle et uniqguement si 'utilisateur attribue le nom a un puits et qu’il enregistre la
disposition de la plaque. SiI'utilisateur n’attribue pas de nom a un puits et qu’il n"’enregistre
pas la disposition de la plaque, le nom n’est pas enregistré et ne sera pas disponible en vue
d’une utilisation ultérieure. Pour ajouter un nom de cible de maniére permanente, il faut
I'ajouter également a la bibliothéque intitulée Target Names (Noms des cibles) a I'aide de la
boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur). Les noms ajoutés a la
bibliothéque sont disponibles lorsque I'utilisateur ouvre a nouveau I'éditeur de plaques.
Consulter la section Définition des parameétres de la plaque par défaut a la page 73 pour de
plus amples informations.

Pour supprimer un nom de cible de la liste

1.

Cliquer sur User Preferences (Préférences utilisateur) dans la barre d’outils.

La boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) apparait, affichant 'onglet Plate
(Plaque).

Dans la bibliothéque Target Names (Noms des cibles) de I'onglet Plate (Plaque), sélectionner le
nom a supprimer et appuyer sur la touche Suppr.

Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et quitter la boite de dialogue User Preferences
(Préférences utilisateur).

Important : Les noms de cibles enregistrés avec un fichier de plaque ne peuvent pas étre
supprimés. Les noms personnalisés ajoutés a la liste déroulante Target Names (Noms des
cibles) qui ne sont pas utilisés et enregistrés avec la plaque sont automatiquement
supprimés de la liste. Les noms supprimés de la bibliotheéque Target Names (Noms des
cibles) sont définitivement supprimés du logiciel et ne sont plus disponibles pour les
utilisateurs. L'utilisateur doit supprimer les noms de cibles avec prudence.

Attribution d’un nom d’échantillon aux puits

Remarque : Pour attribuer un nom d’échantillon, au moins un fluorophore doit étre attribué aux
puits sélectionnés. Si aucun fluorophore n’est attribué aux puits sélectionnés, la liste déroulante
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Sample Names (Noms des échantillons) est désactivée. Consulter la section Attribution d’'une
cible aux puits a la page 128 pour obtenir des informations sur I'attribution des fluorophores.

Conseil : Il n’est possible d’attribuer qu’un seul nom d’échantillon a chaque puits ou groupe de
puits.

Pour attribuer un nom d’échantillon a un puits ou un groupe de puits

1. Dans I'éditeur de plaques, vérifier qu’un fluorophore a bien été attribué au puits ou au groupe de
puits.

2. Dansle volet de la plaque, sélectionner le puits ou le groupe de puits.

3. Dans le volet de droite, sélectionner un nom dans la liste déroulante Sample Names (Noms des
échantillons).

Sample Type e

Unknown
NTC
Positive Control
MNegative Contral

NRT

4. Répéter 'Etape 3 pour chaque puits ou groupe de puits auquel un nom d’échantillon doit &tre
attribué.

5. Cliquer sur OK pour accepter les modifications et enregistrer la plaque.
Pour supprimer un nom d’échantillon

»  Pour supprimer un nom d’échantillon d’'un puits ou d’'un groupe de puits sélectionné, décocher la
case Load (Charger) correspondante.

Pour ajouter un nom d’échantillon a la liste
» Pour ajouter un nom d’échantillon a la liste déroulante, effectuer 'une des opérations suivantes :

B Saisir un nom dans la liste déroulante Sample Names (Noms des échantillons) et appuyer
sur Entrée.

m  Cliquer sur le symbole + vert a droite de la liste déroulante et saisir un nom pour I'échantillon.

B Cliquer sur User Preferences (Préférences utilisateur) dans la barre d’outils et ajouter le nom
a la bibliothéque intitulée Sample Names (Noms des échantillons) de I'onglet Plate (Plaque).

Important : Les noms d’échantillons ajoutés dans la liste déroulante ne sont disponibles que
pour la plaque actuelle et uniquement si I'utilisateur attribue le nom a un puits et qu'il
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enregistre la disposition de la plaque. Sil'utilisateur n’attribue pas de nom a un puits et qu’il
n’enregistre pas la disposition de la plaque, le nom n’est pas enregistré et ne sera pas
disponible en vue d’une utilisation ultérieure. Pour ajouter un nom d’échantillon de maniére
permanente, il faut I'ajouter également a la bibliotheque intitulée Sample Names (Noms des
échantillons) a l'aide de la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur). Les
noms ajoutés a la bibliothéque sont disponibles lorsque I'utilisateur ouvre a nouveau I'éditeur
de plaques. Consulter la section Définition des parameétres de la plaque par défaut a la page
73 pour de plus amples informations.

Pour supprimer un nom d’échantillon de la liste
1. Cliquer sur User Preferences (Préférences utilisateur) dans la barre d’outils.

La boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) apparait, affichant 'onglet Plate
(Plaque).

2. Dans labibliotheque Sample Names (Noms des échantillons) de I'onglet Plate (Plaque),
sélectionner le nom a supprimer et appuyer sur la touche Suppr.

3. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et quitter la boite de dialogue User Preferences
(Préférences utilisateur).

Important : Les noms d’échantillons enregistrés avec un fichier de plaque ne peuvent pas
étre supprimés. Les noms personnalisés ajoutés a la liste Sample Names (Noms des
échantillons) qui ne sont pas utilisés et enregistrés avec la plaque sont automatiquement
supprimés de la liste déroulante. Les noms supprimés de la bibliotheque Sample Names
(Noms des échantillons) sont supprimés du logiciel et ne sont plus disponibles pour les
utilisateurs. L’utilisateur doit supprimer les noms d’échantillons avec prudence.

Attribution d’ensembles biologiques aux puits

Remarque : Pour attribuer un ensemble biologique, au moins un fluorophore doit étre attribué
aux puits sélectionnés. L’attribution d’un fluorophore active la liste déroulante Biological Set
Name (Nom de I'ensemble biologique). Consulter la section Attribution d’une cible aux puits a la
page 128 pour obtenir des informations sur I'attribution des fluorophores.

Conseil : Il est possible d’attribuer un ensemble biologique a chaque puits ou groupe de puits.
Pour attribuer un ensemble biologique a un puits ou groupe de puits

1. Dans les options View (Afficher) au bas de la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques), cocher la case
Biological Set (Ensemble biologique).

2. Dans I'éditeur de plaques, vérifier qu’un fluorophore a bien été attribué au puits ou au groupe de
puits.

3. Dansle volet de la plaque, sélectionner le puits ou le groupe de puits.
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4. Dans le volet de droite, sélectionner un nom dans la liste déroulante Biological Set Name (Nom
de I'ensemble biologique).

Le logiciel CFX Manager Dx coche automatiquement la case Load (Charger) correspondante.

Load Biclogical Set Mame

O
1Hr

lmad

5. Répéter I'Etape 4 pour chaque puits ou groupe de puits auquel un ensemble biologique doit étre
attribué.

6. Cliquer sur OK pour accepter les modifications et enregistrer la plaque.

Conseil : L'attribution de noms d’ensembles biologiques aux puits active le parameétre
Biological Set Analysis Options (Options d’analyse pour I'ensemble biologique) dans la boite
de dialogue Experiment Settings (Paramétres de I'expérience) dans laquelle il est possible
de réaliser I'analyse des échantillons dans I'une des quatre configurations proposées.
Consulter la section Modification des paramétres de I'expérience a la page 139 pour de plus
amples informations.

Pour supprimer un ensemble biologique

» Pour supprimer un ensemble biologique du puits ou du groupe de puits sélectionné, décocher la
case Load (Charger) correspondante.

Pour ajouter un nom d’ensemble biologique a la liste

» Pour ajouter un nom d’ensemble biologique a la liste déroulante, saisir un nom dans la liste
déroulante Biological Set Name (Nom de I'ensemble biologique) et appuyer sur Entrée.

Important : Les noms d’ensembles biologiques ajoutés dans la liste déroulante ne sont
disponibles que pour la plaque actuelle et uniquement si l'utilisateur attribue le nom a un
puits et qu'il enregistre la disposition de la plaque. Si 'utilisateur n’attribue pas de nom a un
puits et qu'’il n’enregistre pas la disposition de la plaque, le nom n’est pas enregistré et ne
sera pas disponible en vue d’une utilisation ultérieure.

Pour afficher tous les ensembles biologiques sur la plaque

» Cocher la case Biological Set (Ensemble biologique) dans les options View (Afficher) au bas de la
fenétre de I'éditeur.

View
Sample ] Well Group Biological Set [ Wel Note

Tous les puits affichent leur nom d’ensemble biologique respectif, si un nom a été attribué. La
commande Biological Set Name (Nom de I'ensemble biologique) s’affiche dans le volet de droite.
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Pour masquer les ensembles biologiques, décocher la case Biological Set (Ensemble biologique)
dans les options View (Afficher).

Attribution de nombres de réplicats aux puits

Important : Pour attribuer des nombres de réplicats, les puits sélectionnés doivent avoir des
contenus identiques. C’est-a-dire que les puits sélectionnés doivent avoir le méme type
d’échantillon et le méme fluorophore. Le cas échéant, les mémes noms de cibles et d’échantillons
ainsi que le méme ensemble biologique doivent également leur avoir été attribués. S’ils ne sont
pas identiques, le logiciel CFX Manager Dx n’active pas cette option.

Pour attribuer des nombres de réplicats a un groupe de puits
1. Dans I'éditeur de plaques, veiller a ce que le contenu du groupe de puits soit identique.
2. Dansle voletde la plaque, sélectionner le groupe de puits cible.

3. Pour attribuer le méme nombre de réplicats a tous les puits sélectionnés, dans la section
Replicate # (Nb de réplicats) du volet de droite, saisir le nombre de réplicats puis cocher la case
Load (Charger).

Load Replicate #
3

Replicate Seres

A

4. (Facultatif) Pour appliquer une série de réplicats a un ensemble de puits sélectionnés :

a. Cliquer sur Replicate Series (Série de réplicats). La zone Replicate # (Nb de réplicats)
change pour afficher les options suivantes :

Replicate Size: |1

Starting Replicate #: |1

(® Horizortal (=

(O Vertical %

Cancel Apply
B Replicate Size (Taille des réplicats) — le nombre représentant le nombre de puits dans
chaque groupe de réplicats

B Starting Replicate # (Nb de départ des réplicats) — le premier nombre dans la série
de réplicats pour le groupe de réplicats sélectionné

Remarque : Par défaut, le nombre de départ des réplicats affiché par le logiciel CFX
Manager Dx correspond au dernier nombre de réplicats attribués dans la plaque plus un.
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Par exemple, si le dernier nombre de réplicats dans la plaque est cing, le nombre de
départ suivant sera six. Il est possible de remplacer le nombre de départ par n’importe
quel nombre qui ne soit pas déja attribué.

B Sens de chargement (Horizontal ou Vertical)

b. Cliquer sur Apply (Appliquer) pour appliquer les paramétres a la série et revenir a I'affichage
Replicate # (Nb de réplicats).

5. Cliquer sur OK pour accepter les modifications et enregistrer la plaque.
Pour supprimer un puits d’une série de réplicats

»  Sélectionner le puits ou le groupe de puits a supprimer et décocher la case Load (Charger)
correspondante dans la section Replicate # (Nb de réplicats).

De méme, il est possible de cliquer sur Clear Replicate # (Supprimer nb de réplicats) pour effacer
le nombre de réplicats d’un puits ou d’'un groupe de puits sélectionné.

Attribution d’une série de dilutions aux échantillons de type
Standard (Standard)

Comme indiqué précédemment, tous les puits avec des échantillons de type Standard (Standard)
doivent se voir attribuer une valeur de concentration. |l est possible d’attribuer une série de dilutions a
plusieurs puits avec des échantillons de type Standard (Standard).

Remarque : Pour pouvoir attribuer une série de dilutions & un groupe de puits, les puits doivent
étre inclus dans une série de réplicats. Consulter la section Attribution de nombres de réplicats
aux puits a la page 134 pour obtenir des informations sur I'ajout de puits a une série de réplicats.

Pour attribuer une série de dilutions a un groupe de puits d’échantillons de type
Standard

1. Dans I'éditeur de plaques, veiller a ce que les conditions suivantes soient respectées :
B Letype d’échantillon pour le groupe de puits est Standard (Standard).

B Aumoins un fluorophore a été attribué a tous les puits du groupe et ils contiennent tous les
mémes fluorophores.

B Tous les puits du groupe sont inclus dans la méme série de réplicats.

Remarque : Le logiciel CFX Manager Dx active I'option Dilution Series (Série de
dilutions) uniquement lorsque tous les puits sélectionnés répondent a ces critéres.

2. Dansle volet de la plaque, sélectionner le groupe de puits cible.
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3. Dans la section Concentration (Concentration) du volet de droite, cliquer sur Dilution Series
(Série de dilutions). La section Concentration (Concentration) change pour afficher les options
suivantes :

Starting Concentration: |1.00E+D6

Replicates from: |9 =

to: |16 =

Dilution Factor: [10.000 =

() Increasing (@ Decreasing
<All=

Cancel Apply

B Starting Concentration (Concentration de départ) — la valeur de concentration a laquelle
la série démarre

B Replicates from/to (Réplicats de/a) — les réplicats de la série auxquels le facteur de
dilution sera appliqué

B Dilution Factor (Facteur de dilution) — la quantité permettant de modifier la concentration
a l'intérieur de chaque groupe de réplicats

4. Définir les valeurs pour les options ou accepter les valeurs par défaut.

5. Pardéfaut, la série de dilutions diminue en fonction du facteur de dilution. Sélectionner Increasing
(Augmenter) pour augmenter la série de dilutions.

6. (Facultatif) Par défaut, le facteur de dilution s’applique a tous les fluorophores dans la série de
réplicats. Sila série contient plusieurs fluorophores et que la dilution ne doit étre appliquée qu’'a
un seul d’entre eux, sélectionner ce dernier dans la liste déroulante.

7. Cliquer sur Apply (Appliquer) pour appliquer la série de dilutions au groupe de puits et revenir a
I'affichage Concentration (Concentration).

8. Cliquer sur OK pour accepter les modifications et enregistrer la plaque.

Copie du contenu d’un puits dans un autre puits

Il est possible de faire un copier-coller du contenu d’un puits dans un seul puits ou dans plusieurs
puits. Il est possible toutefois de ne copier le contenu que d’un seul puits. En revanche, il est
impossible de sélectionner plusieurs puits et de copier leur contenu.

Pour copier le contenu d’un puits dans un autre puits

1. Dans le volet de la plaque, sélectionner le puits a copier.
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2. Faire un clic droit sur le puits et sélectionner Copy Well (Copier le puits).
3. Sélectionner le ou les puits dans lesquels coller le contenu :
B Pour sélectionner un seul puits, cliquer sur le puits.

B Pour sélectionner plusieurs puits adjacents, cliquer sur un puits et faire glisser le curseur
jusqu’au puits cible.

B Pour sélectionner plusieurs puits non adjacents, maintenir la touche Ctrl enfoncée et cliquer
sur chaque puits.

4. Une fois les puits cibles sélectionnés, faire un clic droit et sélectionner Paste Well (Coller le puits).

Le logiciel CFX Manager Dx colle le contenu du premier puits dans les puits sélectionnés.

Ajout d’'une note a un puits

Il est possible d’ajouter une note descriptive a un puits. L'utilisateur peut afficher les notes associées a
un puits dans I'onglet Quantification (Quantification) de la fenétre Data Analysis (Analyse des
données).

Pour ajouter une note a un puits

1. Dans le volet de la plaque, sélectionner le ou les puits pour lesquels il est prévu d’ajouter une
note.

2. Dans la section View (Afficher) du volet du bas, sélectionner Well Note (Note de puits).
La zone de texte Well Note (Note de puits) apparait dans le volet de droite.

Well Note
<none> v ‘

3. Saisirle contenu de la note dans la zone de texte et appuyer sur Entrée.
Le texte apparait au bas des puits sélectionnés.

Conseil : Si une note a été créée auparavant pour un puits, il est possible de la sélectionner
dans la liste déroulante et de I'appliquer aux puits sélectionnés.

Effacement de tout le contenu des puits

Il est possible d’effacer tout le contenu d’un puits individuel, d’'un groupe de puits ou de la plaque
complete. L'effacement du contenu des puits ne supprime pas les données de fluorescence collectées
durant la lecture de la plaque.
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Cela supprime de fagon permanente le contenu du puits. L’utilisateur doit effacer le contenu des puits
avec prudence.

Pour effacer tous les paramétres des puits

1. Dans I'éditeur de plaques, sélectionner le puits ou le groupe de puits dans le volet de la plaque :

Pour sélectionner un seul puits, cliquer sur le puits en question.

Pour sélectionner plusieurs puits adjacents, cliquer sur un puits et faire glisser le curseur
jusqu’au puits cible.

Pour sélectionner plusieurs puits non adjacents, maintenir la touche Ctrl enfoncée et cliquer
sur chaque puits.

Pour sélectionner une colonne entiére avec le méme type d’échantillon, cliquer sur le numéro
de la colonne.

Pour sélectionner une ligne entiére, cliquer sur le numéro de la ligne correspondant.

2. Dans le volet de droite, cliquer sur Clear Wells (Effacer les puits).

Le logiciel CFX Manager Dx efface tous les parametres des puits sélectionnés.

3. Cliquer sur OK pour accepter les modifications et enregistrer la plaque.
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Modification des parameétres de I’expérience

Utiliser la boite de dialogue Experiment Settings (Paramétres de I'expérience) pour afficher ou
modifier la liste des cibles ou des échantillons ou pour sélectionner le groupe et I'option d’analyse pour
I'analyse de I'expression des génes si des ensembles biologiques ont été attribués a des puits de la
plaque.

Dans la boite de dialogue Experiment Settings (Parameétres de I'expérience), 'onglet Targets (Cibles)
affiche une liste des noms de cibles pour chaque réaction de PCR, comme par exemple le géne cible
ou les séquences de génes d'intérét.

L’onglet Samples (Echantillons) affiche une liste des noms d’échantillons qui indiquent la source de la
cible, comme par exemple un échantillon prélevé a 1 heure (1Hr (1h)) ou sur un individu spécifique
(Mouse1 (Souris1)).

Pour modifier les paramétres de la plaque a I’'aide de la boite de dialogue Experiment
Settings (Paramétres de I’expérience)

1. Pour ouvrir la boite de dialogue Experiment Settings (Parametres de I'expérience), effectuer 'une
des opérations suivantes :

B Dans le volet de droite de I'éditeur de plaques, cliquer sur Experiment Settings (Paramétres
de I'expérience).

B Dansl'onglet Gene Expression (Expression des génes) de la fenétre Data Analysis (Analyse
des données), cliquer sur Experiment Settings (Paramétres de I'expérience).

La boite de dialogue Experiment Settings (Parameétres de I'expérience) apparait, affichant le
contenu de I'onglet Targets (Cibles).
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Experiment Settings

Targets  Samples

MName 4 Full Name Reference S;L?HC;LQ
1 B S
bl GAPDH GAPDH B B
Mew: | Add
[] Show Analysis Settings
Biological Set Anahysis Options: Target vs. Sample -

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [ ] MRT [] Megative Contral [ ] Postive Control [_] Standard

Canc

2. Pour ajouter un nouveau nom de cible ou d’échantillon, saisir un nom dans la zone de texte New
(Nouveau) de 'onglet correspondant et cliquer sur Add (Ajouter).

3. Pour supprimer un ou plusieurs noms de cibles ou d’échantillons de la liste, cocher la case de
I'élément dans I'onglet correspondant de la colonne Select to Remove (Sélectionner pour
supprimer) et cliquer sur Remove checked item(s) (Supprimer le(s) élément(s) coché(s)).

4. Lelogiciel CFX Manager Dx exclut les échantillons de type NTC (contréle sans matrice) de
I'analyse de I'expression des génes.

Pour inclure les échantillons de type NTC, décocher la case correspondante dans la section
Exclude the following sample types (Exclure les types d’échantillons suivants). L'utilisateur peut
décider d’exclure les types d’échantillons suivants en cochant la case correspondante :

B NRT (sans transcriptase inverse)
B Negative Control (Controle négatif)
B Positive Control (Contréle positif)

B Standard (Standard)

140 | Systémes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



5.

Modification des paramétres de I'expérience

Dans I'onglet Targets (Cibles) :

a. Pour sélectionner une cible comme référence pour I'analyse des données de I'expression
des génes, sélectionner cette derniére dans la colonne Reference (Référence).

b. Pour masquer les paramétres de I'analyse qui seront appliqués dans I'onglet Gene
Expression (Expression des genes) de la fenétre Analysis Settings (Paramétres de
I'analyse), décocher la case Show Analysis Settings (Afficher les paramétres de I'analyse).

Le logiciel masque les colonnes suivantes :
m  Color (Couleur)

B Show Chart (Afficher le graphique)

m  Auto Efficiency (Efficacité auto)

m  Efficiency (%) (Efficacité (%))

c. Pourchanger la couleur de la cible représentée dans le graphique d’expression des génes,
cliquer sur la cellule correspondante dans la colonne Color (Couleur), sélectionner une
nouvelle couleur dans la boite de dialogue Color (Couleur) qui apparait puis cliquer sur OK.

d. Pour afficher la cible dans la couleur sélectionnée dans le graphique d’expression des
génes, cocher la case correspondante dans la colonne Show Chart (Afficher le graphique).

e. Pardéfaut, le logiciel CFX Manager Dx calcule automatiquement I'efficacité relative pour une
cible si ses données comportent une courbe d’'étalonnage.

Pour utiliser une valeur d’efficacité déterminée auparavant, saisir la valeur dans la cellule
correspondante de la colonne Efficiency (%) (Efficacité (%)) et appuyer sur la touche Entrée.
Le logiciel CFX Manager Dx décoche la case Auto Efficiency (Efficacité auto).

Dans 'onglet Samples (Echantillons) :

a. Pour sélectionner un échantillon en tant qu’échantillon de contréle pour I'analyse des
données de I'expression des genes, cocher la case correspondante dans la colonne Control
(Controle).

b. Pour attribuer I'état de contréle a un échantillon pour une série, cocher la case
correspondante dans la colonne Control (Contrdle).

c. Sicen’estdéjafait, cliquer sur Show Analysis Settings (Afficher les paramétres de I'analyse)
pour afficher ou modifier les paramétres de I'analyse qui seront appliqués dans I'onglet Gene
Expression (Expression des génes). Le logiciel masque les colonnes Color (Couleur) et
Show Chart (Afficher le graphique).

Si un ou plusieurs ensembles biologiques ont été attribués aux puits de la plaque (consulter la
section Attribution d’ensembles biologiques aux puits a la page 132), sélectionner 'une des options
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suivantes dans la liste Biological Set Analysis Options (Options d’analyse des ensembles
biologiques).

B Target vs. Sample (Cible vs Echantillon) — Seul le nom de I'échantillon du puits est utilisé
dans les calculs de I'expression des génes.

B Target vs. Biological Set (Cible vs Ensemble biologique) — Seul le nom de I'ensemble
biologique est utilisé dans les calculs.

B Target vs. Sample_Biological Set (Cible vs Echantillon_Ensemble biologique) — Le nom
de I'échantillon et le nom de 'ensemble biologique sont combinés pour former un seul nom
utilisé dans les calculs.

B Target vs. Biological Set_Sample (Cible vs Ensemble biologique_Echantillon) — Le nom
de I'ensemble biologique et le nom de I'échantillon sont combinés pour former un seul nom
utilisé dans les calculs.

8. Cliquer sur OK pour enregistrer les parameétres dans la boite de dialogue Experiment Settings
(Paramétres de I'expérience) et revenir a la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques).

Création de groupes de puits

Les groupes de puits divisent une plaque individuelle en sous-ensembles de puits qui peuvent étre
analysés indépendamment dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Une fois les
groupes de puits configurés, en sélectionner un dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données)
pour analyser les données sous la forme d’'un groupe indépendant. Par exemple, configurer des
groupes de puits pour analyser plusieurs séries d’expériences dans une plaque ou pour analyser
chaque groupe de puits avec une courbe d’étalonnage différente.

Remarque : Le groupe de puits par défaut est All Wells (Tous les puits).
Pour créer des groupes de puits

1. Pourouvrir la boite de dialogue Well Groups Manager (Gestionnaire des groupes de puits),
effectuer 'une des opérations suivantes :

B Dans labarre d'outils de I'éditeur de plaques, cliquer sur Well Groups (Groupes de puits).

B Dans lafenétre Data Analysis (Analyse des données), cliquer sur Manage Well Groups
(Gérer les groupes de puits).

La boite de dialogue Well Groups Manager (Gestionnaire des groupes de puits) apparait.
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Well Groups Manager

Add Group 1 w Delete

1 2 3 4 5 [ 7 8 4] 10 1 12
A | Stdl || Std2 || Std3
B | 5td3 || 5td3 || 5td3
C MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
n 0
E MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
F MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
G
H

OK Cancel

2. Cliquer sur Add (Ajouter) pour créer un nouveau groupe. Le menu déroulant affiche Group 1
(Groupe 1) comme nom de groupe pour le premier groupe.

3. Sélectionner les puits pour le groupe de puits dans I'affichage de la plaque en cliquant dessus et
en faisant glisser le curseur sur le groupe de puits. Les puits sélectionnés apparaissent en bleu
dans le gestionnaire.

4. (Facultatif) Pour modifier le nom du groupe, sélectionner son nom dans le menu déroulant et
saisir un nouveau nom.

5. (Facultatif) Pour supprimer un groupe de puits, sélectionner son nom dans la liste déroulante et
cliquer sur Delete (Supprimer).

6. Cliquer sur OK pour terminer et fermer la fenétre ou cliquer sur Cancel (Annuler) pour fermer la
fenétre sans apporter de modifications.

Important : Pour afficher les groupes de puits, sélectionner Well Groups (Groupes de puits) dans
les options View (Afficher) au bas de la fenétre de I'éditeur de plaques.
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Eléments du menu contextuel pour la boite de dialogue Well Groups Manager

(Gestionnaire des groupes de puits)

Le Tableau 13 liste les éléments du menu disponibles dans la boite de dialogue Well Groups Manager

(Gestionnaire des groupes de puits) lorsque I'on fait un clic droit sur n’importe quel puits.

Tableau 13. Eléments du menu contextuel dans la boite de dialogue Plate Editor Well

Selector (Sélecteur de puits pour I’éditeur de plaques)

Elément

Copy (Copier)

Fonction

Permet de copier le contenu d’un puits qui peut étre copié
dans un ou plusieurs autres puits.

Copy as Image (Copier sous
forme d'image)

Permet de copier I'affichage du sélecteur de puits sous
forme d’'image.

Print (Imprimer)

Permet d’imprimer I'affichage du sélecteur de puits.

Print Selection (Imprimer la
sélection)

Permet d’imprimer uniquement les cellules sélectionnées.

Export to Excel (Exporter vers
Excel)

Permet d’exporter les données vers une feuille de calcul
Excel.

Export to Csv (Exporter vers
Csv)

Permet d’exporter les données dans un format de
document séparé par une virgule.

Export to Xml (Exporter vers
Xml)

Permet d’exporter les données au format de document
xml.

Export to Html (Exporter vers
Html)

Permet d’exporter les données au format de document
.html.
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Changement des styles des courbes

Durant la configuration de la plaque et alors qu’une série est en cours d’exécution, il est possible de
modifier la couleur et le style des courbes d’amplification. Il est alors possible de facilement visualiser
les courbes dans la fenétre d’état en temps réel au fur et a mesure que les données sont collectées.

Pour changer les styles des courbes

1.

Dans la barre d’outils de I'éditeur de plaques, cliquer sur Trace Styles (Styles des courbes).

La boite de dialogue Trace Styles (Styles des courbes) apparait pour la plaque ouverte, par

exemple :

Trace Styles u]

Flucrophore. Wells Color Symbol

SYBR ~ || Unknowns ~ Nane v

Color Quick Set
Random by Well | | Random by Replicate | | Use FluorColors | | Use Taget Colors | | Use Sample Colors

Well Labels: @ Sample Type (O Target Name () Sample Name (O Symbol

6 7

2

4

oK Cancel

Pour afficher les styles des courbes par fluorophore spécifique, sélectionner celui-ci dans la liste

déroulante Fluorophore (Fluorophore).
Pour changer I'affichage des courbes :
a. Sélectionner le type de courbe dans la liste déroulante Wells (Puits).

b. Cliquer sur sa couleur dans la colonne Color (Couleur).

c. Dans la boite de dialogue Color (Couleur) qui s’affiche, choisir une autre couleur pour la

courbe puis cliquer sur OK.

Le changement pour le type de puits apparait dans la grille ci-aprés.

d. (Facultatif) Sélectionner un symbole pour la courbe dans la liste déroulante Symbols

(Symboles).
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4. Pourchanger rapidement le paramétrage des couleurs, cliquer sur le choix approprié dans la
section Color Quick Set (Paramétrage rapide des couleurs).

5. Pour afficher les Iégendes des puits dans la grille, sélectionner le type de légende dans la section
Well Labels (Légendes des puits).

6. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications ou sur Cancel (Annuler) pour les annuler.

146 | Systémes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



Visualisation de la plaque au format feuille de calcul

Visualisation de la plaque au format feuille de calcul

L’outil Spreadsheet View/Importer (Affichage/Importation sous forme de feuille de calcul) affiche le
contenu d’une plaque sous forme de feuille de calcul. Il est possible d’utiliser cet outil pour exporter le
contenu des puits en un format délimité par des tabulations vers une application telle que Microsoft
Excel. Il est également possible d'importer le contenu des puits a partir d’'une application délimitée par

des tabulations.

Pour utiliser I'outil Spreadsheet View/Importer (Affichage/Importation sous forme de

feuille de calcul)

1. Surlabarre d’outils de I'éditeur de plaques, cliquer sur Spreadsheet View/Importer
(Affichage/Importation sous forme de feuille de calcul) pour ouvrir la boite de dialogue Plate
Spreadsheet View (Affichage de la plaque sous forme de feuille de calcul).

Plate Spreadsheet View

Fluors List: |SYBR ~ Export Template Import
=
Row a Column 4| Sample Type Replicate & “Target Name: *Sample Name | Starting Quantity Units n
D 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number
D 11 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number
D 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number
E 1 Std 1 Actin dil-1 1.000E+002  copy number
E 2 Std 2 Actin dil-2 1L.000E+003  copy number
E 3 Std 3 Actin dil-3 1.000E+004  copy number
E 4 Std 4 Actin dil-4 1.000E+005  copy number
E 5 Std 5 Actin dil-5 1.000E+006  copy number
E & Std & Actin dil-s 1.000E+007  copy number
E 7 Std 7 Tubulin dil-7 1.000E+002  copy number
E 8 Std 3 Tubulin dil-8 1.000E+003  copy number
E g Std g Tubulin dil-9 1.000E+004  copy number
E 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number
E i1 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number
E 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number =
[] Show Biclogical Set Name  [] Show Well Note oK Cancel

2. Laboite de dialogue Plate Spreadsheet View (Affichage de la plaque sous forme de feuille de
calcul) affiche le contenu de la plaque pour un seul fluorophore. Pour afficher le contenu de la
plaque pour un autre fluorophore, sélectionner celui-ci dans la liste déroulante Fluors List (Liste

des fluorophores).

3. Cliquer sur Export Template (Exporter le modéle) pour exporter un modéle de la feuille de calcul
de la plaque vers un fichier Excel (format .csv). Ce modéle peut étre modifié pour importer les
informations relatives au contenu des puits.

4. (Facultatif) Cliquer sur Import (Importer) pour importer le contenu des puits a partir d’un fichier

délimité par des virgules.
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5. Pour trier la feuille de calcul selon les données d’une colonne spécifique, cliquer sur le triangle en
regard du nom de la colonne.

Conseil : |l est possible de modifier le contenu de n'importe quelle cellule d’'une colonne dont
le nom est accompagné d’un astérisque (*) (par exemple *Target Name (Nom de la cible)).

Remarque : Sélectionner les unités pour les données de la courbe d’étalonnage dans la colonne
Quantity (Quantité) en ouvrant I'éditeur de plaques et en sélectionnant Settings (Parameétres) >
Units (Unités) dans la barre du menu. Une fois la série de la plaque terminée, les données de ces
standards apparaissent dans le graphique de la courbe d’étalonnage de 'onglet Quantification
(Quantification) dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données) avec les unités
sélectionnées.

Eléments du menu contextuel pour I'outil Plate Spreadsheet View/Importer
(Affichage/Importation de la plaque sous forme de feuille de calcul)

Le Tableau 14 liste les éléments du menu disponibles dans I'outil Spreadsheet View/Importer
(Affichage/Importation de la plaque sous forme de feuille de calcul) sur un simple clic droit sur
n’'importe quel puits dans I'outil.

Tableau 14. Eléments du menu contextuel dans I'outil Plate Spreadsheet View/Im-
porter (Affichage/Importation de la plaque sous forme de feuille de calcul)

Elément Fonction

Copy (Copier) Permet de copier la feuille de calcul dans son intégralité.

Copy as Image (Copier Permet de copier la feuille de calcul sous forme de fichier image.
sous forme d’'image)

Print (Imprimer) Permet d’imprimer la feuille de calcul.

Print Selection Permet d’imprimer uniquement les cellules sélectionnées.
(Imprimer la sélection)

Export to Excel Permet d’exporter le fichier vers une feuille de calcul Excel.
(Exporter vers Excel)

Export to Csv (Exporter Permet d’exporter le fichier au format de fichier .csv.
vers Csv)

Export to Xml (Exporter Permet d’exporter le fichier au format de fichier .xml.
vers Xml)
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Tableau 14. Eléments du menu contextuel dans P'outil Plate Spreadsheet View/Im-
porter (Affichage/Importation de la plaque sous forme de feuille de calcul), suite

Elément Fonction

Export to Html Permet d’exporter le fichier au format de fichier .html.
(Exporter vers Html)

Find (Rechercher) Permet de rechercher un texte spécifique.

Sort (Trier) Permet de trier la feuille de calcul en sélectionnant jusqu’a trois
colonnes de données dans la fenétre Sort (Trier).
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Création d’une disposition de plaque a I'aide de I’assistant
de configuration de plaque

Il est possible d’utiliser I'assistant Setup Wizard (Assistant de configuration) pour saisir les
informations relatives a la disposition de la plaque indispensables a I'analyse de I'expression des
génes normalisée, notamment :

B Noms des cibles

B Noms des échantillons

B Emplacement des cibles et des échantillons sur la plaque
B Geéne(s) de référence

B Echantillon de contrdle

L’assistant de configuration peut étre utilisé avant, pendant ou aprés une série.

Utilisation de I'assistant de configuration de plaque

Cette section explique comment créer une disposition de plaque a I'aide de I'assistant Setup Wizard
(Assistant de configuration) pour configurer une plaque. Pour faciliter la visualisation du contenu de
chaque puits dans la plaque, cliquer sur Zoom plate (Zoomer sur la plaque) dans la partie supérieure
de I'assistant de configuration.

Important : Revenir a I'onglet Auto layout (Disposition auto) a partir de n’importe quel autre
onglet de I'assistant de configuration réinitialise la disposition de la plaque. L'utilisateur doit
sélectionner cet onglet avec prudence.

Conseil : Il est possible de réinitialiser la disposition en sélectionnant Tools (Outils) > Clear Plate
(Effacer la plaque) dans I'assistant de configuration.

Pour utiliser I’assistant de configuration de plaque

1. Ouvrir I'éditeur de plaques.

2. Pour ouvrir 'assistant de configuration, choisir Editing Tools (Outils de modification) > Setup
Wizard (Assistant de configuration).

L’assistant de configuration apparait, affichant 'onglet Auto layout (Disposition auto).
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Setup Wizard

Tools  [] Zoom plate
Auto layout  Targetnames Sample names Reference targets Control sample
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Al Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1 | Sample 1
B Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2
c Target2 Target3 Target4 Target5 Target6 Target7 Target8 Target9 Target 10
Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3
D Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd8 | Target9 | Target10
Sample4 | Sample4 | Sampled | Sampled | Sample4 | Sampled | Sampled | Sampled | Sampled
E Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd | Target9 | Target10
Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5
F Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd | Target9 | Target10
Sample 6 Sample 6 Sample6 | Sample 6 Sample 6 Sample 6 | Sample 6 Sample 6 Sample 6
al Target2 | Target3 | Targetd4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Target9 | Target10
Sample 7 Sample 7 Sample7 | Sample 7 Sample 7 Sample 7 | Sample 7 Sample 7 Sample 7
H Target2 Target3 Target4 Target5 Target6 Target 7 Target8 Target9 Target 10
Sample 8 Sample 8 | Sample8 | Sample 8 Sample 8 Sample 8 | Sample 8 Sample 8 Sample 8
Click and drag on the plate to define the loading area. ? Colorby: @ Target O Sample
Use selections below to generate a suggested layout. Show: [ Target [ Sample
Targets: 10 5] @ Byrow O Bycolumn Groupby: @ Target O Sample
Samples: 8 31 O Byrow @ Bycolumn Resetplate Next Cancel

Dans I'onglet Auto layout (Disposition auto), procéder comme suit :

a. Cliquer surun puits de la grille et faire glisser le curseur horizontalement et vers le bas pour
spécifier la zone de la plaque ou il est prévu de charger I'échantillon.

b. Saisirle nombre de cibles et d’échantillons a charger.

Conseil : Le nombre de cibles et d’échantillons doit étre équivalent au nombre de
cellules sélectionnées. Siles nombres saisis ne concordent pas avec la zone
sélectionnée, modifier les nombres ou la zone de sélection de la plaque. L’orientation
des éléments sur la plaque et leur groupement peuvent étre spécifiés.

c. (Facultatif) Changer I'orientation de la plaque. Par exemple, il est possible de définir les
cibles dans les colonnes et les échantillons dans les lignes ou de grouper par échantillons.

d. Cliquer sur Next (Suivant) pour passer a 'onglet Target names (Noms des cibles).

Remarque : Sila disposition de la plaque ne suit pas un motif régulier, utiliser I'onglet Target
names (Noms des cibles) pour manuellement positionner les cibles ou 'onglet Sample
names (Noms des échantillons) pour manuellement positionner les échantillons sur la
plaque. Cliquer et faire glisser le curseur pour sélectionner plusieurs puits.
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4. Dansl'onglet Target names (Noms des cibles), définir les noms des cibles pour les groupes de
cibles:

a. Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Pourrenommer les cibles par groupe, définir Select by (Sélectionner par) sur Target
(Cible).

B Pour renommer les cibles par puits, définir Select by (Sélectionner par) sur Well (Puits).

b. Sélectionner un groupe de cibles ou un puits dans la grille et saisir un nom dans la liste
déroulante Target name (Nom de la cible).

Conseil : Appuyer sur la touche de tabulation pour sélectionner le groupe ou le puits
suivant se trouvant a droite ou sur Entrée pour sélectionner le groupe ou le puits suivant
se trouvant en dessous. Le cas échéant, sur les onglets Target name (Nom de la cible)
et Sample name (Nom de I'’échantillon), maintenir la touche Ctrl enfoncée et cliquer sur
un puits pour sélectionner plusieurs puits qui ne sont pas adjacents.

c. Cliquer sur Next (Suivant) pour passer a I'onglet Sample names (Noms des échantillons).

5. Dansl'onglet Sample names (Noms des échantillons), définir les noms des échantillons pour les
groupes d’échantillons.

6. Cliquer sur Next (Suivant) pour passer a I'onglet Reference targets (Cibles de référence).

7. Dans l'onglet Reference targets (Cibles de référence), sélectionner une ou plusieurs cibles a
utiliser comme références pour I'expression des génes normalisée et cliquer sur Next (Suivant)
pour passer a I'onglet Control sample (Echantillon de contréle).

8. Dans I'onglet Control sample (Echantillon de contrdle), sélectionner un échantillon & utiliser
comme contrdle pour les calculs de I'expression des genes relative.

9. Cliquer sur OK pour enregistrer la disposition de la plaque et revenir a I'éditeur de plaques ou il
est possible de définir encore davantage les parameétres de la plaque. Consulter la section
Attribution de paramétres optionnels au fichier de plaque a la page 128 pour de plus amples
informations.

Le cas échéant, cliquer sur Previous (Précédent) pour revenir a un onglet précédent pour
effectuer d’éventuelles modifications.

Remarque : Revenir a I'onglet Auto layout (Disposition auto) réinitialise automatiquement la
plaque. L'utilisateur doit cliquer sur Previous (Précédent) avec prudence.
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Ce chapitre explique comment réaliser des expériences personnalisées (définies par I'utilisateur) ou
des dosages PrimePCR™ a l'aide du logiciel CFX Manager™ Dx.

Le fichier de données d’une série comprend les informations sur le protocole et la plaque pour la série.
Le fichier contient également les données des analyses réalisées par CFX Manager Dx une fois la
série terminée.

Le logiciel CFX Manager Dx facilite la configuration et la réalisation des expériences définies par
I'utilisateur ou de type PrimePCR. La fenétre Run Setup (Configuration de la série) guide I'utilisateur
tout au long des étapes courantes de configuration d’une expérience et 'amene jusqu’a la boite de
dialogue Start Run (Démarrer la série) a partir de laquelle il démarre la série.

Acces a la fenétre Run Setup (Configuration de la série)
Pour accéder a la fenétre Run Setup (Configuration de la série)

» Effectuer I'une des opérations suivantes :

B Dansl'onglet Run Setup (Configuration de la série) de I'assistant de démarrage, cliquer sur
User-defined (Définie par 'utilisateur) ou PrimePCR.

B Dans lafenétre d’accueil, cliquer soit sur User-defined Run Setup (Configuration de la série
définie par I'utilisateur) ou PrimePCR Run Setup (Configuration de la série PrimePCR) dans
la barre d’outils.

B Dans lafenétre d’accueil, sélectionner soit Run (Série) > User-defined Run (Série définie par
I'utilisateur) soit Run (Série) > PrimePCR Run (Série PrimePCR).
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La fenétre Run Setup (Configuration de la série)

La fenétre Run Setup (Configuration de la série) permet un acces rapide aux fichiers ainsi qu’aux
parameétres nécessaires pour préparer et réaliser une expérience. Lorsque I'on décide de réaliser une

expérience définie par 'utilisateur, la fenétre Run Setup (Configuration de la série) s’ouvre, affichant
I'onglet Protocol (Protocole). Lorsque I'on décide de réaliser une expérience de type PrimePCR, la
fenétre Run Setup (Configuration de la série) s’ouvre, affichant I'onglet Start Run (Démarrer la série).

Conseil : Consulter la section Réalisation d’expériences PrimePCR a la page 172 pour obtenir
des informations sur PrimePCR ; consulter la section Onglet Start Run (Démarrer la série) a la
page 162 pour obtenir des informations sur 'onglet Start Run (Démarrer la série).

Run Setup
[0 Protocol (EE3) Piste wp Stat Fun @

Create New

Select Existing
Selected Protocal

CFX_2stepimp prct

Preview
Est. Run Time: 01:09-00 (36 Wells-All Channels)

1 2

%0 C %0 C

f 300 0:10

Express Load
CFX_2stepAmp prcl

A 550 C
0:30

==

Edt Selected

Sample Volume: 250l

¥ x

Neat 5>
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LEGENDE

La fenétre Run Setup (Configuration de la série)

Les onglets guident I'utilisateur tout au long des étapes de configuration et de
réalisation d’'une expérience :

B Onglet Protocol (Protocole) — permet de sélectionner un protocole existant afin
de I'exécuter ou de le modifier ou de créer un nouveau protocole dans la
fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles).

B Onglet Plate (Plaque) — permet de sélectionner une plaque existante afin de
I'exécuter ou de la modifier ou de créer une nouvelle plaque dans la fenétre
Plate Editor (Editeur de plaques).

B Onglet Start Run (Démarrer la série) — permet d’afficher les paramétres de
I'expérience, de sélectionner un ou plusieurs blocs de I'appareil et de
démarrer la série.

La fenétre principale affiche les options pour chaque onglet au fur et a mesure
qu’ils sont utilisés.

Les boutons de navigation aménent a I'onglet Start Run (Démarrer la série).
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Onglet Protocol (Protocole)

L’onglet Protocol (Protocole) affiche un apercu du fichier de protocole qu'il est prévu d’exécuter. Un
fichier de protocole contient les instructions relatives aux étapes de température de I'appareil ainsi que
les options de I'appareil qui contrélent la vitesse de rampe, le volume d’échantillon et la température
du couvercle.

Run Setup
[ Protocol (E5) Piate ll> Start Fun

Create New.. Express Load
CFX_2stepAmp peci bl
Select Ensting.. X
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prc Edit Selected ..
Preview
Est. Run Time: 01:05:00 (36 Wells-All Channsls) Sample Volume: 25u
1 2 3 4
950 C 950 C

300 0:10

f 550 C Sl
0:30 T D

Par défaut, le logiciel affiche le protocole défini dans la section File Selection for Run Setup (Sélection
des fichiers pour la configuration de la série) de I'onglet Files (Fichiers) dans la boite de dialogue User
(Utilisateur) > User Preferences (Préférences utilisateur). |l est possible de modifier le protocole par
défaut dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur). Consulter la section
Modification des paramétres par défaut des fichiers a la page 70 pour de plus amples informations.

L’onglet Protocol (Protocole) permet de :
m  Créerun nouveau protocole a exécuter
B Sélectionner un protocole existant pour I'exécuter ou le modifier

Pour de plus amples informations sur la création et la modification des protocoles, consulter le
Chapitre 6, Création de protocoles.

Pour créer un nouveau protocole

1. Dans I'onglet Protocol (Protocole), cliquer sur Create New (Créer nouveau).
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Onglet Protocol (Protocole)

La fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles) apparait.
2. Utiliser la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles) pour créer un nouveau protocole.

3. Cliquer sur OK pour enregistrer le protocole et revenir a I'onglet Protocol (Protocole) dans Run
Setup (Configuration de la série).

4. Afficher les détails du protocole et effectuer 'une des opérations suivantes :
B Siles détails sont corrects, cliquer sur Next (Suivant) pour passer a I'onglet Plate (Plaque).

B Siles détails sont incorrects, cliquer sur Edit Selected (Modifier la sélection) pour revenir a la
fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles). Passer le protocole en revue, enregistrer les
modifications puis cliquer sur Next (Suivant) dans I'onglet Protocol (Protocole) pour passer a
'onglet Plate (Plaque).

Pour sélectionner un protocole existant
1. Dans l'onglet Protocol (Protocole), effectuer 'une des opérations suivantes :

B Cliquer sur Select Existing (Sélectionner un fichier existant) et accéder a un protocole
existant.

m  Cliquer sur Express Load (Chargement exprés) et sélectionner un protocole dans la liste
déroulante des protocoles.

Conseil : Il est possible d’ajouter des protocoles a la liste déroulante Express Load
(Chargement exprés) ou d’en supprimer de cette derniére. Consulter la section Ajout et
suppression de protocoles a chargement exprés qui suit pour de plus amples
informations.

2. Afficher les détails du protocole et effectuer 'une des opérations suivantes :
B Siles détails sont corrects, cliquer sur Next (Suivant) pour passer a 'onglet Plate (Plaque).

B Siles détails sontincorrects, cliquer sur Edit Selected (Modifier la sélection) pour ouvrir la
fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles). Passer le protocole en revue, enregistrer les
modifications puis cliquer sur Next (Suivant) dans I'onglet Protocol (Protocole) pour passer a
'onglet Plate (Plaque).

Ajout et suppression de protocoles a chargement exprés

Il est possible de modifier le contenu de la liste déroulante Express Load (Chargement exprés) qui
apparait dans la fenétre Protocol Editor (Editeur de protocoles). Les protocoles figurant dans cette
liste sont enregistrés dans le dossier suivant :

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
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Pour modifier la liste Express Load (Chargement exprés) des protocoles
1. Accéder au dossier ExpressLoad (Chargement expres) et I'ouvrir.
2. Passeren revue les fichiers de protocoles (.pcrl) dans le dossier.

3. Effectuer 'une ou 'autre des opérations suivantes :
m  Supprimer les protocoles du dossier pour les retirer de la liste déroulante.

B Copier les protocoles présents dans le dossier pour les ajouter a la liste déroulante.
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Onglet Plate (Plaque)

Onglet Plate (Plaque)

Remarque : Sile protocole sélectionné dans I'onglet Protocol (Protocole) ne comporte pas
d’étape de lecture de la plague pour I'analyse de PCR en temps réel, 'onglet Plate (Plaque) est
masqué. Pour afficher I'onglet Plate (Plaque), ajouter au moins une lecture de plaque au

protocole.

L’onglet Plate (Plaque) affiche un apergu du fichier de la plaque qu'’il est prévu de charger. Dans une
série de PCR en temps réel, le fichier de plaque contient une description du contenu de chaque puits,
y compris ses fluorophores, le mode de lecture et le type de plaque. Le logiciel CFX Manager Dx
utilise ces descriptions pour la collecte et I'analyse de données.

Run Setup el
(] Protocal (EED) Piate B Stat Run
Create New.. Exqress Load
QuickPiate_596 wels_All Channels ol
Select Bxsting... = = o
Selected Plate
QuickPlate_36 wels_All Channels pitd Edit Selected..
Preview
Fuorophores: FAM, HEX, Texas Red, Cy5, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 1 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk uUnk Unk Unk Unk
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
C Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
D Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk. Unk Unk
F Unk Unk Unk 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
<< Prew. Mext >

Par défaut, le logiciel affiche la plaque définie dans la section File Selection for Run Setup (Sélection
des fichiers pour la configuration de la série) de I'onglet Files (Fichiers) dans la boite de dialogue User
(Utilisateur) > User Preferences (Préférences utilisateur). |l est possible de modifier la plaque par
défaut dans la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur). Consulter la section
Modification des parametres par défaut des fichiers a la page 70 pour de plus amples informations.

L’onglet Plate (Plaque) permet de :

B Créerune nouvelle plaque a charger.

B Sélectionner une plague existante pour la charger ou la modifier.
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Pour de plus amples informations sur la création et la modification des plaques, consulter le Chapitre
7, Préparation des plaques.

Pour créer une nouvelle plaque

1. Dans l'onglet Plate (Plaque), cliquer sur Create New (Créer nouvelle).

La fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) apparait.

2. Utiliser la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) pour créer une nouvelle plaque.

3. Cliquer sur OK pour enregistrer la plaque et revenir a 'onglet Plate (Plaque) dans Run Setup
(Configuration de la série).

4. Afficher les détails de la plaque et effectuer 'une des opérations suivantes :

Si les détails sont corrects, cliquer sur Next (Suivant) pour passer a I'onglet Start Run
(Démarrer la série).

Si les détails sont incorrects, cliquer sur Edit Selected (Modifier la sélection) pour revenir a la
fenétre Plate Editor (Editeur de plaques). Passer le fichier de plaque en revue, enregistrer les
modifications puis cliquer sur Next (Suivant) dans 'onglet Plate (Plaque) pour passer a
I'onglet Start Run (Démarrer la série).

Pour sélectionner un fichier de plaque existant

1. Dansl'onglet Plate (Plaque), effectuer 'une des opérations suivantes :

Cliquer sur Select Existing (Sélectionner un fichier existant) et accéder a un fichier de plaque
existant.

Cliquer sur Express Load (Chargement exprées) et sélectionner un fichier de plaque dans la
liste déroulante.

Conseil : |l est possible d’ajouter des plaques a la liste déroulante Express Load
(Chargement expres) ou d’en supprimer de cette derniere. Consulter la section Ajout et
suppression de fichiers de plaques a chargement expres qui suit pour de plus amples
informations.

2. Afficher les détails de la plaque et effectuer 'une des opérations suivantes :

B Siles détails sont corrects, cliquer sur Next (Suivant) pour passer a I'onglet Start Run

(Démarrer la série).

Si les détails sont incorrects, cliquer sur Edit Selected (Modifier la sélection) pour ouvrir la
fenétre Plate Editor (Editeur de plaques). Passer le fichier de plaque en revue, enregistrer les
modifications puis cliquer sur Next (Suivant) pour passer a I'onglet Start Run (Démarrer la
série).
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Ajout et suppression de fichiers de plaques a chargement exprés

Il est possible de modifier le contenu de la liste déroulante Express Load (Chargement expres) qui
apparait dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques). Les plaques figurant dans cette liste sont
enregistrées dans le dossier suivant:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Pour modifier la liste Express Load (Chargement exprés) des fichiers de plaques
1. Accéder au dossier ExpressLoad (Chargement expres) et I'ouvrir.

2. Passeren revue les fichiers de plaques (.pltd) dans le dossier.

3. Effectuer 'une des opérations suivantes :
B Supprimer les fichiers de plaques du dossier pour les retirer de la liste déroulante.

B Copier les fichiers de plaques présents dans le dossier pour les ajouter a la liste déroulante.
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Onglet Start Run (Démarrer la série)

L’onglet Start Run (Démarrer la série) affiche des informations sur I'expérience a réaliser. Il affiche
également le bloc ou les blocs des appareils connectés sur lesquels I'expérience sera effectuée.

Run Setup :
Protocol (L3 Plate " Stat Run
Run Information
Protocol: CFX_2stepAmp prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pltd
Motes:

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

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

Dans I'onglet Start Run (Démarrer la série), il est possible d’effectuer les opérations suivantes :

B Afficher les informations détaillées de la série, y compris le fichier de protocole, le fichier de
plaque et le mode de lecture sélectionnés.

B Ajouter des notes sur la série.

B Afficher les détails sur tous les appareils connectés, y compris I'état de fonctionnement (en
marche ou arrété), le volume d’échantillon en pl, la température du couvercle, le mode
d’émulation et I'identifiant ou le code-barres le cas échéant.

Remarque : |l est possible de modifier les colonnes qui apparaissent dans le tableau intitulé
Start Run on Selected Block(s) (Démarrer la série sur le ou les blocs sélectionnés). Consulter
la section Modification des détails dans le tableau des blocs sélectionnés a la page 163 pour
de plus amples informations.

B Sélectionner le ou les blocs sur lesquels la série sera réalisée.

®  Ouvrir ou fermer le couvercle a distance de chaque appareil sélectionné.
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B Démarrer la série.

Modification des détails dans le tableau des blocs sélectionnés

Il est possible de modifier les colonnes qui apparaissent dans le tableau intitulé Start Run on Selected
Block(s) (Démarrer la série sur le ou les blocs sélectionnés). Le tableau permet également de modifier
les valeurs par défaut du volume d’échantillon et de la température du couvercle. Les modifications
apportées aux parameétres sont appliquées a la série qui doit étre réalisée.

Pour ajouter des colonnes dans le tableau Start Run on Selected Block(s) (Démarrer la
série sur le ou les blocs sélectionnés)

» Faire un clic droit sur le tableau et sélectionner une option dans le menu qui apparait.

Pour supprimer des colonnes dans le tableau Start Run on Selected Block(s) (Démarrer
la série sur le ou les blocs sélectionnés)

» Faire un clic droit sur le tableau et effacer I'option dans le menu qui apparait.

Pour modifier les valeurs du volume d’échantillon ou de la température du couvercle
pour un bloc

» Sélectionner la cellule du volume d’échantillon ou de la température du couvercle pour le bloc
cible et saisir une nouvelle valeur dans la cellule.

Pour ajouter un identifiant de série ou un code-barres pour un bloc

» Sélectionner la cellule ID/Bar Code (Identifiant/Code-barres) pour le bloc cible et saisir un
identifiant ou scanner le bloc avec un lecteur de codes-barres.

Réalisation d’une expérience

Important : Avant de réaliser une expérience, veiller a ce que le logiciel antivirus de I'ordinateur
ne lance pas une analyse durant la série.

Pour réaliser une expérience

1. Dans l'onglet Start Run (Démarrer la série), vérifier les détails de la plaque et du protocole dans la
section Run Information (Informations sur la série).

2. (Facultatif) Ajouter des notes sur la série ou I'expérience dans la zone de texte Notes (Notes).
3. Cocher la case du ou des blocs sur lesquels I'expérience sera réalisée.

Conseil : Pour réaliser I'expérience sur tous les blocs, cocher la case Select All Blocks
(Sélectionner tous les blocs) située en dessous du tableau des blocs sélectionnés.
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4. (Facultatif) Cliquer sur Flash Block Indicator (Voyant clignotant du témoin de bloc) pour faire clignoter le
voyant sur les blocs sélectionnés de I'appareil.

5. Insérer les plaques expérimentales dans le bloc :

a. Cliquer sur Open Lid (Ouvrir le couvercle). Le couvercle motorisé de chaque bloc sélectionné
s’ouvre.

b. Insérer un bloc expérimental dans chaque bloc sélectionné.
c. Cliquer sur Close Lid (Fermer le couvercle).

Conseil : |l est également possible d’appuyer sur le bouton situé a I'avant de chaque bloc
pour ouvrir et fermer le couvercle.

6. Cliquer sur Open Lid (Ouvrir le couvercle) et Close Lid (Fermer le couvercle) pour ouvrir et fermer
le couvercle motorisé de chaque bloc sélectionné de I'appareil.

7. Afficher les détails de la série et effectuer 'une des opérations suivantes :
B Siles détails sont corrects, cliquer sur Start Run (Démarrer la série).
B Siles détails sont incorrects :

O Corriger les détails dans le tableau des blocs sélectionnés puis cliquer sur Start Run
(Démarrer la série).

[0 Revenir al'onglet approprié et procéder aux modifications appropriées, enregistrer les
modifications puis cliquer sur Next (Suivant) pour revenir a I'onglet Start Run (Démarrer
la série) et démarrer la série.

Pour démarrer une nouvelle série a partir d’une série précédente
P Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Sélectionner File (Fichier) > Repeat a Run (Répéter une série) dans la barre du menu
principale du logiciel, accéder au fichier de données de la série pour laquelle la répétition est
souhaitée et double-cliquer dessus.

B Sélectionner 'onglet Repeat Run (Répéter une série) dans I'assistant Startup Wizard
(Assistant de démarrage) puis double-cliquer sur le fichier de données de la série a répéter.

A titre facultatif, sur 'onglet Repeat Run (Répéter une série), il est possible de cliquer sur
Browse (Parcourir) et d’accéder au fichier de données de la série a répéter et de cliquer
dessus.
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Boite de dialogue Run Details (Détails sur la série)

Lorsque l'utilisateur clique sur Start Run (Démarrer la série), le logiciel CFX Manager Dx l'invite a
enregistrer le fichier de données (.pcrd), démarre la série et ouvre la boite de dialogue Run Details
(Détails sur la série). La boite de dialogue Run Details (Détails sur la série) comprend trois onglets
d'état:

B Run Status (Etat de la série) — utiliser cet onglet pour afficher I'état actuel du protocole, ouvrir
ou fermer le couvercle, mettre une série en pause, ajouter des répétitions, ignorer des étapes ou
arréter la série.

B Real-time Status (Etat en temps réel) — utiliser cet onglet pour afficher les données de
fluorescence de la PCR en temps réel au fur et a mesure qu’elles sont collectées.

® Time Status (Etat temporel) — utiliser cet onglet pour afficher en plein écran un compte &
rebours pour le protocole.

Ces onglets sont expliqués en détail dans les sections suivantes.

Onglet Run Status (Etat de la série)

L’'onglet Run Status (Etat de la série) affiche I'état actuel d’une série en cours. |l est également
possible de contrbler le couvercle et de modifier la série en cours a partir de cet écran.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd [
ﬁ Run 5"‘“5: @ Realtime Status @ Time Status
Run Status Run Information
1 2 3 4 Protocaol. CFX_2stepAmp prcl
350 C 950 C Plate: | QuickPlate_96 wells_Al
B oo \ Sampie Volume: | 254
® 4 550 C Scan Mode: | Al Channels
o @ ! Data Fie Name: | agmin_2017-07-31 17-10-

48_SIM83878 perd
Notes:

¥ x
Step 1 of 4 95.0°C for 00:0245 | Sample:95.0°C @
Repeat 1 of 1 | Remaining 01:05:45 | Lid 105°C
Running
£ Oenlid &) Qose id - () S0 Sten ® o
? T 0 B 30
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LEGENDE
1 Volet Run Status (Etat de la série) — affiche la progression actuelle du protocole.
2. Commandes de I'onglet Run Status (Etat de la série) — permettent a I'utilisateur
de faire fonctionner I'appareil ou d’interrompre le protocole en cours.
3. Volet Run Information (Informations sur la série) — affiche les détails de la série.

Commandes de I'onglet Run Status (Etat de la série)

Utiliser les commandes de I'onglet Run Status (Etat de la série) soit pour faire fonctionner 'appareil a

partir du logiciel soit pour modifier une série qui est en cours.

Remarque : Les modifications apportées au protocole au cours de la série, comme I'ajout de
répétitions, ne changent en rien le fichier de protocole associé a la série. Ces actions sont

consignées dans le journal des séries.

— permet d’ouvrir le couvercle motorisé sur les appareils sélectionnés.

Important : L’ouverture du couvercle au cours d’'une série met celle-ci en pause pendant

I'étape en cours et peut altérer les données.

2

— permet de fermer le couvercle motorisé sur les appareils sélectionnés.

—i'_EJ — permet d’ajouter davantage de répétitions dans I'étape de boucle GOTO actuelle du
protocole. Cette option n’est disponible que lorsqu’une étape de boucle GOTO est en cours

d’exécution.

|
— permet d’ignorer I'étape actuelle dans le protocole.

Remarque : Si une étape de boucle GOTO est ignorée, le logiciel invite I'utilisateur a
confirmer qu’il souhaite ignorer l'intégralité de I'étape de boucle GOTO et passer a I'étape

suivante du protocole.

? — permet de faire clignoter le voyant sur I'appareil sélectionné pour identifier les blocs

sélectionnés.
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i

— permet de mettre le protocole en pause.

Remarque : Cette action est consignée dans le journal des séries.

W

— permet de reprendre un protocole mis en pause.

— permet d’arréter la série avant la fin du protocole.

Remarque : L'arrét d’'une série avant la fin du protocole peut altérer les données.
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Onglet Real-time Status (Etat en temps réel)

L’onglet Real-time Status (Etat en temps réel) affiche les données de la PCR en temps réel collectées
pendant chaque cycle au cours de la série apres les deux premiéres lectures de la plaque.

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB3878.perd E
2 Fun st @ Realme Status () Time Status

Amplification

EdFaM [JHEX [JTexasRed [1G5 [ Quasar 705 WelGoup: AlWels ~  Step Number 3{Amp)

A G4 FAM Unkn
B GOS  FAM @ Unkn
c GOs  FAM Unkn
2 GO7 FAM Unkn
E GO8 FAM Unkn
G G039 FAM Unkn
H G10 FAM Unkn

Step 3 of 4 @ 55.0°C for 00:00:26 Sample:55.0°C @

| Plate Setup -
Repeat 5 of 40 Remaining 00:59:24 Lid 105°C
LEGENDE
1 Volet des courbes de I'amplification — affiche les données de I'amplification en

temps réel au cours de la série.

2. Identifiant du groupe de puits — si des groupes de puits ont été identifiés dans la
configuration de la plaque, les utilisateurs peuvent sélectionner un groupe de
puits spécifique pour en afficher les courbes, les puits et les informations sous
forme de tableaux.

Identifiant du numéro de I'étape — si le protocole collecte des données lors de
plusieurs étapes (par exemple pendant I'amplification et la courbe de fusion), les
utilisateurs peuvent sélectionner une étape spécifique et afficher les courbes
collectées a chaque étape.

3. Volet du sélecteur de puits — affiche les puits actifs, inactifs et vides de la plaque.

4. Volet du tableau de configuration de la plaque — affiche la configuration de la
plaque sous forme de tableau.
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5. Volet des détails de la série — affiche I'état en temps réel de la série, notamment :
B | ’étape en cours
B |a répétition en cours
B | atempérature actuelle
B | e temps restant
B Latempérature de I'échantillon

B | a température du couvercle

6. Plate Setup (Configuration de la plaque) — permet d’ouvrir la boite de dialogue
Plate Setup (Configuration de la plaque) dans laquelle les utilisateurs peuvent
maodifier la configuration actuelle de la plaque au cours d’une série.

Dans 'onglet Real-time Status (Etat en temps réel), il est possible d’effectuer les opérations
suivantes :

B Afficher ou masquer les courbes en temps réel en les sélectionnant dans le volet du sélecteur de
puits ou le tableau de configuration de la plaque.

m  Afficher des courbes uniques ou des groupes de courbes en les sélectionnant dans la liste
déroulante des groupes de puits.

B Modifier la plaque ou remplacer le fichier de plaque.

B Appliquer un fichier PrimePCR a la série.

Affichage ou masquage des courbes en temps réel

Par défaut, tous les puits remplis sont actifs et apparaissent dans le tableau de configuration de la
plaque. Les puits actifs apparaissent en bleu dans le volet du sélecteur de puits. Les puits masqués
apparaissent en gris clair et les puits inutilisés en gris foncé dans le volet du sélecteur de puits.

Il est possible de masquer les courbes des puits actifs pendant la série. Le logiciel CFX Manager Dx
continue a collecter des données pour tous les puits ; lorsque des puits sont cachés, leurs données
n’apparaissent pas dans le tableau de configuration de la plaque.

Pour masquer des courbes en temps réel
» Dans le volet du sélecteur de puits, cliquer sur les puits actifs (bleus) a masquer.
Pour afficher des courbes en temps réel

» Dans le volet du sélecteur de puits, cliquer sur les puits masqués (gris clair) a afficher.

Pour plus d’informations sur le sélecteur de puits, consulter la section Sélecteur de puits a la page
187.
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Modification de la configuration d’une plaque
Pour modifier la configuration d’une plaque

» Cliquer sur Plate Setup (Configuration de la plaque) puis sélectionner View/Edit Plate
(Afficher/Modifier la plaque).

La fenétre Plate Editor (Editeur de plaques) apparait, ol il est possible de modifier la plaque alors
que la série est en cours. Pour plus d’informations sur la modification des plaques, consulter le
Chapitre 7, Préparation des plaques.

Remarque : Les styles des courbes peuvent également étre modifiés a partir de la fenétre
Plate Editor (Editeur de plaques). Les modifications apparaissent dans le graphique des
tracés d’amplification de I'onglet Real-time Status (Etat en temps réel).

Remplacement d’un fichier de plaque

Conseil : Le remplacement d’un fichier de plaque s’avére particulierement utile si I'utilisateur
lance une série avec un fichier Quick Plate (Plaque rapide) du dossier ExpressLoad (Chargement
expres).

Pour remplacer un fichier de plaque

» Cliquer sur Plate Setup (Configuration de la plaque) puis sélectionner I'une des options
suivantes :

B Replace Plate file (Remplacer le fichier de plaque) — permet de sélectionner le nouveau
fichier de plaque dans la liste de la fenétre de navigation

B Apply PrimePCR file (Appliquer le fichier PrimePCR) — permet de rechercher le fichier d’'une
série qui permettra d’obtenir la disposition de la plaque, soit a I'aide de Smart Search
(Recherche intelligente), soit en cliquant sur Browse (Parcourir) pour rechercher un fichier
téléchargé depuis le site web de Bio-Rad et qui ne se trouve pas dans le dossier PrimePCR

Remarque : CFX Manager Dx vérifie le mode de lecture et la taille de la plaque pour le
fichier de plaque. lls doivent correspondre aux parameétres de la série avec lesquels la série a
été lancée.
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Onglet Time Status (Etat temporel)

L’onglet Time Status (Etat temporel) affiche le temps restant pour terminer la série en cours.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd ==

[ﬁd Run Status @ Realtime Status | () Time Status |

Running

01:02:02
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Réalisation d’expériences PrimePCR

Les expériences PrimePCR utilisent des dosages spécifiques a une voie de signalisation ou a une

maladie que Bio-Rad a validé et optimisé en conditions réelles de laboratoire et sont disponibles dans

les formats suivants :

B Plaques prétes a 'emploi — plaques contenant des dosages qui sont spécifiques a une voie de

signalisation biologique ou a une maladie ; elles comprennent des contréles PrimePCR ainsi que

des génes de référence

B Plaques personnalisables — plaques pouvant étre configurées selon une disposition définie par
I'utilisateur avec I'option de choisir des dosages pour des cibles d’intérét, des controles et des
références

m  Dosages individuels — tubes contenant des ensembles d’amorces individuels a utiliser dans les
réactions en temps réel

Afin de réduire la durée totale d’exécution, il est possible de supprimer I'étape de fusion du protocole.

Bio-Rad recommande vivement de n’apporter aucune autre modification a un protocole d’une série

PrimePCR. Le protocole par défaut est celui ayant été utilisé pour la validation du dosage. Tout écart

par rapport a cela peut avoir des répercussions sur les résultats. Les modifications apportées au
protocole sont notées dans I'onglet Run Information (Informations sur la série) du fichier de données
qui en résulte et dans les éventuels rapports créés.

Pour démarrer une série PrimePCR

» Pour démarrer une série PrimePCR, effectuer 'une des opérations suivantes :

Dans l'assistant Startup Wizard (Assistant de démarrage), sélectionner PrimePCR dans
I'onglet Run Setup (Configuration de la série) puis sélectionner la composition chimique
(SYBER ou sonde).

Sélectionner une série PrimePCR dans la liste Recent Runs (Séries récentes) de I'onglet
Repeat Run (Répéter la série) de I'assistant Startup Wizard (Assistant de démarrage).

Sélectionner File (Fichier) > New (Nouveau) > PrimePCR Run (Série PrimePCR) dans la
fenétre d’accueil.

Sélectionner File (Fichier) > Open (Ouvrir) > PrimePCR Run File (Fichier de série
PrimePCR) dans la fenétre d’accueil.

Glisser-déposer un fichier de série PrimePCR sur la fenétre d’accueil.
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Une fois qu’une série PrimePCR a été sélectionnée, la fenétre Run Setup (Configuration de la série)
ouvre I'onglet Start Run (Démarrer la série) avec la disposition de plaque PrimePCR par défaut
chargée en fonction de I'appareil sélectionné.

Pour supprimer I’étape de fusion du protocole

» Surl'onglet Protocol (Protocole), décocher la case en regard de Include Melt Step (Inclure I'étape
de fusion).

Pour importer les informations de la cible pour les plaques PrimePCR dans une
disposition de plaque

1. Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Dans l'onglet Real-time Status (Etat en temps réel) de la boite de dialogue Run Details
(Détails sur la série), sélectionner Plate Setup (Configuration de la plaque) > Apply
PrimePCR File (Appliquer le fichier PrimePCR).

B Dans lafenétre Data Analysis (Analyse des données), sélectionner Plate Setup
(Configuration de la plaque) > Apply PrimePCR File (Appliquer le fichier PrimePCR).

2. Dans la boite de dialogue PrimePCR Run File (Fichier de série PrimePCR), cliquer sur Browse
(Parcourir) pour accéder au fichier PrimePCR approprié (.csv).

3. Sélectionner le fichier PrimePCR cible puis cliquer sur Open (Ouvrir).

CFX Manager Dx importe les informations de la cible dans la disposition de la plaque.
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Chapitre 9 Présentation générale de I'analyse de
données

CFX Manager™ Dx propose plusieurs méthodes pour ouvrir et visualiser les fichiers de données. Il est
possible de :

B Sélectionner File (Fichier) > Open (Ouvrir) > Data File (Fichier de données) dans la fenétre
d’accueil et accéder au fichier .pcrd cible.

B Sélectionner File (Fichier) > Recent Data Files (Fichiers de données récents) de la fenétre
d’accueil pour faire une sélection dans une liste des dix derniers fichiers de données récemment
ouverts.

Fenétre Data Analysis (Analyse des données)

La fenétre Data Analysis (Analyse des données) comporte plusieurs onglets, chacun présentant les
données analysées pour une méthode d’analyse spécifique ou des informations spécifiques a une
série. Les onglets n’apparaissent que si les données collectées dans la série sont disponibles pour ce
type d’analyse.

(ff| Quartification Quartffication Data Meh Curve Met Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Poirt l’—(_:.? Custom Data View QC [% Run Information
Conseil : Pour choisir les onglets a afficher, les sélectionner dans le menu déroulant View
(Afficher) de la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Pour revenir a la disposition

d’origine des onglets, sélectionner Settings (Parametres) > Restore Default Window Layout
(Rétablir la disposition par défaut de la fenétre).
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Barre d’outils de la fenétre Data Analysis (Analyse des données)

La barre d’outils de la fenétre Data Analysis (Analyse des données) permet un accés rapide a
d’'importantes fonctions de I'analyse des données.

Elate Setup ~ '.; | All Wells + || Fluorephere  + ‘ ?

Le Tableau 15 présente les fonctions des boutons dans la barre d’outils.

Tableau 15. Barre d’outils de la fenétre Data Analysis (Analyse des données)

Bouton Nom Fonction
Bl Plate Setup View/Edit plate (Afficher/Modifier la plaque) :
Plate Setup - (Configurationdela  permet d’ouvrir I'éditeur de plaques pour
plaque) afficher et modifier le contenu des puits.

Replace Plate file (Remplacer le fichier de
plaque) : permet de sélectionner un fichier
de plaque pour remplacer la disposition de
la plaque.

Apply PrimePCR file (Appliquer le fichier
PrimePCR) : permet de sélectionner un
fichier de série afin de remplacer la
disposition de la plaque pour une série

PrimePCR™.
= Manage Well Permet d’ouvrir la fenétre Well Groups
W Groups (Gérer les Manager (Gestionnaire des groupes de
groupes de puits) puits) pour créer, modifier et supprimer des

groupes de puits.

Well Group Permet de sélectionner le nom d’'un groupe

(Groupe de puits) de puits existant dans le menu déroulant. La
sélection par défaut est All Wells (Tous les
puits). Ce bouton apparait uniquement
lorsque des groupes de puits sont créés.

All Wells w

Analysis Mode Permet d’analyser les données soit en mode
Fluorophore (Mode d’analyse) Fluorophore (Fluorophore), soit en mode
Target (Cible).
) Help (Aide) Permet d’ouvrir une copie de ce manuel au
B format Acrobat PDF.
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Fenétre Data Analysis (Analyse des données)

Barre de menus de la fenétre Data Analysis (Analyse des

données)

Le Tableau 16 présente les éléments de la barre de menus de la fenétre Data Analysis (Analyse des

données).

Tableau 16. Eléments de la barre de menus de la fenétre Data Analysis (Analyse

des données)

Elément des

menus Commande Fonction

File (Fichier) Save (Enregistrer) Permet d’enregistrer le fichier.

Save As (Enregistrer sous) Permet d’enregistrer le fichier sous un
nouveau nom.

Repeat Run (Répéter la série) Permet d’extraire le fichier de protocole et le
fichier de plaque de la série en cours pour
I'exécuter a nouveau.

Close (Fermer) Permet de fermer la fenétre Data Analysis
(Analyse des données).

View (Afficher) Run Log (Journal des séries) Permet d’ouvrir une fenétre Run Log
(Journal des séries) pour afficher le journal
des séries du fichier des données actuelles.

Quantification (Quantification), Permettent d'afficher les données analysées
Melt Curve (Courbe de fusion), dans les onglets sélectionnés de la fenétre
Gene Expression (Expression Data Analysis (Analyse des données). Au
des genes), End Point (Point moins un onglet doit étre sélectionné.
final), Custom Data View
(Affichage des données
personnalisé), QC (CQ), Run
Information (Informations sur la
série)
Settings C, Determination Mode (Mode Permet de sélectionner le mode Regression
(Parameétres) de détermination du C,) (Régression) ou Single Threshold (Seuil

unique) afin de déterminer comment les
valeurs C sont calculées pour chaque
courbe.
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Tableau 16. Eléments de la barre de menus de la fenétre Data Analysis (Analyse

des données), suite

Elément des
menus

Commande

Baseline Setting (Paramétre de la
ligne de base)

Fonction

Permet de sélectionner la méthode Baseline
Subtraction (Soustraction de la ligne de
base) pour les groupes de puits
sélectionnés.

Analysis Mode (Mode d’analyse)

Permet de choisir d’analyser les données
par Fluorophore (Fluorophore) ou par Target
(Cible).

Cycles to Analyze (Cycles a
analyser)

Permet de sélectionner les cycles a
analyser.

Baseline Threshold (Ligne de
base/Seuil)

Permet d’ouvrir la fenétre Baseline
Threshold (Ligne de base/Seuil) pour ajuster
laligne de base ou le seuil.

Trace Styles (Styles des courbes)

Permet d’ouvrir la fenétre Trace Styles
(Styles des courbes).

Plate Setup (Configuration de la
plaque)

Permet d’ouvrir I'éditeur de plaques pour
afficher et modifier la plaque ou remplacer la
plaque actuelle par une plaque provenant
d’un fichier de plaque défini par I'utilisateur
ou d’un fichier PrimePCR.
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Fenétre Data Analysis (Analyse des données)

Tableau 16. Eléments de la barre de menus de la fenétre Data Analysis (Analyse

des données), suite

Elément des

menus Commande Fonction
Mouse Highlighting (Mise en Permet d’activer ou de désactiver la mise en
surbrillance avec la souris) surbrillance simultanée des données avec le
pointeur de la souris.
Conseil : Si Mouse Highlighting (Mise
en surbrillance avec la souris) est
désactivé, appuyer sur la touche Ctrl
pour activer temporairement la mise en
surbrillance.
Restore Default Window Layout Permet de rétablir la disposition des fenétres
(Rétablir la disposition par défaut ala valeur par défaut.
de la fenétre)
Export (Exporter) Export All Data Sheets to Excel Permet d’exporter toutes les vues des

(Exporter toutes les feuilles de
données vers Excel)

feuilles de calcul de chaque onglet vers un
fichier Excel distinct.

Custom Export (Exportation
personnalisée)

Permet d’ouvrir la fenétre Custom Export
(Exportation personnalisée) dans laquelle
les champs a exporter et le format de fichier
peuvent étre spécifiés.

Export to LIMS Folder (Exporter
vers un dossier LIMS)

Permet d’ouvrir une fenétre pour enregistrer
dans le dossier LIMS les données dans un
format prédéterminé.

Seegene Export (Exportation
Seegene)

Permet d’ouvrir une fenétre pour identifier
I'emplacement d'enregistrement des
données de toutes les vues de feuilles de
calcul dans des fichiers Excel structurés
spécifiquement pour étre utilisés par
Seegene, Inc.
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Tableau 16. Eléments de la barre de menus de la fenétre Data Analysis (Analyse

des données), suite

Elément des
menus Commande

Tools (Outils) Reports (Rapports)

Fonction

Permet d’ouvrir le rapport pour ce fichier de
données.

Well Group Reports (Rapports
sur les groupes de puits)

Permet d’ouvrir la fenétre Well Group
Reports (Rapports sur les groupes de puits)
pour générer des rapports pour des groupes
de puits spécifiés.

Import Fluorophore Calibration
(Importer I'étalonnage des
fluorophores)

Permet de sélectionner un fichier
d’étalonnage a appliquer au fichier de
données actuelles.

gbase+

Permet de lancer directement gbase+ v2.5 a
partir du fichier .pcrd actuel s'il est installé.
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Onglet Details (Détails)

Fenétre Data Analysis (Analyse des données)

Chague onglet de la fenétre Data Analysis (Analyse des données) affiche les données dans des
graphiques et des feuilles de calcul pour une méthode d’analyse spécifique et inclut un sélecteur de
puits afin de sélectionner les données a afficher. Lorsqu’elle est ouverte, la fenétre Data Analysis
(Analyse des données) affiche par défaut 'onglet Quantification (Quantification). Il est possible
d’utiliser les données du graphique intitulé Amplification (Amplification) de I'onglet Quantification
(Quantification) pour déterminer les parameétres d’analyse appropriés pour la série.

@ Data Anal ene Expressien Multiplex - Tim

File View Settings Export Tools

Quartication Quantfication Data ]| Gene Bxpression {8 Custom Dt View 6C B Run omation

E\ate Setup ~

)

- O
Fluorophore ‘ ?

[~

Amplification

Standard Curve

=

Log Starting Quantity

50
Cycles {0 Scals!

5 Urknoen

T RAM B R0 Sopem T 5400

FAM [JHEX []TexasRed [J0Cy5

Step Number:

T o mmo o @ =

EIEAED I EAEIEa N

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin

Std-1
Std-2
Std-3
Std-4
5td-5
Std-6
Std-7

di-1
dil-2
di-3
di-4
di-5
di6
di-7

I[4]

Completed

[ Scan Mode: All Channels | Plate Typs: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Remarque : Le logiciel associe les données des volets de chaque onglet de la fenétre Data

Analysis (Analyse des données). Par exemple, la mise en surbrillance d’un puits en plagcant le
pointeur de la souris sur le puits en question dans le sélecteur de puits met en surbrillance les
données qui lui sont associées dans tous les autres volets.
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Sélecteur du numéro de I’'étape

Les systémes CFX96 et CFX96 Deep Well peuvent acquérir des données de fluorescence a de
multiples étapes du protocole ; le logiciel conserve les données acquises a chaque étape
indépendamment. Le logiciel affiche le sélecteur Step Number (Numéro de I'étape). Lorsqu’un
protocole contient au moins une étape de collecte de données, le logiciel CFX Manager Dx affiche les
données de la premiére étape de collecte.

Si le protocole contient plusieurs étapes de collecte, il est possible de sélectionner une autre étape a
partir de la liste déroulante, par exemple :

Step Mumber: |3 v

Lorsqu’une étape est sélectionnée, le logiciel applique cette sélection a toutes les données qui
apparaissent dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données).

Affichage des groupes de puits dans la fenétre Data Analysis
(Analyse des données)

Les puits de la plaque peuvent étre regroupés en sous-ensembles pour une analyse indépendante
utilisant des groupes de puits. Lorsque des groupes de puits sont créés, leurs noms apparaissent
dans la liste déroulante Well Groups (Groupes de puits) de la barre d’outils de la fenétre Data Analysis
(Analyse des données).

Si des groupes de puits ont été créés, le logiciel affiche le groupe de puits par défaut All Wells (Tous
les puits) a 'ouverture de la fenétre Data Analysis (Analyse des données), affichant les données de
tous les puits avec le contenu correspondant dans les graphiques et les feuilles de calcul. Seuls les
puits de ce groupe de puits chargé avec le contenu en question apparaissent dans le sélecteur de
puits, et seules les données correspondant a ces puits sont incluses dans les calculs de 'analyse de
données.

Remarque : Si aucun groupe de puits n’a été créé, la liste déroulante Well Groups (Groupes de
puits) n’apparait pas dans la barre d’outils.
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Fenétre Data Analysis (Analyse des données)

Modification du contenu des puits aprés une série

Pendant I'analyse de données, le fait de modifier la fagon dont les données sont affichées en
changeant le contenu des puits dans I'éditeur de plaques ne modifie en aucun cas les données de
fluorescence collectées a partir de chaque puits durant la série. Apres la collecte des données de
fluorescence par le module, ces données ne peuvent pas étre supprimées mais il est possible de
choisir de les supprimer de I'affichage et de I'analyse.

Pour modifier le contenu des puits aprés une série

» Dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données), cliquer sur Plate Setup (Configuration de la
plaque) et sélectionner I'une des options suivantes :

®  Edit/View Plate (Modifier/Afficher la plaque) — permet d’ouvrir I'éditeur de plaques ou il
est possible de procéder a des changements manuels de la disposition.

B Replace Plate file (Remplacer le fichier de plaque) — permet d’ouvrir le navigateur Select
Plate (Sélectionner la plaque) ou il est possible d’accéder a un fichier de plaque
précédemment enregistré par lequel remplacer la disposition de la plaque actuelle.

B Apply PrimePCR file (Appliquer le fichier PrimePCR) — permet d’ouvrir la boite de
dialogue Select PrimePCR file (Sélectionner le fichier PrimePCR) ou il est possible d’accéder
a un fichier de série PrimePCR™ et de I'appliquer a la disposition de la plaque.

Conseil : Il est possible d’ajouter ou de modifier les informations sur le contenu du puits avant
une série, pendant une série ou apres la fin d’'une série PCR. Le mode de lecture ainsi que la taille
de la plaque doivent étre attribués avant d’effectuer la série. Ces parametres ne peuvent pas étre
modifiés aprés la série.
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Parametres de I’analyse de données

Les données du graphique intitulé Amplification (Amplification) dans I'onglet Quantification
(Quantification) affichent la fluorescence relative (en RFU) pour chaque puits et ce, a chaque cycle.
Chaque courbe dans le graphique représente les données issues d’un seul fluorophore dans un puits.
Ces données sont utilisées pour déterminer les valeurs de Cq pour chaque puits par fluorophore. Le
logiciel utilise I'un des deux modes suivants pour déterminer les valeurs Cq :

B Regression (Régression) — permet d’appliquer un modéle de régression non linéaire multivarié
aux courbes des puits individuels et utilise ensuite ce modele pour calculer une valeur C
optimale.

B Single Threshold (Seuil unique) — permet d’utiliser une valeur de seuil unique pour calculer la
valeur C, basée sur la valeur a I'intersection du seuil avec les courbes de fluorescence
individuelles.

Sélectionner Settings (Parametres) > C, Determination Mode (Mode de détermination du C,) pour
choisir le mode de détermination du C,.

Ajustement du seuil

En mode Single Threshold (Seuil unique), il est possible d’ajuster le seuil pour un fluorophore en
cliquant sur la ligne du seuil dans le graphique Amplification (Amplification) et en déplagant le pointeur
de la souris verticalement. De méme, il est possible de spécifier un seuil d’intersection exact pour le
fluorophore sélectionné.

Parameétres de la ligne de base

Le logiciel définit automatiquement la ligne de base au cas par cas pour chaque puits. Le paramétre
de la ligne de base détermine la méthode de soustraction de la ligne de base pour I'ensemble des
courbes de fluorescence. Le logiciel fournit trois options de soustraction de la ligne de base :

B No Baseline Subtraction (Pas de soustraction de la ligne de base) — permet d’afficher les
données sous la forme de courbes de la fluorescence relative. Ce mode d’analyse ne permettant
pas la réalisation de certaines analyses, le logiciel n’affiche donc pas les onglets Gene
Expression (Expression des genes), End Point (Point final) et Allelic Discrimination
(Discrimination allélique).

B Baseline Subtracted (Ligne de base soustraite) — permet d’afficher les données sous la forme
de courbes dont la ligne de base a été soustraite pour chaque fluorophore dans un puits. Le
logiciel doit soustraire la ligne de base des données pour pouvoir déterminer les cycles de
quantification, construire les courbes d’étalonnage et définir la concentration des échantillons
inconnus. Pour générer une courbe dont la ligne de base a été soustraite, le logiciel ajuste la
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meilleure ligne droite par rapport a la fluorescence enregistrée de chaque puits pendant les
cycles de la ligne de base, puis soustrait les données d’ajustement optimal des données dont le
bruit de fond a été soustrait a chaque cycle.

B Baseline Subtracted Curve Fit (Ajustement des courbes avec la ligne de base soustraite)
— permet d’afficher les données sous la forme de courbes dont la ligne de base a été soustraite, et
le logiciel lisse la courbe dont la ligne de base a été soustraite a l'aide d’un filtre moyenneur. Ce
processus est réalisé afin que chaque Cq reste constant.

En plus de ces options, il est également possible de sélectionner Apply Fluorescent Drift Correction
(Appliquer une correction a la dérive fluorescente). Pour les puits avec des valeurs RFU qui présentent
une dérive irréguliere pendant les premiers cycles d’une série, le logiciel déduit une ligne de base
estimée des puits adjacents pour lesquels une ligne de base horizontale avait été correctement générée.

Pour modifier le paramétre de soustraction de la ligne de base

» Sélectionner Settings (Paramétres) > Baseline Setting (Paramétre de la ligne de base).

Mode d’analyse

Les données peuvent étre regroupées et analysées soit par fluorophore, soit par nom de cible.
Lorsqu’elles sont regroupées par fluorophore, les courbes des données s’affichent par fluorophore,
comme indiqué lors de la configuration de la plaque pour cette série. Les données de chaque fluorophore
apparaissent dans le graphique de I'amplification et de la courbe d’étalonnage (le cas échéant), lorsque
les cases du sélecteur de fluorophores correspondantes, situées sous le graphique de I'amplification,
sont cochées.

Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

"i; Fluorophore  ~ ?

o
File  View 3ettings Export Tools Elate Setup ~
@ Quartification Quantification Data EEI! Gene Expression ':_!} Custom Data View Qc ﬁ Run Information
Amplification Standard Curve
T T T T
T ]
4
Log Starting Quantity
: O Standa
I o X Unknown
1 — FAM E= 50.5% R"2=0.55Z Slope=3.572 y-int=35.408
— HEX 8 Slopa=-3.468 y-int=35.863
o ——  Texas Res 955 Slopa=-3.398 y-int=35.431
Cycles Log Scale — oy 000 Slope=3.423 y-n=35.216
| FAM HEX Texas Red Cy5 Step Number: |3 ~

Lorsqu’elles sont regroupées par cible, les courbes des données s’affichent par nom de cible, comme
saisi lors de la configuration de la plaque pour cette série.
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csion Multiplex - Time Course 3.pcrd
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Amplification El Standard Curve El
T T T T s F ] T T T T T ]
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v ) . Tubuin £= 30.5% R°20.352 Slope=2.573 yini=35.403
t . —— Actin E=34.3% R2=0.53 Slope=-2.465 ynt=35.553
o 10 20 30 50 — Lt E=%6 559 Slope=1.350 y-int=25.481

Cycles Log Scale

| Tubulin Actin ILTb GAPDH

GAPDH  E= 5. =1.000 Shope=-3.423 y-mt=35.216

Step Number: |3 ~

Pour choisir un mode d’analyse de données
» Effectuer 'une des opérations suivantes :
B Sélectionner Settings (Paramétres) > Analysis Mode (Mode d’analyse).
B Choisir un mode dans le menu déroulant Analysis Mode (Mode d’analyse) de la barre

d’outils.

Cycles a analyser

Il est possible de limiter le nombre de cycles a analyser. De méme, il est possible d’analyser les
données d’un ensemble de cycles spécifique. Le nombre maximum de cycles pouvant étre analysés
est 50.

Remarque : La suppression de cycles au début d’une série peut avoir des répercussions
importantes sur I'établissement de la ligne de base.

Pour restreindre I’analyse des données a une plage spécifique de cycles

1. Sélectionner Settings (Paramétres) > Cycles to Analyze (Cycles a analyser).
La boite de dialogue Cycles to Analyze (Cycles a analyser) apparait.

2. Saisir les valeurs pour le cycle de début et le cycle de fin puis cliquer sur OK.

Cliquer sur la boite de dialogue Restore Defaults in the Cycles to Analyze (Rétablir les valeurs par
défaut dans les cycles a analyser) pour revenir aux cycles initialement utilisés pour I'analyse.
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Sélecteur de puits

Utiliser le sélecteur de puits pour afficher ou masquer les données des puits dans les graphiques ou
les feuilles de calcul dans tous les écrans de la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Seuls
les puits dans lesquels un échantillon a été chargé peuvent étre sélectionnés dans le sélecteur de
puits. Le logiciel attribue une couleur aux puits dans le sélecteur de puits :

B Bleu-indique les puits sélectionnés. Les données associées aux puits sélectionnés
apparaissent dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données).

B Gris clair —indique les puits non sélectionnés. Les données associées aux puits non
sélectionnés n’apparaissent pas dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données).

B Gris foncé —indique les puits vides.

Pour afficher ou masquer les données des puits
» Dans le sélecteur de puits, effectuer 'une des opérations suivantes :

B Pour masquer un puits, cliquer sur le puits en question. Pour afficher ce puits, cliquer a
nouveau sur le puits.

B Pour masquer plusieurs puits, cliquer et faire glisser le curseur sur les puits que I'on souhaite
sélectionner. Pour afficher ces puits, cliquer et faire glisser a nouveau le curseur sur les puits.

B Cliquer sur le coin supérieur gauche de la plaque pour masquer tous les puits. Cliquer a
nouveau sur le coin supérieur gauche pour afficher tous les puits.
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®  Cliquer sur le début d’'une colonne ou d’une ligne pour masquer ces puits. Cliquer a nouveau
sur la colonne ou la ligne pour afficher les puits.

Eléments du menu contextuel du sélecteur de puits

Le Tableau 17 présente les options contextuelles disponibles dans I'affichage du sélecteur de puits.

Tableau 17. Eléments du menu contextuel dans le sélecteur de puits

Elément

Well XX (Puits XX)

Fonction

Permet d’afficher uniquement ce puits, de supprimer ce puits de
I'affichage, de définir la couleur pour ce puits ou d’exclure ce puits
de l'analyse.

Selected Wells (Puits
sélectionnés) (faire un clic droit
et faire glisser)

Permet d’afficher uniquement ces puits, de supprimer ces puits de
I'affichage, de définir la couleur pour ces puits ou d’exclure ces puits
de l'analyse.

Copy (Copier)

Permet de copier le contenu du puits dans un presse-papiers, y
compris les informations Sample Type (Type d’échantillon) et
I'option Replicate # (Nb de réplicats).

Copy as Image (Copier sous
forme d’image)

Permet de copier I'affichage du sélecteur de puits sous forme
d’'image.

Print (Imprimer)

Permet d'imprimer I'affichage du sélecteur de puits.

Print Selection (Imprimer la
sélection)

Permet d’imprimer la sélection en cours.

Export to Excel (Exporter vers
Excel)

Permet d’exporter les données vers une feuille de calcul Excel.

Export to Csv (Exporter vers
Csv)

Permet d’exporter les données dans un format de document de
texte.

Export to Xml (Exporter vers
Xml)

Permet d’exporter les données au format de document .xml.

Well Labels (Légendes des
puits)

Permet de remplacer les Iégendes des puits par Sample Type (Type
d’échantillon), Target Name (Nom de cible) ou Sample Name (Nom
de I'échantillon).
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Exclusion temporaire de puits de I’analyse
Pour exclure temporairement des puits de I'analyse de données

1. Faire un clic droit sur le puits dans le sélecteur de puits. Pour exclure plusieurs puits, faire un clic
droit et faire glisser le curseur pour mettre en surbrillance plusieurs puits, courbes ou points.

2. Dans le menu contextuel, choisir 'option appropriée :
B Well (Puits) > Exclude Well (Exclure le puits)
B Selected Wells (Puits sélectionnés) > Exclude from Analysis (Exclure de I'analyse)

B Selected Traces (Tracés sélectionnés) > Exclude these wells from Analysis (Exclure ces
puits de I'analyse)

Amplification » Standard Curve »

Well F3, Tubulin 3 View Only Well F9

Remove Well F9 From View

Copy
Save Image As...

Set Color...

Page Setup... Exclude Well F3 From Analysis 1, |
Prit...

Show Point Values —
Cycles ——  GAFDH - 559% R°5=1 000 Siopee-3 423 j-Im=35 215

Set Scale to Default
Chart Settings... Step Number: |3 v

| Tubulin  [Z] Actin ILib GAPDH
Le cas échéant, pour supprimer les puits de I'analyse de maniere permanente, effacer le contenu
des puits dans I'éditeur de plaques en cliquant sur le bouton Clear Wells (Effacer les puits).
Important : |l faut ressaisir le contenu de tout puits ayant été effacé.

Pour inclure un puits exclu

» Faire un clic droit sur le puits approprié dans le sélecteur de puits puis sélectionner Well (Puits) >
Include Well in Analysis (Inclure le puits dans I'analyse).
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Graphiques

Chaque graphique dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données) affiche les données dans une
représentation graphique différente et propose des options pour ajuster et exporter les données ou les
graphiques.

Eléments courants du menu contextuel pour les graphiques

Le Tableau 18 présente les éléments du menu contextuel disponibles dans les graphiques. Certains
des éléments disponibles sont présents pour 'ensemble des graphiques et ils peuvent étre utilisés
pour modifier I'affichage des données ou pour faciliter I'exportation des données a partir d’'un
graphique.

Tableau 18. Eléments du menu contextuel pour les graphiques

Elément Fonction

Copy (Copier) Permet de copier le graphique dans le presse-papiers.

Save Image As (Enregistrer ~ Permet d’enregistrer 'image avec une taille, une résolution et un type de
'image sous) fichier spécifiés. Les formats d’'image disponibles sont PNG (par
défaut), JPG et BMP.

Page Setup (Mise en page) Permet d’avoir un apergu et de sélectionner la mise en page pour

I'impression.
Print (Imprimer) Permet d’imprimer le graphique.
Set Scale to Default Permet de rétablir I'affichage par défaut du graphique aprés un
(Rétablir I'échelle par grossissement.

défaut)

Chart Options (Options du Permet d’ouvrir la fenétre Chart Options (Options du graphique) pour

graphique) modifier le graphique, y compris changer le titre, sélectionner les limites
pour les axes des abscisses et des ordonnées, afficher le quadrillage et
afficher les graduations secondaires des axes.

Remarque : Les éléments du menu qui s’appliquent a des graphiques spécifiques sont décrits
dans le Chapitre 10, Détails sur I'analyse de données.
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Copie des données du graphique dans le presse-papiers

Il est possible de copier le contenu de I'affichage du graphique et de le coller dans n'importe quelle
application qui accepte les fichiers d'image au format bitmap.

Pour copier les données du graphique dans le presse-papiers
1. Dans le menu contextuel du graphique, sélectionner Copy (Copier).
2. Ouvrir une application qui accepte les images bitmap, par exemple, Microsoft Word.

3. Faire un clic droit et sélectionner Paste (Coller) pour coller 'image bitmap du presse-papiers dans
I'application.

Modification des paramétres de la ligne de base/du seuil

En mode Single Threshold (Seuil unique), il est possible d’ajuster le seuil pour un fluorophore en
cliquant sur la ligne du seuil dans le graphique Amplification (Amplification) et en déplagant le pointeur
de la souris verticalement. De méme, il est possible de spécifier un seuil d’intersection exact pour le
fluorophore sélectionné.

Conseil : Il est possible de spécifier une plage de cycles pour déterminer la ligne de base de tous
les fichiers de données dans 'onglet Data Analysis (Analyse des données) dans User (Utilisateur)
> User Preferences (Préférences utilisateur).

Pour ajuster le cycle de début et de fin de la ligne de base pour chaque puits

1. Dans I'onglet Quantification (Quantification), sélectionner un seul fluorophore sous le graphique
Amplification (Amplification).

2. Dans le menu contextuel du graphique, sélectionner Baseline Threshold (Ligne de base/Seuil).

La boite de dialogue Baseline Threshold (Ligne de base/Seuil) apparatt.

Manuel d'utilisation | 191



Chapitre 9 Présentation générale de I'analyse de données

Baseline Threshold

Baszeline Cycles
®) Auto Calculated
() User Defined Bold indicates a changed value.
Wel & Rur o B3Eene g Baeie o
1 [ar Jsver 2 17 =
2 |AD2 SYBR 2 17
3 |AD3 SYBR 2 17
4 |AD4 SYBR 2 i
5 |AD5 SYBR 2 i
€ |ADG SYBR 2 12
7 |AD7 SYBR 2 ]
8 |ADB SYBR 2 10
9 |ADS SYBR 2 12
10 |A10 SYER 0 R
CEE i :
Reset All User Defined Values
Single Threshold
() Auto Calculated:  1424.30
®) UserDefined:  |1700.00 :
OK Cancel

3. Dans la section Baseline Cycles (Cycles de la ligne de base), procéder de I'une des fagons

suivantes :

B Pour sélectionner un puits, cliquer sur le numéro de la ligne correspondante.

B Pour sélectionner plusieurs puits adjacents, cliquer sur le numéro de la ligne du premier puits
et faire glisser le curseur vers le bas de la colonne jusqu’au dernier puits.

B Pour sélectionner plusieurs puits non adjacents, maintenir la touche Ctrl enfoncée et cliquer
sur le numéro de la ligne de chaque puits cible.

B Pour sélectionner tous les puits, cliquer sur le coin supérieur gauche du tableau.

4. Ajuster le cycle de début dans Baseline Begin (Début de la ligne de base) et le cycle de fin dans
Baseline End (Fin de la ligne de base) pour tous les puits sélectionnés ou changer le numéro du
cycle de début dans Begin (Début) et du cycle de fin dans End (Fin) au pied de la feuille de calcul.

Conseil : Pour rétablir les parametres sur les derniéres valeurs enregistrées, cliquer sur
Reset All User Defined Values (Rétablir toutes les valeurs définies par I'utilisateur).

5. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et revenir au graphique.
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Pour spécifier une plage de cycles pour tous les fichiers de données

» Dans lafenétre d’accueil ou I'éditeur de plaques, sélectionner User (Utilisateur) > User

Graphiques

Preferences (Préférences utilisateur) puis choisir I'onglet Data Analysis (Analyse des données).

Tri des données des cibles et des échantillons

Remarque : Cette option n’est disponible que sur les graphiques de I'expression des génes.

Par défaut, les listes Targets (Cibles) et Samples (Echantillons) apparaissent dans I'ordre
alphabétique. Utiliser la boite de dialogue Sort (Trier) pour trier I'affichage dans I'ordre alphabétique
inverse ou pour manuellement déplacer un terme vers une position différente dans la liste.

Pour trier les données des cibles et des échantillons

1. Dans le menu contextuel du graphique, cliquer sur Sort (Trier).

La boite de dialogue Gene Expression Chart Sorting (Tri du graphique de I'expression des génes)

apparait.

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ | |ZA
HActin — || [OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin 2Hr
ﬂ dii-1
dil-2
dil-3
w| ais
dil5
5 dil-6

QK Cancel

entre les graphiques :

B Cliquer sur la fleche vers le haut ou vers le bas pour déplacer le terme sélectionné d’'une
position.

m  Cliquer sur la fleche vers le haut ou vers le bas avec une barre pour déplacer le terme
sélectionné vers le haut ou le bas de la liste.

(Expression des génes).

Dans la boite de dialogue, cliquer sur Z-A pour trier la liste dans 'ordre alphabétique inverse.

Pour manuellement déplacer un terme, le sélectionner et cliquer sur le bouton approprié situé

Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et revenir a I'onglet Gene Expression
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Grossissement d’une zone du graphique
Pour agrandir une zone du graphique

» Cliquer sur le graphique, le faire glisser a I'aide du curseur puis cliquer sur Zoom (Zoomer)*. Le
logiciel redimensionne le graphique et le centre sur la zone sélectionnée.

Remarque : * Le graphique en barres ne nécessite pas de cliquer sur la commande Zoom
(Zoomer) qui s’affiche.

Pour revenir a I'affichage normal du graphique

» Faire un clic droit dans le graphique puis sélectionner Set Scale to Default (Rétablir I'échelle par
défaut).

Copie de graphiques dans un fichier Microsoft

Il est possible de copier des graphiques de données dans des documents Microsoft Word, Excel ou
PowerPoint. La résolution de 'image correspond a celle de I'écran d’ou I'image provient.

Pour copier des graphiques dans un fichier Microsoft

1. Dans lafenétre Data Analysis (Analyse des données), sélectionner Copy (Copier) dans le menu
contextuel du graphique.

2. Ouvrir un fichier Microsoft vierge et coller le contenu du presse-papiers.

Autre solution : Cliquer sur I'icdne cliquer-glisser puis faire glisser et déposer le graphique dans
un fichier Microsoft.
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Feuilles de calcul

Les feuilles de calcul reproduites dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données) comportent
des options qui permettent de trier et de transférer les données. Trier les colonnes en appliquant 'une
des méthodes ci-dessous :

B Cliquer sur une colonne et la faire glisser vers un nouvel emplacement dans le tableau
sélectionné.

B Cliquer sur I'en-téte de la colonne pour trier les données dans I'ordre croissant ou décroissant.
Pour trier jusqu’a trois colonnes de données dans la fenétre Sort (Trier)

1. Faire un clic droit sur la feuille de calcul et sélectionner Sort (Trier).

2. Dans la boite de dialogue Sort (Trier), sélectionner le titre de la premiére colonne a trier. Trier les
données dans 'ordre croissant ou décroissant.

3. Sélectionner une deuxiéme ou troisiéme colonne a trier et choisir Ascending (Croissant) ou
Descending (Décroissant).

4. Cliquer sur OK pour trier les données ou sur Cancel (Annuler) pour arréter le tri.

Mettre les données des graphiques et du sélecteur de puits associés en surbrillance en passant le
pointeur de la souris au-dessus d’une cellule. Cliquer dans une cellule pour copier et coller son
contenu dans un autre programme logiciel.
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Eléments courants du menu contextuel pour les feuilles de

calcul

Le Tableau 19 présente les éléments du menu contextuel disponibles sur n’importe quel affichage des

feuilles de calcul.

Tableau 19. Eléments du menu contextuel pour les feuilles de calcul

Elément

Copy (Copier)

Fonction

Permet de copier le contenu des puits sélectionnés vers un presse-
papiers, puis de le coller dans une feuille de calcul comme Excel.

Copy as Image (Copier sous
forme d’image)

Permet de copier I'affichage de la feuille de calcul comme fichier
image et de le coller dans un fichier acceptant un fichier image,
notamment les fichiers texte, image ou de feuille de calcul.

Print (Imprimer)

Permet d’imprimer I'affichage actuel.

Print Selection (Imprimer la
sélection)

Permet d’imprimer la sélection en cours.

Export to Excel (Exporter vers
Excel)

Permet d’exporter les données vers une feuille de calcul Excel.

Export to CSV (Exporter vers
CsV)

Permet d’exporter les données vers un fichier séparé par des
virgules (.csv).

Export to Xml (Exporter vers
Xml)

Permet d’exporter les données vers un fichier Xml.

Export to Html (Exporter vers
Html)

Permet d’exporter les données vers un fichier Html.

Find (Rechercher)

Permet de rechercher du texte.

Sort (Trier)

Permet de trier les données dans trois colonnes maximum.

Select Columns (Sélectionner
des colonnes)

Permet de sélectionner les colonnes qui apparaitront dans la feuille
de calcul.
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Exportation

Le logiciel CFX Manager Dx fournit quatre options d’exportation dans le menu déroulant Export
(Exporter) :

B Export All Data Sheets (Exporter toutes les feuilles de données)
B Custom Export (Exportation personnalisée)
B Exportto LIMS (Exporter vers le LIMS)

B Seegene Export (Exportation Seegene)

Exportation de toutes les feuilles de données

Il est possible d’exporter tous les affichages des feuilles de calcul de chaque onglet du logiciel CFX
Manager Dx vers des fichiers distincts.

Pour exporter toutes les feuilles de données

» Sélectionner Export (Exporter) > Export All Data Sheets (Exporter toutes les feuilles de données)
puis sélectionner le type de fichier souhaité :

B CSV (*.csv)

B Texte (*.txt)

B Excel 2007 (*.xIsx)
B Excel 2003 (*.xlIs)

= XML (*xml)
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Création d’un fichier d’exportation personnalisée
Pour créer un fichier d’exportation personnalisée

1. Sélectionner Export (Exporter) > Custom Export (Exportation personnalisée). La boite de
dialogue Custom Export (Exportation personnalisée) apparait.

Custom Export

Export Format: | CSV (*csv)

<

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns

] Well Well

Fluorophare _|F|_UDTUDEUFB

arget Name

Sample N

Replicate Number ampie fiams

Sample Name

Biological Set Name

Well Note

uartification

Cg

Starting Quantity

Cg Mean

Cq Standard Deviation

Quantity Standard Deviation

elt Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Pesk Begin Temperature
Melt Peak End Temperature

End Puint

] End Poirt Cal
[ End RFU

Cqg
Starting Quartity

OORIOREEE

[ L e

o

IKIE

=

Customize Column Names...

Set as Default Configuration

o

2. Sélectionner le format d’exportation dans la liste déroulante qui apparait.
3. Cocher les cases correspondant aux éléments a exporter.

4. (Facultatif) Cliquer sur Customize Column Names (Personnaliser les noms des colonnes) pour
modifier les noms des colonnes.

5. Cliquer sur Export (Exporter). La boite de dialogue Save As (Enregistrer sous) apparait.

6. Dans la boite de dialogue Save As (Enregistrer sous), spécifier un nom de fichier et
I'emplacement ou le fichier exporté doit étre enregistré.

7. Cliquer sur OK pour enregistrer le fichier d’exportation.
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Exportation

Exportation vers un dossier LIMS

Il est possible d’exporter les données vers un format de fichier compatible avec le LIMS.

Pour exporter des données au format LIMS

1. Sélectionner Export (Exporter) > Export to LIMS Folder (Exporter vers un dossier LIMS).
La boite de dialogue Save As (Enregistrer sous) apparait.

2. Dans la boite de dialogue Save As (Enregistrer sous), spécifier un nom de fichier et
I'emplacement ou le fichier exporté doit étre enregistré.

3. Cliquer sur OK pour enregistrer le fichier d’exportation.

Exportation de données formatées pour Seegene

Il est possible d’exporter les données de tous les affichages des feuilles de calcul vers des fichiers
Excel structurés spécifiquement pour étre utilisés par Seegene, Inc.

Pour exporter des données dans un format spécifique pour Seegene
1. Sélectionner Export (Exporter) > Seegene Export (Exportation Seegene).
La boite de dialogue Save As (Enregistrer sous) apparait.

2. Dans la boite de dialogue Save As (Enregistrer sous), spécifier 'emplacement du dossier dans
lequel les fichiers Excel (.xIsx) formatés pour Seegene et exportés doivent étre enregistrés.

3. Cliquer sur OK pour enregistrer les fichiers d’exportation.
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Chapitre 9 Présentation générale de I'analyse de données
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Chapitre 10 Détails sur I'analyse de données

La fenétre Data Analysis (Analyse des données) du logiciel CFX Manager™ Dx comprend plusieurs
onglets permettant d’afficher les données. Ce chapitre explique ces onglets en détail.

Conseil : Il est possible de choisir les onglets a afficher dans la fenétre Data Analysis (Analyse
des données) a I'aide du menu View (Afficher). La disposition personnalisée est enregistrée avec
le fichier de données.
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Chapitre 10 Détails sur I'analyse de données

Onglet Quantification (Quantification)

Utiliser les données dans I'onglet Quantification (Quantification) pour définir les conditions d’analyse
des données, notamment les paramétres de la ligne de base pour chaque puits ainsi que les
paramétres du seuil. L’'onglet Quantification (Quantification) présente les données dans 'un des

quatre affichages suivants :

B Graphique intitulé Amplification (Amplification) — affiche les unités de la fluorescence relative
(RFU) pour chaque puits a chaque cycle. Chaque courbe dans le graphique représente les
données issues d’un seul fluorophore dans un puits.

B Courbe intitulée Standard Curve (Courbe d’étalonnage) — apparait uniquement si la série inclut
des puits désignés en tant qu’échantillon de type Standard (Std). La courbe d’étalonnage affiche
le cycle seuil représenté en fonction du log de la quantité de départ. La Iégende affiche I'efficacité
de la réaction (E) pour chaque fluorophore dans les puits contenant un échantillon de type

Standard.

B Sélecteur de puits — sélectionne les puits avec les données de fluorescence que I'on souhaite

afficher.

B Feuille de calcul — affiche une feuille de calcul des données collectées dans les puits
sélectionnés.

@ Data Analysis - Gene Expre: Multiplex - Time Course 1.pcrd

File View Settings Export Tools E\ate Setup .|S Fluorophore | ?
m Quantification Guantification Data EE Gene Expression {‘Q} Custom Data View ac @ Run Information
Amplification El Standard Curve 2

Log Starting Quantity

X ur

0
Cycles Lo Seale

"

T EAM Ee S5 RAD0SESIpR=-I ST e 105

FAM [JHEX []TexasRed [JGy5

Step Number: 3

Stdi || Std2 | Std3 | Std4 |[ StdS || Stdé || Std7
 ENEAEIEIES EIEd

T o nlmo o o >

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin

Std-1
Std-2
Std-3
Std-4
5td-5
Std-6
Std-7

dil-1
dil-2.
di-3
dil-4.
dil-5
dil-6.
dil-7

[ER

Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
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Onglet Quantification (Quantification)

Options des fluorophores

Pour afficher les données des fluorophores dans les graphiques et les feuilles de calcul de I'onglet
Quantification (Quantification), sélectionner le ou les fluorophores cibles situés sous le graphique
intitulé Amplification (Amplification). Pour masquer les données des fluorophores dans la fenétre Data
Analysis (Analyse des données), décocher cette case.

Boite de dialogue Trace Styles (Styles des courbes)

ATaide de la boite de dialogue Trace Styles (Styles des courbes), il est possible d’ajuster 'apparence
des courbes dans les graphiques de I'ampilification et de la courbe de fusion des onglets Quantification
(Quantification) et Melt Curve (Courbe de fusion). Les modifications peuvent alors étre prévisualisées
dans le sélecteur de puits qui apparait dans la boite de dialogue Trace Styles (Styles des courbes).

Pour ajuster les styles des courbes

1. Sélectionner un seul fluorophore dans le graphique Amplification (Amplification).

2. Pourouvrir la boite de dialogue Trace Styles (Styles des courbes), effectuer 'une des opérations
suivantes :

B Cliquer sur Trace Styles (Styles des courbes) dans le graphique Amplification (Amplification).

B Sélectionner Settings (Paramétres) > Trace Styles (Styles des courbes) dans la barre du
menu Data Analysis (Analyse des données).

B Faire un clic droit sur une courbe puis sélectionner Trace Styles (Styles des courbes).

La boite de dialogue Trace Styles (Styles des courbes) apparait.
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Chapitre 10 Détails sur I'analyse de données

Trace Styles

Fluorophare Wells Color Symbol

7] ik v ]

Color Quick Set
| Random by Well | ‘ Random by Replicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors ‘ | Use Sample Colors |

Well Labels: ®) Sample Type () Target Mame () Sample Name () Symbol

3. Dans laboite de dialogue Trace Styles (Styles des courbes), sélectionner un ensemble
spécifique de puits dans le sélecteur de puits dans le volet du bas. Le cas échéant, sélectionner
les puits qui contiennent un seul type d’échantillon dans le menu déroulant de la colonne Wells
(Puits).

4. Effectuer I'une des opérations suivantes :

B Pour choisir une couleur pour les puits sélectionnés, cocher la case dans la colonne Color
(Couleur).

B Pour attribuer un symbole aux puits sélectionnés, sélectionner un symbole dans la liste
déroulante Symbol (Symbole).

B Pour rapidement attribuer une couleur aux puits par Iégende de bouton, cliquer sur le
paramétrage rapide approprié :

Random by Well (Aléatoire par puits)
Random by Replicate (Aléatoire par réplicat)
Use Fluor Colors (Utiliser les couleurs des fluorophores)

Use Target Colors (Utiliser les couleurs des cibles)

O o o o O

Use Sample Colors (Utiliser les couleurs des échantillons)

B Pour attribuer des légendes de puits, choisir Sample Type (Type d’échantillon), Target Name
(Nom de la cible), Sample Name (Nom de I’échantillon) ou Symbol (Symbole).
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Onglet Quantification (Quantification)

Option Log Scale (Echelle logarithmique)

Sélectionner Log Scale (Echelle logarithmique) sous le graphique Amplification (Amplification) pour
afficher les courbes de fluorescence avec une échelle semi-logarithmique :

. Amplification EI

T .

Cycles Log Scale

Conseil : Pour agrandir une zone du graphique, faire glisser le curseur sur la zone cible. Pour
revenir a I'affichage normal, faire un clic droit sur le graphique puis sélectionner Set Scale to
Default (Rétablir I'échelle par défaut).

Graphique de la courbe d’étalonnage

Le logiciel crée un graphique de la courbe d’étalonnage dans I'onglet Quantification (Quantification) si
les données incluent des types d’échantillons définis comme étant des standards (Std) pour au moins
un fluorophore dans la série.

Standard Curve El

Cq

Log Starting Quantity

O Sundad

x Linknown
. FAM  E= 920 R2=0995 SI0pS=-3 531 j-Int=35.593
——  HEM  Em04.2% R*Z=0.008 Slopem-3.458 y-Int= 36,563
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Chapitre 10 Détails sur I'analyse de données

Le graphique Standard Curve (Courbe d’étalonnage) affiche les informations suivantes :

Le nom de chaque courbe (le fluorophore ou la cible).
La couleur de chaque fluorophore ou cible.

L’efficacité de la réaction (E). Utiliser cette donnée statistique pour optimiser une réaction
multiplexe et égaliser les données pour une courbe d’étalonnage.

Remarque : L'efficacité de la réaction décrit la quantité de cible produite a chaque cycle
dans le protocole. Une efficacité de 100 % indique le doublement de la cible a chaque cycle.

Le coefficient de détermination, R (libellé R*2). Utiliser cette donnée statistique pour déterminer
comment la ligne décrit correctement les données (qualité de I'ajustement).

La pente

L’ordonnée a l'origine

Options du menu du graphique Amplification (Amplification)

En plus des options courantes du menu contextuel pour les graphiques (consulter la section Eléments

courants du menu contextuel pour les graphiques a la page 190), le Tableau 20 présente les options du

menu disponibles uniquement sur le graphique Amplification (Amplification).

Remarque : Le graphique Standard Curve (Courbe d’étalonnage) ne comporte que les options
courantes du menu contextuel.

Tableau 20. Eléments des menus contextuels du graphique Amplification (Amplification)

Option des menus Fonction

Show Threshold Values (Afficher Permet d’afficher la valeur du seuil pour chaque courbe

les valeurs du seuil) d’amplification du graphique.
Trace Styles (Styles des Permet d’ouvrir la fenétre Trace Styles (Styles des courbes) pour
courbes) changer les styles des courbes qui apparaissent sur les onglets

Quantification (Quantification) et Melt Curve (Courbe de fusion).

Baseline Thresholds (Ligne de Permet d’ouvrir la fenétre Baseline Thresholds (Ligne de
base/Seuils) base/Seuils) pour modifier la ligne de base ou les seuils de

chaque fluorophore (les changements apparaissent dans le
graphique Amplification (Amplification) de I'onglet Quantification
(Quantification)).
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Onglet Quantification (Quantification)

Feuille de calcul de I'onglet Quantification (Quantification)

Le Tableau 21 présente les données affichées dans la feuille de calcul de 'onglet Quantification
(Quantification).

Tableau 21. Contenu de la feuille de calcul de 'onglet Quantification (Quantification)

Information Description

Well (Puits) Position du puits dans la plaque

Fluor (Fluorophore) Fluorophore détecté

Target (Cible) Nom de la cible chargée dans les puits de I'éditeur de plaques
Content (Contenu) Une combinaison du type d’échantillon (obligatoire) et du nombre

de réplicats (facultatif) chargés dans I'éditeur de plaques

Sample (Echantillon) Nom de I'échantillon chargé dans les puits de I'éditeur de plaques

C Cycle de quantification pour chaque tracé

q

Modification des données des cibles, du contenu ou des échantillons

Il est possible de modifier les données des colonnes Target (Cible), Content (Contenu) et Sample
(Echantillon) en modifiant le fichier de plaque a I'aide de I'éditeur de plaques, méme une fois
I'expérience réalisée.

Pour modifier les données dans les colonnes Content (Contenu), Target (Cible) et
Sample (Echantillon)

» Cliquer sur Plate Setup (Configuration de la plaque) puis sélectionner View/Edit Plate
(Afficher/Modifier la plaque) pour ouvrir I'éditeur de plaques.
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Chapitre 10 Détails sur I'analyse de données

Onglet Quantification Data (Données de quantification)

L’onglet Quantification Data (Données de quantification) affiche les données de quantification
collectées dans chaque puits. Le logiciel CFX Manager Dx affiche les données dans quatre vues de
feuilles de calcul différentes :

B Results (Résultats) — affiche une feuille de calcul des données. |l s’agit de I'affichage par défaut.

B Standard Curve Results (Résultats de la courbe d’étalonnage) — affiche une feuille de calcul des
données de la courbe d’étalonnage.

B Plate (Plaque) — affiche les données de chaque puits sous forme de carte de la plaque.

B RFU - affiche les quantités en RFU dans chaque puits pour chaque cycle.

Sélectionner chaque feuille de calcul dans la liste déroulante apparaissant en dessous de I'onglet
Quantification Data (Données de quantification).

Feuille de calcul des résultats

La feuille de calcul Results (Résultats) affiche les données pour chaque puits dans la plaque.

liid Data Anal

File  View Settings Export Tools E\ateSetup'

%‘ Fluorophore | ?

=
(| 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 UQQUSE‘;';;;'B oAl

cys GAFDH Unkn-1 BHr 17.14 1713 0.003 1.911E+05 5.281
B05 [ GAPDH Unkn2 THr 17.07 17.09 0.024 1983E+05 5300
B06 o5 GAPDH Unkn-3 BHr 17.08 17.08 0.035 1.980E+05 5297
co4 o5 GAPDH Unkn-1 BHr 17.12 17.13 0.003 1.917E+05 5283
] Cys GAPDH Unkn2 THr 17.12 17.09 0.024 1.937E+05 5.287
o6 o5 GAPDH Unkn-3 BHr 17.12 17.08 0.035 1930E+05 5285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 BHr 17.14 17.13 0.003 1.908E-05 5281
D05 Cys GAPDH Unkn-2 THr 17.08 17.09 0.024 1.988E+05 5298

Remarque : Tous les calculs Std. Dev (Ecart-type) s’appliquent aux groupes de réplicats
attribués aux puits dans la fenétre Plate Editor (Editeur de plaques). Les calculs établissent la
valeur moyenne du Cq pour chaque puits dans le groupe de réplicats.

Le Tableau 22 présente les données apparaissant dans la feuille de calcul Results (Résultats).
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Onglet Quantification Data (Données de quantification)

Tableau 22. Contenu de la feuille de calcul Results (Résultats)

Information

Well (Puits)

Description

Position du puits dans la plaque

Fluor (Fluorophore)

Fluorophore détecté

Target (Cible)

Nom de la cible d’amplification (géne)

Content (Contenu)

Type d’échantillon et nombre de réplicats

Sample (Echantillon)

Description de I'échantillon

Biological Set Name (Nom de
I'ensemble biologique)

Nom de I'ensemble biologique

Cq

Cycle de quantification

Cqy Mean (Moyenne Cq)

Moyenne du cycle de quantification pour le groupe de réplicats

Cq Std. Dev (Ecart-type Cq)

Ecart-type du cycle de quantification pour le groupe de réplicats

Starting Quantity (SQ)
(Quantité de départ (QD))

Estimation de la quantité de départ de la cible

Log Starting Quantity (Log de la

quantité de départ)

Log de la quantité de départ

SQ Mean (Moyenne QD)

Moyenne de la quantité de départ

SQ Std. Dev (Ecart-type QD)

Ecart-type de la quantité de départ dans les réplicats
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Chapitre 10 Détails sur I'analyse de données

Feuille de calcul des résultats de la courbe d’étalonnage

La feuille de calcul Standard Curve Results (Résultats de la courbe d’étalonnage) affiche les
paramétres de la courbe d’étalonnage calculée.

m Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  View Settings Export  Tools Elate Setup - .'_; | Flucrophore  ~ | ?
Quantification Quantffication Data !HH Gene Expression l';:u:Eg Custom Data View ac E Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber: 3

Fluor 4| Efficiency % Slope & Yntercept R"2 & =

95.93 3423 36216 1.000 B

FAM 9157 -3.531 35.593 0.955

HEX 5424 -1.468 36.863 0.598

Texas Red 96.86 -3.399 35.481 0.99%

=]
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Le Tableau 23 présente les données apparaissant dans la feuille de calcul Standard Curve Results
(Résultats de la courbe d’étalonnage).

Tableau 23. Contenu de la feuille de calcul Standard Curve Results (Résultats de la courbe

d’étalonnage)
Information Description
Fluor (Fluorophore) (ou Target Fluorophore (ou cible) détecté(e)
(Cible))
Efficiency % (Efficacité %) Efficacité de la réaction
Slope (Pente) Pente de la courbe d’étalonnage
Y-intercept (Ordonnée a Point d’intersection entre la courbe et I'axe des ordonnées
I'origine)
RA2 Coefficient de détermination
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Onglet Quantification Data (Données de quantification)

Feuille de calcul de la plaque

La feuille de calcul Plate (Plaque) affiche une carte des données de la plaque pour un fluorophore a la
fois.

m Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
Fle View Settings Eport Tools Plate Setup - | (5 | Fluorophore  ~ | 2
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
n ample
Cq
copy number
Content Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
I Sample BHr FHr 8Hr
Cq 27.36 21 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 3038 21 19.24
copy number 3.00e+01 | 6.58e+03 (4.27e+04
|4 4 b M| FAM  HEX 4 Texas Red 4 Cy5 [EN il
Completed ‘ Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White

Pour afficher les données associées a un fluorophore spécifique

» Cliquer sur 'onglet correspondant au bas de la feuille de calcul.

Feuille de calcul RFU

La feuille de calcul RFU (RFU) affiche les lectures des unités de la fluorescence relative (RFU) de
chaque puits acquises a chaque cycle de la série. Le numéro du puits apparait en haut de chaque
colonne et le numéro du cycle a gauche de chaque ligne.

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 é&? Custom Data View aQc E Run Information

RFU ~ | Step Number: 3
Cyce | B4 B5 B6 c4 c5

456 116 150 548 714
2| 299 501 565 00416 0989
3 150 0773 665 241 D154
4 629 324 562 D118 137
5 502 266 365 175 38
6 27 283 082 3 317
7 8m 0380 15 DM 406

4 4 » pi| FAM 4 HEX  Texas Red 4 Cy5

Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Chapitre 10 Détails sur I'analyse de données

Onglet Melt Curve (Courbe de fusion)

Avis de non-responsabilité : Aucun droit n’est accordé par Bio-Rad pour I'utilisation de I'analyse
des courbes de fusion dans le cadre d’'une analyse des courbes de fusion haute résolution dans le
domaine du diagnostic in vitro chez 'homme ou I'animal. De plus, il appartient a I'acheteur de se
procurer tous droits de propriété intellectuelle qui pourraient s’avérer nécessaires pour ses

applications spécifiques.

Concernant les colorants qui se fixent a 'ADN et les sondes d’hybridation non clivables, la
fluorescence est la plus forte lorsque deux brins d’ADN s’hybrident. Par conséquent, au fur et a
mesure que la température augmente et se rapproche de la température de fusion (T,,), la
fluorescence diminue a une vitesse constante (pente constante). Une fois la T,,, atteinte, la
fluorescence enregistre une diminution considérable qui entraine un changement sensible au niveau
de la pente. La vitesse de ce changement est déterminée en faisant un tracé de la premiére
régression négative de la fluorescence en fonction de la température (-d(RFU)/dT). La vitesse la plus
grande de changement de la fluorescence se traduit par des pics visibles et représente la T,,, des
complexes ADN double brin.

Le logiciel CFX Manager Dx crée un tracé des données de RFU collectées pendant une courbe de
fusion en fonction de la température. Pour analyser les données des pics de fusion, le logiciel attribue
une température de début et de fin a chaque pic en déplagant la barre du seuil. La position de la barre
du seuil de fusion permet de spécifier le plancher de la surface du pic. Pour étre valide, un pic doit
avoir une hauteur minimale par rapport a la distance entre la barre du seuil et la hauteur du pic le plus
élevé.

L’onglet Melt Curve (Courbe de fusion) affiche la T, (température de fusion) des produits de PCR
amplifiés dans quatre affichages :

B Melt Curve (Courbe de fusion) — affiche les données en temps réel pour chaque fluorophore sous
forme de RFU en fonction de la température pour chaque puits.

B Melt Peak (Pic de fusion) — affiche la régression négative des données de RFU en fonction de la
température pour chaque puits.

B Sélecteur de puits — affiche les puits pour afficher ou masquer les données.
B Feuille de calcul des pics — affiche les données collectées dans le puits sélectionné.

Remarque : Cette feuille de calcul affiche jusqu’a deux pics pour chaque courbe. Pour
afficher davantage de pics, cliquer sur 'onglet Melt Curve Data (Données de la courbe de
fusion).
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Onglet Melt Curve (Courbe de fusion)

[l cusntfication Quartification Data Mk Curve Met Curve Data  gfjf] Gene Expression EndPort 85 Costom Dats View (2] ac 1EE] Run fomation

REU (10~3)

WMelt Curve Welt Peak

2000 oo e

1500 ool IO ||

“d{RFUYAT

1000

t t
60 70
Temperature, Celsius

f +
80 « 80 70 30 90
Temperature, Celsius

Actin IL1Beta Tubulin

Peak Type: |Posttive v|  Step Number: |7 ~

1 2 = 4 5 (3
# [[unka [ unke i ][k J unks J[unks [l J[unks J[unks | wrer wrea wres 0L e
s [unkd | e | unis | unis Jf ks ks flunicr ffunie Jlunken] wiees e WIS |, pp e se e 05
< ok 1 unkz 110ms 1o 1ok i | N —

Z Wel O Fur & Taget | Coment O Sample O ek o

8
[vis]

Le Tableau 24 a la page 213 présente les données apparaissant dans la feuille de calcul Melt Curve

(Courbe de fusion).

Tableau 24. Contenu de la feuille de calcul Melt Curve (Courbe de fusion)

Information

Well (Puits)

Description

Position du puits dans la plaque

Fluor (Fluorophore)

Fluorophore détecté

Content (Contenu)

Combinaison du type d’échantillon et du nombre de répli-
cats

Sample (Echantillon)

Nom de I'échantillon chargé dans I'éditeur de plaques

Melt Temp (Temp. de fusion)

Température du pic de fusion pour chaque puits

Remarque : Seuls les deux pics les plus élevés
apparaissent dans cette feuille de calcul.
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Chapitre 10 Détails sur I'analyse de données

Ajustement des données de la courbe de fusion

Pour ajuster les données de la courbe de fusion

» Effectuer 'une des opérations suivantes :

Cliquer sur les barres des seuils et les faire glisser dans le graphique Melt Peak (Pic de
fusion) afin d’inclure les pics dans I'analyse de données ou de les en exclure.

Sélectionner Positive (Positif) dans le menu déroulant Peaks (Pics) pour afficher les données
de la feuille de calcul pour les pics au-dessus de la ligne du seuil de fusion ou sélectionner
Negative (Négatif) pour afficher les données pour les pics en dessous de la ligne du seuil de
fusion.

Ouvrir la fenétre Trace Styles (Styles des courbes) pour changer la couleur des courbes
dans les graphiques Melt Curve (Courbe de fusion) et Melt Peak (Pic de fusion).

Sélectionner un numéro dans le sélecteur Step Number (Numéro de I'étape) pour afficher les
données de la courbe de fusion a une autre étape du protocole. La liste comporte plus d’'une
étape si le protocole comprend des lectures de plaque a plusieurs étapes de la courbe de
fusion.

Sélectionner les puits dans le sélecteur de puits pour mettre I'accent sur les sous-ensembles
de données.

Sélectionner un groupe de puits pour afficher et analyser un sous-ensemble de puits dans la
plaque. Sélectionner chaque groupe de puits par son nom dans le menu déroulant Well
Group (Groupe de puits) de la barre d’outils.
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Onglet Melt Curve Data (Données de la courbe de fusion)

L’onglet Melt Curve Data (Données de la courbe de fusion) affiche les données de I'onglet Melt Curve
(Courbe de fusion) dans de multiples feuilles de calcul incluant tous les pics de fusion pour chaque
courbe. Le propose quatre options de feuilles de calcul dans lesquelles afficher les données de la
courbe de fusion :

B Melt Peaks (Pics de fusion) — affiche toutes les données, y compris tous les pics de fusion, pour
chaque courbe. Il s’agit de I'affichage par défaut.

B Plate (Plaque) — permet d’afficher une vue des données et du contenu de chaque puits de la
plaque.

B RFU - permet d’'afficher les quantités en RFU a chaque température pour chaque puits.

B -d(RFU)/T — permet d’afficher la vitesse de changement négative des RFU au fur et a mesure
que la température (T) change. Il s’agit d’un premier tracé de la régression pour chaque puits de
la plaque.

Sélectionner chaque feuille de calcul dans la liste déroulante apparaissant en dessous de 'onglet Melt
Curve Data (Données de la courbe de fusion).
Feuille de calcul des pics de fusion

La feuille de calcul Melt Peaks (Pics de fusion) affiche toutes les données des courbes de fusion.

fff| Quantification Quantification Data Melt Curve Met Curve Data HHH Gene Expression End Point é::.? Custom Data View

Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

Well { Fuor & Taget ¢} Cortent {} Sample TemEilture | Peak Height ¢ TEFE:EQ'EUE O TemEnevdEnure &
SYBR  Actin Unkn-1 OHr 84.00 1497.19 78.00 82,50
A2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 2400 142657 7850 54 .00
Al3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1459253 78.50 91.00
BO1 SYBR Actin Unken-1 OHr 24.00 140872 78.50 52.50
BO2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 84.00 1510.77 78.00 89.00
BO3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 24.00 145325 78.00 88.50
c SYBR Actin Unkn-1 OHr 84.00 1521.98 78.50 91.50
Cco2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 24.00 161879 78.00 50.00
Cco3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1581.56 78.00 89.00
D01 SYBR Actin Std-1 dil-1 84.00 1100.08 79.00 54.00

Le Tableau 25 a la page 216 présente les données apparaissant dans la feuille de calcul Melt Peaks
(Pics de fusion).
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Tableau 25. Contenu de la feuille de calcul Melt Peaks (Pics de fusion)

Information

Well (Puits)

Description

Position du puits dans la plaque

Fluor (Fluorophore)

Fluorophore détecté

Content (Contenu) Type d’échantillon répertorié dans la fenétre Plate Editor (Editeur
de plaques)
Target (Cible) Cible d’amplification (gene)

Sample (Echantillon)

Nom de I'échantillon répertorié dans la fenétre Plate Editor
(Editeur de plaques)

Melt Temperature (Température
de fusion)

Température de fusion de chaque produit, apparaissant comme
un pic (le plus élevé) par ligne dans la feuille de calcul

Peak Height (Hauteur du pic)

Hauteur du pic

Begin Temperature
(Température de départ)

Température au commencement du pic

End Temperature (Température
finale)

Température a la fin du pic

Feuille de calcul de la plaque

La feuille de calcul Plate (Plaque) affiche les données des courbes de fusion dans un format de

plaque.

@ Quartiication Guantficalion Data Mek Curve wett Curve Datz ] Gene Bxpression EndPort S8 Custom Data View

Plate ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

Output: Content Sample Peak 1 Peak 2

1 2 3 4
Cortent | Unkn-1 Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr

Peak 1 84 .00 84 00 84.00
Peak 2 None None None

Cortent | Unkn-1 Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84 .00 84 00 84.00
Peak 2 None None Nene

Cortent | Unkn-1 Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84 .00 8400
Peak 2 None None Nene

Remarque : Pour ajuster le pic considéreé par le logiciel, ajuster la ligne du seuil dans le
graphique Melt Peak (Pic de fusion) sur 'onglet Melt Curve (Courbe de fusion).
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Le Tableau 26 a la page 217 présente les données apparaissant dans la feuille de calcul Plate
(Plaque).

Tableau 26. Contenu de la feuille de calcul Plate (Plaque)

Information Description

Content (Contenu) Une combinaison du type d’échantillon (obligatoire) et du nombre de réplicats
(facultatif)

Sample Description de I'échantillon

(Echantillon)

Peak 1 (Pic 1) Premier pic de fusion (le plus élevé)

Peak 2 (Pic 2) Deuxiéme pic de fusion (plus bas)

Feuille de calcul RFU

La feuille de calcul RFU (RFU) affiche la fluorescence pour chaque puits a chaque cycle acquise
pendant la courbe de fusion.

Le Tableau 27 présente les données affichées dans la feuille de calcul RFU.

Tableau 27. Contenu de la feuille de calcul RFU

Information Description

Well number (Numéro du puits) (A1, A2, Position du puits dans la plaque pour les puits
A3, A4, A5) chargés

Temperature (Température) Température de fusion de la cible amplifiée,

représentée sous forme d’un puits par ligne et
de plusieurs puits pour différents produits dans
le méme puits
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Feuille de calcul -d(RFU)/dT

La feuille de calcul -d(RFU)/dT affiche la vitesse de changement négative des RFU au fur et @ mesure
que la température (T) change.

=
(| Quartification Quantification Data Melt Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-:?? Custom Data View

<d({RFU)dT ~ | Step Number: 7 Pesk Type: Postive

Temperature | A1 A2 A3 B B2 B3 c1 cz c3 D1 D2 D3 D4 D5
105 %0 101 %85 119 115 107 125 120 77@ 104 103 121 114
5550 27| 26 29| 215 258 249 231 27| 260 169 25 224 263 246

5600 210 18D 202 139 238 230 214 240 156 207 207 243 227

5650 210 190 202 138 238 230 214 240 186 207 247 M3 23

5700 210 180 202 139 238 230 214 240 15 207 207 243 27

5750 209 183 202 138 238 229 213

5800 214 193 204 202 242 232 M5 253 243 184 214 210 245 23

5850 222 20 210 209 247 237 231 260 249 184 228 219 249 237

Le Tableau 28 présente les données apparaissant dans la feuille de calcul -d(RFU)/dT.

Tableau 28. Contenu de la feuille de calcul -d(RFU)/dT

Information Description
Well number (Numéro du puits) (A1, A2, Position du puits dans la plaque pour les puits chargés
A3, A4, A5)

Temperature (Température) -d(RFU)/dT  Vitesse de changement négative des RFU au fur et a
mesure que la température (T) change
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Onglet End Point (Point final)

Ouvrir 'onglet End Point (Point final) pour analyser les unités de la fluorescence relative (RFU) finales

pour les puits d’échantillons. Le logiciel compare les niveaux de RFU des puits contenant des
échantillons inconnus aux niveaux de RFU des puits contenant des contrbles négatifs et « détermine »
I'échantillon inconnu comme étant positif ou négatif. Les échantillons positifs ont une valeur RFU
supérieure a la valeur RFU moyenne des contrdles négatifs plus la valeur seuil.

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd

View  Settings Export  Tools Blate Setup ~ 3 ‘ Fluorophore v ‘ ?
EndPort e Custom Data View 2] Run Ifomation
Settings ~ End 2
Porr: e S Wel & Fuor | Content | Sample O piy O Cal O[S
End Cycles To Average: [2 B co3 [iex s 15271 (+) Postive
O RFUs P o*R Co4 HEX Std-2 10788 (+) Pusil:ve
® P o R 100 & C05 HEX Std-3 6245  (+) Posttive
C06 HEX Std-4 4035  (+) Posttive
Results
Lowest RFU value: 2663 el el e 1887 .
Highest RFU value: 18293 D03 HEX Std-1 15193 (4 Fosilvve
Ty 578 D04 HEX Std-2 10781 () Posilvve
Cut OF Value: 4243 v D05 HEX Std-3 6294  (+) Posttive
D06 HEX Std-4 4013 (+) Posttive
D07 HEX Neg Ctd 1882 =
EO3 HEX Std-1 14530  (+) Posttive
E04 HEX Std-2 10240 () Postive
E05 HEX Std-3 5838  (+) Postive
E06 HEX Std-4 3896  (+) Positive
EO07 HEX Neg Ctd 1882
FO3 HEX Std-1 14055  (+) Posttive
FO4 HEX Std-2 9932  (+) Posttive
FO5 HEX Std-3 5826  (+) Posttive
F06 HEX Std-4 3964  (+) Posttive
FO7 HEX Neg Ctrd 1883 —
v
14 4 » [ FAM | HEX 4 TexasRed 4 Cy5 , Quasar 705 ¢
[ Completed Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Pour analyser les données en point final, la plaque doit contenir des contrdles négatifs, faute de quoi
le logiciel ne pourra pas procéder a la détermination. Exécuter I'un des deux types de protocoles
suivants :

B Exécuter un protocole de type Quantification (Quantification) — configurer un protocole standard.
Une fois la série terminée, ouvrir la fenétre Data Analysis (Analyse des données), ajuster les
parametres de I'analyse des données dans I'onglet Quantification (Quantification) puis cliquer sur
I'onglet End Point (Point final) pour choisir un cycle en point final.

B Exécuter un protocole de type End Point Only (Point final uniquement) — charger le protocole End
Point Only (Point final uniquement) dans I'onglet Plate (Plaque) de la fenétre Run Setup
(Configuration de la série), sélectionner ou créer une plaque puis démarrer la série.

L’onglet End Point (Point final) affiche les valeurs RFU moyennes pour déterminer si la cible a été
amplifiée par le dernier cycle (final). Utiliser ces données pour déterminer si une séquence cible
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spécifique est présente (positive) dans un échantillon. Les cibles positives ont des valeurs RFU
supérieures au niveau de la valeur seuil définie.

Conseil : Pour créer un protocole en point final, ouvrir 'onglet Protocol (Protocole) (fenétre Run
Setup (Configuration de la série)) puis sélectionner Run (Série) > End Point Only Run (Série en
point final uniquement).

Une fois la série terminée, le fichier de données s’ouvre dans I'onglet End Point (Point final), qui
comprend les sections suivantes :

Settings (Paramétres) — permet d’ajuster les paramétres de I'analyse de données.
Results (Résultats) — affiche les résultats juste aprés I'ajustement des paramétres.

Sélecteur de puits — sélectionne les puits avec les données en point final que I'on souhaite
afficher.

Feuille de calcul des RFU — affiche la valeur RFU finale collectée dans les puits sélectionnés.

Données des résultats

La section Results (Résultats) affiche les données suivantes :

Lowest RFU value (Valeur RFU la plus faible) — valeur RFU la plus faible dans les données
Highest RFU value (Valeur RFU la plus élevée) — valeur RFU la plus élevée dans les données

Negative Control Average (Moyenne des contrdles négatifs) — moyenne de la RFU pour les puits
qui contiennent des contrbles négatifs

Cut Off Value (Valeur seuil) — calculée en ajoutant la tolérance (option RFUs (RFU) ou Percent of
Range (Pourcentage de la plage) indiquée dans la section Settings (Paramétres)) et la moyenne
des contrdles négatifs. Les échantillons qui présentent des RFU supérieures a la valeur seuil
seront déterminés comme étant « positifs ». Pour régler la valeur seuil, modifier la RFU ou le
pourcentage de la plage sous RFUs (RFU) ou Percent of Range (Pourcentage de la plage)
respectivement

La valeur seuil est calculée a I'aide de la formule suivante :

Valeur seuil = Moyenne des contrdles négatifs + Tolérance
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Sélectionner une tolérance a I'aide de I'une des méthodes suivantes :

B RFUs (RFU) (par défaut) — sélectionner cette méthode pour utiliser une valeur RFU absolue pour
la tolérance. La valeur RFU minimum de tolérance est égale a 2. La valeur maximum correspond
ala valeur absolue de la valeur RFU la plus élevée moins la valeur absolue de la valeur RFU la
plus faible. La valeur RFU de tolérance par défaut est égale a 10 % de la plage RFU totale.

B Percent of Range (Pourcentage de la plage) — sélectionner cette méthode pour utiliser un
pourcentage de la plage RFU pour la tolérance. Le pourcentage minimum de la plage est égal a
1 %. Le pourcentage maximum de la plage est égal a 99 %. Le pourcentage de la plage par
défaut est égal a 10 %.
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Ajustement de I’analyse de données en point final

Pour ajuster les données dans I'onglet End Point (Point final)

» Effectuer 'une des opérations suivantes :

Choisir un fluorophore dans la liste déroulante.

Choisir une valeur pour I'option End Cycles to Average (Cycles de fin pour la moyenne) pour
définir le nombre de cycles servant a calculer la RFU en point final moyenne.

Sélectionner I'option RFUs (RFU) pour afficher les données en unités de la fluorescence
relative.

Sélectionner Percentage of Range (Pourcentage de la plage) pour afficher les données
comme pourcentage de la plage RFU.

Sélectionner les puits dans le sélecteur de puits pour mettre I'accent sur les sous-ensembles
de données.

Sélectionner un groupe de puits pour afficher et analyser un sous-ensemble de puits dans la
plaque. Sélectionner chague groupe de puits par son nom dans le menu déroulant Well
Group (Groupe de puits) de la barre d’outils.

Feuille de calcul des RFU pour I’analyse en point final

Le Tableau 29 présente les données apparaissant dans la feuille de calcul des RFU de 'onglet End
Point (Point final).

Tableau 29. Contenu de la feuille de calcul en point final

Information Description

Well (Puits) Position du puits dans la plaque

Fluor (Fluorophore) Fluorophore détecté

Content (Contenu) Combinaison du type d’échantillon et du nombre de réplicats

End RFU (RFU finale) RFU au cycle en point final

Call (Détermination) Positive (Positif) ou Negative (Négatif), ou les échantillons positifs ont une

valeur RFU supérieure a la valeur RFU moyenne des contrdles négatifs
plus la valeur seuil

Sample (Echantillon) Nom de I'échantillon chargé dans I'éditeur de plaques
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Onglet Allelic Discrimination (Discrimination allélique)

L’onglet Allelic Discrimination (Discrimination allélique) attribue des génotypes aux puits qui
contiennent des échantillons inconnus. Utiliser ces données pour identifier les échantillons qui
comportent différents génotypes, y compris Allele 1 (Alléle 1), Allele 2 (Alléle 2), Heterozygote
(Hétérozygote), No Call (Aucune détermination) (pas d’amplification) ou Undetermined (Indéterminé).

Remarque : Les données pour la discrimination allélique doivent provenir de séries multiplexes
contenant au moins deux fluorophores. Chaque fluorophore identifie un alléle dans I'ensemble
des échantillons.

[l Data Analysis - 2-Target Allelic Discrimination.pcrd

File View Settings Export Tools zlate Setup ~

% | [Fluorophore  v|| ?

(@ auantfication Quantification Data I'l Gene Expression End Point Allelic Discrimination {‘% Custom Data View @ ac E Run Information

Allelic Discrimination [ | wel Al sample 0| Cal 9| Tpe O RFUI O] RFU2 O [3]
2 ' Alele 2 Ao 1644 5284
6000 £ A5 Allele 2 Auto 1605 5228
, A6 Heterozygote  Auto 8476 2982
g %0 803 Alele 2 Ao 1748 5631
< 4000 £ BOS Allle 2 Auto 1716 5456
2 4 B06 Heteozygote  Auto 8050 2909
< 3000 £ ad
5 co3 Allle 2 Auto 1757 5858
2 2000 + c05 Alele 2 Auto 1897 5799
o6 Heterozygote  Auto 8362 2847
et D03 Aleke 2 Ao 58 66w
eee o
o L e : . : : D05 Allele 2 Auto 1575 5314
° 2 4 6 s 10 12 D06 Heterozygote  Auto 9871 3437
RFU for Allele 1 - FAM (1043) [ Polar Coordinates E04 Alele 1 Auto 10639 430 |v]
Selected
X [Fam v| v [wc v
Select cycle: 50 |5
[ View call map
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

L’analyse de la discrimination allélique suppose que les puits contiennent au minimum :
B Deux fluorophores dans chaque puits
B Des échantillons de type NTC (contréle sans matrice) pour optimiser I'analyse de données.

Le logiciel CFX Manager Dx propose quatre options qui permettent d’afficher les données de la
discrimination allélique :

B Graphique Allelic Discrimination (Discrimination allélique) — affiche, dans un graphique, les
données correspondant a la valeur RFU pour 'alléle 1/I'alléle 2. Chaque point du graphique
représente les données provenant des deux fluorophores dans un puits. Il est possible de passer
des coordonnées cartésiennes aux coordonnées polaires et vice versa en cochant et en
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décochant la case Polar Coordinates (Coordonnées polaires). Les coordonnées cartésiennes
représententla RFU pour I'alléle 1 sur I'axe des abscisses et la RFU pour 'alléle 2 sur I'axe des
ordonnées. Les coordonnées polaires représentent I'angle sur I'axe des abscisses et la distance
de la RFU sur I'axe des ordonnées depuis I'origine (médiane de tous les échantillons de type
NTC).

B Feuille de calcul des puits — affiche les données de la discrimination allélique collectées dans
chaque puits de la plaque.

B Sélecteur de puits — sélectionne les puits avec les données alléliques que I'on souhaite afficher.

B Volet Selected Fluorophores (Fluorophores sélectionnés) — permet de modifier les Iégendes des
axes des abscisses et des ordonnées dans le graphique Allelic Discrimination (Discrimination
allélique), le cycle a analyser et de déterminer si la carte des déterminations doit étre affichée.

Ajustement des données pour la discrimination allélique

Le logiciel attribue automatiquement un génotype aux puits contenant des échantillons inconnus en
fonction des positions des échantillons de type NTC et de I'angle et de la distance des points de
données des échantillons inconnus par rapport aux échantillons de type NTC.

Pour ajuster les données de la discrimination allélique
» Effectuer 'une des opérations suivantes :

B Pour afficher les coordonnées polaires, cocher la case correspondantes dans le graphique
Allelic Discrimination (Discrimination allélique).

B Pour afficher un autre fluorophore, le choisir dans la liste déroulante du volet Selected
Fluorophores (Fluorophores sélectionnés).

B Pour changer une détermination, faire glisser le curseur sur le ou les points de données dans
le graphique Allelic Discrimination (Discrimination allélique) et choisir une option dans la liste
Selected Wells (Puits sélectionnés) :

O Allele 1 (Allele 1)
O  Allele 2 (Allele 2)

O Heterozygote (Hétérozygote)
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O Undetermined (Indéterminé)
[0 No Call (Aucune détermination)
O Auto Call (Détermination automatique)

Conseil : Sélectionner Auto Call (Détermination automatique) pour revenir a la
détermination par défaut.
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Options du menu du graphique

En plus des options habituelles du menu contextuel pour les graphiques (consulter la section Eléments
courants du menu contextuel pour les graphiques a la page 190), le Tableau 30 présente les options du
menu disponibles sur le graphique Allelic Discrimination (Discrimination allélique).

Tableau 30. Options des menus contextuels du graphique Allelic Discrimination (Dis-
crimination allélique)

Option des menus Fonction

Zoom (Zoomer) Permet de faire converger I'affichage du graphique sur la zone
sélectionnée (en cliquant et en faisant glisser le curseur dans le
graphique).

Conseil : Pour rétablir le zoom de maniére a voir tous les
points de données, faire un clic droit et sélectionner Set Scale
to Default (Rétablir I'échelle par défaut).

Well (Puits) Pour le puits sélectionné, les options sont : afficher uniquement ce
puits, supprimer ce puits de I'affichage, définir la couleur de cette
courbe ou exclure ce puits de I'analyse.

Selected Wells (Puits Pour les puits sélectionnés (sélectionnés en cliquant et en faisant

sélectionnés) glisser le curseur dans le graphique), les options sont : afficher
uniquement ces puits, supprimer ces puits de I'affichage, définir la
couleur de ces tracés ou exclure ces puits de I'analyse.

Feuille de calcul de la discrimination allélique

Le Tableau 31 présente les données apparaissant dans la feuille de calcul de la discrimination
allélique.

Tableau 31. Contenu de la feuille de calcul de la discrimination allélique

Information Description

Well (Puits) Position du puits dans la plaque

Sample (Echantillon) Description du nom de I'échantillon

Call (Détermination) Identité de I'allele, y compris automatiquement Allele 1 (Alléle 1),

Allele 2 (Allele 2), Heterozygote (Hétérozygote), No Call (Aucune
détermination) ou Undetermined (Indéterminé)
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Tableau 31. Contenu de la feuille de calcul de la discrimination allélique, suite

Information Description

Type (Type) Auto (Automatique) ou Manual (Manuel), décrit la maniére dont la
détermination a été effectuée. Automatique indique que le logiciel a
sélectionné la détermination. Manuel indique que I'utilisateur a
choisi la détermination.

RFU1 Valeur RFU pour l'alléle 1

RFU2 Valeur RFU pour l'alléle 2
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Onglet Custom Data View (Affichage des données
personnalisé)

L’onglet Custom Data View (Affichage des données personnalisé) affiche simultanément plusieurs
volets dans un format personnalisable.

La liste déroulante Load a Preset View (Charger un affichage prédéfini) offre une sélection de
modeles de formats d’affichage. L’affichage par défaut qui se présente dépend du fichier en cours
d’analyse. Par exemple, siles données de I'option Melt Curve (Courbe de fusion) sont présentes,
I'affichage par défaut Amp+Melt (Amp+Fusion) apparait.

(1] Quantification Quantification Data EE Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information

Rows: Columns: Load a Preset View: | <Select a preset Views | | Save as Preset... | | Manage Presets..

Chart ~ | Bar Chart ~ ‘
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L
) .
o

!
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10*

ES

T R

Relative Normalized Expression

Sample

O

0

Cycles
Quantfication Summary Results Grd Gene Expression Results - Bar Chart
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F04  HEX  Adin 52 di-2 1275 Target & Sample O O )| Bepression | R o Eprecdon 9
FI5  HEX  Adn 543 a3 1609 SEn
F05  HEX ActinStd4 di4 1951 b |8 000203 0.00033 000033
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Onglet Custom Data View (Affichage des données personnalisé)

Création d’un affichage des données personnalisé
Pour créer un affichage des données personnalisé
» Effectuer I'une des opérations suivantes :

B Sélectionner un autre affichage prédéfini dans la liste déroulante.

B Sélectionner un autre affichage graphique dans la liste déroulante située dans la partie
supérieure de chaque volet.

B Changer le nombre de lignes et de colonnes dans I'onglet.

B Changer les dimensions de chaque volet. Faire glisser les barres a la périphérie de chaque
volet.

Cliquer sur Save as Preset (Enregistrer comme prédéfini) pour enregistrer I'affichage personnalisé
comme un modele prédéfini. Cliquer sur Manage Presets (Gérer les affichages prédéfinis) pour
supprimer, renommer ou rétablir des affichages prédéfinis existants.
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Onglet QC (CQ)
Utiliser 'onglet QC (CQ) pour procéder a une évaluation rapide de la qualité des données de la série
en fonction des régles définies dans le contrble qualité.
Le logiciel CFX Manager Dx propose quatre options pour pouvoir afficher les données de CQ :

B Graphique Amplification (Amplification) — affiche la valeur RFU pour chaque puits a chaque
cycle. Chaque courbe dans le graphique représente les données issues d’un seul fluorophore
dans un puits.

B Tableau des régles du controle qualité — affiche les regles du contréle qualité disponibles ainsi
que les paramétres qui définissent chacune des régles. Les régles du contréle qualité appliquées
sont indiquées par une case a cocher.

B Sélecteur de puits — sélectionne les puits avec les données de fluorescence que I'on souhaite
afficher.

B Volet récapitulatif des régles du contréle qualité — affiche la régle du contréle qualité
sélectionnée et met en surbrillance les puits qui ne respectent pas la régle.

@ Quantfication Quantfication Data EEE Gene Expression Qg}' Custom Data View ac ﬁ Run Information

Amplifieation [~ Description QVake g Use §  Remts  ( Biclde o
Negative control with a Cq less 33 O
WTC with a Cq less than k1] O
o 5 ; : MRT with a Cq less than k1] O
& / : : : Postive cortrol with a Cq greate. 30 O
; ; : Unknown without a Cq O
/ / / / : / / / : Standard without a Cq O
S N A W~ B : RO Efficiency grester than
P E) ) © 3 Efficiency less than 1
Gyoles tog Seale |15 Curve R"2less than
FAM HEX [ TexasRed []Cy5 Replicate group Cq Std Devgre  0.20 FAMF3. HEXF4. F6.F [

Negative control with a Cq less than 38
1 2 3 4 5 6 7 8 1] 10 1 12

Unkd || Unk2 || Unk3
Unki || unkz |[ unks
unki || unkz |[ unis

Std1 || std2 || std3 || std4 || Stds || Stde || Std7

| std1 || stdz || stds || std4 || stds || stde |[ std7 |

No wells fail this GC Rule.

T o mmoooe

Modification des critéres du contréle qualité
Pour modifier les critéres du controle qualité

» Cocher ou décocher la case Use (Utiliser) correspondant a la régle a inclure ou a exclure du
contrble qualité.
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Onglet QC (CQ)

Exclusion des puits qui ne passent pas le controle qualité

Le logiciel CFX Manager Dx affiche les puits ne remplissant pas les critéres du contrdle qualité dans la
colonne Results (Résultats) du tableau des régles du contréle qualité ainsi que dans le volet
récapitulatif.

Pour exclure des puits qui ne passent pas le contréle qualité

» Cocher la case Exclude Wells (Exclure les puits) pour chaque puits a exclure.
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Onglet Run Information (Informations sur la série)

L’onglet Run Information (Informations sur la série) affiche le protocole ainsi que d’autres informations
concernant chaque série. Utiliser cet onglet pour effectuer les opérations suivantes :

m  Afficher le protocole.
B Saisir ou modifier des notes concernant la série.
B Saisir ou modifier I'identifiant ou le code-barres de la série.

B Afficher les événements qui auraient pu survenir pendant la série. Utiliser ces messages pour
mieux résoudre les problémes liés a une série.

Conseil : Faire un clic droit sur le protocole pour le copier, I'exporter ou I'imprimer. Faire un clic
droit sur les volets Notes (Notes), ID/Bar Code (Identifiant/Code-barres) ou Other (Autre) pour
couper, copier, coller, supprimer ou sélectionner le texte.

Quantfication Quartiicaton Data | g]]] Gene Expression | £83 Custom Dataview e Y Aunlrfomation
Protocol: CF_2stepdmpS0 1 min.prel Motes:
Mulliler Gene E xpression Example 5|
1 2 3 4
nificial Time course in which
50 50 Hes: [Actin] is constant a ~ 165 cps/in
o = Cy5 [Gapdh) is constant at ~ 166 cps/iun
00 o1 - Farn [Tubuli] increases 4 fold with time:
55.0 G E Texas Red (Ih) decreases 4 fold with time
1:00 0 W
=1 © L
o ]
D/Bar Code
2
€ Fra— Other:
Fun Started : 12/13/2007 12:31:47 PM
User : admin
1. 950C for 300 Run Type: User-dsfined
= 2 950C for 0:10 Flate File: Multi GE.phd
| 3 550 C for 1:00 S ample Vol : 25
[ + Plate Read Lid Temp: 105
L4 GOTO 2. 49 moetimes Dptical Head Serial Nurber
END Base 5erial Number : CC001095
CFX Manager Version : 1.0.956.1212
Completed Scan Mode: All Channels  Plate Type: BR White  Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Rapports de I'analyse des données

Rapports de I’analyse des données

La boite de dialogue Report (Rapport) affiche des informations sur le fichier de données actuelles
dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Pour ouvrir un rapport, sélectionner Tools
(Ouitils) > Reports (Rapports).

La boite de dialogue Report (Rapport) comprend les sections suivantes :

B Menu et barre d’outils — fournissent des options pour mettre en forme, enregistrer et imprimer le

rapport ou le modeéle.

B Liste d'options (partie supérieure gauche de la boite de dialogue) — fournit les options a afficher

dans le rapport.

B Volet des options (partie inférieure gauche de la boite de dialogue) — affiche des zones de texte
ou il est possible de saisir des informations sur une option sélectionnée.

B Volet d’'apercu (cbté droit de la boite de dialogue) — affiche un apergu du rapport actuel.

Report: Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  Templates Format

B & 2w

E-Header ~
Report Information

[hetes

=-[]Run Setup

Run Information

Plate Display

-l Quantiication

.[] Analysie Settings

.[] Amplification Chart
Standard Curve Chart
Data

=-[]Gene Expression - Bar Chart
[ Analysis Settings

[ Target Names
A Samnle Nameas

Header
Title

|ene Expression Multiplex - Time Course 3.pc|
Sub-Title

[0818/2017 15:36 |
Mign: | Left ~
Logao

Select Logo Clear Logo

Update Report

Gene Expression Multiplex -
Time Course 3.pcrd

08/18/2017 15:36

Report Information

User : BioRad\admin
Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 perd
Data File Path : C:\CFX-Maestro 1.1'PCRDs

Well Group Name : All Wells
Report Differs from Last Save : No

Run Setup
Run Information

Run Date : 12/13/2007 12:31
Run User : admin
Run Type : User-defined
Plate File : Multi GE pltd

<
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Catégories des rapports de I'analyse des données

Le Tableau 32 présente toutes les options disponibles pour un rapport d’analyse de données, en
fonction du type de données dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données).

Tableau 32. Catégories des rapports de I'analyse des données dans la liste des options

Catégorie Option

Header (En-téte)

Description

Titre, sous-titre et logo pour le rapport

Report Information
(Informations sur le rapport)

Date de la série, nom d’utilisateur, nom
du fichier de données, chemin du fichier
de données et le groupe de puits
sélectionné

Audit Information (Informations
pour I'audit)

Informations complémentaires requises
pour I'audit, y compris signatures

Notes (Notes)

Notes concernant le rapport de
données

Run Setup (Configuration de la série)

Run Information (Informations
sur la série)

Date de la série, nom d’utilisateur, nom
du fichier de données, chemin du fichier
de données et le groupe de puits
sélectionné

Protocol (Protocole)

Affichage au format texte des étapes du
protocole et des options

Plate Display (Affichage de la
plaque)

Affichage sous forme de plaque des
informations dans chaque puits de la
plaque

Quantification (Quantification)

Analysis Settings (Parametres
de l'analyse)
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Rapports de I'analyse des données

Tableau 32. Catégories des rapports de I’analyse des données dans la liste des options, suite

Catégorie Option Description

Amplification Chart (Graphique Graphique de 'amplification pour les
de I'amplification) séries qui comprennent des données
de quantification

Standard Curve Chart Graphique de la courbe d’étalonnage
(Graphique de la courbe
d’étalonnage)

Data (Données) Feuille de calcul répertoriant les
données de chaque puits

Gene Expression (Expression des génes) — Bar Chart (Graphique en barres)

Analysis Settings (Parametres Mode d’analyse, données du
de l'analyse) graphique, option de mise a I'échelle et
erreur de graphique

Chart (Graphique) Copie du graphique en barres

Target Names (Noms des Graphique des noms des cibles
cibles)

Sample Names (Noms des Graphique des noms des échantillons

échantillons)

Data (Données) Feuille de calcul répertoriant les
données de chaque puits

Target Stability (Stabilité des Graphique des valeurs de stabilité des
cibles) cibles

Gene Expression (Expression des génes) — Clustergram and Scatter Plot (Dendrogramme
et nuage de points)

Analysis Settings (Parametres Parametres pour chaque type de
de l'analyse) graphique

Chart (Graphique) Copie du graphique

Data (Données) Feuille de calcul répertoriant les

données de chaque cible
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Tableau 32. Catégories des rapports de I’analyse des données dans la liste des options, suite

Catégorie

Option

Melt Curve (Courbe de fusion)

Description

Analysis Settings (Parameétres
de l'analyse)

Numeéro de I'étape de la fusion et
réglage de la barre du seuil

Melt Curve Chart (Graphique
de la courbe de fusion)

Graphique de la courbe de fusion

Melt Peak Chart (Graphique
des pics de fusion)

Graphique des pics de fusion

Data (Données)

Feuille de calcul répertoriant les
données de chaque puits

Allelic Discrimination (Discrimination allélique)

Analysis Settings (Paramétres
de I'analyse)

Affiche les fluorophores, le cycle et la
carte des déterminations

Allelic Discrimination Chart
(Graphique de la discrimination
allélique)

Copie du graphique de la discrimination

allélique

Data (Données)

Feuille de calcul répertoriant les
données de chaque puits

End Point (Point final)

Analysis Settings (Parametres
de l'analyse)

Fluorophore, cycles de fin pour la
moyenne, mode, valeur RFU la plus
faible, valeur RFU la plus élevée et
valeur seuil

Data (Données)

Feuille de calcul répertoriant les
données de chaque puits

QC Parameters
(Paramétres de CQ)

Data (Données)

Feuille de calcul répertoriant les
parametres pour chaque régle du
contrdle qualité
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Rapports de I'analyse des données

Création d’un rapport de I’analyse des données

Il est possible d’enregistrer la mise en page d’un rapport comme modéle qui pourra étre réutilisé pour
des rapports similaires.

Pour créer un rapport de I’analyse des données

1. Apporter les derniers ajustements au contenu des puits, aux puits sélectionnés, aux graphiques
et aux feuilles de calcul dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données) avant de créer le
rapport.

2. Sélectionner Tools (Outils) > Reports (Rapports) dans la barre des menus de la fenétre Data
Analysis (Analyse des données) pour ouvrir la boite de dialogue Report (Rapport).

3. Choisir les options que I'on souhaite inclure dans le rapport. Le rapport s’ouvre en affichant les
options sélectionnées par défaut. Cocher ou décocher les cases pour modifier des catégories
entiéres ou des options individuelles a I'intérieur d’'une catégorie.

Remarque : Les données qui apparaissent dans le rapport dépendent des sélections
actuelles dans les onglets de la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Par exemple,
une série de quantification peut ne pas contenir de courbe d’étalonnage, auquel cas ces
données ne figureront pas dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données) ni dans le
rapport des données.

4. Modifier 'ordre des catégories et des éléments dans un rapport. Faire glisser les options vers la
position correspondante a 'aide du curseur. Les éléments ne peuvent étre réordonnés qu’a
l'intérieur des catégories auxquelles ils appartiennent.

5. (Facultatif) Dans le volet des options du rapport, saisir des informations pertinentes pour 'option
sélectionnée :

B Choisir un sous-ensemble d’'informations a afficher dans le rapport.
B Choisir des paramétres spécifiques pour I'option sélectionnée.
B Modifier le texte a afficher pour I'option sélectionnée.

6. Cliquer sur Update Report (Actualiser le rapport) pour actualiser I'apergu du rapport avec les
modifications éventuellement apportées.

7. Imprimer ou enregistrer le rapport. Cliquer sur le bouton Print Report (Imprimer le rapport) dans la
barre d’outils pour imprimer le rapport actuel. Sélectionner File (Fichier) > Save (Enregistrer) pour
enregistrer le rapport au format PDF (fichier Adobe Acrobat Reader) et sélectionner un
emplacement pour I'enregistrement du fichier. Sélectionner File (Fichier) > Save As (Enregistrer
sous) pour enregistrer le rapport avec un nouveau nom ou dans un nouvel emplacement.
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8. (Facultatif) Créer un modéle de rapport avec les informations souhaitées. Pour enregistrer les
paramétres du rapport actuel dans un modéle, sélectionner Template (Modéle) > Save
(Enregistrer) ou Save As (Enregistrer sous). Il suffira ensuite de charger le modéle de rapport la
prochaine fois qu’un nouveau rapport sera créé.

Création de rapports sur les groupes de puits
Pour créer un rapport sur un groupe de puits

1. Sélectionner Tools (Outils) > Well Group Reports (Rapports sur les groupes de puits) dans la
fenétre Data Analysis (Analyse des données).

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. Dans la boite de dialogue Well Group Reports (Rapports sur les groupes de puits), sélectionner
les groupes de puits, les étapes d’amplification et les étapes de fusion a inclure dans le rapport.

3. Accéder au chemin ou au dossier de destination dans lequel le rapport doit étre enregistré.

4. (Facultatif) Sélectionner Choose a Report Template (Choisir un modéle de rapport) et accéder au
dossier du fichier du modéle.

5. (Facultatif) Sélectionner Open Destination Folder (Ouvrir le dossier de destination) pour ouvrir le
dossier et afficher les rapports aprés les avoir générés.

6. Cliquer sur Create Reports (Créer des rapports).
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Chapitre 11 Analyse de I'expression des genes

Avec I'utilisation de controles rigoureusement qualifiés dans les réactions, il est possible d’utiliser le
logiciel CFX Manager™ Dx pour procéder a une série étudiant 'expression des génes afin de
normaliser les différences relatives dans une concentration cible parmi les échantillons.
Généralement, les niveaux d’expression pour un ou plusieurs génes de référence servent a
normaliser les niveaux d’expression d’un géne d’intérét. Les génes de référence prennent en compte
les différences de chargement ou d’autres variations représentées au sein de chaque échantillon et
leurs niveaux d’expression ne devraient pas étre affectés dans le systéeme biologique étudié.

Choisir 'onglet Gene Expression (Expression des génes) dans la fenétre Data Analysis (Analyse des
données) pour évaluer les différences relatives entre les réactions de PCR dans deux puits ou plus.
Par exemple, il est possible d’évaluer les nombres relatifs de génomes viraux ou les nombres relatifs
de séquences transfectées dans une réaction de PCR. L’application la plus fréquente pour I'analyse
de I'expression des génes est la comparaison de la concentration en ADNc dans plusieurs réactions
afin d’estimer les taux d’ARN messagers a I'état d’équilibre.

Le logiciel calcule le niveau d’expression relative d’une cible selon I'un des scénarios suivants :

B Niveau d’expression relative d’une cible (cible 1) par rapport a une autre cible (cible 2). Par
exemple, la quantité d’'un géne par rapport a un autre géne dans des conditions de traitement de
I'échantillon identiques.

B Niveau d’expression relative d’'une séquence cible dans un échantillon par rapport a la méme
cible dans des conditions de traitement de I'échantillon différentes. Par exemple, la quantité
relative d’'un géne par rapport a lui-méme dans des conditions temporelles, géographiques ou
développementales différentes.

Configuration de la plaque pour I'analyse de I’expression
des génes

Pour réaliser 'analyse de I'expression des génes, le contenu des puits doit comporter les éléments
suivants :

B Deux cibles ou plus — les deux cibles qui représentent les différents génes ou séquences
amplifiés dans les échantillons.
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Une ou plusieurs cibles de référence — au moins une cible doit étre une cible de référence pour
I'expression normalisée. Attribuer toutes les cibles de référence dans la fenétre Experiment
Settings (Paramétres de I'expérience) pour analyser les données en mode Normalized
Expression (Expression normalisée) (AAC). Les séries qui ne contiennent pas de référence
doivent étre analysées en utilisant le mode Relative Expression (Expression relative) (AC).

Echantillons courants — les réactions doivent comporter des échantillons courants (deux requis
au minimum) afin d’afficher les données représentées dans I'onglet Gene Expression
(Expression des génes). Ces échantillons doivent représenter différents traitements ou conditions
pour chacune des séquences cibles. Attribuer un échantillon de contréle (facultatif) dans la
fenétre Experiment Settings (Paramétres de I'expérience). Si aucun contrdle n’est sélectionné, le
logiciel utilise le C le plus bas en tant que contréle.

Les criteres requis pour la configuration de I'expression des génes dans la fenétre Plate Editor

(Editeur de plaques) dépendent du fait que le contenu de la réaction soit une PCR uniplexe, avec un
seul fluorophore dans les réactions, ou une PCR multiplexe, avec un ou plusieurs fluorophores dans
les réactions.

Configuration de plaque guidée

Si la configuration de plaque d’un fichier de données ne contient pas les informations requises pour
I'analyse et que I'onglet Gene Expression (Expression des génes) est sélectionné, I'espace
normalement occupé par le graphique en barres contiendra des instructions pour saisir ces
informations. Pour I'expression des génes normalisée, procéder comme suit :

1.

Définir les noms des cibles et des échantillons de I'une des fagons suivantes :

B Plate Setup (Configuration de la plaque) — permet d’ouvrir la fenétre Plate Editor (Editeur de
plaques).

B Replace Plate file (Remplacer le fichier de plaque) — permet d’ouvrir le navigateur Select
Plate (Sélectionner la plaque) ou il est possible d’accéder a un fichier de plaque
précédemment enregistré par lequel remplacer la disposition de la plaque actuelle.

B Replace PrimePCR file (Remplacer le fichier PrimePCR) — permet d’ouvrir la boite de
dialogue Select PrimePCR file (Sélectionner le fichier PrimePCR) ou il est possible d’accéder
a un fichier de série PrimePCR™ et de I'appliquer a la disposition de la plaque.

Sélectionner une ou plusieurs cibles de référence et un échantillon de contrdle a 'aide de la boite
de dialogue Experiment Settings (Parameétres de I'expérience).

Si la disposition de la plaque contient déja les informations sur les cibles et les échantillons, seule
la deuxiéme étape est requise et mise en surbrillance en orange. Cette étape doit étre effectuée
avant que I'analyse de I'expression des génes normalisée puisse avoir lieu.

240 | Systemes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



Configuration de plaque guidée

Remarque : Les données pour le dendrogramme et le nuage de points ne s’affichent que si
toutes les exigences requises pour I'expression des génes normalisée énumérées sous
Plate Setup (Configuration de la plaque) pour I'analyse de I'expression des genes sont
remplies.
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Graphiques de I'’expression des génes

Le logiciel CFX Manager Dx affiche les données de I'expression des génes dans de multiples
affichages. Le Tableau 33 présente les options en termes de graphiques disponibles dans le logiciel.

Tableau 33. Options en termes de graphiques pour I’expression des génes

Bouton Nom

i

Bar Chart (Graphique en barres)

Fonction

Affiche les données de I'expression des
génes normalisée au format graphique en
barres.

Clustergram (Dendrogramme)

Affiche les données de I'expression
normalisée selon un regroupement
hiérarchique reposant sur le degré de
similitude de I'expression pour différentes
cibles et différents échantillons.

Scatter Plot (Nuage de points)

Affiche I'expression normalisée des cibles
pour un contrdle par rapport a un échantillon
expérimental.

Results (Résultats)

Résume les données de tous les
graphiques.
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Graphique en barres

W& Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

Graphique en barres

File View Settings Export Tools Plate Setup ~ a. | Fluorophore  ~ || 9
Quantification ﬂé Quantification Data I!E Gene Expression ';_!_? Custom Data View ac ﬂ Run Information
Bar Chart Mode:
ﬁfﬁ . . e Momalized expression ( AACq ) ~
2 1 Graph Data
ﬁ 0" 7 E Relative to control
£
.g Control Sample
b 1 BHr ~
@ 4 4
KLY
ﬁ Show Chart Settings
E_] E ot 4 :‘: ] Hohois: ~
o = Sampl ~
B = ample
g Y-Axis:
z 100 + J Log 10 -
o
= Scaling:
=
=
2 -2
x 10 T E Ermor Type:
Standard Emor of the Mean
} J J Chart Emor Bar Multiplier:
6Hr THr EHr gy St .
Sample
P fﬁu Experiment Settings. ..
e L1k = Tubulin
B% Target Stability Value
Comected :
Target & Sample & cd ) Expression Ex%rzﬁon {| Expresson ¢}/ MeanCgq ¢ CgSEM )
SEM
IL1b 8Hr 0.00209 0.00033 0.00093 3012 0.65400 %
IL1b di-1 293656 0.07376 0.11670 759 0.03661
IL1b dil-2 3.15650 0.19034 0.20278 11.91 0.05799
IL1b dil-3 3.10759 0.16432 0.16986 1524 0.05851
PP hamen hazoms YEven ]
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

L’expression relative des cibles est présentée dans ces deux affichages :

B Graphique de I'expression des génes — affiche les données de PCR en temps réel sous 'une des

formes suivantes :

O AACq — expression relative normalisée calculée a l'aide des échantillons de contrdle et des cibles de

référence.

O ACq — quantité relative du géne cible dans un échantillon par rapport a un échantillon de

contrdle.

B Feuille de calcul — affiche une feuille de calcul contenant les données de I'expression des génes.

Conseil : Faire un clic droit sur n'importe quel graphique ou n’importe quelle feuille de calcul
pour afficher les options. Cliquer sur View/Edit Plate (Afficher/Modifier la plaque) dans le

menu déroulant Plate Setup (Configuration de la plaque) pour ouvrir la fenétre de I'éditeur de
plaques et modifier le contenu des puits dans la plaque.
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Conseil : Sélectionner Sort (Trier) dans le menu contextuel pour réorganiser 'ordre des
noms des cibles et des échantillons dans le graphique.

Expression des génes normalisée

Pour normaliser les données, utiliser le niveau d’expression mesuré d’un ou de plusieurs genes de
référence en tant que facteur de normalisation. Les genes de référence sont des cibles qui ne sont pas
régulées dans le systéme biologique étudié, comme I'actine, la GAPDH ou la tubuline.

Pour configurer I'analyse de I’expression des génes normalisée (AAC)

1.
2.

Ouvrir un fichier de données (extension .pcrd).

Passer en revue les données dans 'onglet Quantification (Quantification) de la fenétre Data
Analysis (Analyse des données). Ajuster les données, en modifiant par exemple le seuil et le
mode d’analyse.

Choisir 'onglet Gene Expression (Expression des génes).

Dans 'onglet Gene Expression (Expression des génes), cliquer sur Experiment Settings
(Parametres de I'expérience).

Dans la boite de dialogue Experiment Settings (Paramétres de I'expérience), procéder comme
suit :

a. Choisir 'onglet Samples (Echantillons) et sélectionner un contrdle. Une fois un contréle attribué,
le logiciel CFX Manager Dx normalise les quantités relatives pour tous les génes sur la quantité du
contréle, qui est définie sur 1.

b. Cliquer surl'onglet Target (Cible) et sélectionner les génes de référence. L'analyse de
I'expression des génes nécessite une référence parmi les cibles des échantillons.

Sélectionner Normalized Expression (Expression normalisée) (AAC,) si ce n’est déja fait, puis
afficher les niveaux d’expression dans I'onglet Gene Expression (Expression des genes).

Quantité relative

Par définition, les données de quantité relative (AC,) ne sont pas normalisées. Cette méthode serta
quantifier les échantillons qui ne comprennent aucun géne de référence (cible). Les chercheurs sont
généralement certains de I'une des considérations suivantes lorsqu’ils configurent leur série :

Chaque échantillon contient la méme quantité de matrice, éventuellement la méme masse d’ARN
ou d’ADNc dans chaque puits.

Toute divergence dans la quantité d’échantillon biologique chargée sera normalisée aprés la série
selon une certaine méthode dans I'analyse de données en dehors du logiciel. Par exemple, un
chercheur peut choisir de diviser la valeur de la quantité relative par le facteur de normalisation,
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éventuellement la masse de I'acide nucléique chargé pour chaque échantillon ou le nombre de
cellules a partir desquelles I'acide nucléique a été isolé.

Pour effectuer une analyse de la quantite relative (ACg)

» Dansl'onglet Gene Expression (Expression des génes), sélectionner Relative Quantity (Quantité
relative) (AC) dans la liste déroulante Mode (Mode) du volet de droite.

Conseil : Pour comparer les résultats aux données d’autres séries d’expression des géenes,
ouvrir une nouvelle étude de génes ou ajouter un fichier de données a une étude de génes
existante.

Tri des données des cibles et des échantillons

Remarque : Cette option n’est disponible que sur les graphiques de I'expression des genes.

Par défaut, les listes Targets (Cibles) et Samples (Echantillons) apparaissent dans I'ordre
alphabétique. Utiliser la boite de dialogue Sort (Trier) pour trier I'affichage dans I'ordre alphabétique
inverse ou pour manuellement déplacer un terme vers une position différente dans la liste.

Pour trier les données des cibles et des échantillons
1. Dans le menu contextuel du graphique, cliquer sur Sort (Trier).

La boite de dialogue Gene Expression Chart Sorting (Tri du graphique de I'expression des génes)
apparait.

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ| | ZA
Actin — || [OHr
IL1Beta & | Hr
Tubulin 2Hr
ﬂ dii-1
dil-2
dil-3
v i
dil5
5 dil-6

QK Cancel

2. Dans la boite de dialogue, cliquer sur Z-A pour trier la liste dans I'ordre alphabétique inverse.

3. Pour manuellement déplacer un terme, le sélectionner et cliquer sur le bouton approprié situé
entre les graphiques :

m  Cliquer sur la fleche vers le haut ou vers le bas pour déplacer le terme sélectionné d’'une
position.
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®  Cliquer sur la fleche vers le haut ou vers le bas avec une barre pour déplacer le terme
sélectionné vers le haut ou le bas de la liste.

4. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et revenir a 'onglet Gene Expression
(Expression des génes).
Ajustement des données de I’expression des génes

Aprés avoir sélectionné le mode d’analyse — expression normalisée (AACq) ou quantité relative (ACq),
ajuster les données qui s’affichent dans I'onglet Gene Expression (Expression des génes) en
modifiant les options de paramétrage a droite du graphique.

Conseil : L'utilisateur définit les options pour les données de I'expression des génes par défaut dans
la boite de dialogue User Preferences (Préférences utilisateur) (consulter la section Définition des
parameétres par défaut du fichier de données de I'expression des génes a la page 78).

Représentation graphique des données

Définir la valeur de I'axe des ordonnées sur Linear scale (Echelle linéaire) afin d’activer les options de
représentation graphique des données. Les options de représentation graphique des données
permettent de présenter les données dans le graphique selon I'une des options suivantes :

B Relative to control (Par rapport au contréle) — représentation graphique des données avec I'axe
mis a I'échelle de 0 & 1. Si un contrdle est attribué dans la série, sélectionner cette option pour
afficher rapidement la régulation positive et négative de la cible.

B Relative to zero (Par rapport a zéro) — représentation graphique des données avec l'origine a
zéro.

Echantillon de contrdle

Utiliser la liste déroulante Control Sample (Echantillon de contréle) pour sélectionner un échantillon
qui sera utilisé pour normaliser la quantité relative.

Parameétres des graphiques

Les options suivantes (décrites ci-apres) apparaissent lorsque la case Show Chart Settings (Afficher
les parametres des graphiques) est cochée : X-Axis (Axe des abscisses), Y-Axis (Axe des
ordonnées), Scaling (Mise a I'échelle), Error Type (Type d’erreur) et Chart Error Multiplier
(Multiplicateur d’erreur du graphique).

Options de I’axe des abscisses

L’option X-Axis (Axe des abscisses) permet de sélectionner les données de I'axe des abscisses du
graphique de 'expression des genes :
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B Target (Cible) — permet de représenter graphiquement les noms des cibles sur I'axe des
abscisses.

B Sample (Echantillon) — permet de représenter graphiquement les noms des échantillons sur I'axe
des abscisses.

Options de I’axe des ordonnées

L’option Y-Axis (Axe des ordonnées) permet d’afficher le graphique de I'expression des génes selon
I'une des trois échelles suivantes :

B Linear (Linéaire) — sélectionner cette option pour afficher une échelle linéaire.

Conseil : La définition de I'axe des ordonnées sur Linear (Linéaire) active la liste déroulante
Graph Data (Représentation graphique des données) dans laquelle il est possible de choisir
une représentation graphique des données par rapport au contrdle ou a zéro.

B Log 2 - sélectionner cette option pour évaluer les échantillons sur une grande plage dynamique.

B Log 10 - sélectionner cette option pour évaluer les échantillons sur une trés grande plage
dynamique.

Options de mise a I’échelle

Sélectionner Normalized Gene Expression (Expression des génes normalisée) (AAC,) et définir
Control Sample to None (Echantillon de contrdle sur aucun) afin d’activer les options de mise a
I'échelle dans le graphique de I'expression des genes. Sélectionner I'une des options de mise a
I'échelle suivantes pour calculer et présenter les données selon les modalités qui conviennent le
mieux a la conception de la série :

B Unscaled (Aucune mise a I'échelle) — permet de présenter I'expression des genes normalisée
sans aucune mise a I'échelle.

B Highest (La plus élevée) — permet de mettre I'expression des génes normalisée a I'échelle pour
chaque cible en divisant le niveau d’expression de chaque échantillon par le niveau d’expression
le plus élevé dans tous les échantillons.

L’option de mise a I'échelle utilise la formule de mise a I'échelle au plus haut.

B Lowest (La plus basse) — permet de mettre I'expression des génes normalisée a I'échelle pour
chaque cible en divisant le niveau d’expression de chaque échantillon par le niveau d’expression
le plus bas dans tous les échantillons.

L’option de mise a I'échelle utilise la formule de mise a I'échelle au plus bas.
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B Average (Moyenne) — permet de mettre I'expression des genes normalisée a I'échelle pour
chaque cible en divisant le niveau d’expression de chaque échantillon par la moyenne
géomeétrique des niveaux d’expression pour 'ensemble des échantillons.

L’option de mise a I'’échelle utilise la formule de mise a I'échelle a la moyenne.

Type d’erreur

Sélectionner une option pour le type de calculs d’erreurs (barres d’erreur) du graphique de
I'expression des génes :

B Standard error of the mean (Erreur-type de la moyenne) (par défaut)

B Standard deviation (Ecart-type)

Multiplicateur de barres d’erreur du graphique

Sélectionner un multiplicateur pour les barres d’erreur du graphique de I'expression des genes.
Sélectionner I'un des nombres entiers suivants :
+/- 1 (par défaut), 2 ou 3. Le type de multiplicateur change lors de la sélection du type d’erreur :

B SEMs pour I'erreur-type de la moyenne

B Std Devs pour les écarts-types

Parameétres de I’expérience

Conseil : La boite de dialogue Experiment Settings (Parametres de I'expérience) est également
disponible dans I'éditeur de plaques. Pour de plus amples informations, consulter la section
Modification des parametres de I'expérience a la page 139.

Dans la boite de dialogue Experiment Settings (Paramétres de I'expérience), il est possible d’afficher
ou de modifier la liste des cibles ou des échantillons, de sélectionner des génes de référence, de
sélectionner des contrdles ou de définir le groupe d’analyse de I'expression des génes a analyser si
des noms d’ensembles biologiques ont été ajoutés aux puits.

Pour ouvrir la boite de dialogue Experiment Settings (Paramétres de I’expérience)

» Dansl'onglet Bar Chart (Graphique en barres), cliquer sur Experiment Settings (Paramétres de
I'expérience) au bas du volet de droite.

La boite de dialogue Experiment Settings (Parameétres de I'expérience) apparait, affichant I'onglet
Targets (Cibles).
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Experiment Settings

Targetz  Samples

MName & Full Name Reference Color | [+ Show Chatt | Auto Efficiency Hficiency (%)
1 Actin Actin v - v v 94,2
Z GAFDH GAFDH v - v v 95.9
B ILib IL1b r e rl v 3.9
4 Tubulin Tubulin - [v [v 0.5

Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample ~
Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

NTC [ MRT [ Megative Control [ ] Positive Control [ Standard

0K Cancel

Pour ajuster les paramétres des cibles
» Dansl'onglet Targets (Cibles), effectuer 'une des opérations suivantes :

B Pour sélectionner une cible comme référence pour I'analyse des données de I'expression
des génes, sélectionner son nom dans la colonne Reference (Référence).

B Pour changer la couleur de la cible, cliquer sur sa cellule dans la colonne Color (Couleur) et
changer la couleur dans la boite de dialogue Color (Couleur) qui apparait.

Le changement de couleur apparait dans les graphiques de I'expression des génes.

B Pour utiliser une valeur de I'efficacité précédemment déterminée, décocher la case
correspondant a la cible dans la colonne Auto Efficiency (Efficacité auto) et saisir un nombre
pour le pourcentage d’efficacité d’'une cible.

Le logiciel calcule I'efficacité relative pour une cible a I'aide de la fonction Auto Efficiency
(Efficacité auto) si les données pour une cible incluent une courbe d’étalonnage.

Pour ajuster les paramétres d’un échantillon
» Dans 'onglet Samples (Echantillons), effectuer I'une des opérations suivantes :

B Pour sélectionner un échantillon comme contrdle pour I'analyse des données de I'expression
des génes, sélectionner son nom dans la colonne Control (Contréle).

B Pour changer la couleur du groupe d’échantillons, cliquer sur sa cellule dans la colonne Color
(Couleur) et changer la couleur dans la boite de dialogue Color (Couleur) qui apparait.
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Le changement de couleur apparait dans les graphiques de I'expression des génes.

B Pour afficher le groupe d’échantillons dans les graphiques de I'expression des génes, le
sélectionner dans la colonne Show Chart (Afficher le graphique).

B Pour supprimer le groupe d’échantillons des graphiques de I'expression des génes, le
supprimer dans la colonne Show Chart (Afficher le graphique).

Conseil : Les données du groupe d’échantillons restent dans le tableau des résultats.
Pour modifier la sélection des options d’analyse des ensembles biologiques

P Siun ou plusieurs ensembles biologiques ont été attribués a des puits de la plaque (consulter la
section Attribution d’ensembles biologiques aux puits a la page 132), la liste Biological Set Analysis
Options (Options d’analyse des ensembles biologiques) s’affiche dans la boite de dialogue
Experiment Settings (Paramétres de I'expérience), permettant de modifier la sélection comme
souhaité.

Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample

Target vs. Samp
- : — Target vs. Biological Set
Target vs. Sample_Biclogical Set
W o Target vs. Biological St Sample

B Target vs. Sample (Cible vs Echantillon) — Seul le nom de I'échantillon du puits est utilisé
dans les calculs de I'expression des génes.

B Target vs. Biological Set (Cible vs Ensemble biologique) — Seul le nom de I'ensemble
biologique est utilisé dans les calculs.

B Target vs. Sample_Biological Set (Cible vs Echantillon_Ensemble biologique) — Le nom
de I'échantillon et le nom de I'ensemble biologique sont combinés pour former un seul nom
utilisé dans les calculs.

B Target vs. Biological Set_Sample (Cible vs Ensemble biologique_Echantillon) — Le nom
de I'ensemble biologique et le nom de I'échantillon sont combinés pour former un seul nom
utilisé dans les calculs.

Pour exclure un type d’échantillons des calculs de I’'analyse

» Cocher sa case au bas de la boite de dialogue Experiment Settings (Paramétres de I'expérience).

Remarque : Ceci exclut les contrbles et/ou les standards de I'analyse de I'expression des
genes.
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Valeur de stabilité des cibles

Les valeurs de stabilité des cibles sont calculées dés lors que plusieurs génes de référence sont
utilisés. Le logiciel CFX Manager Dx calcule deux parameétres de qualité pour les génes de référence :

B Coefficient Variance (Coefficient de variation) (CV) des quantités relatives des génes de
référence normalisées. Une valeur CV basse représente une stabilité élevée.

B M Value (Valeur M), une mesure de la stabilité de 'expression des génes de référence.

Les valeurs CV et M recommandées s’affichent au bas de la boite de dialogue Stability Value (Valeur
de stabilité).

Pour afficher la valeur de stabilité des cibles

» Dans l'onglet Gene Expression (Expression des génes) — Bar Chart (Graphique en barres),
cliquer sur Target Stability Value (Valeur de stabilité des cibles) au bas du volet de droite.

La boite de dialogue Stability Value (Valeur de stabilité) apparait.

Options du menu contextuel

Faire un clic droit sur le graphique de I'expression des génes pour sélectionner les éléments
présentés dans le Tableau 34.

Tableau 34. Eléments du menu contextuel de I'expression des génes

Elément Fonction

Copy (Copier) Permet de copier le graphique dans un presse-papiers.

Save Image As (Enregistrer Permet d’enregistrer le graphique sous forme de fichier image.
I'image sous) Définir la résolution et les dimensions de I'image puis sélectionner le

type de fichier (PNG, GIF, JPG, TIF ou BMP).

Page Setup (Mise en page) Permet de sélectionner une mise en page pour I'impression.

Print (Imprimer) Permet d’imprimer le graphique.

Set Scale to Default (Rétablir Show All (Tout afficher) permet d’afficher toutes les données dans
I'échelle par défaut) le graphique en barres. Scroll Bar (Barre de défilement) permet

d’afficher une barre de défilement s’il y a trop d’échantillons a
afficher dans la zone du graphique tout en maintenant une largeur
de barres minimum.

Manuel d'utilisation | 251



Chapitre 11 Analyse de I'expression des genes

Tableau 34. Eléments du menu contextuel de I’expression des génes, suite

Elément Fonction

Chart Options (Options du Permet d’ouvrir la fenétre Chart Options (Options du graphique)
graphique) pour ajuster le graphique.

Sort (Trier) Permet de trier I'ordre des échantillons ou des cibles qui

apparaissent sur I'axe des abscisses du graphique.

Use Corrected Std Devs Permet de calculer les barres d’erreur a 'aide de la formule de
(Utiliser des écarts-types I'écart-type corrigé.

corrigés)

Use Solid Bar Colors (Utiliser Permet d’afficher des barres pleines dans le graphique.

des couleurs de barres pleines)

X—Axis Labels (Légendes de Permet d’afficher les Iégendes de I'axe des abscisses
I'axe des abscisses) horizontalement ou en biais.

Feuille de calcul des données

Le Tableau 35 présente les données affichées dans le tableau des données de I'expression des
genes.

Remarque : Les valeurs figurant dans le tableau sont calculées en fonction du type de graphique
et des préférences sélectionnées dans le volet de droite.

Tableau 35. Description des informations contenues dans la feuille de calcul de I'onglet Bar
Chart (Graphique en barres)

Information Description

Target (Cible) Nom de la cible (géne amplifié) sélectionnée dans la fenétre
Experiment Settings (Paramétres de I'expérience).

Sample (Echantillon) Nom de I'échantillon sélectionné dans la fenétre Experiment
Settings (Parameétres de I'expérience).

Ctrl (Controle) Nom du contrdle sélectionné dans la fenétre Experiment Settings
(Parametres de I'expérience).

Relative Quantity (Quantité Quantité relative (AC_) ou expression des génes normalisée
relative) ou (AAC), selon le mode sélectionné.
Expression (Expression)
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Tableau 35. Description des informations contenues dans la feuille de calcul de 'onglet Bar
Chart (Graphique en barres), suite

Information

Relative Quantity SEM (ou SD)
(SEM (ou SD) de la quantité
relative) ou Expression SEM
(ou SD) (SEM (ou SD) de
I'expression)

Description

Erreur-type de la moyenne (SEM) ou écart-type (SD) de la quantité
relative ou de I'expression normalisée, selon I'option sélectionnée.

Corrected Relative Quantity
SEM (ou SD) (SEM (ou SD) de
la quantité relative corrigée) ou
Corrected Expression SEM (ou
SD) (SEM (ou SD) de
I’expression corrigée)

Calcul de la valeur corrigée pour 'erreur-type de la moyenne (SEM)
ou I'écart-type (SD) de la quantité relative ou de I'expression
normalisée, selon I'option sélectionnée.

Mean Cq (Moyenne C,) Moyenne du cycle de quantification.
Cq SEM (ou SD) (SEM ou SD Erreur-type de la moyenne (SEM) ou écart-type (SD) du cycle de
de Cy) quantification, selon 'option sélectionnée.

Option Show Details (Afficher les détails)

Le Tableau 36 présente les données affichées lorsque Show Details (Afficher les détails) est
sélectionné dans le menu contextuel de la feuille de calcul du graphique en barres.

Tableau 36. Informations dans la feuille de calcul du graphique en barres lorsque Show
Details (Afficher les détails) est sélectionné

Information

Data Set (Ensemble de
données)

Description

Données de fluorescence issues d’un fluorophore dans le fichier de
données

Relative Quantity (Quantité
relative)

Quantité relative calculée des échantillons

Relative Quantity SD (SD de la
quantité relative)

Ecart-type du calcul de la quantité relative

Corrected Relative Quantity SD
(SD de la quantité relative
corrigée)

Ecart-type calculé de la quantité relative corrigée
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Tableau 36. Informations dans la feuille de calcul du graphique en barres lorsque Show
Details (Afficher les détails) est sélectionné, suite

Information

Relative Quantity SEM (SEM de
la quantité relative)

Description

Erreur-type de la moyenne du calcul de la quantité relative

Corrected Relative Quantity
SEM (SEM de la quantité
relative corrigée)

Erreur-type calculée de la moyenne de la quantité relative corrigée

Relative Quantity(lg) (Quantité
relative(lg))

Log, de la quantité relative utilisée a des fins d’analyse statistique

SD RQ(lg) (SD QR(lg))

Ecart-type de la quantité relative (logo)

SEM Expression(lg) (SEM de
I'expression(lg))

Erreur-type de la moyenne de I'expression (logy)

Unscaled Expression
(Expression non mise a
I'échelle)

Expression calculée non mise a I'échelle

Unscaled Expression SD (SD
de I'expression non mise a
I'échelle)

Ecart-type calculé de I'expression non mise & I'échelle

Corrected Unscaled Expression
SD (SD de I'expression non
mise a I'échelle corrigée)

Ecart-type calculé de I'expression non mise & I'échelle corrigée

Unscaled Expression SEM
(SEM de I'expression non mise
al'échelle)

Erreur-type calculée de la moyenne de I'expression non mise a
I'échelle

Corrected Unscaled Expression
SEM (SEM de I'expression non
mise a I'échelle corrigée)

Erreur-type calculée de la moyenne de I'expression non mise a
I’échelle corrigée

Unscaled Expression(lg)
(Expression non mise a
I'échelle(lg))

Log, de I'expression non mise a I'échelle
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Tableau 36. Informations dans la feuille de calcul du graphique en barres lorsque Show
Details (Afficher les détails) est sélectionné, suite

Information

SD Unscaled Expression(lg)
(SD de I'expression non mise a
I'échelle(lg))

Description

Ecart-type de I'expression non mise a I'échelle (logy)

SEM Unscaled Expression(lg)
(SEM de I'expression non mise
al'échelle(lg))

Erreur-type de la moyenne de I'expression non mise a I'échelle
(logy)

Expression (Expression)

Expression des génes normalisée

Corrected Expression SD (SD
de I'expression corrigée)

Ecart-type calculé

Expression SEM (SEM de
I'expression)

Erreur-type de la moyenne

Corrected Expression SEM
(SEM de I'expression corrigée)

Erreur-type calculée de la moyenne

Expression(lg) (Expression(lg))

Log, de I'expression (expression normalisée) utilisée a des fins
d’analyse statistique

SD Expression(lg) (SD de
I'expression(lg))

Ecart-type de I'expression (log,)

SEM Expression(lg) (SEM de

Erreur-type de la moyenne de I'expression (log,)

I'expression(lg))

Mean C, (Moyenne C) Moyenne du cycle de quantification

CqSD (SD Cy) Ecart-type du cycle de quantification

Cq SEM (SEM Cy) Erreur-type de la moyenne du cycle de quantification
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Dendrogramme

Le dendrogramme affiche les données selon un regroupement hiérarchique qui repose sur le degré de
similitude de I'expression pour différentes cibles et différents échantillons.

Remarque : L'utilisateur doit choisir une cible de référence pour afficher n’importe quel tracé de
données autre que I'expression relative pour les graphique en barres.

L’image du dendrogramme représente I'expression relative d’'un échantillon ou d’'une cible de la
maniére suivante :

B Reégulation positive (rouge) — expression supérieure

Régulation négative (vert ou bleu) — expression inférieure
B Absence de régulation (noir)
B Absence de valeur calculée (noir avec une croix blanche)

Plus la couleur est claire, plus I'écart de I'expression relative est grand. Si aucune valeur Cq
normalisée ne peut étre calculée, le carré apparaitra en noir avec une croix blanche.

Les bords extérieurs du tracé de données présentent un dendrogramme qui indique la hiérarchie de
regroupement. Les cibles ou les échantillons qui présentent des schémas d’expression similaires
seront représentés avec des nceuds adjacents, par opposition a ceux qui présentent des schémas
dissemblables et qui seront plus distants.

Parametres
Il est possible de définir les options suivantes :

B Cluster By (Regrouper par) — choix possibles : Targets (Cibles), Samples (Echantillons), Both
(Les deux) ou None (Aucun).

B Size (Taille) —regle la taille de I'image et modifie le niveau de grossissement du graphique.
B Split Out Replicates (Fractionner les réplicats) — affiche les valeurs des réplicats individuellement.

Conseil : Il est possible de modifier le jeu de couleurs par défaut pour le dendrogramme et le nuage de
points en le faisant passer de rouge/vert par défaut a rouge/bleu ; pour ce faire, sélectionner I'option
correspondante dans le menu contextuel dans I'un de ces graphiques.
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Options du menu contextuel

Les options du menu contextuel pour le dendrogramme sont identiques a celles pour le graphique en
barres. Consulter le Tableau 34 a la page 251 pour connaitre les options disponibles. De plus, la
sélection de Color Scheme (Jeu de couleurs) permet de modifier la couleur de I'expression négative
sur le graphique en la faisant passer de rouge/vert par défaut a rouge/bleu.

Feuille de calcul des données

La feuille de calcul affiche les valeurs pour la cible, I'échantillon et I'expression normalisée. Cocher la
case en regard d’une cible pour I'inclure ou I'exclure du tracé.
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Nuage de points

Le graphique en nuage de points affiche I'expression normalisée des cibles pour un contréle par rapport a un
échantillon expérimental. Les lignes du graphique indiquent le seuil de régulation. Les points de données
entre les lignes indiquent que la différence d’expression pour cette cible (géne) est négligeable entre les
échantillons. Les points de données en dehors des lignes dépassent le seuil de régulation et peuvent
présenter un intérét.

La représentation graphique montre les changements suivants dans I'expression de la cible sur la base du
seuil de régulation :

B Régulation positive (cercle rouge) — expression relativement supérieure
B Reégulation négative (cercle vert ou bleu) — expression relativement inférieure
B Pas de changement (cercle noir)

Cliquer sur I'une ou 'autre des lignes de seuil et la faire glisser pour ajuster la valeur du seuil de
régulation.

Parametres

Il est possible de définir les options suivantes :

B Control Sample (Echantillon de contrdle)

B Experimental Sample (Echantillon expérimental)

B Regulation Threshold (Seuil de régulation). A mesure que I'utilisateur augmente ou diminue la
valeur de la régulation, les lignes de seuil se déplacent en conséquence sur le graphique.

Options du menu contextuel

Les options du menu contextuel pour le graphique en nuage de points sont identiques a celles pour le
graphique en barres. Consulter le Tableau 34 a la page 251 pour connaitre les options disponibles. De
plus, sélectionner Symbol (Symbole) pour remplacer le symbole de cercle par défaut utilisé sur le
graphique par I'un des symboles suivants :

B Triangle
B Croix
m Carré

B Losange

258 | Systemes CFX96 Dx et CFX96 Deep Well Dx



Nuage de points

Feuille de calcul des données

La feuille de calcul affiche les valeurs pour la cible et I'expression normalisée pour les échantillons de
contrdle et les échantillons expérimentaux. Elle indique également si les cibles font I'objet d’'une
régulation positive ou négative par comparaison avec le seuil de régulation. Cocher la case en regard
d’une cible pour I'inclure ou I'exclure du tracé.

Manuel d'utilisation | 259



Chapitre 11 Analyse de I'expression des genes

Résultats

L’onglet Results (Résultats) fournit une feuille de calcul qui récapitule les données de 'ensemble des
graphiques. Le Tableau 37 présente les données affichées dans la feuille de calcul des résultats.

Tableau 37. Informations dans I'onglet Results (Résultats)

Information

Target (Cible)

Description

Nom de la cible (géne ampilifié)

Sample (Echantillon)

Nom de I'échantillon

Mean C, (Moyenne Cg)

Moyenne du cycle de quantification

Mean Efficiency Corrected C,
(Cq corrigé de I'efficacité
moyenne)

Moyenne du cycle de quantification aprés ajustement pour
I'efficacité de la réaction

Normalized Expression
(Expression normalisée)

Expression de la cible normalisée par rapport a une cible de
référence (AAC,)

Relative Normalized
Expression (Expression
normalisée relative)

Expression normalisée relative par rapport a un échantillon de
contrdle ; également appelée fold change

Regulation (Régulation)

Changement de I'expression par rapport a un échantillon de
controle

Compared to Regulation
Threshold (Comparé au seuil
de régulation)

Régulation positive ou négative d’'un échantillon expérimental en
fonction du parametre de seuil

Remarque : Les données pour les réplicats ne se trouvent que dans les feuilles de calcul des
onglets de I'analyse de données ou Split Out Replicates (Fractionner les réplicats) a été
sélectionné (& savoir Clustergram (Dendrogramme)). |l peut y avoir une divergence entre les
données d’expression dans les feuilles de calcul de I'analyse de I'expression des génes si None
(Néant) est sélectionné comme échantillon de contrdle sur le graphique en barres.
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Etude des génes

Créer une étude des génes pour comparer les données de I'expression des génes provenant d’'une ou
de plusieurs expériences de PCR en temps réel en utilisant un calibrateur inter-séries pour normaliser
les expériences. Créer une étude des genes en ajoutant des données provenant d’'un ou de plusieurs
fichiers de données (extension .pcrd) a I'étude des génes. Le logiciel les regroupe en un seul fichier
(extension .mgxd).

Remarque : Le nombre maximum d’échantillons pouvant étre analysés lors d’'une étude des
genes est limité par la taille de la mémoire vive et de la mémoire virtuelle de I'ordinateur.

Etalonnage inter-séries

Un étalonnage inter-séries est automatiquement tenté lors de chaque étude des génes pour chaque
cible afin de normaliser les variations inter-séries entre les cibles qui sont dosées dans des séries de
PCR en temps réel distinctes (c’est-a-dire différents fichiers .pcrd générés a partir de différentes
plaques).

Pour que le logiciel reconnaisse un échantillon comme calibrateur inter-séries, cet échantillon doit
partager les mémes nom de cible, nom d’échantillon et, le cas échéant, nom d’ensemble biologique
sur chaque plaque comparée.

Remarque : Au moins un échantillon de type calibrateur inter-séries doit étre présent dans
I'étude des génes pour que I'étalonnage inter-séries puisse avoir lieu. Les cibles sans
échantillons de type calibrateur inter-séries appropriés seront traitées sans correction dans
I'étude des genes (non recommandé).

Les calibrateurs inter-séries peuvent étre appliqués de deux maniéres :

B Par cible — les différentes amorces PCR peuvent présenter des efficacités différentes. Par défaut,
le calibrateur inter-séries est appliqué a tous les puits de la méme plaque ayant le méme nom de
cible, par exemple le Cq génére avec le méme dosage.

B Intégralité de I'étude — un calibrateur inter-séries est sélectionné par I'utilisateur et appliqué a
l'intégralité de I'étude des génes.
Boite de dialogue Gene Study (Etude des génes)

La boite de dialogue Gene Study (Etude des génes) comporte deux onglets :

B Onglet Study Setup (Configuration de I'étude) — permet de gérer les séries dans I'étude des
genes.

Important : L’ajout ou la suppression de fichiers de données dans une étude des génes ne
modifie pas les données du fichier d’origine.
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B Onglet Study Analysis (Analyse de I'étude) — permet d’afficher les données de I'expression des
génes pour les séries combinées.

Onglet Study Setup (Configuration de I’étude)

Le Tableau 38 présente les données apparaissant dans I'onglet Study Setup (Configuration de

I'étude).

Tableau 38. Onglet Study Setup (Configuration de I’étude) dans la boite de dialogue Gene

Study (Etude des génes)

Titre de la colonne

File Name (Nom du fichier)

Description

Nom du fichier de données de la série (extension .pcrd)

File Folder (Dossier du
fichier)

Répertoire ou le fichier de données pour chaque série dans I'étude des
genes est conservé

Date Created (Date de
création)

Date a laquelle les données de la série ont été collectées

Well Group Name (Nom du
groupe de puits)

Nom du groupe de puits sélectionné au moment de I'ajout du fichier a
I'étude des génes

Conseil : Pour analyser un groupe de puits dans 'étude des

genes, il faut sélectionner ce groupe de puits dans la fenétre Data
Analysis (Analyse des données) avant d'importer le fichier de
données dans I'étude des génes.

Step (Etape)

Etape du protocole incluant la lecture de la plaque pour recueillir les
données de la PCR en temps réel

Run Type (Type de série)

Série soit définie par I'utilisateur soit PrimePCR™

Protocol Edited (Protocole
modifié)

Si cette colonne est sélectionnée, indique que le protocole utilisé pour
une série PrimePCR a été modifié

View Plate (Afficher la
plaque)

Ouvre une carte de la plaque avec les données dans chacune des
séries incluses dans I'étude des génes
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Préparation d’une étude des génes
Pour préparer une étude des génes

1. Avant d’importer des données dans une étude des génes, il convient d’effectuer les opérations
suivantes dans la fenétre Data Analysis (Analyse des données) :

m  Vérifier que les échantillons ayant le méme contenu portent le méme nom. Dans une étude
des génes, le logiciel suppose que les puits ayant le méme nom de cible ou le méme nom
d’échantillon contiennent les mémes échantillons.

B Ajuster laligne de base et le seuil (Cg) dans I'onglet Quantification (Quantification) pour
optimiser les données dans chaque série.

B Sélectionner le groupe de puits que I'on souhaite inclure dans I'étude des génes.

Pour pouvoir afficher les données provenant d’un groupe de puits dans une étude de génes,
ce groupe doit étre sélectionné avant d’'importer le fichier de données.

L’onglet Study Setup (Configuration de I'étude) affiche une liste de toutes les séries dans 'étude
des genes.

2. Dans laboite de dialogue Gene Study (Etude des génes), choisir 'onglet Study Setup
(Configuration de I'étude).

3. Cliquer sur Add Data Files (Ajouter des fichiers de données) pour sélectionner un fichier dans une
fenétre de navigation.

Conseil : Pour ajouter rapidement des séries a une étude des génes, faire glisser les fichiers
de données (extension .pcrd) a I'aide du curseur dans la boite de dialogue Study Setup
(Configuration de I'étude).

4. Lelogiciel CFX Manager Dx réalise automatiquement I'analyse de I'étude des génes au furet a
mesure que des fichiers de données sont ajoutés. Choisir 'onglet Study Analysis (Analyse de
I'étude) pour afficher les résultats.

Pour supprimer des séries de I’étude des génes
» Sélectionner un ou plusieurs fichiers dans la liste et cliquer sur Remove (Supprimer).
Pour ajouter des notes sur I’étude des génes

P Saisir les notes sur les fichiers et I'analyse dans la zone de texte intitulée Notes (Notes).
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Onglet Study Analysis (Analyse de I’étude)

L’onglet Study Analysis (Analyse de I'étude) affiche les données de toutes les séries de I'étude des
genes. Les options de I'analyse des données de I'expression des génes sont identiques aux options
pour un fichier de données unique, excepté :

B Pour les graphiques en barres, les valeurs de I'étalonnage inter-séries (si elles sont calculées)
apparaissent lorsque I'utilisateur clique sur Inter-run Calibration (Etalonnage inter-séries).

Remarque : Seuls les types d’échantillons suivants peuvent étre utilisés comme calibrateur
inter-séries :

O Echantillon inconnu
[0 Standard
[0 Controle positif

Les échantillons de type contrdle négatif, contréle sans matrice (NTC) et contréle sans
transcriptase inverse (NRT) ne peuvent pas étre utilisés comme calibrateur inter-séries.
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Création d’un rapport sur I’étude des génes
Pour créer un rapport sur I’étude des génes

1. Le cas échéant, ajuster les données et les graphiques pour le rapport sur I'étude des génes avant
de créer un rapport.

2. Sélectionner Tools (Outils) > Reports (Rapports) dans le menu Gene Study (Etude des génes)
pour ouvrir la boite de dialogue Report (Rapport).

3. Choisir les options que I'on souhaite inclure dans le rapport. Le rapport s’ouvre en affichant les
options sélectionnées par défaut. Cocher ou décocher les cases pour modifier des catégories
entiéres ou des options individuelles a I'intérieur d’'une catégorie.

La section Catégories du rapport sur I'étude des génes a la page 265 présente les options
disponibles a afficher.

4. Modifier I'ordre des catégories et des éléments dans un rapport. Faire glisser les options vers la
position requise. Les éléments ne peuvent étre réordonnés qu’a I'intérieur des catégories
auxquelles ils appartiennent.

5. Cliquer sur Update Report (Actualiser le rapport) pour actualiser I'apercu du rapport avec les
modifications éventuellement apportées.

6. Imprimer ou enregistrer le rapport. Cliquer sur le bouton Print Report (Imprimer le rapport) dans la
barre d’outils pour imprimer le rapport actuel. Sélectionner File (Fichier) > Save (Enregistrer) pour
enregistrer le rapport au format PDF (fichier Adobe Acrobat Reader) et sélectionner un
emplacement pour I'enregistrement du fichier. Sélectionner File (Fichier) > Save As (Enregistrer
sous) pour enregistrer le rapport avec un nouveau nom ou dans un nouvel emplacement.

7. (Facultatif) Créer un modéle de rapport avec les informations souhaitées. Pour enregistrer les
parameétres du rapport actuel dans un modéle, sélectionner Template (Modéele) > Save
(Enregistrer) ou Save As (Enregistrer sous). Il suffira ensuite de charger le modéle de rapport la
prochaine fois qu’un nouveau rapport sera créé.

Catégories du rapport sur I’étude des génes
Utiliser la boite de dialogue Gene Study Report (Rapport sur I'étude des génes) pour organiser les

données de I'étude des génes dans un rapport. Le Tableau 39 présente 'ensemble des options
disponibles pour un rapport sur I'étude des génes.
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Tableau 39. Catégories pour un rapport sur I’étude des génes

Catégorie

Header (En-téte)

Option

Description

Titre, sous-titre et logo pour le rapport

Report Information
(Informations sur le
rapport)

Date, nom d’utilisateur, nom du fichier de
données, chemin du fichier de données et le
groupe de puits sélectionné

Gene Study File List (Liste
des fichiers dans I'étude
des genes)

Liste de tous les fichiers de données dans
I'étude des génes

Notes (Notes)

Notes concernant le rapport de données

Study Analysis (Analyse de I’étude) : Bar Chart (Graphique en barres)

Analysis Settings
(Parametres de I'analyse)

Liste des parameétres d’analyse sélectionnés

Chart (Graphique)

Graphique en barres de I'expression des génes
affichant les données

Target Names (Noms des
cibles)

Liste des cibles dans I'étude des génes

Sample Names (Noms des
échantillons)

Liste des échantillons dans I'étude des génes

Data (Données)

Feuille de calcul affichant les données

Target Stability (Stabilité
des cibles)

Données de stabilité des cibles

Inter-run Calibration
(Etalonnage inter-séries)

Données de I'étalonnage inter-séries

Study Analysis (Analyse de I’étude) : Clustergram and Scatter Plot (Dendrogramme et

nuage de points)

Analysis Settings
(Parameétres de I'analyse)
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Tableau 39. Catégories pour un rapport sur I’étude des génes, suite

Catégorie Option Description
Chart (Graphique) Graphique de I'expression des génes affichant
les données
Data (Données) Feuille de calcul répertoriant les données dans
chaque cible
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Annexe A Calculs de I'analyse des données

Le logiciel CFX Manager™ Dx calcule automatiquement les formules et affiche les résultats dans les
onglets de la fenétre Data Analysis (Analyse des données). Cette annexe explique en détail comment
le logiciel CFX Manager Dx calcule les formules.

Efficacité d’une réaction de PCR

Certains éléments laissent a penser que I'utilisation d’'une mesure exacte des efficacités pour chaque
jeu d’amorces et de sondes produira des résultats plus précis lors de I'analyse des données de
I'expression des génes. La valeur de I'efficacité par défaut utilisée dans les calculs de I'expression des
genes est égale a 100 %. Pour évaluer I'efficacité d’'une réaction, créer une courbe d’étalonnage en
utilisant les dilutions en série d’'un échantillon représentatif sur une plage dynamique pertinente, puis
enregistrer I'efficacité pour I'analyse de I'expression des génes qui en résulte. Si la série comporte une
courbe d’étalonnage, le logiciel calcule alors automatiquement 'efficacité et I'affiche sous la courbe
d’étalonnage dans 'onglet Quantification (Quantification) lorsque la case Auto Efficiency (Efficacité
auto) est cochée dans I'onglet Targets (Cibles) de la fenétre Experiment Settings (Paramétres de
I'expérience).

L’efficacité (E) dans les formules d’efficacité se référe aux « efficacités » telles que décrites par Pfaffl
(2001) et Vandesompele et al. (2002). Dans ces publications, une efficacité de 2 (doublement parfait a
chaque cycle) équivaut & une efficacité de 100 % dans ce logiciel. Il est possible de convertir les
calculs d’efficacité pour qu’ils deviennent ceux utilisés dans le logiciel a I'aide des relations
mathématiques suivantes :

®  E = (% Efficacité * 0,01) + 1

B % Efficacité =(E—1)* 100
Quantité relative
La formule pour la quantité relative (AC,) de n'importe quel échantillon (GOI) est :

Relative Quantityg,q,yi (cory = Ecor (O i =€, (sample))

Remarque : Cette formule sert a calculer la quantité relative lorsqu’il n’y a pas d’échantillon de
contréle défini.
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ou:

B E = efficacité du jeu d’amorces et de sondes. Cette efficacité est calculée a I'aide de la formule
(% Efficacité * 0,01) + 1, ou 100 % d’efficacité = 2

B Cq(min) = Cqmoyen pour I'échantillon avec le C, moyen le plus bas pour le géne d'intérét
B Cq(sample) = Cq moyen pour I'échantillon

B GOl =gene d’intérét (une cible)

Quantité relative en cas de sélection d’un contréle

Lorsqu’un échantillon de contrdle est attribué, la quantité relative (QR) pour tout échantillon qui
présente un géne d’intérét (GOI) est alors calculée a I'aide de la formule suivante :

. . Gy (contrat) —C.
Relative Quantitygmple (cor) = EGOI( 9 (contzal) q(sample))

ou:

B E = efficacité du jeu d’amorces et de sondes. Cette efficacité est calculée avec la formule
(% Efficacité * 0,01) + 1, ou 100 % d’efficacité = 2

B Cq (control) = Cq moyen pour I'échantillon de contréle
B Cq(sample) = Cq moyen pour tous les échantillons avec un géne d'intérét

B GOl =gene d’intérét (une cible)

Ecart-type de la quantité relative

La formule pour I'écart-type de la quantité relative est :
SD Relative Quantity = SD Cqgor X Relative Quantity,umye (ory X Ln (Egor)
ou:
B SD Relative Quantity = écart-type de la quantité relative
B SD Cqygol sample = écart-type du C, pour I'échantillon (géne d'intérét)
B Relative Quantity = quantité relative de I'échantillon

B E = efficacité du jeu d’amorces et de sondes. Cette efficacité est calculée a I'aide de la formule
(% Efficacité * 0,01) + 1, ou 100 % d’efficacité = 2

B GOl =gene d’intérét (une cible)
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Cq a I'efficacité corrigée (C )
La formule pour le C, a I'efficacité corrigée est :
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
ou:

B E =efficacité

C4 moyen a I'efficacité corrigee (MCqg)

La formule pour le C, moyen a I'efficacité corrigée est :

Cag (Rep 1)+CUE (Rep 2) T - -+CUE (Rep
MCC]_E= (Rep 1) ( n) (Rep n)

ou:
B Cge = Cqalefficacité corrigée

B n=nombre de réplicats

Facteur de normalisation

Le dénominateur de I'équation de I'expression normalisée est désigné sous le nom de facteur de
normalisation. Le facteur de normalisation correspond a la moyenne géométrique des quantités
relatives de toutes les cibles de référence (génes) pour un échantillon donné, tel que décrit dans cette
formule :

Normalization Factorsmple (Gor = (RQgample (Ref 1) X RQuumple (Ref2) X - - » X RQgample (Refn) )é
ou:
B RQ = quantité relative
B n=nombre de cibles de référence

B GOl =gene d'intérét (une cible)
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Expression normalisée

L'expression normaliseée (AAC,) est la quantité relative de la cible (géne) normalisée par rapport aux
quantités des cibles de référence (génes ou séquences) dans le systéme biologique. Pour
sélectionner les cibles de référence, ouvrir la fenétre Experiment Settings (Paramétres de
I'expérience) puis cliquer sur la colonne Reference (Référence) pour chaque cible servant de géne de
référence.

La formule pour I'expression normalisée, qui utilise le calcul de la quantité relative (QR) calculée, est :

RQuample (coO1)

Normalized Expressiong,p. (cor = .
(RQuacpie (et 1) ¥R Quample (et 2 - XRQuumpe (et ) ™

ou:
B RQ = quantité relative d’un échantillon

B Ref=cible de référence dans une série incluant une ou plusieurs cibles de référence dans
chaque échantillon

B GOl =gene d’intérét (une cible)

A condition que les cibles de référence ne changent pas leur niveau d’expression dans le systéme
biologique, le calcul de I'expression normalisée tiendra compte des différences ou des variations de
chargement dans le nombre de cellules qui sont représentées dans chacun des échantillons.

Expression normalisée lorsqu’un controle est sélectionné

Lorsqu’un échantillon de contrble est sélectionné dans la fenétre Experiment Settings (Parameétres de
I'expérience), le logiciel définit a 1 le niveau d’expression de I'échantillon de contréle. Dans cette
situation, le logiciel normalise les quantités relatives de I'expression de toutes les cibles (génes) sur la
quantité du contrdle (une valeur de 1). Cette expression normalisée est équivalente a I'analyse de
I'expression normalisée non mise a I'échelle lorsqu’un contrdle est choisi.

Remarque : Cela est également connu sous le nom d’expression normalisée relative (RNE) et de
fold change.
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Ecart-type pour I’expression normalisée

La remise a I'échelle de la valeur de I'expression normalisée se fait en divisant I'écart-type de
I'expression normalisée par la valeur de I'expression normalisée pour les niveaux d’expression
individuels le plus élevé ou le plus bas, selon I'option de mise a I'échelle choisie. La formule pour
I'écart-type (SD) du facteur de normalisation est :

SD RQuample (Ref 1) ) ] (SD RQuample (Ref 2) ) 2 n (SD RQuample (Ref n) ) 2

SD NF, = NF,, x \/(nanmp,, o

nXRQuaple (Ref 2) 1 XRQuample (Ref n)

ou:

B RQ = quantité relative d’un échantillon
B SD = écart-type

B NF =facteur de normalisation

B Ref=cible de référence

B n=nombre de cibles de référence

Lorsqu’un échantillon de contréle est attribué, il n’est pas nécessaire de réaliser cette fonction de
remise a I'échelle sur I'écart-type, comme I'indique la formule suivante :

SD NFgample ) 2 (SD RQuumple (co1) ) 2

SD NEsample (Gor) = NEsample (cor X \/ ( NFsampie RQuumpte (001

ou:

B NE = expression normalisée

B RQ = quantité relative d'un échantillon
B SD = écart-type

B GOl =gene d’intérét (une cible)
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Expression normalisée mise a I’échelle au niveau
d’expression le plus élevé

Lorsque la série ne comporte pas de contrbles, mettre 'expression normalisée (NE) a I'échelle pour
chaque cible (gene) en divisant le niveau d’expression de chaque échantillon par le niveau
d’expression le plus élevé dans tous les échantillons. Le logiciel définit le niveau d’expression le plus
élevé sur une valeur de 1 et remet a I'échelle les niveaux d’expression de tous les échantillons. La
formule pour la mise a I'échelle la plus élevée est :

Normalized Expressiong,gp, (qor)
Normalized Expressionmgnest sample (GOI)

Scaled Normalized Expressiong,me (o1 =

ou:

B GOl =geéne d’intérét (cible)

Expression normalisée mise a I’échelle au niveau
d’expression le plus bas

Lorsque la série ne comporte pas de contrbles, mettre 'expression normalisée (NE) a I'échelle pour
chaque cible (géne) en divisant le niveau d’expression de chaque échantillon par le niveau
d’expression le plus bas dans tous les échantillons. Le logiciel définit le niveau d’expression le plus
bas sur une valeur de 1 et remet a I'échelle les niveaux d’expression de tous les échantillons. La
formule pour la mise a I'échelle la plus basse est :

Normalized Expressiong,mpe (cor
Normalized Expressiony yest sample (GOD)

Scaled Normalized Expressiong, . (cor =

ou:

B GOl =gene d'intérét (cible)
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Expression normalisée mise a I'échelle au niveau d’expression moyen

Expression normalisée mise a I’échelle au niveau
d’expression moyen

Lorsque la série ne comporte pas de contrdles, mettre I'expression normalisée (NE) a I'échelle pour
chaque cible (géne) en divisant le niveau d’expression de chaque échantillon par la moyenne
géomeétrique du niveau d’expression de tous les échantillons. Le logiciel définit le niveau d’expression
moyen sur une valeur de 1 et remet a I'échelle les niveaux d’expression de tous les échantillons. La
formule pour la mise a I'échelle moyenne est :

Normalized Expressiongqyie (cor

Scaled Normalized Expression ample (@01 = ormama Expressionc op

ou:
B GOl =gene d'intérét (cible)

B GM = moyenne géométrique de I'expression normalisée de tous les échantillons
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Ecart-type pour I’expression normalisée mise a I’échelle

La remise a I'échelle de la valeur de I'expression normalisée (NE) mise a I'échelle se fait en divisant
I'écart-type (SD) de I'expression normalisée par la valeur de I'expression normalisée pour les niveaux
d’expression le plus élevée (MAX) ou le plus bas (MIN), selon 'option de mise a I'échelle choisie.

Remarque : Lorsqu’un échantillon de contrdle est attribué, il n’est pas nécessaire de réaliser
cette fonction de remise a I'échelle sur I'écart-type.

Le calcul pour cette formule est :

SD NEgumps (con)
NEMAX or MIN (GOT)

SD Scaled NEsa.mple (Gor =
ou:
B NE = expression normalisée
B SD =écart-type
B GOl =gene d’intérét (cible)

B MAX=niveau d’expression le plus élevé

B MIN = niveau d’expression le plus bas

Régulation

La régulation désigne une mesure de 'augmentation ou de la diminution dans I'expression d’une cible
pour un échantillon expérimental par rapport a un échantillon de contrdle que I'on détermine comme
suit :

Si Expression (expérimental) > Expression (contrdle) :

. Expression (experimental
Regulation = — (exp )

Expression (control)

Si Expression (expérimental) < Expression (contrdle) :

Regulation = —1 / (Expression (experimental))

Expression (control)

Remarque : Concernant le graphique en barres, I'expression se base, selon le mode
sélectionné, soit sur la quantité relative, soit sur I'expression normalisée (consulter la section
Graphique en barres a la page 243). Toutefois, pour le graphique en nuage de points et le
dendrogramme, la régulation est systématiquement calculée a partir de I'expression normalisée.
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Formules des valeurs corrigées

Un écart entre les valeurs corrigées et les valeurs non corrigées n’est visible que si une courbe
d’étalonnage est créée dans le cadre d’'une série de PCR en temps réel. Le logiciel utilise trois
équations pour déterminer la propagation de 'erreur :

B Erreur-type

B Erreur-type pour I'expression normalisée

B Erreur-type pour le géne d’intérét (cible) normalisé
La formule pour I'erreur-type est :

— Sb
Standard Error = n

ou:
B n=nombre de cibles de référence (génes)
B SD = écart-type

L’erreur-type pour le facteur de normalisation dans la formule de I'expression normalisée est :

SE BQuupte ®er1) \ SE RQuumple (mef) \ 2 SE RQ,., 2\ 2
SE NF,, = NF,, x ( gl (et ) ) +( el (1t ) +...+(7"““” )
nxSE RQgumple (Ref 1) nXSE RQgample (Ref 2) nxSE RQgample (Ref n)

ou:

B n=nombre de cibles de référence
m  SE =erreur-type

B NE = expression normalisée

B RQ = quantité relative

L’erreur-type pour la formule du géne d'intérét (GOI) normalisé est :

2 2
SE GOI, = GOL, x \/ (Br) + (SEG(‘;'I‘")

ou:

B SE =erreur-type

B GOl =geéne d'intérét (une cible)
B NF =facteur de normalisation

B n=nombre de cibles de référence
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Annexe B Gestion des utilisateurs et des rbles
dans CFX Manager Dx

Il est possible de créer des utilisateurs et de leur attribuer un réle dans le logiciel CFX Manager™ Dx.
Les roles limitent 'accés aux fonctionnalités de CFX Manager Dx. Un seul role a la fois peut étre
attribué a un utilisateur. Un administrateur du logiciel CFX Manager Dx peut néanmoins modifier le
role de l'utilisateur a tout moment.

Conseil : Il n’est pas nécessaire de créer des utilisateurs pour pouvoir utiliser CFX Manager Dx.
Si aucun utilisateur n’est créé, toutes les activités sont réalisées par le compte d'utilisateur par
défaut admin.

Important : L'utilisateur admin correspond au compte d’administrateur par défaut qui est utilisé
initialement pour se connecter 8 CFX Manager Dx. |l est recommandé de créer un utilisateur
spécifique pour administrer CFX Manager Dx. Attribuer a cet utilisateur le réle d’administrateur et
effectuer toutes les taches administratives avec cet utilisateur.

Important : Le logiciel CFX Manager Dx ne dispose d’aucune fonctionnalité de configuration d’'un
délai d’inactivité pour la session utilisateur. Il est par conséquent recommandé de mettre en place
les mesures de sécurité de Windows ou d’un fournisseur tiers (par exemple, installer un
économiseur d’écran avec connexion obligatoire).

Gestion des utilisateurs

Dans I'édition standard du logiciel CFX Manager Dx, les comptes d'utilisateurs peuvent avoir
n’importe quel nom ou mot de passe.

Pour attribuer un réle a chaque utilisateur, le sélectionner dans la liste des réles dans la fenétre User
Administration (Administration des utilisateurs). Dans cet exemple, le droit d’enregistrer des fichiers
est ajouté aux droits accordés a I'utilisateur Guest (Invité).

Ajout et suppression d’utilisateurs

Remarque : Seul 'administrateur du CFX Manager Dx peut ajouter et supprimer des utilisateurs.

Manuel d'utilisation | 279



Annexe B Gestion des utilisateurs et des roles dans CFX Manager Dx

Pour ajouter des comptes d’utilisateurs a CFX Manager Dx

1. Dans lafenétre d’accueil, sélectionner User (Utilisateur) > User Administration (Administration
des utilisateurs).

La boite de dialogue User Administration (Administration des utilisateurs) apparatt.

User Administration X

Manage Users

User Name Full Name Role Password Remaove
1 |admin Administrator ~
2 |cpeterson carl peterson Administrator v
3 |ebrizel elizabeth brizel Principal w
4 |msnyder matthew snyder Guest ~
~

5

Manage Rights (Managed by Administrator only)

Rights Principal Operator
Start, pause and sbort runs

1
2 | Addrepeatsto arun

3 | Perform skip steps

4 | Perform instrument calibration

5 |Apply different calibrations to 2 data file
g | Edi orreplace plate during run

7 | Edi or replace the plate after a un

g | Alowinstrument file management

g | Rename instruments

10 | Save anyfile

AEENEAMEEREREREA

11 |Change threshold and baselines ¥

12 | Print reports
13 | Setup Email

4] il

ORERNMREOORRFE

!Dnmnmmmmmmnmng oooog

Bestore Default Rights

=}
£

Cancel

2. Dansle volet Manage Users (Gérer les utilisateurs), saisir un nom d'utilisateur dans User Name
(Nom d’utilisateur) pour I'utilisateur en question.

3. Sélectionner un rdle pour I'utilisateur dans Role (Réle).
Les réles limitent les droits de I'utilisateur. La valeur par défaut est Principal (Principal).

Conseil : Il est possible de modifier les droits associés a chaque réle. Modifier les droits
associés au role affecte tous les utilisateurs auxquels ce role est attribué. Pour de plus
amples informations, consulter la section Gestion des droits associés aux rbles a la page
281.

4. (Facultatif) Saisir le nom complet et le mot de passe de I'utilisateur dans Full Name (Nom
complet) et Password (Mot de passe).

5. Cliquer sur OK pour ouvrir une boite de dialogue et confirmer 'intention de fermer la fenétre.

6. Cliquer sur Yes (Oui) pour fermer la boite de dialogue et |la fenétre.
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Gestion des utilisateurs

Pour supprimer un utilisateur

1. Dans le volet Manage Users (Gérer les utilisateurs), sélectionner Remove (Supprimer) pour
chaque utilisateur que I'on souhaite supprimer.

2. Cliquer sur OK pour ouvrir une boite de dialogue et confirmer I'intention de fermer la fenétre.
3. Cliquer sur Yes (Oui) pour fermer la boite de dialogue et |a fenétre.

Remarque : La liste des utilisateurs du logiciel doit systématiquement inclure un
administrateur.

Gestion des droits associés aux roles

CFX Manager Dx comprend les quatre roles suivants :

B Administrator (Administrateur) (obligatoire) — les administrateurs ont tous les droits ; ces droits ne
peuvent pas étre modifiés. Les administrateurs peuvent également ajouter et supprimer des
utilisateurs et changer les droits de chaque réle.

Remarque : Seul un administrateur peut modifier les droits d’un réle quelconque.
B Principal (Principal) — par défaut, I'utilisateur principal a tous les droits.
B Operator (Opérateur) — par défaut, I'opérateur a tous les droits, sauf celui d'ignorer des cycles.
B Guest (Invité) — par défaut, I'utilisateur invité peut uniquement lire des fichiers.

Important : Modifier les droits associés a un role affecte tous les utilisateurs auxquels ce rble est
attribué. Il estimpossible de personnaliser un réle pour un utilisateur spécifique. Faire preuve de
prudence lors de la modification des droits des réles.

Pour spécifier les droits associés a chaque role

1. Dans lafenétre d’accueil, sélectionner User (Utilisateur) > User Administration (Administration
des utilisateurs).

2. Dans le volet Manage Rights (Gérer les droits), effectuer 'une des opérations suivantes :
B Pour supprimer un droit associé a un réle, décocher la case correspondante.

B Pour ajouter un droit a un réle, cocher la case correspondante.

Manuel d'utilisation | 281



Annexe B Gestion des utilisateurs et des roles dans CFX Manager Dx

3. Cliquer sur OK pour ouvrir une boite de dialogue et confirmer l'intention de fermer la fenétre.

4. Cliquer sur Yes (Oui) pour fermer la boite de dialogue et la fenétre.
Pour réinitialiser tous les droits associés a tous les roles

» Dans la boite de dialogue User Administration (Administration des utilisateurs), cliquer sur
Restore Default Rights (Rétablir les droits par défaut).
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Connexion au logiciel CFX Manager Dx

Connexion au logiciel CFX Manager Dx

Le logiciel CFX Manager Dx gére les utilisateurs se connectant au logiciel via la boite de dialogue de
connexion. Au démarrage du logiciel, CFX Manager Dx affiche automatiquement la boite de dialogue
de connexion lorsqu’au moins deux utilisateurs sont répertoriés dans la fenétre User Administration
(Administration des utilisateurs).

CFX Manager Dx affiche le nom de I'utilisateur connecté en haut de la fenétre d’accueil.
Pour se connecter a CFX Manager Dx

1. Dans la boite de dialogue de connexion, sélectionner son nom dans la liste déroulante User
Name (Nom d'utilisateur).

2. Saisir son mot de passe.

3. Cliquer sur OK pour fermer la boite de dialogue de connexion et ouvrir le logiciel.
Bio-Rad CFX Maestro - Login

)
£y
R

User Name: | cpeterson bl

Password: |H+

QK Cancel

Modification des utilisateurs
Il est possible de modifier des utilisateurs alors que le logiciel est en cours d’exécution.
Pour changer d’utilisateurs

1. Dans la fenétre d’accueil, sélectionner User (Utilisateur) > Select User (Sélectionner I'utilisateur)
pour ouvrir la boite de dialogue de connexion.

2. Sélectionner un nom dans la liste déroulante User Name (Nom d’utilisateur).
3. Saisir le mot de passe du nouvel utilisateur.

4. Cliquer sur OK pour fermer la boite de dialogue de connexion et ouvrir le logiciel.
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Modification des mots de passe des utilisateurs
Les utilisateurs de CFX Manager Dx peuvent modifier leur mot de passe a tout moment.
Pour modifier les mots de passe des utilisateurs

1. Dans la fenétre d’accueil, sélectionner User (Utilisateur) > Change Password (Modifier le mot de
passe) pour ouvrir la boite de dialogue Change Password (Modifier le mot de passe).

Change Password

>
E

o

0ld Password: | |

Mew Password: | |

Corfim Mew Password: | |

QK Cancel

2. Dans le champ Old Password (Ancien mot de passe), saisir le mot de passe actuel.

3. Dansle champ New Password (Nouveau mot de passe), saisir un nouveau mot de passe puis le
saisir a nouveau dans le champ Confirm New Password (Confirmer le nouveau mot de passe).

4. Cliquer sur OK pour confirmer la modification.

Affichage du réle et des droits d’utilisateur

Conseil : Les utilisateurs auxquels un rdle de type Principal (Principal), Operator (Opérateur) ou
Guest (Invité) est attribué ne peuvent afficher que les parameétres, droits et réles qui leur sont
associés.

Pour afficher le role et les droits de I'utilisateur actuel

» Dans la fenétre d’accueil, sélectionner User (Utilisateur) > User Administration (Administration
des utilisateurs).

Contacter 'administrateur du CFX Manager Dx pour modifier les paramétres, droits et roles des
utilisateurs répertoriés dans la fenétre User Administration (Administration des utilisateurs).
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Il est possible de configurer le logiciel CFX Manager™ Dx pour 'utiliser avec un systéme de gestion
de I'information du laboratoire (en anglais LIMS pour Laboratory Information Management System).
Pour I'intégration au LIMS, CFX Manager Dx exige les informations de configuration de la plaque
générées par la plateforme LIMS (un fichier LIMS, *.plrn), un fichier de protocole créé a I'aide du
logiciel CFX Manager Dx (*.prcl), un emplacement d’exportation des données défini et un format
d’exportation défini.

Une fois la série terminée, CFX Manager Dx génére un fichier de données (.pcrd) et I'enregistre dans
un emplacement défini du dossier d’exportation des données. CFX Manager Dx peut également créer
un fichier de données compatible avec le LIMS au format .csv et I'enregistrer au méme emplacement.

Création de fichiers de données compatibles avec le
systéme LIMS

Cette annexe explique comment configurer le logiciel CFX Manager Dx pour créer, enregistrer et
exporter des fichiers de données compatibles avec le systéme LIMS.

Configuration du dossier LIMS et options d’exportation des
données

Par défaut, CFX Manager Dx enregistre les protocoles, les fichiers et les fichiers d’exportation des
données du LIMS dans le dossier suivant :
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

Il est possible de configurer le logiciel CFX Manager Dx de maniére a ce qu'’il enregistre les fichiers
dans un autre dossier et de modifier les options d’exportation pour les données du LIMS.

Pour configurer un dossier LIMS et les options d’exportation des données

1. Dans la fenétre d’accueil, sélectionner Tools (Outils) > Options (Options).

2. Dans la boite de dialogue Options (Options), sélectionner Data Export Settings (Parameétres
d’exportation des données).
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Options

[~ Emai [i# Data Export Settings

LIMS Settings
[ Automatically export LIMS data at end of un

LIMS Data Export Settings..

Protocal: |C."-Users'-.Public'-.Ducuments'-.EiD-Rad"-CFX_DX'-.LIMS".L\MS Protocols | .

LIMS File: |C:'-Users'-.PubIlc'-.Ducurnents'-.ElDfRad'-CF}’\_D){'-.LIMS | "

Data Bxport: |C:\Users\Public\Documents'\Bio-Rad\CFX_DX\LIMS |

Other Data Settings
(®) Use data file location

(0 Use this folder: ‘

[] Automatically export all data sheets at the end of run

Data format: | Excel 2007 (*xlsx)

OK Cancel

3. (Facultatif) Sélectionner Automatically export LIMS data at end of run (Exporter automatiquement
les données du LIMS a la fin de la série).

Le logiciel exportera automatiquement les données du LIMS aprés chaque série et les
enregistrera a 'emplacement spécifié.

4. Pour modifier les options d’exportation par défaut pour les données du LIMS, cliquer sur Data
Export Settings (Paramétres d’exportation des données).

Important : Seules les données du LIMS exportées au format de fichier .csv peuvent étre
réimportées dans CFX Manager Dx.

5. Dans la boite de dialogue LIMS Data Export Format Settings (Paramétres de format d’exportation
des données du LIMS), sélectionner les options d’exportation requises et cliquer sur OK.

6. Dans la boite de dialogue Options (Options), accéder a un dossier par défaut pour
I'enregistrement des fichiers de données du LIMS et le sélectionner. Il est possible de
sélectionner un emplacement différent pour chaque type de fichier :

B Protocole
B Fichier LIMS
B Exportation des données

7. Cliquer sur OK pour enregistrer les modifications et fermer la boite de dialogue Options (Options).

Création d’un protocole LIMS

Pour démarrer une série avec le systéme LIMS, créer un fichier de protocole (*.prcl) CFX Manager Dx
et 'enregistrer dans 'emplacement du dossier de protocoles LIMS prévu a cet effet.
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Création de fichiers de données compatibles avec le systeme LIMS

Consulter le Chapitre 6, Création de protocoles pour de plus amples informations.

Création d’un fichier LIMS

Un fichier LIMS (*.plrn) comporte les détails de la configuration de la plaque et le nom de fichier du
protocole. Ce fichier est généré par le systéme de gestion de I'information en laboratoire (en anglais
LIMS pour Laboratory Information Management System) interne. CFX Manager Dx utilise le fichier
LIMS pour créer un fichier de plaque a utiliser avec un fichier de protocole.

CFX Manager Dx fournit des fichiers de modeéle d’importation de plaques qu'’il est possible de modifier
pour créer des fichiers de plaques LIMS personnalisés.

Conseil : Cette tache doit étre effectuée par un spécialiste LIMS.
Pour créer un fichier LIMS

1. Dans la fenétre d’accueil, sélectionner View (Afficher) > Show (Afficher) > LIMS File Folder
(Dossier des fichiers LIMS).

2. Ouvrir le dossier LIMS Templates (Modeéles LIMS) et sélectionner un fichier .csv a importer dans
le LIMS interne.

B UMS Templates

&« - 4 | Ci\Users\Public\Documents\Bio-Rad\ CFX_DX\LIMS\LIMS Templates v| & Search Ll.. 2@
=
; Downloads 2 Mame [late modified Type Size
& Music EL] CFX 96 LIMS Plate Import Template.csv  3/2/2018 643 AM Microsoft Excel ... 5 KB
| Pictures
B videos
= OSDisk (C:)
= Groups (G:) w
1 item =

3. Araide du LIMS, modifier le fichier de modéle en remplissant les champs obligatoires énumérés
dans le Tableau 40.

4. Enregistrer le modele avec I'extension .plrn dans le dossier de fichiers LIMS.

Important : CFX Manager Dx ne peut ouvrir que le fichier .plrn. Il faut enregistrer le fichier
.csv en .plrn afin de démarrer le LIMS.
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Tableau 40. Définition du contenu du fichier .csv du LIMS

Colonne Ligne Description Contenu Usage
A 1 En-téte de la plaque Ne pas modifier Prédéfini
A B,C 2 Champ/données/instruction Ne pas modifier Prédéfini
B 3 Version Ne pas modifier Prédéfini
B 4 Taille de la plaque Ne pas modifier Prédéfini
B 5 Type de plaque Saisir « BR White », Obligatoire

« BR Clear » ou tout
autre type de
plaque étalonnée

B 6 Mode de lecture Saisir « SYBR/FAM Obligatoire
Only » (SYBR/FAM
uniquement), « All
Channels » (Tous
les canaux) ou
« FRET »
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Création de fichiers de données compatibles avec le systeme LIMS

Tableau 40. Définition du contenu du fichier .csv du LIMS, suite

Colonne

B

Ligne
7

Description

Unités

Contenu Usage

Saisir 'une des Obligatoire
valeurs suivantes :
« copy number »
(nombre de copies),
« fold dilution »
(facteur de dilution),
« micromoles »
(micromoles),
«nanomoles »
(nanomoles),

« picomoles »
(picomoles),

« femtomoles »
(femtomoles),

« attomoles »
(attomoles),

« milligrams »
(milligrammes),

« micrograms »
(microgrammes),

« nanograms »
(nanogrammes),

« picograms »
(picogrammes),

« femtograms »
(femtogrammes),

« attograms »
(attogrammes) ou

« percent »
(pourcentage)
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Tableau 40. Définition du contenu du fichier .csv du LIMS, suite

Colonne

B

Ligne
8

Description

Identifiant de la série

Contenu

Saisir une bréve
description ou un
code-barres
identifiant cette
série (30 caractéres
maximum, virgules
non autorisées)

Usage

Facultatif

Note liée a la série

Saisir une
description de la
série

Facultatif

10

Protocole de la série

Saisir le nom de
fichier du protocole
exactement comme
indiqué

Obligatoire

11

Fichier de données

Saisirle nom du
fichier de données

Facultatif

12-15

A définir/Vide

Ne pas modifier

Prédéfini

16

Données de la plaque
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Création de fichiers de données compatibles avec le systeme LIMS

Tableau 40. Définition du contenu du fichier .csv du LIMS, suite

Colonne Ligne Description Contenu Usage

A 17-113 Position des puits Ne pas modifier Prédéfini
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Tableau 40. Définition du contenu du fichier .csv du LIMS, suite

Colonne Ligne Description Contenu
B-G Colorant can.1, colorant Saisir un nom de
can.2, colorant can.3, colorant étalonné
colorant can.4, colorant (par exemple,
can.5, FRET « FAM ») pour

chaque canal utilisé
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Tableau 40. Définition du contenu du fichier .csv du LIMS, suite

Colonne

H

Ligne

Description

Type d’échantillon

Contenu Usage

Saisir'undestypes  Obligatoire
d’échantillon
suivants :

« Unknown »
(Inconnu),

« Standard »
(Standard),

« Positive Control »
(Contrble positif),

« Negative

Control » (Controle
négatif), « NTC »
(contrble sans
matrice) ou « NRT »
(sans transcriptase
inverse)
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Tableau 40. Définition du contenu du fichier .csv du LIMS, suite

Colonne

J-0

R-W

Y-AD

Description Contenu Usage
Nom de I'échantillon Saisir le nom de Facultatif
I’échantillon
Cible can.1, cible can.2, cible Saisirle nomde la Facultatif
can.3, cible can.4, cible cible pour chaque
can.5, cible FRET canal utilisé
Nom de I'ensemble Saisir le nom de Facultatif
biologique 'ensemble
biologique
Réplicat Saisir un nombre Facultatif
entier positif pour
chaque ensemble
de réplicats. La
valeur ne peut pas
étre égale a zéro
Quantité can.1, quantité Saisir les valeursde  Obligatoire
can.2, quantité can.3, quantité pour pour tous les
quantité can.4, quantité n’importe quel standards
can.5, quantité FRET standard. Saisir la
concentration sous
forme décimale
Note relative au puits Saisir une note sur Facultatif
le puits
(20 caractéres
maximum)
Couleur de puits can.1, Saisir toute couleur Facultatif

couleur de puits can.2,
couleur de puits can.3,
couleur de puits can.4,
couleur de puits can.5,
couleur de puits FRET

du style de courbe
définie par
I'utilisateur sous
forme d’'un nombre
entier 32 bits (argb)
au format décimal
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Démarrage d’une série LIMS

Pour démarrer une série LIMS

1. Effectuer 'une des opérations suivantes pour ouvrir un fichier LIMS .plrn :

Création de fichiers de données compatibles avec le systeme LIMS

B Dans lafenétre d’accueil, sélectionner View (Afficher) > Show (Afficher) > LIMS File Folder
(Dossier de fichiers LIMS) et ouvrir le fichier .plrn cible.

B Dans lafenétre d’accueil, sélectionner File (Fichier) > Open (Ouvrir) > LIMS File (Fichier

LIMS) et ouvrir le fichier .plrn cible.

Le fichier s’ouvre dans I'onglet Start Run (Démarrer la série) de I'assistant Run Setup
(Configuration de la série). L'onglet Start Run (Démarrer la série) affiche des informations sur
I'expérience a réaliser. Il affiche également le bloc ou les blocs des appareils connectés sur
lesquels I'expérience sera effectuée.

(Démarrer la série).

Dans I'onglet Start Run (Démarrer la série), sélectionner un appareil et cliquer sur Start Run

Run Setup
Protocol (23] Plate "B Start Run
Run Information

Protocol: RespProtocol prol
Plate: LIMS001_96 wells pitd

)

Motes

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Mame A Type
O CFX%36 Decp Well
CFX360W2 CFX96 Desp Well
[] CFrxse0 CFX96
CFX96102 CFX96

Run Status

Idle
Idle
Idle:
Idle:

Sample Volume
25
25
25
25

ID/Bar Code

[] Select All Blocks

% Dash Block Indicator /_ﬁ Open Lid

21

Close Lid

<< Prey

Start Run

Exportation des données vers un LIMS

Une fois la série terminée, CFX Manager Dx génére un fichier de données (.pcrd) qu'’il enregistre dans
I'emplacement défini du dossier d’exportation des données.
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Pour exporter un fichier de données vers un LIMS

P Ouvrir le fichier .pcrd et sélectionner Export (Exporter) > Export to LIMS Folder (Exporter vers un
dossier LIMS).

Conseil : Sil'utilisateur sélectionne Automatically Export Data after Run (Exporter
automatiquement les données aprés la série) dans LIMS Options (Options du LIMS), CFX
Manager Dx crée un fichier de données compatible avec le LIMS au format .csv et I'enregistre
dans le méme dossier.
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Annexe D Reésolution des problemes lies a la
connexion du logiciel CFX Manager Dx

Journal des applications

Avant de démarrer une nouvelle série, les appareils CFX96™ et CFX96 Deep Well lancent un test
d’auto-diagnostic pour vérifier que le fonctionnement est conforme aux spécifications. Le logiciel
consigne les résultats de ce test dans le fichier Run Log (Journal des séries) et Application Log

(Journal des applications). Si un probléme est observé dans une ou plusieurs expériences, ouvrir les
journaux des séries et des applications pour découvrir quand le probléme a commenceé.

CFX Manager™ Dx assure le suivi des informations sur I'état d’'un appareil durant une série dans le

journal des applications. Utiliser ces journaux pour suivre les événements qui surviennent sur les
appareils et dans le logiciel et pour la résolution des problémes.

Pour ouvrir le journal des applications

>

Dans la fenétre d’accueil, sélectionner View (Afficher) > Application Log (Journal des

applications).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xml X

File:  BioRadPCRClentHistoryLog:xaml el
Find
Date v Message Seveity ¢ Log
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN - RN003707, Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 783BR09588", Model - CFX36'
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - 'RN005883, Shuttle SN - 'SG8719, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR02007", Model - Dual 48 Well
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN -'RN00S661", Shuttle SN - 'SG6751. ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO3671", Model - Dual 48 Well
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM83878", Block SN - 'RN002499, Shuttle SN -'SG8038, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO0531', Model - CFX6
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM81435', Block SN - RN004743, Shuttle SN - 'SG0887, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR06617, Model - CFX Connect'
08/04/201709:3459  Instrument connected- Base SN - 'SIM42465', Block SN - RN006483, Shuttle SN - 'SG3551', ORM SN Info MachineCollection
- 788BR04970', Model - '96 Well
08/04/201709:3459  Command line argumerts: C:\ProgramData \Bio-Rad\CFX\Instrument’ Info C1000Server
C:\ProgramData\Bio-Rad\CFX\Enumerator' FlagshipConnectedinstruments xml" True' False’'1" " *
08/04/201709:3459  Product Bio-Rad C1000 Server version 4.1.2350.803 has started Info C1000Server
08/04/201709:3453  C1000 Server has started. Info C1000Server
08/04/201709:3458  MC status thread started Info MC
08/04/201709:3458  C1000 server started successfuly. Info MachineCollection
14« » »i] EventLog
Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00
Severty: Info
Tag: Unassigned
Message: Instrument connected- Base SN - 'SIM85406', Block SN - RN0S707, Shuttle SN - 'SG7642. ORM SN - 7838R09588", Mode! - CFX36'
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Annexe D Résolution des problemes liés a la connexion du logiciel CFX Manager Dx

Résolution des problémes

Généralement, les problémes de communication du logiciel et de I'appareil peuvent étre résolus en
redémarrant 'ordinateur et le systéme. Veiller a enregistrer tout travail en cours avant le redémarrage.

Remarque : Vérifier que I'ordinateur dispose de suffisamment de mémoire vive et d’espace
disque disponible. La mémoire vive minimum est de 4 Go et I'espace sur le disque dur minimum
estde 128 Go.

Coupure de courant

En cas de coupure de courant, 'appareil et 'ordinateur s’éteindront. Si la coupure de courant est de
courte durée, I'appareil reprendra I'exécution d’'un protocole mais le journal des applications
consignera la coupure de courant. En fonction du paramétrage de I'ordinateur et de la durée de la
coupure de courant, I'appareil et le logiciel tentent de poursuivre I'exécution de la série en fonction de
I'étape du protocole :

B Sile protocole se trouve a une étape sans lecture de plaque, son exécution se poursuit dés lors
que le courant est rétabli.

B Sile protocole se trouve a une étape avec lecture de plaque, I'appareil attend que le logiciel
redémarre et rétablisse la communication pour collecter les données. Dans cette situation, le
protocole ne se poursuit que si le logiciel n’est pas arrété par I'ordinateur. Lorsque I'ordinateur et
le logiciel redémarrent, le protocole continue.

Retrait des échantillons du module réactionnel pendant une coupure de courant

L’utilisateur peut ouvrir un couvercle motorisé verrouillé d’'un module réactionnel pour retirer les
échantillons pendant une coupure de courant.

Pour retirer la plaque de verrouillage

1. Abaisser la barre de verrouillage pour retirer le module réactionnel du thermocycleur C1000™
Dx.

2. Poser soigneusement le module réactionnel sur un bureau ou sur la paillasse.

3. Positionner le module de sorte que I'avant du module dépasse du bord de 5 cm.
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Résolution des problémes

jl 1 ——‘
/ .

Avec une clé Allen, retirer les deux grosses vis se trouvant sous le bord avant du module
réactionnel (sous le bouton d’ouverture du couvercle).

L’utilisateur doit entendre la libération du loquet de verrouillage depuis I'intérieur du module.

Important : Ne pas retirer les deux petites vis situées au niveau du bord avant du module.

VA,

Ouvrir le couvercle du module réactionnel. A noter que le loquet (plastique noir) n’est plus fixé.
Sortir les échantillons du bloc.

Remettre en place le loquet de verrouillage et le fixer avec les grosses vis pour remonter le
module réactionnel, couvercle ouvert.
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Annexe D Résolution des problemes liés a la connexion du logiciel CFX Manager Dx

Récupération des fichiers sur I’ordinateur CFX Manager Dx

Il est possible de récupérer des fichiers de données et des fichiers journaux sur I'appareil et de les
transférer sur le disque dur d’'un ordinateur connecté.

Remarque : Tous les fichiers dans le dossier des données en temps réel sur la base de I'appareil
sont récupérés sur 'ordinateur.

Pour récupérer les fichiers de I’appareil

1.

Dans le volet Detected Instruments (Appareils détectés) de la fenétre d’accueil, faire un clic droit
sur I'appareil cible et sélectionner I'une des options suivantes :

B Retrieve Log Files (Récupérer les fichiers journaux)
B Retrieve Data Files (Récupérer les fichiers de données)
Choisir un emplacement de dossier pour enregistrer les fichiers récupérés.

Cliquer sur OK.

Installation manuelle du logiciel CFX Manager Dx

Pour installer manuellement le logiciel CFX Manager Dx

1.

Si nécessaire, débrancher de I'ordinateur tout appareil connecté.

Localiser et débrancher le cable USB de I'appareil sur I'ordinateur CFX Manager Dx. L’extrémité
insérée dans I'appareil peut rester en place.

Se connecter a I'ordinateur CFX Manager Dx avec des privileges administratifs.
Insérer le CD du logiciel.

Dans Windows Explorer, accéder au CD, faire un clic droit sur I'icéne du CD du logiciel puis
sélectionner Explorer pour ouvrir la fenétre du CD.

Double-cliquer sur le dossier CFX_Manager pour I'ouvrir puis double-cliquer sur setup.exe pour
démarrer I'assistant d’installation du logiciel.

Suivre les instructions de I'assistant pour installer le logiciel puis cliquer sur Finish (Terminer).
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Résolution des problémes

Réinstallation des pilotes

Pour réinstaller les pilotes des appareils

» Dans lafenétre d’accueil, sélectionner Tools (Outils) > Reinstall Instrument Drivers (Réinstaller
les pilotes des appareils).

Remarque : En cas de problemes liés a la communication du logiciel avec un systéme en temps
réel apres la réinstallation des pilotes et la vérification de la connexion USB, contacter
I'assistance technique de Bio-Rad.
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Avis concernant les droits d’auteur de Minpack (1999) Université de Chicago. Tous droits
réserveés.

La redistribution et I'utilisation en formes source et binaire, avec ou sans modification, sont permises
sous réserve que les conditions suivantes soient respectées :

1. Toute redistribution de code source doit étre accompagnée de la mention de droit d’auteur
susmentionnée, de la présente liste de conditions et de I'avis de non-responsabilité qui suit.

2. Lesredistributions en forme binaire doivent reproduire la mention de droit d’auteur
susmentionnée, la présente liste de conditions et I'avis de non-responsabilité qui suit dans la
documentation et/ou tout autre matériel fourni avec la distribution.

3. Ladocumentation de I'utilisateur final incluse avec la redistribution, le cas échéant, doit comporter
I'énoncé suivant :

« Ce produit inclut un logiciel développé par I'Université de Chicago, en tant qu’opérateur d’Argonne
National Laboratory. »
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